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VACCINE

FIELD OF INVENTION

The present mvention relates to bactenal polysacchande emtigen vaccines,
thewr manufacture and the use of such polysaccharides in mecheines.

In perticular the present mventon relates to vaccines compnsing s
pneumococcal polysacchande amtigen, typically & pneumococcal polysacchande
conjugate antigen, formulated with a protein anhgen from Strepfococcus pneumoniae
and optionally a Thl inducing adjuvant.

BACKGROUND OF INVENTION

Streptococcus pneumornas 13 8 Cram-postive bacteria responsible for
considamble moridity and mortality (psrhcularly m the young and aged), causing
invasive diseases such as pneumoma, bactererma end memingihs, and diseases
associgted with colomsation, such as acute Otths media. The rate of pneumococcal
poneumonia m the US for persons over 60 years of age 1s eshmated to be 3 to 8 per
100,000 In 20% of cases tins leads to bactererma, and other mamfestations such as
memngitis, with a mortality rate close to 30% even with anhibaotic treatment.

Pncumococcus 1s encapsulated with a chermically nked polysacchande which
confers serotype specificity There are 90 known serotypes of pneumococcs, and the
capsule 13 the prnciple virulence deternmnant for pneumococcs, as the capsule not
only protects the mner surfice of the bactena from complement, but 13 stself poarly
immunogenic Polysaccharides are T-independent anhgens, and cam not be processed
or presented on MHC molecules to mteract with T-cells. They can however, stumulaie
the :mmmume system through an alternate mechamsn wihich mvolves cross-linking of
surface receptors on B cells.

It was shown m several expenments that protechon sgmnst mnvasive
poneumococc: disease 18 correlated most strongly with antibody specific for the
capsule, and the protection 13 serotype specific.

Polysaccharide antigen based vaccines sre well known m the art. Four that
have been licensed for human use include the Vi polysacchande of Salmonella typh,

the PRP polysacchande from Haemophilus influsnzas, the tetravalent meningococcal
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vaccine composed of serotypes A, C, W135 and Y, and the 23-Valent pneumococcal
vaccine composed of the polysacchandes comresponding to serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, and 33
(accountmg for st least 90% of pnewnmococcal blood 1solates).

The latter three vaccines confer protection agamst bacteria causing respiratory
infections resulting m severe morbidity and mortality m mifants, yet these vaccines
have not been hicensed for use 1 chaldren less them two years of age because they are
mnadequately mmmunogenic 1n this age group [Peltola er al (1984), N Engl J Med.
310 1561-1566) Streptococcus pneumomae 13 the most common cause of mvasive
bactenal disease and otiis media 1n 1nfants and young children. Likewnse, the eldecly
mount poor responses to pneumococcal vaccines [Roghmann er af, (1987), I
Gerontol. 42 265-270], hence the increased mcidence of bacterial pneumonia 1n tus
population [Verghese and Berk, (1983) Medicine (Balttmore) 62 271-285]

Strategies, winch have been designed to overcome this lack of
immunogenicity m nfants, mclude the hnking of the polysacchende to large
immunogamc protemns, which provide bystander T-cell help and which induce
immunological memcry agemst the polysacchende anhgen to which it 1s conjugated.
Pneumococcal glycoprotemn conjugate vaccines are currently bemng evaluated for
safety, immunogenicity and efficacy 1n various age groups

The 23-valent unconjugated pneumococcal vacems has shown a wide
venation m climcal efficacy, from 0% to 81% (Fedson ef al (1994) Arch Intern Med.
154 2531-2535). The efficacy appears to be related to the nsk group that 18 being
immumsed, such as the elderly, Hodglan's disease, splenectomy, sickie cell disease
and agammaglobulinemics (Fine ef al (1994) Arch Intern Med. 154 2666-2677), and
also to the disease mamfestaton. The 23-valent vaccine does not demonstrate

protection agamst pneumococeal pneumonta (in certan high nak groups such as the
elderly) and otxtis media chseases.

There 13 therefore a need for improved pneumococcal vaceme composttions,
parhcularly ones which will be more effective 1n the prevention or amehioration of
pneumococcal disease (particularly poeumon:a) 1n the elderly and m young children.

The present invention provides such an improved vaccine,
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SUMMARY OF THE INVENTION

Accordingly the present mvention provides a vaccine composition, compnsing
at least one Streptococcus pneumomae polysacchande antigen (preferably conjugated
to a protein camer) and a Strepfococcus pneumomae protemn anhgen selected from the
group conmsung of Poly Histdme Tnad famiuly (Pht; e.g PhtA, PhB, PhiD, or
PhtE), Lyt farmly (e g LytA, LytB, or LytC), SpaA, Sp128, Sp130, Sp125, Spl01 and
Sp133, or truncate or immumologically functional equivalent thereof, optionally with a
Thl adjuvant (an adjuvant inducing a predomnaptly Thl unmmme response)
Preferably both a pneumococcal protein and Thl adjuvant are ncluded. Advaniageous
composthons compnsmg combmations of the above pneumococeal protemns of the
mvention wrth each other and with other pacumococcal proteins are also described.
The compoarhons of the mnvention ere partrcularly suited m the treatment of elderly
pneumonis.

Pnsumococcal polysacchande vaccines (comugated or not) may not be abie to
protect agamst pneumoma m the elderly population for which the mcudence of this
chsease 18 very high The key defense mechamsm agamst the pneumococcus 1s
opsonophagocytoms (a bumorsl B-cell / neutrophil mexiated event cansed by the
produchon of antbodies agamst the pneumococcal polysacchande, the bactenum
oventually becoming phagocytosed), however parts of the mmwolved opsonic
mechamisms are mpamed m the elderly, te. superomde produchon by PMN
(polymorphonuclear cells), other reactive axygen species production, mobilization of
PMN, apoptoms of PMN, deformahility of PMN Anttbody responses may also be
umpaired m the elderly

Contrary to the normally accepted dogma, normal levels of anh-capsular
polysacchande sntibodies may not be effective in complete clearance of bacteria, as
poeumococc: may invade host cells to evade ths branch of the immune system.

Surpnsmgly, the present mventars have found thet by smultaneocusly
shmulating the cell medisted branch of the immume system (for instance T-cell
meditated smmumty) mn addrtion to the humnoral brach of the immune system (B-cell
mediated), & synergy (or cooperation) may result which 1s capable of enbancing the
clearance of pneumococc: from the host. This 18 a discovery which will axd the
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prevention (or treatment) of pneumococcal mfechon m general, but will be
particularly 1mportant for the prevention (or treatment) of pneumonia m the elderly
where polysacchande based vaccnes do not show efficacy

Without wishing to be bound by any theory, the present inventors have found
that both arms of the mmune system may synergise 1n this way if a pneumococcal
polysaccharile (preferably conjugated to a protemn camer) s admmustered with a
poeumococeal protein selected from the group conmsting of PhtA, PhtD, PhtB, PhiE,
SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Sp101, Sp128, Sp130 and Spl133 (protcins which
can be processed and presented m the context of Class II and MHC class I on the
surface of infected mammalian cells) Although one or more of these pneumococcal
protems can trigger cell mediated :mmumity by tself, the mventors have also found
that the presence of a Thl inducing adpuvant 1n the vaccine formulation helps this arm
of the immuns system, and surpnsingly further enhances the synergy between both
arms of the imnmme system.

DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present mvenhon provides an improved vaccmne particularly for the
prevenhion or amelioration of pnemococcal nfection of the elderly (and/or mnfants and
toddlers)

In the context of the imvention a pahent 18 conmidered elderly if they are 55
years or over m age, typcally over 60 years and more generally over 65 years.

Thus 1n one embodment of the invenhon there 15 provided a vaccme
composition, swtable for use i the elderly (and/or Infents and toddlers) compnsmng at
least one Sireptococcus pnewmoniae polysacchande anhgen and at least ome
Streptococcus pretononias protein antigen(s) selected from the group conmsting of
PhtA, PitD, PluB, PHE, SpaA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 end
Sp133 The vaccine may optionsally comprise a Thl adjuvant.

In & second, preferred, embodiment, the present mnvention provides a vaccine
(suitable for the prevention of pneumoma m the elderly) compriaing at least one (2, 3,
4, 5,6, 7, 8, 9 or 10) Streptococcus pneumoniae polysacchande anhigen(s) and at least
one Sireptococcus pneumoniae protein antigen selected from the group consising oft

4



WO 02/22167

10

15

20

25

30

PhtA, PhtD, PhtB, PIE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 and
Sp133, and, preferably, a Thl adjuvant.

In the above embodmments vacomes advamtageously comprising combmations
of the above pneumococcal proteins of the invention with cach other and with other
paeumococcal protemns are also envisioned as described below

It 18 envisaged that such a vaccme will be also useful in treating pneumococcal
wnfection (for instance otihis mecia) 1 other lugh nsk groups of the population, such
as for infents or toddlers

Stre niae P, of the Inveniion

Typacally the Streptococcus preumonias vaccine of the present mvenbion wall
compnse polysacchande entigens (preferably conjugated to & camer protein), wherem
the polysacchandes are derrved from at least four serotypes of pneumococcus.
Prefierably the four serotypes include 6B, 14, 19F and 23F More prefersbly, at least 7
serotypes are imcluded in the compomtion, for example those derived from serotypes
4, 6B, 9V, 14, 18C, 15F, and 23F More preferably stll, at least 11 serotypes are
mncluded m the compomtion, for example the composthon m one embodiment
mcludes capsular polysacchanides denved from serotypes 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19F and 23F (preferably conjugaied to a camer protmn) In a prefemed
embodment of the invention at least 13 polysacchande antigens (preferably
conyugated 1o a carner protein) are inclnded, although further polysacchande anhgens,
for example 23 valent (such as serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, SN, 9V, 104, 11A,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F and 33F), are also contemplated by
the mmventhon.

For elderly vaccination (for instance for the prevention of pneumoms) 1t 18
advantageous to include serotypes 8 and 12F (and most preferably 15 and 22 as well)
to the 11 valent antigemc composition desenbed above to form a 15 valent vaccine,
whereas for infants or toddlers (where otths media 15 of more concern) serotypes 6A
and 19A are sdvaniageously inchuded to form a 13 valent vaccine

Although the above polysaccharides may be used 1n therr full-length, native
form, 1t should be undersiood that size-reduced polysacchandes may aiso be used
which are stil impnumogenic (see for example EP 497524 and 497525).

5
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For the prevention/amelioration of pneumoma in the elderly (+55 years)
population and Otris media m Infants (up to 18 months) and toddlers (typcally 18
months to 5 years), it 15 a preferred embodiment of the mvention to combine a

multivalent Strepfococcus pnswmorsa polysacchanide as heremn descnbed wrth a
Streptococcus preumoniae protem selected from the group conmsting of; PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 and Sp133, or
immunclogically funchonal equivalent thereof A combination of pneumococcal
proteins may also be advantageously utilised as described below

Pneumococcal Protems of the invention

For the purposes of this mvention, “onmmnologically functional equivalent” 1s
defined as a peptids of protein compnsing at least one protechve epiiope from the
protems of the invention. Such epitopes are charactenistically surface-exposed, highly
conserved, and cen eheit an bactencidal anhbody response 1n a host or prevent toxic
effects Preferably, the functional equivalent has at least 15 and preferably 30 or more
contiguous ammo acids from the protem of the invention. Most prefersbly, fragments,
deletions of the protem, such as transmembrane deletion vanants thereof (ie tha use of
the extracellular dommn of the proteins), famons, chemucally or genetically detoxafied
denivatives and the hke can be used with the proviso that they are capable of rausing
substantially the same immume response as the native protem. The position of
potenhal B-cell epitopes mm a protemn sequence may be readily determuned by
1denhfying pephides that are both surface-exposed and antigenic using & combmahon
of two methods 2D-structure prediction and antigemic index prediction. The 2D-
structure predichion can be made umng the PSIPRED program (from Dawid Jones,
Brunel Bioanfommatics Group, Dept. Biological Scaences, Brunel University, Uxbridge
UBS8 3PH, UK) The antigemc mdex can be calculated on the basis of the method
described by Jemeson and Wolf (CABIOS 4 181-186 [1988])

The protains of the invention are the followmg protemns, all of which are
exposad on the outer surfiace of the pneumococcus (capable of being recogmsed by a
host's immune system during at least part of the lfe cycle of the pneumococcus), ar
are protemns which are secreted or released by the pneumococcus.

6
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The Streptococcus pneumoniae protemn of the invention 18 preferably selected
from the group consisting of a protem from the polyhistdine tnad famuly (Pht), a
protein from the Lyt famuly, a choline bincing protem, protemns having an LYXTG
motif (where X 13 any amino acid), proteins having a Type II Signal sequence motif of
LXXC (where X 18 any amino acid), and protemns having a Type I Signal sequence
motf Preferred examples within these categones (or motfs) are the following
protems (or truncate or immunologically functional equivalent thereof)

The Pht (Poly Hishdme Tnad) family comprises proteins PhtA, PhiB, PhtD,
and PtE Thoe famly 18 characterised by a lpidstion sequence, two domams
separated by a proline-rich region and several sthdine tnads, possibly involved n
metal or nucleomde binding or enzymatic activity, (3-5) coiled-cml regions, a
conserved N-termmunus and a heterogeneous C ternunus It 13 present 1n all strams of
pneumococel tested. Homologous proteins have also been found m other Streptococe:
and Neisseria Prefexred members of the famuly compnse PhtA, PhtB and PhtD
Maore preferahly, it compnses PhtA or PhtD It 13 understood, however, that the terms
Pht A, B, D, and E refer to proteins having sequences disclosed in the citations below
as well as neturally-occurring (and man-made) venants thereof that have a sequence
homology that 18 at least 90% 1dentical to the referenced protemns. Preferably 1t 1s at
least 95% 1dentical and most preferably 1t 1s 97% 1dentical.

With regards to the Pht proteins, PhtA 18 cisclosed 1n WO 98/18930, and 15
aiso referred to Sp36 As noted above, 1t 13 & protem from the polylishdmme tniad
farmly and has the type II sagnal motif of LXXC

PhtD 1s chsclosed in WO 00/37105, and 1s also referred to Sp036D As noted
above, 1t also 15 a protemn from the polyhishdine triad famuly and has the type II
LXXC signal motf

PhiB 18 disclosed in WO 00/37105, and 15 also referred to Sp036B Another
member of the PitB fanmuly 13 the C3-Degrading Polypeptide, as disclosed m WO
00/17370 Thus protein also 13 from the polyhistidine triad famuly and has the type I
LXXC signal motif A preferred immunologically fanctional equivalent 19 the protemn
Sp42 disclosed 1n WO 98/18930 A PhtB truncate {(approxamately 79kD) 13 disclosed
mn W099/15675 whuch 18 also conmdered a member of the PhtX famuly

PhtE 18 disclosed 1n WO00/30299 and 18 referred to as BVH-3

Y\
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SpsA 13 a Chohne binding protein (Cbp) disclosed 1n WO 98/39450

The Lyt famly 1» membrane associated protems associated with cell lyms
The N-terminal domain compnses choline binding domam(s), however the Lyt famuly
does not have all the features found 1 the choline binding protem family (Cbp) famly
noted below end thus for the present mvennon, the Lyt fanuly 18 considered digtmet
from the Cbp famuly In contrast with the Cbp famuly, the C-terrminal domaun contains
the catalytic domain of the Lyt protemn famuly The farmly comprises LytA, B and C
With regards to the Lyt famuly, LytA 18 disclosed m Ronds et al , Eur J Biochem,
164 621-624 (1987) LytB 13 disclosed m WO 98/18930, and 18 elso referred to as
Sp46. LytC 15 also disclosed in WO 98/18930, and 13 also refierred to as Sp91 A
preferred member of thet famuly 15 LytC.

Another preferred embociment are Lyt family truncates wherem “Lyt™ 1s
defined above and “trumcates” refers to proteins laclang 50% or more of the Choline
binding region. Preferably such proteins lack the entire cholme bmdmg region.

Spl125 1s an example of a pneumococcal surface protem with the Cell Wall
Anchored motif of LPXTG (where X 15 any ammo acid) Any protemn within this class
of pneumococcal surface protem with tns motif has been found to be useful within
the context of this mvention, and 15 therefore considered a fixther protemn of the
invenhon. Sp125 1tself 13 disclosed 1n WO 98/18930, and 13 also known as ZmpB — a
zinc metalloprotemase,

Sp101 15 chsclosed m WO 98/06734 (where 1t has the reference # y85993 It 1s
cheracterised by a Type I signal sequence.

Sp133 is cisclosed 1In WO 98/06734 (where 1t has the reference # y85992 It 13
also charactenised by a Type [ signal sequence,

Sp128 and Sp130 are disclosed 10 WO 00/76540

The proteins used mn the present wvention are preferably selected from the
group PhtD and PhtA, or a combmnation of both of these protemns

Advaniageous combination of one or mare pneumococcal proteins of the invention
with other pneumococcal proteins
In the veccine of the mvention, each of the sbove proteins of the invention

(preferably either or both of PhtD and PhtA) may also be beneficially combined with
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one or more pneumococcal protewns from the following list pneumolysin (also
refexred to as Ply, preferably detooafied by chemical treatment or mutation) [WO
96/03859, WO 90/06951, WO 99/03884], PsaA and transmembrane delehon vanants
thereof (Bey & Paton, Infect Immun 1996 Dec,64(12) 5255-62), PspA and
transmembrane delethon venants thereof (US 5804193, WO 92/14488, WO
99/53940), PspC and transmembrane deletion vanants thereof (WO 97/09994, WO
99/53940), a member of the Choline binding protemn (Cbp) famuly [eg CbpA and
transmembrane delebton varants thereof (WO 97/41151, WO 99/51266)],
Glyceraldehyde—3-phosphate — dehydrogenase (Infect. Immun. 1996 64 3544),
HSP70 (WO 96/40928), PcpA (Sanchez-Beato et al. FEMS Microbiol Lett 1998,
164 207-14), M like protem (SB patent application No EP 0837130), and adhesin
18627 (SB Patent applicahon No EP 0834568) The present invention also
encompasses immunologically functional equivelents or truncates of such protemns (as
defined above)

Concerning the Chohne Binding Protemn family, members of that farmly were
ongnally 1dentified as pneumococcal protemns that could be purified by choline-
affinmty chromatography All of the cholne-binding protemns are non-covalemtly
bound to phosphorylcholne moieties of cell wall teichoic acid and membrane-
sssociated lipoteichoic acid,  Structurally, they have seversl regions i common over
thnmeﬁmﬂy,dthoughfhemctnmdthepmm(mmduqumm,
length, etc ) can vary In general, cholme binding protemns compnse an N terminal
region {N), conserved repeat regions (R1 and/or R2), 2 prohine rich region (P) and a
conserved chohne binding region (C), made up of multiple repeats, that comprises
approsamately one half of the protein. As used 1n this application, the term “Cholme
Binding Protem family (Cbp)” 1s selected from the group consishng of Cholme
Binding Protems as wdenhified in WO 97/41151, PbeA, SpsA, PspC, ChpA, CbpD,
and CbpG CbpA 1s disclosed . WO 97/41151 CbpD and CbpG are disclosed in
WO 00729434 PspC 15 disclosed in WO 97/09994 PbcA 13 disclosed 1n WO
98/21337 Preferably the Choline Binding Proteins are selected from the group
consisting of CbpA, PbcA, SpsA and PspC.

If & Cbp 18 the firther protemn utlised 1t may be a Cbp truncate wherein “Cbp™
18 defined above and “truncate” refers to proteins lacking 50% or mare of the Cholina
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binding region (C). Preferably such proteins lack the entire choline binding regron.
More prefixably, the such protemn tnmcates lack (1) the cholins hinding region and (1)
a portion of the N-termnal half of the protein as well, yet retein at least one repeat
region (R1 or R2) More preferably stll, the truncats hes 2 repest regions (R1 and
R2) Examples of such preferred embodiments are NRIxR2 and RI1xR2 as illustrated
1 W099/51266 or W099/51188, however, other chohine binding proteins lacking a
similar chohne bmding region are also contemplated within the scope of thus
mvenhon.

Cbp truncate-Lyt truncate chimeric proteins (or fusiong) may also be used n
the vaccins of the mvention. Prefersbly this compnses NR1xR2 (or R1xR2) of Cbp
and the C-termmal portion (Cterm, Le., lacking the choline bindng dommns) of Lyt
(¢ g, LytCCterm or Sp91Cterm) More preferably Cbp 13 selected from the group
consistmg of CbpA, PbcA, SpsA and PspC  More preferably suil, 1t 13 CbpA.
Preferebly, Lyt 18 LytC (also referred to as Sp91)

A PspA or PsaA truncate laclong the cholne hindmg domamn (C) and
expressed as a famon protesn with Lyt may also be used. Preferably, Lyt 1s LytC

Preferred combinations of pneumococcal proteins for the purposes of this invention

Preferably the combination of protems of the invention are selected from 2 or
more (3 or 4) different categories such as protemns having a Type II Signal sequence
motif of LXXC (where X 15 any amno acid, ¢ g., the polyhistidine triad farmly (Pht)),
cholme bmding proteins (Cbp), proteins having a Type I Signal sequencs motf (e.g,
Spl01), proteins having a LPXTG motf (where X 15 any amuno acid, e g., Spl28,
Sp130), toxans (¢ g., Ply), otc. Prefemred exampies within these categones (or motifs)
are the protmins mentioned above, or immunologically fimctional equvalents thereof
Taxan + Pht, toxan + Cbp, Pht + Cbp, and toxin + Pht + Cbp are preferred category
combnations.

Preferred beneficial combmations mnclude, but are not himited to, PhiD +
NRIxR2, PhtD + NR1xR2-Sp91Cterm clumenic or fusion proteins, PitD + Ply, PhtD
+ Spl128, PhtD + PsaA, PhiD + PapA, PhtA + NRIxR2, PhtA + NRIxR2-Sp91Cterm
clumenc or fusion protemns, PhtA + Ply, PhtA + Spl28, PitA + PsaA, PhiA + PspA,
NRIxR2 + LytC, NRIxR2 + PspA, NRIxR2 + PsaA, NR1xR2 + Sp128, R1xR2 +

10
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LytC, R1xR2 + PspA, R1xR2 + PsaA, RIxR2 + Spl28, RI1xR2 + PhD, RIxR2 +
PhtA. Preferably, NR1xR2 (or R1xR2) 1s from CbpA or PspC More preferably 1t 18
fram CbpA.

A particularly preferred comhnstion of pneumococcel protems compnses Ply
(or a truncate or :mmmumologically funehonal equivalent thereof) + PhtD (or 8 truncate
or immmologmcally fnctonal equivalent thereof) + NRIxR2 (or R1xR2) Preferably,
NR1xR2 (or R1xR2) 13 from CbpA or PspC More preferably 1t 18 from ChpA.

Without wishing to be bound by any theory, within ths composiion the
poneumococcal protemn (or combinations described above) of the mvention can help to
induce & T-cell medisted response against pneumococcal disease — particularly
required for protection agmnst pneumoma — which cooperates with the humoral
branch of the mmmmne system to inhibit mvamon by puneumococcl, and to stunulate
opsonophagocytosis A further advantage of mcluding the protemn anhigen 1s the
presentation of further antigens for the cpsonophagocytoas process

Accordingly m an embodment of the mventon there 1s provided a
Strepiococcus pnewmomage veccine compnaing & pneumococcus polysaccharide
conjugate vaccine compnmng polysacchande anhgens derrved from at least four
serotypes, preferahly at least secven serotypes, more preferably st least eleven
serotypes, and at least one, but preferably 2, 3, or 4, Streptococcus pnewmoniae
proteins selected from the group conmsting of PhtA, PhiD, PhtB, PhitB, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Sp12S, Sp101, Spl128, Sp130 and Sp133 (or a pneumacoccal protemn
combmation as described above). Preferably one of the protems 13 PhtA (or an
immunologhcally finchonal equivalent thereof) Most preferably one of the proteimns 18
PhtD (or an mnmmumnologically functional equivalent thereof).

As mentioned above, a problem associated with the polysacchande approach
to vaccination, 18 the fact that polysacchandes per se aro poor immimogens. To
overcame thes, polysacchandes may be conjugated to proten carners, which provide
bystander T-cell help. It 13 preferred, therefore, that the polysacchandes utihised 1n the
mvenhon are linked to such a protemn camer Examples of such carners which are
currently commonly used for the production of polysacchanide immunogens include

I1
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the Diphtheria and Tetanus toxoids (DT, DT CRM197 and TT respectively), Keyhole

Limpet Heemocysnm (KLH), OMPC from N menmgitidis, end the punfied protein
denvetive of Tuberculmn (PPD)

A preferred carner for the pneumococcal polysacchande based immunogemc
composihions (or vaccines) 15 protem D from Haemaphilus influenzae (EP 594610-B),
or fragments thereof Fragments surtable for use include fragments encompassing T-
helper epitopes. In particulsr a protemn D fragment will preferably contan the N-
termunal 173 of the protem. A protein D carrier 18 swrpnsingly useful as a camer 1n
vaccines where muitiple pneumococcal polysacchande anhigens are conjugated.
Eprtope suppression 18 usually likely to occur if the same camer 15 used for each
polysacchande Surpnsingly, the present wmventors have found protein D 18
particularly suitable for mmmsing such epitopic suppression effects m combmation
vaccnes. One or more pneumococcal polysacchandes mn a combination may be
advantageously conjugated onto protein D, and preferably all anhigens are conjugated
onto proten D wrthm such a combination veccme.

A forther preferred camer for the pneumococcal polysacchande 1s the
poeumococcal protein itself (as defined above n section “Pneumococcal Protemns of
the mvention™)

The polysaccharide may be linked to the camier protem by any known method
(for example, by Likhite, US Patent 4,372,945 and by Ammor et af, US Patent
4,474,757) Preferably, CDAP conjugstion 15 camed out (WO 95/08348)

Preferably the protemn:polysacchande (weaght-weight) ratio of the conjugates
1503 1to 1 1, more preferably 06 1 10 0 8 1, and most preferahly about 0 7 1

The vaccines of the present invenhion are preferably adjuvanted. Sustable
adjuvants include an alumimum salt such as alumnnm hydroxade gel (alum) or
aluminum phosphate, but may also be a salt of calcium, magnesium, wron or zng, or
may be an msoluble suspension of acylated tyromne, or acylsted sugars, cahonically
or amomioally derivatised polysacchandes, or polyphosphazenes.

It 18 prefierred that the adjuvant be selected to be a preferential mducer of a
TH] type of response to mid the cell medisted branch of the immune response

THI Adjuvanis of the Invention
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High levels of Thl-type cytoknes tend to favour the mductton of cell
mediated :mmune responses to a given anngen, whilst hugh levels of Th2-type
cytokines tend to favour the induction of humoral immune responses to the antigen.

It 18 moportant to remember that the distnction of Thl and Th2-type immune
response 18 not absolute In reality an mdividual will support an 1mmune response
which 18 described as being predomunantly Thl or predominently Th2 However, 1t 18
often convement to consider the families of cytokines m terms of that descnbed m
murme CD4 +ve T cell ciones by Mosmann and Coffmen (Mosmann, T.R. and
Coffman, RL (1989) THI and TH2 cells different patterns of lymphokme secrehon
lead to chfferent functional properbes Annual Review of Immunology, 7, p145-173)
Traditionally, Thl-type responses are associated with the production of the INF-y and
IL-2 cytokines by T-lymphocytes. Other cytokines often directly associated with the
mduction of Thl-type immune responses are pot produced by T-cells, such as IL-12
In contrast, Th2-type responses are associated with the secretion of 14, IL-5, IL-6,
IL-10 Switrble adjuvant systems winch promote a predomnantly Thl respomnse
mclude: Monophosphoryl ipd A or a denvative thereof, particularly 3-de-O-acylated
monophosphoryl pid A (3D-MPL) (for 1ts preparstion see GB 2220211 A), and a
combinstion of monophosphoryl ipid A, preferably 3-de-O-acylated monophosphoryl
Irp1d A, together with either an alummmn salt (for mnstance aluminum phosphate or
alummum hydroxide) or an o1l-m-water emulsion. In such comhinations, antigen and
3D-MPL are contamed in the same particulate structures, sllowing for more effictent
delivery of entigenic and immunoshmulatory signals Studes have shown that 3D-
MPL 18 able to further enhance the immunogenicrty of an alum-adsorbed anngen
[Thoelen et al Vaccine (1998) 16-708-14, EP 689454-B1]

An enhanced system involves the combmation of a monophosphoryl imd A
and a saponin derrvative, particularly the combmation of QS21 end 3D-MPL as
disclosed m WO 94/00153, or a less reactogenic composition where the QS21 1s
quenched with cholesterol as disclosed m WO 96/33739

A particularly potent adjuvant formulation mvolving QS21, 3D-MPL and

tocopherol 1n an o1l 1n water emulsion 13 described 1n WO 95/17210, and 13 a preferred
formulation.

13
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Preferably the vaccine additonally compnses a saponin, more preferably
QS21 The formuldtion may also comprises an o1l m water emulsion and tocopherol
(WO 95/17210)

The present mvention also provides a method for producing a vaccme
formulation compnsing moang a protein of the present invemhon together with a
pharmaceutically acceptable exciment, such as 3D-MPL.

Unmethylated CpG contmning ohigomucieotides (WO 96/02555) ere also
preferenhal iducers of a TH1 response and are smtable for use m the present
mventon.

Particularly preferred compositions of the imnvention compnse one or more
conjugated pnsumococcal polysaccharides, ane or more pneumococcal proteins of the
mvention and & Thl adjuvant. Without washing 1o be bound by any theory, the
induction of & cell mediated respanse by way of a pneumococcal protemn (as described
above) and the cooperation between both arms of the immune gystem may be aided
usmg such a Th-1 sdjuvant, resulting i a parhculerly effechve vaccine agamst
pneumococeal disease 10 general, and, mportantly, aganst pneumococeal pneumoma
n the elderly

In a further aspect of the present invention there 15 provided an immunogen or
vaccine a3 herem described for use in medicine.

In one embodmment there 13 a method of preventing or amehorating pneumonia
1n an elderly human (+55 years) compnsing admmmstermg 2 safe and effectrve amount
of a vaccine, as described herem, compnsing a Sireptoccocus prmeumoniae
polysacchenide antigen and a pneumococcal protein selected from the group
conmsting of PhtA, PhiD, PhtB, PhiE, SpsA, LytB, LyiC, LytA, Spl25, Spl0l,
Sp128, Sp130 and Sp133, and optionally a Thl adjuvant, to smd eldecly patient,

In a firther embodiment there 15 provided a method of prevemtng or
ameliorating otiis media mn Infants (up to 18 months) or toddlers (tymcally 18 months
to 5 years), compnsing admumstening a safe and effechve amount of a vaccine
compnsing a Streptococcus pneumoniae polysacchande sntigen and s Streptococcus
pneumomae protem entgen selected from the group conmsting of PhtA, PhtD, PhtB,
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PHE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Sp101, Spl28, Sp130 and Spl33, and
optionally a Thl adjuvant, to said Infant or toddler
Preferably m the methods of the invemton as descnbed above the

polysaccharide antigen 13 pregent ag a polysacchande protem conjugate.

Vaccine Preparations of the Invention

The veccine preparations of the present invention may be used to protect or
treat a mammal susceptible to infeetion, by means of admmisterig sa:xd vaccine via
systemic or mucosal route. These admumstrations may include myechon via the
intramuscular, intrapentonsal, mtradermal or subcutaneous routes, or via mucosal
admmstration to the oral/alimentsry, respiratory, genrtounnary tracts Intranasal
adrmimstration of vaccines for the treatment of pneumonia or oths media 18 preferred
(as nasopharyngeal carnage of pneumococe: can be more effectively prevented, thus
attenuating mfection at its earliest stage) Although the vaccme of the invention may
be admmmstered as a mingle dose, compopents thereof may also be co-administered
together at the same time or at differemt tmes (for mstance pmeumococcal
polysacchandes could be admanistered separately at the same tme or 1-2 weeks after
the admmmistration of the bactenal protemn component of the vaccine for ophimal
coordmation of the immune responses with respect to each other) For co-
admmstration, the optional Thl adjuvant may be present 1n any or all of the different
sdmunistrations, however 1t 18 preferred 1f 1t 13 present in combination with the
bactenal protein component of the vaccine. In addthon to a aungle route of
admimstration, 2 different routes of admmstrahon may be used. For example, any
viral entigens may be admimistered [D (intradermal), winlst bactenal proteins may be
admimstered IM (intremuscular) or IN (intranssal). Polysaccharides may be
admmmstered IM (or ID) and bactenal proteins may be adminstered IN (or ID) In
addition, the vaccines of the invention may be admimstered IM for pnming doses and
IN for booster doses

The amount of conjugate antigan 1 each vaccine dose 13 selected as an amount
which induces an 1mmunoprotectrve response without sigmificant, adverse side effects
m typical vaccines Such amount will vary depending upon which specific
tmmunogen 13 employed and how it 13 presented. Generally, 1t 13 expected thet each
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dose will compnise 0 1-100 pg of polysacchande, preferably 0 1-50 ug, preferably
0 1-10 pg, of which 1 to 5 pg 13 the most preferable range

The content of protein antigens m the vaccme will typically be m the range 1-
100pug, preferably 5-50ug, most typically in the range 5 - 25ug

Optimal amounts of components for a particuler vaccine can be ascertamned by
standerd studies mvolving observation of appropnate imamme responses i subjects
Following an mrtal vaccmaton, subjects may receive one or several booster
mmmumsations adequately spaced.

Veaccme preparation 1s generally descnibed m Vaccine Demgn (“The subunit
and edjuvant approach” (eds Powell M F & Newman M.J ) (1995) Plemum Press New
York) Encapsulabon withm Iltposomes 1s described by Fullerton, US Patent
4,235,877

Although the vaccines of the present mvenhon may be admumstered by any
route, admumstration of the descnbed vaccmes mnto the slon (ID) forms one
embodiment of the present mventon. Humen skin compnses an outer “homy”
cuticle, called the stratum corneum, which overlays the epidermus Undemesath thus
epaders is a layer called the dermis, which m tumn overlays the subcutaneous tssue.
Rescarchers have shown that imection of 2 vaccme mito the skn, and 1n particular the
dermus, shmulates an immune response, winch may also be associated with a mmber
of addihonal advaniages. Intradermal vaccination with the vaccines descnbed herein
forms a prefesred feature of the present mvention.

The conventional technique of intradermal mjechon, the “mantoux procedure™,
comprises steps of cleaning the skin, and then stretching with one hand, and wath the
bevel of a narrow gauge needle (26-31 gmuge) facmg upwards the needle 15 mserted at
en angle of between 10-15° Once the bevel of the needle 18 inserted, the barrel of the
needle 15 lowered and further advenced whlst providmg a shght presmure to elevate 1t
under the sian. The Liqmd 13 then myected very slowly thereby formmg a bleb or bump
on the skin surface, followed by slow withdrawal of the needle

More receatly, devices that ere specifically demgned to admimster hqud
agents mio or across the skin have been described, for example the devices descnbed
i WO 99/34850 and EP 1092444, also the jet injection devices described for example
m WO 01/13977, US 5,480,381, US 5,599,302, US 5,334,144, US 5,993,412, US
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5,649,912, US 5,569,189, US 5,704,911, US 5,383,851, US 5,893,397, US 5,466,220,
US 5,339,163, US 5312335, US 5,503,627, US 5,064,413, US 5,520, 639, US
4,596,556, US 4,790,824, US 4,941,880, US 4,940,460, WO 97/37705 and WO
97713537 Alternative methods of mtradermal admimstrahon of the vaccine
preparations may include conventional syninges and needles, or devices designed for
ballishc delivery of sohid vaccmes (WO 99/27961), or transdermal patches (WO
97/48440; WO 98/28037), or applhied to the surface of the skin (transdermal or
transcutancous delivery WO 98/20734 , WO 98/28037)

When the vaccines of the present mvention are to be admumstered to the skin,
ar more specifically mto the dermus, the vaccine 18 1n & low iqund volume, particularly
a volume of between about 0 05 m] and 02 ml

The content of antigens m the skin or intradermal vaccines of the present
invention may be mmler to conventional doses as found m ntramuscular vaccines
(see above) However, it 18 a feature of skin or intradermal vaccines that the
formulations may be “low dose”™ Accordmngly the protein antigens m “low dose”
vaccmes are preferably present 1n as little as 0 I to 10ug, preferably 01 to 5 ug per
dose, and the polysacchande (preferably conjugated) antigens may be present in the
range of 0 01-1pg, and preferably between 0 01 to 0 5 ug of polysacchande per dose

As used herem, the torm “intredermal delivery™ means delivery of the vaccine
to the region of the dermus 1n the skin. However, the vaccme will not necessanly be
located exclusively in the dermis The dermus 1s the Igyer in the skin located between
about 10 and about 2 0 mm from the surface m human sian, but there 15 a certamn
amount of vanation between indrviduals and tn different parts of the body In general,
1t can be expected to reach the dermis by gomg 1 5 mm below the surface of the skon.
The dermus ts located between the stratum comeum and the epidermus at the surface
and the subcutanecus layer below Depending on the mode of delivery, the vaccine
may ultimately be located solely or primanily within the derrma, or 1t may ultmately
be dustributed within the epidermis and the dermis

The present wivention elso contemplates combination vaccines which provide
protechon against a mnge of different pathogens. Many Peaediatne vaccmes are now
fiven as a combination vaccine 50 s to reduce the mmmber of injections a chuld has to
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receive Thus for Paediainc vaccines other anhgens from other pathogens may be
formulated with the vaccmes of the mvention. For example the vaccines of the
invention can be formulated with (or admmustered separately but at the same time) the
woll known ‘tavalent’ combmnahon vaccine compnsing Diphthenia toxoid (DT),
tetarmus toxond (TT), and pertussis components [typically detoxafied Pertusmis toxoid
(PT) and filamentous haemagglutmn (FHA) with optional pertactin (PRN) and/or
agglubmn 1+2], for example the marketed vaccine INFANRIX-DTPa™
(SmuthKlineBeecham Biologicals) which contains DT, TT, PT, FHA and PRN
antigens, or with a whole cell pertussis component for example as marketed by
SmthKhineBeecham Biologicals s.2., s Tntannx™ The combined vaceme may also
compnse other antigen, such as Hepatiths B surface anthgen (HBsAg), Poho virus
anhigens (for mstance mactivated tnvalent polio virns — IPV), Moraxella calarrhalis
ouler membrene protems, non-typeable Haemophilus influenzae proteins,
N meningntidis B outer membrane protemns

Examples of preferred Moraxella catarrhals protem antigens which can be
included 1n a cominnation vaccine (especially for the prevention of otiis media) are
OMP106 [WO 97/41731 (Antex) & WO 96/34960 (PMC)], OMP21, LbpA &/or
LbpB {WO 98/55606 (PMC)], TbpA &/or TbpB [WO 97/13785 & WO 97/32980
(PMC)], CopB [Helmmen ME, et al (1993) Infect, Immum. §1:2003-2010], UspAl
and/or UspA2 [WO 93/403761 (Umversity of Texss)], OmpCD, HasR
(PCT/EP95/03824), PiQ (PCT/EP99/03823), OMP8S (PCT/EP00/01468), Lpo06
(GB 99179772), hipol0 (GB 9918208 1), hpoll (GB 9918302.2), hpol8 (GB
9918038.2), P6 (PCI/EP99/03038), D15 (PCT/EP99/03822), OmplAl
(PCT/EP99/06781), Hly3 (PCT/EP99/03257), and OmpE Examples of non-typesble
Haemophilus wfluerzae astigens which can be ncluded 1n a combmnation vaccine
(especially for the prevention of otitis medis) mnclude. Fimban protemn [(US 5766608
- Ohio Stats Rescarch Foundation)] and fumons compnsing peptides therefrom [eg
LBI(f) peptde famons; US 5843464 (OSU) or WO 99/64067], OMP26 [WO
97/01638 (Cortees)], P6 [EP 281673 (State University of New York)], TopA and/or
TopB, Hia, Hsf, Hin47, Hif; Hmwl, Hmw2, Hmw3, Hmwd, Hap, D15 (WO
94/12641), protewn D (EP 594610), P2, and PS (WO 94/26304)
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Other combinations contemplated are the pneumococcal PS & protein of the
uventhion 1 combination with viral antigens, for example, from influenza (attenuated,
split, or subumit [e.g., surfiace glycoprotems neurammmdase (NA) and haemagglutimin
(HA) See, ¢ g, Chaloupka L et al, Eur Journal Chn. Microbio! Infect. Dis 1996,
15 121-127], RSV (e g , F and G sohgens or F/G fumons, see, eg, Schmdt A C etal,
J Virol, May 2001, p4554 — 4603), PIV3 (e.g., HN and F proteins, see Schmidt et al
supra), Vancella (e.g, sttenuated, glycoprotemns I-V, etc.), and any (or all)
component(s) of MMR (measles, momps, rubella)

A preferred Peadistric combmation vaccine cantemplated by the present
mvention for global treatment or prevention of otths media compnises. one or more
Streptococcus preumonas polysacchande antigen(s) (preferably conjugated to protein
D), one or more pneumococeal proteins selected from the group conmsting of PhtA,
PhiD, PhtB, PhtE, SpaA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 and Sp133
(or an mmunologcally fonctional equivaient thereof), and one or more surface-
exposed avhigen from Moraxella catarrhalls end/or non-typeable Haemophilus
influenzae Protemn D can advamiageously be used as a protein camer for the
pneumococcal polysacchandes to overcomse eprtope suppresmon problems (as
mentioned above), and because 1t 18 1n 1tself an immmogen capable of producing B-
cell mediated protechon agamst non-typeable H iyfluenzae (ntHi) The Moraxslia
catarrhalis or non-typeable Haemophilus influenzae antigens can be included mn the
vaccine 1n & sub-unit form, or may be added as antigens present on the surface of outer
membrane vesicles (blebs) made from the bactena.

Preferably the antigemic compositions (and vaccmes) heremnbefore descnibed
are lyophilised up untl they are about to be used, at wiich pomnt they are
extemporaneously reconstituted with diluent. More prefersbly they are lyophilised 1n
the presence of 31D-MPL, and are extemporaneously reconstiuted with saline soluton.
Alternahvely, the protean and polysacchanide may be stored sepamately mn a
vaccinanon kit (either or both components being lyophilised), the components being
reconstituted and esther mixed prior to use or administered separately to the patient. A
Thl adjuvant (preferably 3D-MPL) may be present with cither or both of the
components.
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The lyophihisaton of vaccines 13 well known 1n the art Typicaily the hqmd
vaceme 1s freeze dned i the presence of an anti-caking agent for instance sugars such
as sucrose or lactose (present at an mmial concentration of 10-200 mg/mlL)
Lyophihsation typically occurs over a senes of steps, for instance a cycle starting at ~
69 °C, gradually adjusting to —24 °C over 3 hours, then retmming this temperature for
18 hours, then gradually adjusting to -16 °C over 1 hour, then retmmung ths
temperature for 6 hours, then gradually adjusting to +34 °C over 3 hours, and finally
retaimng this temperature over 9 hours.

Lyophilining the composrhons results 1n & more atable compostion (for
mnstance 1t prevents the breakdown of the polysacchande antigens) The process 13
also surpnsmgly responsible for a higher anthbody titre agmnst the pneumococcal
polysaccharides. This has been shown to be particularly mgmficant for PS 6B
conjugates Ancther aspect of the invention 13 thus a lyophiised antigenic
composyion compnsing a PS 6B conjugate adjuvanted with 3D-MPL (preferebly
devoud of alunminmm-based adjuvants) and a pneumococcal protem selected from the
group conmsting of PhtA, PhiD, PhiB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Spl01,
Spi28, Sp130 and Sp133

EXAMPLES
The examples illustrate, but do not hmst the mvenhon.

Example 1
S.pnenmonias capsular polysaccharide

The ll-valemt candidate vacoine includes the capsular polysaccharides
serotypes 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F and 23F winch were made essentially as
described m EP 72513 Each polysacchande 1s activated and denvatised using CDAP
chemustyy (WO 95/08348) and comjugated to the proten camer All the
polysacchandes are conjugated 1n thenr native form, except for the seyotype 3 (whuch
was sue-reduced to decrease ity viscosity)

Protein carrier
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The protein camer selected 13 the recombinant protein D (PD) from Non
typeable Haemaphilus influenzas, expressed n E. colr

EXPRESSION OF PROTEIN D
Haemophiius influenzae protein D
Genetic construction for protem D expression
Starting materfals
The Protein D encoding DNA

Protemn D is highly conserved among A infiuenzae of all serotypes and pon-
typeable strains The vector pHIC348 containing the DNA sequence encoding the
entire protemn D gene has been obtamned from Dr A. Forsgren, Depertment of Medical
Microbiology, Umiversity of Lund, Malm3 General Hospital, Malmd, Sweden, The
DNA sequence of protem D has been published by Janson et al. (1991) Infect. Inmun.
59 119-125

The expression vector pMGl

The expression vector pMG1 15 a denivative of pBR322 (Gross et af , 1985) in
which bacteniophage A derived control clements for tremscnption and translation of
foreign mserted genes were infroduced (Shatzman ef af, 1983). In addition, the
Ampiciliin resistance gene was exchanged with the Kanamycin resistance gene.

The E. coli stram ARS8

The K. colif strmin AR58 was generated by tansduction of N99 with a P1 phage
stock previously grown on an SA500 derrvahive (galE -TN10, lambdaKil cI857 AH1)
N99 and SASOC are E coli X12 strains denved from Dr Martn Rosenberg’s
laboraiory at the National Institute of Health.

The expression vector pMG 1

For the production of proten D, the DNA encoding the protein has been
cloned into the expression vector pMG 1 This plesmud utihses mgnals from
lembdaphage DNA to drrve the transcription and translation of inserted foreign genes.
The vector contans the promoter PL, operator OL and two uhhsation sies (Nutl. and
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NutR) to relieve transcniptional polanty effects when N protein 1s provided (Gross et
al, 1985) Vectors contmiung the PL promoter, are introduced into an E. coli
lysogemic bost to stabilise the plasmsud DNA. Lysogenic host strans contan
replicshon-defective lambdaphage DNA integrated into the genome (Shatzmen ef al ,
1983) The chromosomal lambdaphage DNA directs the synthesis of the ¢l repressor
protein winch binds to the OL repressor of the vector and prevents bindmg of RNA
polymerase to the PL. promoter and thereby transcription of the mserted gene The cf
gene of the expression strain ARS8 tonimns a temperature sensittve mutant so that PL
chrected transcription can be regulated by tempersture shift, 1¢ an mcrease 1n culture
temperature mactrvates the repressor and synthems of the foreagn protem 15 mitiated.
This expression systam allows controlled synthemis of foreign proteins especially of
those that may be toxic to the cell (Shimataka & Rosenberg, 1981)

The E coll strain ARS8

The ARS8 lysogemc E. coll stramn used for the production of the protem D
camer 18 & dentvative of the standard NIH £, coli K12 stran N99 (F su galK2, lacZ-
thr) It contmns s defective lysogemc lambdaphage (galE TN10, lambdaKil cI857
AH1). The KiI'phenotype prevents the shit off of host macromolecular synthems The
cI857 mutation confers a temperature sensitive lesion to the cl repressor The AHI
deletion removes the lambdaphage night operon and the hosts bio, uvr3, and chlA loct.
The ARSE strmn was generated by trensducton of N99 with a P1 phage stock
previously grown on en SAS00 denvative (galE “TN10, lambdaKil" cI857 AH1) The
mtroduction of the defective lysogen into N99 was sclected with tetracycline by virtue
of the presence of a TN10 transposon coding for tetracychin resistance in the adjacent
galE gens.

Construction of vector pMGMDPPrD

The pMG 1 vector which contns the gene encoding the non-structural S1
protemn of Influenzae virus (pMGNSI) was used to construct pMGMDPPID The
protemn D gene wayg amplified by PCR from the pHIC348 vector (Janson ef ! 1991)
with PCR pnmers containing Ncol and Xbal restriction mites at the 5° and 3’ ends,
respectively The Ncol/Xbel fragment was then imtroduced into pMGONS1 between
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Ncol and Xbal thus creatmg a fusion protein contarning the N-termmsl 81 emuno
acids of the NS1 protemn followed by the PD protein. This vector was labeled
pMGNSI1PID

Based on the construct descnibed above the final construct for protemn D
expression was generated. A BamHI/BamHI fragment was removed from
pMGNS1PD This DNA hydrolyms removes the NS1 coding region, except for the
first three N-termmal ressdues Upon religation of the vector a gene encoding a fusion
protein with the following N-terminal ammo acid sequence has been generated

~—MDP SSHSSNMANT—-
NS1 Protemn D

The protain D does not contmin a Jeader peptide or the N-termnal cysteme to
which ipid chains are normally attached The protem 1s therefore neither excreted
mnto the periplasm nor hpidated and remans 1n the cytoplasm in a soluble form.

The final construct pMG-MDPPrD was wniroduced mto the ARS8 host stramn
by heat shock at 37 °C Plasmud contaimng bactenia were selected n the presence of
Kanamycin, Presence of the protein D encoding DNA imnsert was demonstrated by
digestion of 1solated plassmd DNA with selected endonucleases The recaombinant E.
coli strain 15 referred to as ECD4

Expression of protemn D 1s under the control of tha lambda P, promoter/ O
Oporstor The host strain ARS8 contmns a tempersture-senmive ol gene in the
genome which blocks expression from lamnbda P, at low temperature by hinding to
O, Once the temperature 15 clovated cl 18 released from O, end proten D 1s
expressed At the end of the fermentation the cells are concentrated and frozen.

The extraction from harvested cells and the punfication of protem D was
performed as follows The frozen cell culture pellet 1s thawed and resuspended 1n a
cell disruption solution (Citrate buffer pH 6 0) to a final OD,y = 60 The suspension 18
passed twics through & high pressure homogenizer at P = 1000 bar The cell culture
homogenate 13 clanfied by centnfugation and cell debns are removed by filtration. In
the first punficahon step the filtered lysate 13 applied to a caton exchange
chromatography column (SP Sepharose Fast Flow). PD binds to the gel matrix by
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10mc mteraction and 15 eluted by a step mcrease of the jonic strength of the elution
buffer

In a second purification step immpurities are retmined on an amomc exchange
matrix (Q Sepharose Fast Flow) PD does not bind onto the gel and can be collected 1n

the flow through.

In both column chromatography steps fraction collection 1s monttored by OD
The flow through of the aniomc exchange column chromatography comtammng the
punfied protemn D 1s concentrated by ultrafiltranon.

The protemn D contaimng ultrafiltration retentate 15 fmally passed through a 0 2
pm membrane

Chemistry

Activation and coupling chemlstry
The activahion end couphing conditions ere specific for each polysacchande

These aro given 1 Table 1 Native polysacchande (except for PS3) was dissolved 1n
NaCl 2M or 1 water for iygyection. The optimal polysacchande concentration was
eveluated for all the serotypes

From a 100 mg/ml stock solution 1n acetonrinile, CDAP (CDAP/PS ratio 0 75
mg/mg PS) was added to the polysacchande soluton. 1 5 minute later, 0.2M
tnethylarmne was added to obtam the specific actvaton pH. The activahon of the
polyssecchanide was performed at this pH dunng 2 mumutes at 25 °C. Protemn D (the
qusntity depends on the mihal PS/PD rati0) was added to the activated polysaccharide
end the coupling reaction was performed at the specific pH for 1 hour The reaction
was then quenched with glycine for 30 minutes at 25 °C and overnight st 4 °C

The conjugates were punified by gel filtration uning a Sephacryl 500HR. gel
filtrahon column equilibrated with 0.2M NaCl.

The cartbohydrate and protein content of the eluted fractions was deterrmined.
The conjugates were pooled and stenle filtered on a 0.22pm stenlizng membrane
The PS/Protem ratios 1n the conjugate preparations were determuned.

Characterisation.
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Each copjugate was charactenised and met the specificahons described in
Table 2 The polysacchende content (ug/ml) was measured by the Resorcinol test and
the proten content (ug/ml) by the Lowry test The final PS/PD ratio (w/w) 1s
determined by the raho of the concentrahons

Reswudual DMAP content (ng/ug PS)
‘The activation of the polysacchanide with CDAP mtroduces a cyanate group in

the polysacchande and DMAP (4-timethylamino-pyndin) 13 hberated. The residual
DMAP content was determined by a specific assay developed at SB

Free polysaccharide content (%)

The free polysaccharide content of conjugates kept at 4°C or stored 7 days at
37°C was determmned on the supernatant obtmmned after mcubastion with a-PD
anhbodies and saturated ammomum sulfate, followed by a centrifugation.

An a-PS/ax-PS ELISA was used for the quantification of free polysacchande
i the supernatant The absence of conjugate was also controlled by an a-PD/a-PS
ELISA. Reducing the quanhity of free polysaccharide results in an improved conjugate
vaccine

Antigenicity

The anhgemcity on the same conjugates was anatyzed n a sandwich-type
ELISA wherein the capture and the detection of antibodies were a-PS and a-PD
respechvely

Free profein content (%)

The level of “free” residual protemn D was determuned by usmg a method
with SDS treatment of the sample The conjugate was heated 10 mm at 100°C m
presence of SDS 01 % and myected on 2 SEC-HPLC gel filtration column (TSK
3000-PWXL) As protemn D 1s dumer, there 15 a nsk of overeshmating the level of
“free” protein D by dissociation the structure with SDS

Molecular size (K,)
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The moleculer size was performed on a SEC-HPLC gel filtrahon column
(TSK 5000-PWXL)

Stability

The stability was messured on 8 HPLC-SEC gel filtration (TSK 6000-PWXL)
for conjugates kept at 4°C and stored for 7 days at 37°C

The 11-valent charactenzation 1s given m Table 2

The protem conjugates can be adsorbed onto aluminium phosphate and pooled
to form the final vaccine

Conclnsion®
Immunogenic conjugates have been produced, that have since been shown to
be components of a promusing vaccine. The optioused CDAP condrtions for the best

quality final conjugated pneumococcal polysacchande product was discovered for
each of the 11 valencies
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Table 1
Specific activation/coupling/quenching conditions of PS S.pnenmoniae-Proten D
conjugates
Serotype 1 3 4 5 6B 7F
(pfluid.)
PS 20 30 20 75 54 30
eonc.(mg/ml)
PS dussolution | NaCl | NaCl2M B0 H,0 NaCl 2M | NaCl 2M
M
FD 50 50 50 50 50 50
cone.(mg/ml)
Initial PS/PD in 171 111 1/1 171 171
Ratio (w/w)
CDAP eone. 075 075 075 075 075 075
(mg/mg PS)
pH =pH =pH, {9 0/90/90}{9 0/50/590(90/50/90(90/50/90(95/5 590|905 0/90
Serotype W 14 18C 19F 23¥
PS 25 25 20 40 i3
conc.(mg/mi)
PS dissolation | NeCl2M | NaCl 2M H,O NaCl 2M | NaCl 2M
PD 50 50 50 50 50
cone.(mg/ml)
Initial PS/PD 1/0 75 17075 171 105 1/1
Ratlo (w/w)
CDAP cone. 075 075 075 075 075
(mg/mg PS)
pH=pH=pH, {85/85/90]|9050/9090/90/90| 10/95/50(9090/90
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TABLE 2 Specifications of the 11 valent pneumococcoal PS-PD vaccane (first numbers of the batch code indicates serotype)

Criteria DO1PDJI227 DO3PDJ236 D4PDJ228 DSPDJ235 D6PDJ209
Ratlo PS/Prot (w/w) 1/0.66 11.09 1/0 86 1/0 86 1/0 69
Free polysac. content (%) 1 1 7 9 0
<10%
Free protein content (%) 8 <1 19 21 9
<15%
DMAP content (ug/ng PS) 02 06 04 12 03
<0.Sng/pg P8
Molecalar she (Kay) 018 013 012 011 013
Stability no shift no shift no shift low siuft no st
Do7PDI2s | posPDi222 | DI4PDII02 | DisPDJ221 | DISPDJ206 | D23PDJ212
Ratio P8/Pruot (w/w) 1/058 1/0 80 1/0.68 10 62 1/0 45 1074
Free polysac. content (%) 1 <1 <l 4 4 0
<10 %
Free profein content (%) 8 03 3 21 10 12
<i5%
DMAP content (ng/pg PS) 01 06 03 02 01 09
<0.5 ng/pg P8
Molecular sts (Kay) 0.14 014 017 010 012 012
Stability no shift no shift no shift no shuft shift no shift
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Exasmple 2 - Beneficial mpact of the addihon of one or more of the
pueumococcal proteing of the invemtion +/- 3D-MPL on the prutective
effectiveness of PD-conjugated 1l-valent polysacchande vacane agunst
pnenmococcal lung colonmzation in muce

Immunological read-outs
ELISA dosage of pnevmococcal protein-specific serum IgG

Maxisorp Nunc immunoplates are coated for 2 hours at 37°C with 100 pliwell
of 2 ug/ml protemn diluted m PBS Plates are washed 3 tumes with NaCl 0 9% Tween-
20 0 05% buffer Then, senal 2-fold dilutons (in PBS/ Tween-20 0 05%, 100 ul per
well) of an anti-protein serum reference added as a stendard curve (starting at 670
ng/ml IgQ) and serum samples (starting at a 1/10 diution) are mcubated for 30
mumtes at 20°C under agitation. After washing es previougly described, peroxydase-
conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson) diluted 5000x 1n PBS/ Tween-20 0 05%
are meubated (100 pliwell) for 30 munutes at 20°C under agitation. After washing,
plates are incubsated for 15 mm at room temperature with 100 pl/well of revelation
buffer (OPDA 04 mg/ml and H,0, 005% m 100mM pH 45 citrate buffer)
Revelshon 18 stopped by adding 50 pl/well HCI IN Optical denuities are read at 490
and 620 nm by usmg Emax immunoreader (Molecular Devices) Annbody ttre 13
calculated by the 4 parameter mathematical method using SoftMaxPro software

Opsonophagocytosis assay

The purpose of this assay 18 to reproducibly measure the opsommng capacity
of test serum samples agmnst Strepfococcus pneumoniae serotypes 1, 3, 4, 5, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19F or 23F uung a method adapted from the published standardized
method of the CDC (Steiner et al, Chmcal and Disgnostic Laboratory Immunology 4
415 1997)

This assay reproduces i vifro what occurs ¢ vivo as the pnmary mechamsm
of elmmnatng mvading Strepiococcus pmeumonias or pneumococc. That 1s
opsonizahon of the pneumococc: followed by phagocytoms and them knlling.
“Phagocytosis™ 13 the proceas by which cells engulf matenal and enclose it wathin &
vacuole (phagosome) m the cytoplasm. Pneumococc: are lalled when they are
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phagocytised by healthy memmalian phagocytes “Opsomzation” 18 the process by
which phagocytosis 15 facihitated by the deposthon of opsomns, e.g anhbody and
complement, on the antigen.

There have been numerous opsonophagocytic assays reported 1n the hiterature
The standardized method of the CDC was tested 1n a multi-lab seting (Stexner ot al,

ICAAC, Sept 16- 20, 2000, Toronto) This latter assay was adapted at SB mnce 1t
provided a basis for comparison to other laboratones, 1t used reagents and controls
that are generally available, and 1t expressed the results as the titre (dilution) of serum
able to facilitate klling of 50% of viable pneumococe:, a unit that 13 commonly used
for thus type of assay Indeed, it was shown that the adspted assay could generate
results that correponded quite well with 4 other Iaboratones (Stemer et al, ICAAC,
Sept 16- 20, 2000, Toronto)

The phagocytic cell used in the assay 15 the HL60 cell Iine, which onginated
from mn individual with promyelocyhic leukerma and was established as a continuous
cell Iine by Colims et al 1n 1977 (Nature 270 347-9) Thus cell line 13 composed of
undifferentiated hematopoietic cells, that 1s 85% blast cells and promyelocytes, 6%
myelocytes and 9% differentiated cells. Polar compounds can mduce the
differentiation of the cells into at least two dufferent hineages. N N-dimethylformamide
induces granulocytic differentistion wiach yreld polymorphonuclear-like cells (44%
rayelocytes and metamyelocytes and 53% banded and segmented PMNs).

In Vermon A2 of the assay, the sers to be tested are hest-inactivated and 8
two-fold senal diluhons staring at 1/4 are made m 96-well mcroplates 1n HBSS
medmm comtanmng 0 3% BSA. The final volume of diluted serum in each well 13
25pl.

Four volumes of HL60 cells at 107 cells /mi (5 or 6 days post differentistion
with Dimethyl formamude), 2 volumes of S pneumonice bacterta (at the appropnats
diutron) and 1 volume of baby rabbit complement are mixed just prior to use, and 25
pl of the muxture 1s added to each well of the 96-well microplate contaaming the
diluted sera. For serotypes 1, and 6B, the amount of complement 18 increased to
12 5% final coacentration, giving Version A3 of the sassay

After two hours mcubation at 37°C under ortital shakmg, the plate 13 put on

ice 1n order to stop the opsonophagocytosts reaction.
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An estimate 18 made of the the colony forming units (CFU) 1 each well by
overnight incubation at 37°C The “opsomc titre” (OT) 1s defined as the reciprocal
dilution of the serum able to reduce by at least 50% the mumber of S. pneumonice
bactena 1n the wells (1e, 50 % lnllng) The % killing 18 calculated by the followmg
fomulae
9 hilling= (Mean CFU control wells — CFU sample) / Mean CFU control wells x 100

Pneumococcal intranasal challenge in OF mice

Seven week-old OF1 female mice are intranasally inoculated under anesthesia
with 5 10° CFU of mouse-adapted S. pneunoniae serotype 2, 4 or 6B Lungs are
removed at 6 hours after challenge and homogemzed (Ultramax, 24000 rpm, 4°C) 1n
Todd Hewith Broth (THB, Gibco) medium. Senal 10-fold dilubons of lung
homogenates are plated overmight et 37°C onto Petn dishes containing yeast extract-
supplemented THB agar Pneumococcal hung infection 13 determined as the number

of CFU/mouse, expressed as loganthmic weighted-gverage Detection limut 13 2 14 log
CFU/mouse.

Example 2A  3D-MPL adjuvant effect on anti-protein immune response

In the present example, we can evaluate the mmpact of 3D-MPL adjuvantation
on the mmune response to the protemn of the invenhon.

Groups of 10 female 6§ week-old Balb/c mice are :mtramuscularly momunized
at deys 0, 14 and 21 with 1 ug protein contamned 1 either A. AIPO4 100 pg, or B
AIPO4 100 pg + 5 pg 3D-MPL (3 de-O-acylated monophosphoryl hpud A, supplied
by Rib1 Immunochem). ELISA IgG 13 measured 1n post-III sera.

Whichever the antigen, best :mmune responses can be shown to be mnduced m
aumals vaccinated with 3D-MPL-supplemented formulations.

Example 2B Bensgficial impact of the addition of a protein of the invention +/- 3D-
MPL adfuvant on the protective ¢ffectiveness of PD-corgugated I11-valemt
polysaccharids vaccine against pneumococcal lung colomization in OF1 mice
intranasally challenged with serotype 2, 4 or 6B.
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In the present example, we can evaluate the prophylactic efficacy of a vaccme
contatmng the 1l-valent polysacchanide-protem D conjugate, a protein of the
mvention and AIPO4 + 3D-MPL adjuvants, compared to the clasmcal AIPO4-
adsorbed 11-valent polysacchande-protemn D conjugsate formulation.

Groups of 12 female 4 week-old OF] mice are immunized subcutaneously at
days 0 and 14 with fopmlatons contmmng A. 50 ug AIPO4, B 01 pg PS/serotype
of PD-conjugated 11-valent polysacchande vaccine + 50 pg AIPO4, ar C 01 pg
PS/serotype of PD-conjugated 11-valent polysacchande vaccmne + 10 pg protem of
the nvention + 50 ug AIPO4 + 5 ug 3D-MPL (supplhied by Ribi Immunochem).
Challenge 15 done at day 21 as descnbed above.

As can be shown by this method, a sigmficant protection 13 conferred by the
11-valent polysacchande conjugate vaccine supplemented with the protemn of the
mvention and adjuvanted with AIPO4 + MPL On the contrary, no sigmficant
protection 15 observed 1n smmsals immumzed with the 1l-valent polysacchande
conjugate / AIPO4 formulation. Thus result can prove that the addshon of the protein
of the mvention and 3D-MPL adjuvant enhances the effectiveness of the 11-valent

polysaccharide conjugate vaccme against pneumonia,

Example 2C, immune correlates of the protection showed in example 2B

In order to establish the immune correlates of protection conferred m example
2B, by the 11-valent polysacchande comjugate vaccine supplemented with a protein of
the mventon and 3D-MFL, pre-challenge serological emtibody responses to
polysacchande 2, 4 ar 6B, and the protemn of the invention can be measured -as
descnbed above

Axtibody titers are then compared to bacteria colony mumbers measured 1
lungs of the corresponding anumals collected at 6 hours post-challenge R* are
calculated on Log/Log hnear regressiona.

Calculated R? can show the absence of correlahon between humoral 1mmune
responses and protection for both antigens. Anti-6B (or 2 or 4) antibody titers are not
sigmficantly dufferent 1n the groups smmunized with the 11-valent conjugate vaccine
or with the same vaccine supplemented with the protein of the inventon and 3D-
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MPL Therefore, the protection mprovement seen with formuianon C 18 not solely
due to a igher anhbody response to polysacchande 6B (or 2 or 4)
Taken together, the resuits can suggest that protection 13 not mediated by
humorel immune responses alone, but rather also by a cell-mediated mmumty
5 mduced by the protein anhigen (preferably m the presence of 3D-MPL) Ths can give
addrtional support to the adcition of protem antigen(s) and potent adjuvani(s) i the
pucumococcal polysacchande conjugate vaccine, so as to coordinate both arms of the
mmune system for optimal protection.

10 Example 3 — The Cooperation of both arms of the Immune System m muce
achively immunised with a protemn of the invention and passively immunised with
antibodies against pneumococeal PS

Example 3A - Find the Concentration of Passively Admumstered Anh-6B-
15 Polysacchande (anti-PS) Anthbody Protecting Against Pneumonia

Method
Vaccime Groups Four groups of 16 mice were passively immumsed (ip) on
day —1 wrth 100 ul of undiluted rat anu-polysacchande antisera according to the
20  groups detailed below (total 64 mice)

Group | Specificity { [gG Concentration in
Anhsera

Gl a-PS-6B |5 pg/ml

G2 a-PS-6B |2 pg/ml

a3 a-PS-6B | 075 pg/ml

G4 Control 0 pg/ml

Ammals 64 male CD-1 mice from Charles River, Canada, weighmg approx
35g (approx 10 wecks old)
25 Anesthesia. Mice were anesthetized with 1soflurane (39%) plus 02(1 L/mun)
Omganism 8. pnewnoniae N1387 (serotype 6) was harvested from trypticase
soy agar plates (TSA) supplemented with 5% horse blood and suspended 1n 6 ml of

PBS Immediately prior to infection, 1 ml bactenal suspension was diluted mto 9 mi
i3
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of cooled molten nutrient agar (BBL) and kept at 41°C Mice receaved approx 6 0
logl0 cfiivmouse 1n a volume 50 ul

Infection. On day 0 mice were anesthetized as descnbed above end mfected
with S. preumonias N1387 (50 pl cooled bactenal suspepsion) by intra-bronchial
mstillahon via non-surgical intre-tracheal intubation. This method was described by
Woodmit and Berry (Antimicrob Ag Chemotherap 43 29 (1999))

Samples On day 3 post infection, 8 muce/group were sacrificed by CO2
overdose and lungs were excised and homogemzed 1n | ml PBS Tenfold senal
dilutions were prepared in PBS to enumerate viable bacternal numbers  Samples were
moculsted (20 ul) in triphcate onto TSA plates supplemented with 5% horse blood
and incubated overmght at 37 °C prior to evaluahon. Further sets of mice were
sacnificed on day 7 and sampled as above

Results

IgG conc Bacterial numbers

(ug/mi) (log 10 cfv/lungs) at days post mnfection
in rat sara 3 8

5 67107 (1/7) 72+07 (5/8)
2 650701/ 69+18(47)
075 77105 (5/8) 48+ 14(/8)
0 67+ 1.5 (3/6) 63115 (39)

Figures 1n parenthems are mumbers of anmmals that died prior to sample time.

Conclusion In general, there was no sigmficant difference m bactenal numbers
i1solated from any of the treatment groups. This indicates that no measurable
protection was afforded by the anti-polysacchande antibody at concentrations up to
and including 5 pg/ml

This 18 sumilar to what 135 observed in some human chinical trnals, that 1s, anti-
polysacchande antibody 18 msufficient to protect agamst preumococcal pneumonia m
some populatons

Example 3B - Determine the protechon from poeumoma afforded by active
admmgtration of & protemn of the wvention wrth or wathout adjuvant, and synergy
with sub-optimal anti-PS antibody
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Method

Ammals 128 mals CD-1 mice (6 weeks old at old at immumsation, 10 weeks
old at ifection) from Charles Ruver, St. Constant, Quebec, Canada. Amimals weighed
approx 20 gm at 6 weeks and 38g at 10 weeks

Immumisations Six groups of 16 mice are mmmumsed by subcutancous
injection on deys —22 and —14 with 100 ul of vaccine as detmled below (Total 128

nuce) 3D-MPL 15 obtained from Ribi/Corixa

On day -1, specific groups (sec Table below) are mmumsed (ip 100 )
passively with a concentration of 4 26 pg/ml (4 ml of 5 pg/ml + 1.3 ml of 2 pg/mil)
mouse anti-polysacchande antibody

Group | Imechon | Vaccine given days —22, -14 Injection | Pasmive IgG
Volume | (Dosage ug) Volume |(day-1)
Active Pasaive

1-1 100 pl sc | Proten/AIPO4 (10/50) None

1-2 100 pl s.c. | Protein/MPL/AIPO4 (10/5/50) None

1-3 100 pl s.c | Protean/ATPO4 (10/50) 100 pl Lp. | a-PS

1-4 100 pl s.¢ | Protemn/MPL/AIPO4 (10/5/50) { 100 wl Lp. | -PS

1-5 100 pl s.c. | MPL/AIPO4 (5/50) 100 pl1p. | a-PS

1-6 100 pl s.c. | MPL/AIPO4 (5/50) None

Infection. On day 0, mice are anesthetized (3% 1sofiurane plus 1 L/mm Q)
Bactenal inocula are prepared by harvesting growth of & pnswmoniae N1387
(aerotype 6) from frypticase soy agar piates (TSA) supplemented wrth 5% borse blood
and suspending i 6 ml of PBS A ten-fold diluhon (1ml plus 9ml) 1s prepared m
cooled molten nutnent agar (kept at 41 °C) immediately prior to infection. Mice are
infected by wmtre-bronchial mstllshon via ntra-tracheal mtubaton and receive
approxamately 6 0 logl0 cfu/mouse 1 a volume of 50 ul. Thus method was descnbed
by Woodnuat and Berry (Antimicrob Ag. Chemotherap 43 29 (1999))

Samples At 72 post infechion, 8 mice/group are sacnficed by CO, overdose
and the lungs are excised and homogemzed 1n 1 ml PBS Tenfold serial dilutions are
prepared 1n PBS to enumerate visble bactenal numbers  Samples are moculated (20

i) 1n trrphcate onto TSA plates supplemented with 5% horse blood and incubated
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overmight 37 °C prior to evaluation. Further sets of muce are sacnificed on day 8 post-
infection and samples as above.

of Data

The outcome measure for companison of trestment 1s the number of bactena n
the lungs at 3 and 7 day post infection. Results can be presented as group means with
standard deviations Statistical analymis should be performed using the Students t-test
where 2 P value of <0 05 1s considered significant.

As demonstrated above, anti-polysaccharide antibody alone (Group 1-5) can
be shown not to afford protechion agmnst growth of pneumococe: in the hmg.
Pneumocoocal protein adjuvanted wrth AIPO4 (Group 1-1) may not confer protection
erther, but will do to a better extent when Protemn 13 cambined with 3D-MPL (Group
1-2).

Most sigmficant protecton can be seen m groups with both ant-
polysacchande antibody and protein, particularly in the group having all three
elements, Protemn, 3D-MPL and passively admmstered anti-polysacchande antibody
(Group 1-4) Ths conclusion can also be supported by the mortality rate Groups 1-3
and, particularly, 1-4 will have fewer deaths compared to the other groups.

Conclusion.

As the experiment 1s done wath passively immumsed ammals, the synergistic
effect of also actively immumsng with proten (+/- MPL) cannot be due to an
increase m the level of antibodies aganst the polysacchande anbgen.

Sigmficant protection aganst pneumococeal pneumoma can be seen 1n groups
immumsed with both proten plus pasmvely admumstered anti-polysacchande
anhbody, particularly if 3D-MPL 18 also present, mdicating the synergy of this
combination.

If the anti-polysacchande immumsation 18 carried out actively (prefemubly with
conjugated polysacchande), this effect will be even more marked, ag the effect of B-
cell memory, and constant levels of anti-PS antibody throughout the expenment will
contribute to the immune response cooperation.
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Example 4 - Method to determune synergy by correlate of protection

The prmciple mechanism of protechon that the human body uses to elmmmnate
infecting pneumococcus 15 anttbody mediated opsonophagocytosis (Bruyn et el Chn
Infect. D1s. 14 25t (1992)). Whereas several ELISA methods have been developed to
measure the antibody concentraton to capsular polysacchande as a correlate of
protection, 1t has become apparent that the in vitro opsonophagocytosis assay 1s a
better correlate of protection (Musher etal T Infect. Dis 182 158 (2000))

The Pneumococcal protemns of the mvention provide protechon aganst
poeumococcal mfection by mechamsms that are different from anhbody mediated
opsanophagocytoms. In example 2, active immumsstion with both comjugsate and
protein can show a synergic effect, which can not be explammed by the antibody
concentrahon differences mince they are the same 1n both groups Thus the residual
protection that can be observed must come from 2 synergistic effect. Sumlarly, since
the antibody 18 added pasmively, the same conclumon can be reached 1 example 3

In many cases, the pneumococcal protems of the mvention are surface
mommd,mdmatpecbdtopmwdesomeopsonmmwtythu'nsalvu In this case
1t 18 possible to distmgush the mechamsm of protection vi2 a quantitative measure of

the opsomsing capacity of the the anti-pnsumococcal protem, which can be used to
estmate the relahve contribution of opsomic activity to other synergeic mechamsms of

protection.

In the mouse lung colomsation model, the relative protection of each vaccme
can be estmated from the clearance of bactena from the hmgs. Or alternatively, the
vaccine efficacy can be eshmated from case rates, as nommally determined for
vaccines,

% Protection = (CFU/lung Control — CFU/lung Vaceme)/(CFU/lung Control)
% Efficacy = (Cases Conirol - Cases Vaccme)/(Cases Control)

To determine the portion of the protection or efficacy that onginates from the
synergistic effiect, 1t 18 a matter of deterrmmng winch portion of the efficacy would be
expected based on the ratio of the opsonic titres
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In Example 3 above, the % protection by the combination 15 due to synergy
between the protein/antbody components as peither the protemn por the ant-
polysachende antibody alone can provide much protection themselves

It 13 possible to estmate the amount of protection of the synergeic effect on
the bams of the relative opsome achwvity If the opsomc activity afforded by a annh-
capsular polysachande antibody 1s X, and the opsonic activity afforded by ent-
poeumococcal protemn anttbody 18 Y, then the total opsonic activity can be shown
be X + Y, and the relative portion of the opsomc actmvity of the protemn would be
Y/X+Y This 13 compared to the relattve protective efficacy of a vaccine, where the
anti-polysacchande portion of the vaceme provides a protective efficacy of A%, and
the protective efficacy of the vaccme of polysacchande plus protemn 13 B% The
additional efficacy that can not be accounted by opsonic acitivity 15 then estimated as
Resudual Protective Actrvity (Synergy) = B% - A% - B%* (Y/X+Y)

This example 18 not intended to hmit the ways to estmate the effect of
synergy Once other correlates of protection have been 1dentified, they could be used
to estimate this synergsic effect.

All publications, includmng but not hymited to patenis and patent apphcations,
cated 1n thus specification are herein mcorporated by reference as if each mdivadual

publication were specifically end mdividually indicated to be mcorporated by
reference herein as though fully set forth,
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Claims

1 An mmmogemic composthon compnsing at least one Streplfococcus
pneumoniae polysacchende enmbigen and at least one Streptococcus pmeumomiae
protemn antigen selected from the group consisting of PhtA, PhtD, PhiB, PitE, SpsA,
LytB, LytC, LytA, Sp125, Spl01, Spl128, Sp130 and Spl33, or immumologically
functional equivalent thereof.

2 The mmunogenic composition of claim 1, wherein the polysacchande entigen
18 presented 1n the form of a polysacchande-protein carnier conjugate

3 The inmunogemc compoation of claum 2, wherein the carmier protem 1s
selected from the group consisting of Diphthena toxoid, Tetarmus toxord, CRM197,

Keyhole Limpet Heemocyanm (KLH), protemn denvative of Tuberculin (PPD), end
protemn D from H influsnzae

4 An mmumogeme composition as clmmed m any of clauns 1 to 3 wheremn the
vacane compnses at least four pneumococcal polysacchande antigens from different
serotypes.

5 An 1mmunogenic composition a8 claimed herem addrtionally compnsing an
adjuvant.

6 An mmunogenic composthon 8§ clumed o clam 5, wherem the adjuvant
compnses an alummum salt.

7 An 1mmunogenic compoaition as claimed 1n clamm 5, wheremn the adjuvant 15 2
preferential mducer of a TH1 response

8 An immunogenic composition a8 clmmed in clmm 7, wheremn the adjuvant

compnsecs af least one of the following 3D-MPL, a saponin immunostmulant, or an
immunostmulatory CpG oligonucleotide
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9 An immunogemc compostion as clamed in claun 8, wherein the adjuvamt

compnses a camier selected from the group compnaing: an o m water emulsion,
liposomes, and an alummnm sait.

10 An immumogemc composthon compostion a3 claimed heremn for use as a
medicament.

11 A vaccine compnsing the immunogenic composition of clamms 1-9

12 A method of preventing or ameliorating Strepfoccocus pneumoniae infiecton
1n a pahient over 55 years, compnsmg admmstermg an effectrive amount of a vaccmne
compnsing a Streptococcus pneumonice polysacchande and at least one
Streptococeus pneumomage protem selected from the group conmsnng of PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Sp101, Spi28, Spl130 and Spl33, and
optionally a TH! inducing adjuvant.

13  Use of a pneumococcal polysacchande amhigen m combination with a
Streptoccocus pneumomas protemn antigen selected from the group conmsting of
PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Spi30 and
Spl33, and optionally & TH1 mducing adjuvant, 1n the menufacture of a medicament
for the prevention or treatment of pneumona 1 patients over 55 years.

14  Use of a posumococcal polysaccharide anhigen m combmnation with a
Streptoccocus pneumomiae protein antigen selected from the group conmsting of
FhtA, PhtD, PitB, PhtE, SpaA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 and
Spl33, and optionally a TH] inducing adjuvant, in the manufecture of a medicament
for the preveation or treatment of otrtis media m infants or toddlers

15 A method of making en immunogemic compomhon as clmmed herein,
compnising the steps of*
selecting ane or more poeumococcal polysacchande satigen(s),



WO 02/22167 PCT/EP01/10568

10

selectmg one or more pneumococcal protein antigen(s) from the group
consisang of PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spi0l,
Sp128, Sp130 and Sp133, and

muxmng said polysaccharide and protein antigens with a sutable exciment,

16 A method of preventing or ameharating Otihs media in Infants, compnising
admumstering & safie and effective amount of & vaccine compriemg a Strepfococcus
pneumoniae polysacchande antigen and e Streptococcus paeumoniae protein antigen
selected from the group consisting of PhtA, PhtD, PhtB, PhtR, SpsA, LytB, LytC,
LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Spl130 and Spl33, optionally with @ TH1 aduvant, to
saxd Infant.
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P2003/000023
VACUNA

CAMPO DEL INVENTO

El presente i1invento se relaciona con vacunas de
antigenos polisacdridos bacterianos, su fabricacién y el uso
de tales peolisaciridos en medicinas

En particular el presente invento se relaciona con
vacunas que comprenden un antigeno polisacédrido, tipicamente
un antigeno conjugado polisacdrido de pneumococo, formulado
con un antigeno proteico a partir de Streptococcus pneumoniae

y opciocnalmente un coadyuvante inductor de Thil

FUNDAMENTO DEL INVENTO

Streptococcus pneumoniae es una bacteria gram positiva
responsable de considerable morbilidad y mortalidad
(particularmente en jévenes y la tercera edad), produciendo
enfermedades invasivas tales como neumonia, bacteremia y
meningitis, y enfermedades asociadas con colonizacifn, tales
como otitis media aguda La tasa de neumonia de pneumococo en
los Estados Unidos para personas mayores de 60 afios es
eatimada entre 3 y 8 por 100 000 En 20% de los casos esto
lleva a bacteremia, y otras manifestaciones tales como
meningitis, con la tasa de mortalidad cercana a 30% afin con
tratamiento antibidtico

El neumococo estd encapsulado con un polisacérido
quimicamente ligado el cual confiere la especificidad de
serotipo Existen 90 serotipos conocidos de neumococos, y la
cépsula es el determinante de virulencia de origen para los

neumococos, puesto gue no solamente protege la superficie
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40
interior de la bacteria del complemento, sino que ella misma
es deficientemente inmunogénica Los polisacéridos son
antigenos T-independientes, y no pueden ser procesados ©
presentados sobre moléculas MHC para interactuar con células-
T Sin embargo é€stos pueden estimular el sistema inmune a
través de un mecanismo alterno el cual involucra
entrecruzamiento de receptores de superficie sobre células B

Se mostrd en varios experimentos gque la proteccidn
contra enfermedad por neumococos i1nvasivos estd relacionada
mas fuertemente con el anticuerpoc especifico para la cépsula,
y la proteccién es serotipo especifica

Las vacunas basadas en antigenos polisaciridos son bien
conocidas en el estado de la técnica Cuatro que han sido
aprobadas para uso humano incluyen el polisacdrido Vi de
salmonella typhi, el polisacérido PRP de Haemophilus
anfluenzae, la vacuna tetravalente de meningococo compuesta
de loe serotipos A, C, Wl35 e Y, y la vacuna de pneumococo
23-valente compuesta de los polisacdridos que corresponden a
los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, SN, 9V, 10A, 1l1A,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 1SA, 19F, 20, 22F, 23F, y 33
(explicando al menos 90% de los aislados sanguineos de
pneumococo)

Las iltimas tres vacunas confieren proteccién contra
bacterias que producen infecciones respiratorias resultando
en severa morbilidad y mortalidad en bebés, sin embargo &stas
vacunas no han sido aprobadas para utilizar en nifios menores
de dos afios puesto que son inadecuadamente inmunogénicas en
este grupo de edad [Peltola (1984), N Engl J Med
310 1561-1566] El Streptococcus pneumoniae es la causa méas
comiin de enfermedad bacteriana invasiva y otitis media en
bebés y nifios de corta edad Igualmente, las la tercera edad

mostraron reapuestas deficientes a vacunas de prieumococo
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[Roghmann, (1987), J Gerontol 42 265-270], de aqui la
incidencia aumentada de neumonia bacteriana en esta poblacién
[Verghese y Berk, (1983) Medicine (Baltimore) 62 271-285]

Las estrategias que han sido disefiadas para superar esta
carencia de inmunogenicidad en nifics, incluyen el enlace del
polisacéirido a grandes proteinas inmunogénicas, lo cual
proporciona ayuda de células-T circundantes e induce memoria
inmunolégica contra el antigeno polisacirido con el cual
estéin conjugadas Las vacunas de conjugados de glicoproteinas
de pneumococo actualmente estin siendo evaluadas en cuanto a
seguridad, inmunogenicidad y eficacia en varios grupos de
edad

La vacuna de pneumoceco no conjugada 23-valente ha
mostrado una amplia variacién en eficacia clinica, entre 0% y
81% (Fedson (1994) Arch Intern Med 154 2531-2535) La
eficacia parece estar relacionada con el grupo de riesgo que
se estd i1nmunizado, tal como la tercera edad, enfermedad de
Hodgkin, esplenectomia, enfermedad de células falciformes y
agamaglobulinémicos (Fine (1994) Arch Intern Med 154 2666~
2677), y también con la manifestacién de la enfermedad La
vacuna 23-valente no demuestra protecciédn contra enfermedades
como neumonia de pneumococo (en ciertos grupos de alto riesgo
tales como las la tercera edad) y otitis media

Por lo tanto existe la necesidad de composiciones de
vacunas de pneumococo mejoradas, particularmente aquellas que
serin mis efectivas para la prevencién o alivio de enfermedad
de pneumococo (particularmente neumonia) en la tercera edad y
en nifios de corta edad

El presente invento proporciona tal vacuna mejorada

RESUMEN DEL INVENTO

4\
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Por consiguiente el presente invento proporciona una
composicién de vacunas, que comprende al menos un antigeno
polisacérido de Streptococcus pneumoniae {preferiblemente
conjugado con un vehiculo proteico) y un antigeno proteico de
Streptococcus pneumoniae seleccionado del grupo que consta
de 1la familia de triada de polihistina {Pht, ej , Phta,
PhtB, phtD, o PhteE), familia Lyt (ej , LytA, LytB, o Lyt(C),
SpsA, Spl28, Spl30, Spl25, SplCl y Spl33, o truncada
(proteina interrumpida) o equivalente inmunolégicamente
funcional del mismo, opcionalmente con un coadyuvante Thl (un
coadyuvante que induce una respuesta inmune predominantemente
Thl) Preferiblemente, tanto una proteina de pneumococo y el
coadyuvante Thl son incluidos Composiciones ventajosas gue
comprenden combinaciones de las anteriores proteinas
neumocdccicas del invento entre si y con otras proteinas
neumocédccicas también son descritas Las composiciones del
invento son particularmente apropiadas para el tratamientoc de
neumonia en la tercera edad

Las vacunas de polisaciridos neumocdccicos (conjugadas o
no) pueden no proteger contra neumonia en la poblacién de la
tercera para la cual la incidencia de esta enfermedad es muy
alta EIl mecanismo de defensa clave contra el neumococo es la
opsonofagocitosis (un evento mediado por células-B humorales
/neutréfilos causado por la produccién de anticuerpos contra
el polisaclrido neumocdccico, siendo fagocitada eventualmente
la bacteria), sin embargo partes de los mecanismos opsénicos
involucrados son deteriorados en la tercera edad, es decir
produccién de superéxidos mediante PMN {(células
polimorfonucleares), otra produccién de especies oxigeno-
reactivas, movilizaci6én de PMN, apoptosis de PMNs,
deformabi1lidad de PMNs Las respuestas de anticuerpos también

pueden ser deterioradas en la tercera edad
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Contrario al dogma normalmente aceptado, los niveles
normales de anticuerpos de polisacaridos anti-capsulares
pueden no ser efectivos para completar la depuracidn de las
bacterias, puesto que los neumococos pueden invadir las
células hospederas para evadir esta rama del sistema inmune

Sorprendentemente, los actuales inventores han
encontrado que estimulando simulténeamente la rama celular
del sistema inmune (por ejemplo inmunidad mediada por
células-T) ademis de la rama humoral del sistema 1inmune
(mediada por células-B), se puede producir una sinergia (o
cooperacién) la cual puede aumentar la depuracién de
neumococos deede el hospedero Este es un descubrimiento el
cual ayudarid a la prevencién (o tratamiento) de infeccién por
neumococo en general, pero serd particularmente 1mportante
para la prevencién (o tratamiento) de la neumonia en la
tercera edad donde las vacunas basadas en polisacédridos no
muestran eficacia

Sin desear estar limitados por cualquier teoria, los
actuales inventores han encontrado que ambas ramas del
gsistema inmune pueden sinergizar en esta forma si1i un
polisacirido de pneumococo (preferiblemente conjugado con un
vehiculo proteico) es administrado con una proteina
neumocéccica seleccionada del grupo que consta de PhtA,
PhtD, PhtB, PhtE, SpeA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Splo01l,
Spl28, Spl30 y Spl3i3 (las proteinas pueden ser procesadas y
presentadas en el contexto de Clase II y MHC clase I sobre la
superficie de células mamiferas infectadas) Aungque una o mis
de estas proteinas neumocdccicas puedan disparar la inmunidad
mediada por células por sl misma, los inventores también han
encontrado que la presencia de un coadyuvante inductor Thl en
la formulaciédn de vacuna asiste a esta rama del sistema

inmune, y sorprendentemente aumenta ademds la sinergia entre
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ambas ramas del sistema inmune
DESCRIPCION DEL INVENTO

El presente invento proporciona una vacuna mejorada
particularmente para la prevencidén o mejora de infeccibén por
pneumococo en la tercera edad (y/o bebé&és y nifios de corta
edad)

En el contexto del invento un paciente es considerado de
la tercera edad si1 tiene 55 o mis afilos de edad, tipicamente
mds de 60 afios y generalmente mis de 65 afios

Por lo tanto en una realizacién del invento se
proporciona una composicidn de vacuna, apropiada para
utilizar en la tercera edad (y/o bebés y nifios de corta edad)
que comprende al menos un antigeno de polisacarido de
Streptococcus pneumoniae y al menos un antigeno proteico de
Streptococcus pneumoniae seleccionado del grupo que consta
de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spil25,
Spl0l, Spl28, Spl30 y Spl33 La vacuna puede opcionalmente
comprender un coadyuvante Thl

En una segunda realizacidn preferida, el presente
invento proporciona una vacuna (apropiada para la prevencién
de neumonia en la tercera edad) que comprende al menos un (2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) antigeno(s) polisacdrido de
Streptococcus pneumoniae y al menos un antigeno proteico de
Streptococcus pneumoniae seleccionado del grupo que consta
de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl2s,
Spl0l, Spl28, Spl30 y Spl33 y, preferiblemente, un
coadyuvante Thl

En las anteriores realizaciones las vacunas
ventajosamente comprendiendo combinaciones de las anteriores

proteinas de pneumococo del invento entre si y con otras



10

15

20

25

30

proteinas de pneumococo son contempladas a continuacién

Se contempla que tal vacuna también sera Gtil en el
tratamiento de infeccidn de pneumococo (por ejemplo otitis
media) en otros grupos de alto riesgo de la poblacién, tal

como bebé&s o nifioa de corta edad

Antigenos polisaclridos de Streptococcus pneumoniae y del

invento

Tipicamente la vacuna de Streptococcus pneumoniae del
presente invento comprende antigenos polisacéiridos
(preferiblemente conjugados con una proteina portadora), en
donde los polisacdridos son derivados a partir de al menos
cuatro serotipos de neumococo Preferiblemente los cuatro
serotipoa incluyen 6B, 14, 19F y 23F Mas preferiblemente, al
menos si1ete serotipos son incluidos en la composicién, por
ejemplo aquellos derivados de los serotipos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F, y 23F Mé&as preferiblemente afiin, al menos 11
serotipos son incluidos en la composicién, por ejemplc la
composici6n en una realizacién incluye polisaclridos
capsulares derivados de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19F y 23F (conjugados preferiblemente con una
proteina portadora) En una realizacién preferida del invento
al menos 13 antigenos polisacdridos (preferiblemente
conjugados con una proteina portadora (son incluidos, aungue
antfigenos polisacdridos adicionales, por ejemplo antigencs
23-valentes (tales como serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 1l1lA, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F y 33F), también son contemplados por el invento

Para vacunaci6n de la tercera edad (por ejemplo para la
prevencifén de neumonia) es ventajoso incluir los serotipos 8
y 12F (y mis preferiblemente 15 y 22 también) a la

composicidn antigénica l1ll-valente descrita anteriormente para
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formar una vacuna 15 valente, mientras para bebés © nifios de
corta edad (donde la otitis media es de mayor interés) los
serotipos 6A y 19A son ventajosamente incluidos para formar
una vacuna 13 valente

Aunque los anteriores polisacdridos pueden ser
utilizados en su total longitud, forma nativa, se debe
entender que los polisaclridos de tamafio reducido también
pueden ser utilizados siempre y cuando sean aln inmunogénicos
{ver por ejemplo EP 497524 y 497525)

Para la prevencién/alivio de neumonia en personas de
edad adulta (+55 aflos) y otitis media en bebés (hasta 18
meges) y nifios de corta edad (tipicamente 18 meses a 5 afios),
es una realizacién preferida de invento combinar un
polisacérido de Streptococcus pneumoniae multivalente como se
describib en la presente con una proteina de Streptococcus
pneumoniae seleccionada del grupo que consta de PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl28,
Spl30 y Spl33, o equivalente inmunolégicamente funcional del
mismo Una combinacibén de proteinas de pneumococo también
pueden ser ventajosamente utilizadas como se describe més

adelante

Proteinas neumocéccicas del invento

Para los propésitos de este invento, "egquivalente
inmunolégicamente funcional" es definido como un péptido
proteico que comprende al menos un epitopo protector de las
proteinas de invento Tales epitopos caracteristicamente son
de superficie expuesta, altamente conservados, y pueden
producir una respuesta de anticuerpos bactericida en un
hospedero o prevenir efectos téxicos Preferiblemente, el

equivalente funcional tiene al menos 15 y preferiblemente 30

7%
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o mids aminocdcidos contiguos de la proteina del invento Més /)?
preferible, fragmentos, deleciones de la proteina, tales como
variantes de delecidén de transmembrana de la misma (es dec:ir,
el uso del dominio extracelular de las proteinas), fusiones,
derivados quimica o genéticamente detoxificados y similares
pueden ser utilizados siempre y cuando sean capaces de elevar
sustancialmente la misma respuesta inmune que la proteina
nativa La posici6n de los epitopos de células-B potenciales
en una secuencia proteica puede ser facilmente determinada
mediante la i1dentificacidn de péptidos que son tanto de
superficie expuesta como antigénicos utilizando una
combinacién de dos métodos prediccibdn de estructuras-2D y
prediccién de indice antigénico La prediccién de estructuras
2D puede ser hecha utilizando un programa PSIPRED (de Davad
Jones, Brunel Bioinformatics Group, Dept de Ciencias
Biol6gicas, Brunel University, Uxbridge UB8 3PH, UK) El
indice antigénico puede ser calculado sobre la base del
método descrito por Jameson y Wolf (CABIOS 4 181-186 [1988])

Las proteinas del invento son las siguientes proteinas,
todas son expuestas sobre la superficie exterior del
neumococo (capaces de ser reconocidas por el sistema inmune
del hospedero durante al menos parte del ciclo de vida del
neumococo), o son proteinas las cuales son secretas o
liberadas por el neumococo

La proteina Streptococcus pneumoniae del invento
preferiblemente es seleccionada del grupo que consta de una
proteina de la familia de triada de polihistidina (Pht), una
proteina de la familia Lyt, una proteina con unién de colina,
proteinas que tienen un motivo LPXTG (donde X es cualquier
aminodcido) de proteinas que tienen un motivo de LXXC de
secuencia de Seflal Tipo II (donde X es cualquier amino&cido),

Y proteinas con un motivo de secuencia de Sefial Tipo I
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Ejemplos preferidos dentro de estas categorias (o motivos)
son las siguientes proteinas (truncado o equivalente
inmunolégicamente funcional del mismo)

La familia Pht (triada de polihistidina) comprende
proteinas PhtA, PhtB, PhtD, y PhtE La familia esté
caracterizada por una secuencia de lipidaciédn (secuencia
encargada de unir o adicionar lipidos), dos dominios
separados por una regién rica en prolina y varias triadas de
histidina, posiblemente involucrada en unién de metales o
nucledésidos o actividad enzimidtica, (3-5) regiones coiled-
coll (doble alfa hélice), un N-terminal conservado y un C-
terminal heterogéneo Presente en todas las cepas de
neumococoe probados También se han encontrado proteinas
hom6logas y otros Estreptococos y Neisseria Los miembros
preferidos de la familia comprenden PhtA, PhtB y PhtD Méas
preferiblemente, &sta comprende PhtA o PhtD Se entiende, sin
embargo, que los términos PhtA, B, D, y E se refieren a
proteinas con secuencias divulgadas en las referencias a
continuacién asi como también a variantes naturales (y
artificiales) de las mismas que tienen una homologia de
secuencia que es al menos 90% 1déntica a las proteinas
citadas Preferiblemente es al menos 95% i1déntica y més
preferiblemente es 97% 1déntica

Con respecto a las proteinas Pht, PhtA se divulga en WO
98/18930, y también se relaciona con Sp3é Como se anotd
anteriormente, ésta es una proteina de la familia de triada
de polihistidina y tiene el motivo de LXXC de Sefial tipo II

PhtD se divulga en WO 00/37105, y también esté
relacionada con Sp036D Como se anoté anteriormente, é&sta
también es una proteina de la familia de triada de
polihistidina y tiene el motivo LXXC de Sefial tipo II

PhtB se divulga en WO 00/37105, y también est&

10
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relacionada con Sp036B Otro miembro de la familia PhtB es el
polipéptido de degradador de C3, como se divulga en WO
00/17370 Esta proteina también es de la familia de triada de
pelihaistidina y tiene el motivo de LXXC de Sefial tipo II Un
equivalente inmunolédgicamente funcional preferido es la
proteina Sp42 divulgada en WO 98/18930 Un truncado de PhtB
(aproximadamente 79kD) es divulgado en W099/15675 el cual
también es considerado un miembro de la familia PhtX

PhtE se divulga en WO00/30299 y es conocida como BVH-3

SpsA es una proteina con unién de colina (Cbp) divulgada
en WO 98/39450

La familia Lyt son proteinas asociadas con membrana y
con lisis celular El dominio N-terminal comprende dominio de
unién de colina, sin embargo la familia no tiene todas las
caracteristicas encontradas en la familia de proteinas de
unién de colina observada mids adelante y por lo tanto para el
presente invento, la familia Lyt es considerada distinta de
la familia Cbp En contraste con la familia Cbp, el dominio
C-terminal contiene el dominio catalitico de la familia
proteica Lyt La familia comprende LytA, B y C Con respecto
a la familia Lyt, LytA es divulgada en Ronda, Eur J Biochem,
164 621-624 (1987) LytB es divulgada en WO 98/18930, y
también es conocida como Sp46 LytC también es divulgada en
WO 98/18930, y también es conocida como Sp91 Un miembro
preferido de esa familia es LytC

Otra realizacib6n preferida son loe truncados de la
familia Lyt en donde "Lyt" se define como antes y "truncados"
se refiere a proteinas que carecen de 50% o mis de la regién
de unién de Colina

Spl25 es un ejemplo de una proteina de superficie de
pneumccoco con el motivo de LPXTG de Anclaje de Pared Celular

(en donde X es cualquier aminoécido} Cualquier proteina con

11
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esta clase de proteina de superficie de pneumococo con este
motivo ha si1do encontrada como Gtil dentro del contexto del
invento, y por lo tanto es considerada una proteina adicional
del invento Spl25 miema es divulgada en WO 98/18930, y
también es conocida como ZmpB - una metaloproteinasa de zinc

Spl0l1 es divulgada en WO 98/06734 (donde é&sta tiene la
referencia # y85993 Se caracteriza por una secuencia de
sefiales de Tipo I

Spl33 es divulgada en WO 98/06734 (donde tiene una
referencia # yB85992 También se caracteriza por una secuencia
de sefiales Tipo I

Spl28 y Spl30 son divulgadas en WO 00/76540

Las proteinas utilizadas en el presente invento
preferiblemente son selecciocnadas del grupo PhtD y PhtA, o

una combinacibén de estas dos proteinas

Combinacién ventajosa de una o mds protefnas de pneumococo

del invento con otras proteinas de pneumococo

En la vacuna del invento, cada una de las anteriores
proteinas del invento (preferiblemente cualquiera o ambas
PhtD y PhtA) también pueden ser benéficamente combinadas con
una o mas proteinas de pneumococo de la siguiente lista
neumolisina (también conocida como Ply, preferiblemente
detoxificada mediante tratamiento quimico o mutacidn) ([WO
96/05859, WO 90/06951, WO 99/03884], PsaA y variantes de
deleci6n de transmembrana de la misma (Berry & Paton, Infect
Immun 1996 Dec, 64(12) 5255-62), PspA y variantes de
delec16n de transmembrana de la misma (US 5804193, WO
92/14488, WO 99/53940), PspC y variantes de delecién de
transmembrana de la misma (WO 97/09994, WO 99/53940), un

miembro de la familia de proteinas de unién de colina (Chp)

12
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[e] CpbA y variantes de delecidn de transmembrana de la
misma (WO 97/41151, WO 99/51266)], Gliceraldehido-3-fosfato-
dehidrogenasa (Infect Immun 1996 64 3544), HSP70 (WO
96/40928), PcpA (Sanchez-Beato, FEMS Microbiol Lett 1998,
164 207-14), M como proteina (solicitud de patente SB No EP
0837130), adhesina 18627 (solicitud de patente SB No EP
0834568) El presente invento también incluye equivalentes
inmunolégicamente funcionales o truncados de tales proteinas
(como se definié anteriormente)

Con respecto a la familia de proteinas de unibén de
colina, los miembros de esa familia fueron originalmente
1identificados como proteinas de pneumococo que podian ser
purificadas mediante cromatografia de afinidad por colina
Todas las proteinas de unién de colina estdn no
covalentemente unidas a radicales de fosforilcolina de &cado
teicbico de pared celular y 4cido lipoteicSico asociado a
membrana Estructuralmente, éstas tienen varias regiones en
comin sobre toda la familia, aunque la naturaleza exacta de
lae proteinas (secuencia aminoécida, longitud, etc ) puede
variar En general, las protefnas de unién de colina
comprenden una regifn N terminal (N), regiones repetidas
conservadas (Rl y/o R2), una regién rica en prolina (P) y una
regién de unidn de colina conservada (C), compuesta de
miltiples repeticiones, que comprende aproximadamente la
mitad de la proteina Como se utiliza esta solicitud, el
término "familia de proteina de unidén de colina (Cbp)" es
seleccionado del grupo que consta de proteinas de unién de
colina como se identifican en WO 97/41151, PbcA, SpsA, PspC,
CbpA, CbpD, y CbpG CbhpA es divulgada en WO 97/41151 CbpD y
CbpG son divulgadas en WO 00/29434 PapC es divulgada en WO
97/09994 PbcA es divulgada en WO 98/21337 Preferiblemente

las protefnas de unién de colina son seleccionadas del grupo

13
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que consta de CbpA PbcA, SpsA y PspC

S1 un Cbp es la proteina adicional utilizada ésta puede
ser un truncado Cbhbp en donde "Cbp" es como se definib
anteriormente y "truncado" se refiere a proteinas que carecen
de 50% o més de la regién de unién de colina (C)
Preferiblemente tales protefinas carecen de toda la regibén de
unidn de colina MAs preferiblemente, tales truncados
proteicos carecen de (1) la regién de unién de colina y (11)
una porcién de la mitad N-terminal de la proteina también,
sin embargo retienen al menos una regi®n de repeticiédn (Rl o
R2) Méds preferiblemente afin, el truncado tiene dos regiones
de repeticién (Rl y R2) Ejemplos de tales realizaciones
preferidas son NR1xR2 y R1xR2 como se i1lustra en W099/51266 o
W099/51188, sin embargo, otras proteinas de unidn de colina
que carecen de una regitn de unidn de colina similar también
gon contempladas dentro del alcance de este invento

Las proteinas quiméricas del truncado Cbp - truncado Lyt
(o fusiones) también pueden ser utilizadas en la vacuna del
invento Preferiblemente esta comprende NR1xR2 (o R1xR2) de
Cbp y la porcién C-terminal (Cterm, es decir, que carece de
dominios de unibédn de colina) de Lyt (ej , LytCCterm o
Sp91Cterm) Méds preferiblemente Cbp es seleccionada del grupo
que consta de CbpA, PbcA, SpsA y PspC Mas preferiblemente
atin, ésta es CbpA Preferiblemente, Lyt es LytC (también
conocida como SP91)

Una PspA o truncado de PsaA que carece del dominio de
unidén de colina (C) y expresada como una proteina de fusién
con Lyt también puede ser utilizada Preferiblemente, Lyt es
LytcC

Combinaciones preferidas de protefnas de pneumococo para los

propbsitos de este invento
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Preferiblemente la combinacifn de proteinas del invento
es seleccionada entre 2 o mis (3 o 4) categorias diferentes
tales como proteinas con un motivo de LXXC de secuencia de
Sefial tipo OO(donde X es cualquier aminodcido, ej , la
familia de triada de polihistidina {(Pht)), proteinas de unién
de colina (Cbp), proteinas con un motivo de secuencia de
Sefial Tipo I {(ej , Spl0l), proteinas con un motivo LPXTG
(donde X es cualquier aminoécido, ej , Spl28, Spl3i0), toxinas
(e , Ply), etc Ejemplos preferidos dentro de estas
categorias (o motivos) son las proteinas antes mencionadas, ©
equivalentes inmunolégicamente funcionales de las mismas
Toxina + Pht, toxina + Cbp, Pht + Cbp, y toxina + Pht + Cbp
son combinaciones de categorias preferidas

Combinaciones benéficas preferidas incluyen, pero no
estdn limitadas a proteinas quiméricas o de fusibén de PhtD +
NR1xR2, PhtD + NR1xR2-Sp91Cterm, proteinas quiméricas o de
fusi1én de PhtD + Ply, PhtD + Spl28, PhtD + PsaA, PhtD + PspA,
PhtA + NR1xR2, PhtA + NR1xR2-Sp91Cterm, PhtA + Ply, PhtA +
Sp128, PhtA + PsaA, PhtA + PspA, NR1xR2 + LytC, NR1xR2 +
PspA, NR1xR2 + PsaA, NRIXR2 + Spl28, R1xR2 + LytC, R1xR2 +
PgpA, R1xR2 + PsaA, R1xR2 + Spl28, R1xR2 + PhtD, R1xR2 +
PhtA Preferiblemente, NR1xR2 (o R1xR2) es de CbpA o PaspC
Mie preferiblemente es de CbpA

Una combinacién particularmente preferida de proteinas
de pneumococo comprende Ply (o un truncado o equivalente
inmunolégicamente funcional del mismo) + PhtD (o un truncado
o equivalente inmunolégicamente funcional del mismo) + NR1xR2
{o R1xR2) Preferiblemente, NR1xR2 (o0 R1xR2) es de ChpA o
PespC Mas preferiblemente es de CbpA

8in desear estar limitado por alguna teoria, dentro de
la composicién, la proteina de pneumococo (o combinaciones

descritas anteriormente) del invento puede ayudar a inducir
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una respuesta mediada por células-T contra enfermedad de
pneumococo - particularmente requerida para proteccidn contra
neumonia - la cual coopera con la rama humoral del sistema
inmune para inhibir invasidn por neumococos, y para estimular
opsonofagocitosis Una ventaja adicional de incluir el
antigeno proteico es la presentacién de antigenos adicionales
para el proceso de opsonofagocitosis

Por consiguiente en la realizacién del invento se
proporciona una vacuna de gtreptococcus pneumoniae que
comprende una vacuna conjugada de polisacirido de neumococo
que comprende antigenos polisaclridos derivadoe de al menos
cuatro serotipos, preferiblemente al menos siete sBerotipos,
mis preferiblemente al menos once serotipos, y al menos uno,
pero preferiblemente 2, 3, o 4, proteinas de streptococcus
pneumoniae seleccionadas del grupo que consta de PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl2s,
Spl30 y Spl33 (o una combinacién de proteinas de pneumococo
como se describid anteriormente) Preferiblemente una de las
proteinas es PhtA (0o un equivalente inmunoclédgicamente
funcional de la misma) MAs preferiblemente una de las
proteinas es PhtD (o un equivalente inmunolégicamente
funcional de la misma)

Como se menciondé anteriormente, un problema asociado con
el enfoque de polisacdridos para vacunacién, es el hecho que
loe polisaciridos per se son inmundgencs deficientes Para
superar esto, los polisacaridos pueden ser conjugados con
vehiculos proteicos, los cuales proporcionan ayuda de
células-T circundantes Se prefiere por lo tanto, que los
polisacéridos utilizados en el invento estén ligados a tal
vehiculo proteico Ejemplos de tales vehiculos los cuales son
actualmente cominmente utilizados para la produccién de

inmunSgenos de polisacéridos incluyen los toxoides de
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Difteria y Tétanos (DT, DT CRM197 y TT respectivamente),
Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH), OMPC de N meningitidis, y
el derivado proteico purificado de Tuberculina

(PPD)

Un vehiculo preferido para composiciones inmunogénicas
basadas en polisacidridos de pneumococo (0 vacunas) es la
proteina D de Haemophilus influenzae (EP 594610-B}), o
fragmentos de la misma Fragmentos apropiados para utilizar
incluyen fragmentos que abarcan epitopos T-auxiliares En
particular un fragmento D proteico preferiblemente contendré
1/3 N-terminal de la proteina Un vehiculo D proteico es
sorprendentemente {til como un vehiculo en vacunas donde
miltiples antigenos polisaciridos de pneumococo son
conjugados La supresidn de epitopos usualmente tiene
probabilidad de ocurrir si el mismo vehiculo es utilizado
para cada polisacidrido Sorprendentemente, los actuales
inventores han encontrado que la protefina D es
particularmente apropiada para minimizar tales efectos de
supresién epitbpica en vacunas de combinacidén Uno o més
polisacdridos de pneumococo en una combinacién pueden ser
ventajosamente conjugados sobre la proteina D, dentro de tal
vacuna de combinacidn

Un vehiIculo adicional preferido para el polisacirido de
pneumococo ea la proteina de pneumococo misma (como se
definib6 anteriormente en la seccién "proteinas de pneumococo
del invento")

El polisacdrido puede estar enlazado con la proteina
portadora mediante cualquier método conocido (por ejemplo,
por Likhite, Patente U S 4 372 945 y por Armor, Patente U S
4 474 757) Preferiblemente, la conjugacién de CDAP es
llevada a cabo (WO $5/08348)

Preferiblemente la proporcién proteina polisaclrido

17
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(peso peso) de los conjugados es 0 3 1 a 1 1, més
preferiblemente 0 6 1 a 0 8 1, y lo mids preferiblemente 0 7 1
aproximadamente

Las vacunas del presente invento preferiblemente son
coadyuvadas Coadyuvantes apropiados incluyen una sal de
aluminio de tal como gel de hidréxido de aluminio (alum) o
fosfato de aluminio, perc también puede ser una sal de
calcio, magnesio, hierro o zinc, o puede ser una suspensidn
insoluble de tirosina acilada, o azlcares acilados,
polisacdridos catiénica o anidnicamente deravados, o
polifosfacenos

Se prefiere que el co-adyuvante sea seleccionado para
ser un inductor preferencial de un tipo TH1 de respuesta para

asistir con la rama celular de la respuesta inmune

Coadyuvantes TH1 del Invento

Los altos niveles de citoquinas tipo Thl tienden a
favorecer la induccibn de las respuestas inmunes mediadas por
células para un antigeno dado, mientras altos niveles de
citoquinas tipo Th2 tienden a favorecer la induccifn de
respuestas inmunes humorales para el antigeno

Es importante recordar que la distincién de respuesta
inmune tipo Thl y Th2 no es absoluta En realidad un
individuo darda soporte a una respuesta inmune la cual es
descrita como predominantemente Thl o predominantemente Th2
Sin embargo, a menudc es conveniente considerar las familias
de citoquinas en términos de aquello descrito en clones de
células T CD4 +ve murinas por Mosmann y Coffman (Mosmann,

TR y Coffman, R L (1989) células TH1 y TH2 diferentes
patrones de secrecién de linfoquinas lleva a diferentes
propiedades funcicnales Resefia Anual de Inmunologia, 7 pl4as-

173) Tradicionalmente, las respuestas tipo Thl estén
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asociadas con la produccién de las citoguinae INF-y y IL-2
por T-linfocitos Otras citoquinas a menudo directamente
asociadas con la induccién de respuestas inmunes tipo Thl no
son producidas por las células-T, tales como IL-12 En
contraste, las respuestas tipo Th2 est&n asociadas con la
secrecidn de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 Sistemas coadyuvantes
apropiados que promueven una respuesta predominantemente Thl
incluyen 1lipido A de monofosforilo o un derivado del mismo,
particularmente lipido A de monofosforilo 3-de-0O-acilado (3D-
MPL) (para su preparacién ver GB 2220211 A), y una
combinacién de lipido A de monofosforilo, preferiblemente
lipido A de monofosforilo 3-de-0O-acilado, junto con sal de
aluminio (por ejemplo fosfato de aluminio o hidréxido de
aluminio) o una emulsi6n de aceite en agua En tales
combinaciones, antigeno y 3D-MPL son contenidos en las mismas
estructuras particuladas, permitiendo liberacidén més
eficiente de sefiales antigénicas e i1nmunoestimulantes
Estudios han mostradoc que 3D-MPL puede aumentar
adicionalmente la inmunogenicidad de un antigeno alum-
absorbido [Thoelen Vaccine (1998) 16 108-14, EP 689454-Bl]

Un sistema aumentado involucra la combinacifn de un
lipaido A de monofesforilo y un derivado de saponina,
particularmente la combinacién de QS21 y 3D-MPL como se
divulga en WO 94/00153, o una composiciédn menos reactogénica
donde el QS21 es apagado con colestercl como se divulga en WO
96/33739

Una formulacién coadyuvante particularmente potente que
involucra Qs2l1, 3D-MPL y tocoferol en un aceite en emulsién
de agua es descrita en WO 95/17210, y es una formulacién
preferida

Preferiblemente la vacuna adicionalmente comprende una

saponina, mis preferiblemente 0S21 La formulacién también
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puede comprender un aceite en emulsi6n de agua y tocoferol
(WO 95/17210)

El presente 1nvento también proporciona un método para
producir una formulacién de vacuna que comprende la mezcla de
una proteina del presente invento junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como 3D-MPL

Oligonucleébtideos no metilados que contienen CpG (WO
96/02555) son también inductores preferenciales de una
respuesta TH1 y son apropiados para utilizar en el presente
invento

Composiciones particularmente preferidas del invento
comprenden uno o mis polisaciridos de pneumococo conjugados,
una o mis proteinas de pneumococo del invento y un
coadyuvante Thl Sin desear ser limitados por alguna teoria,
la induccién de una respuesta mediada por células por medio
de una proteina de pneumococo (como se describid
anteriormente) y la cooperacifn entre ambas ramas del sistema
inmune puede ser asistida utilizando tal coadyuvante Th-1,
resultando en una vacuna particularmente efectiva contra la
enfermedad de pneumococo en general, y, mds 1mportante,
contra neumonia de pneumococo en la tercera edad

En un aspecto adicional del presente 1nvento se
proporciona un inmundégeno o vacuna como se describe en la
presente para utilizar en medicina

En una realizacién se presenta un método de prevencibn o
alivio de neumonia en un humano de la tercera edad (+55 afios)
que comprende la administracién a dicho humano de una
cantidad segura y efectiva de una vacuna, como se describe en
la presente, que comprende un antigeno polisacdrido de
streptococcus pneumoniae y una proteina neumocdccica
seleccionada del grupo que consta de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE,
SpsA, LytB, LytA, Spl25, Spl0l1, Spl28, Spli0 y Spl33, y
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opcionalmente un coadyuvante Thl

En una realizacién adicional se proporciona un método
para prevenir © aliviar la otitis media en bebés (hasta 18
meses) © nifios de corta edad (tipicamente entre 18 meses y
cinco afios), que comprende la administracién de una cantidad
segura y efectiva de una vacuna a dicho bebé o nifio que
comprende un antigeno polisacdrido de streptococcus
pneumoniae y un antigeno proteico de streptococcus pneumoniae
seleccionadeo del grupo que consta de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE,
SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0l1, Spl0l1l, Spl28, Spl30 y
Spl33, y opcionalmente un coadyuvante Thl

Preferiblemente en los métodos del invento como se
describid anteriormente el antigeno polisaclrido esté

presente como un conjugado proteico de polisacéarado

Preparaciones de vacunas del invento

Las preparacionee de vacunas del presente invento pueden
gser utilizadas para proteger o tratar un mamifero susceptible
a infeccibn, mediante la administracitn de dicha vacuna a
través de ruta sistémica o mucosal Estas administraciones
pueden incluir inyeccidn a través de rutas intramusculares,
Antraperitoneales, intradérmicas o subcutdneas, o a través de
administracidn mucosa hacia los tractos oral/alimentario,
respiratorio, genitourinario La administracién intranasal de
vacunas para el tratamiento de neumonia u otitis media es
preferida (puestc que el transporte nasofaringeo de
neumococos puede ser mis efectivamente prevenido, atenuando
asi la infeccidén en primera etapa) Aunque la vacuna del
invento puede ser administrada como una dosis Gnica, los
componientes de la misma también pueden ser co-administrados
juntos al mismo tiempo o en diferentes momentos (por ejemplo

los polisaclridos de pneumococo podrian ser administrados
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separadamente al mismo tiempo o 1-2 semanas después de la
administracién del componente proteico bacteriano de la
vacuna para &6ptima coordinaci6n de las respuestas inmunes
entre si) Para co-administracién, el coadyuvante Thl
opcicnal puede estar presente en cualquiera o todas las
administraciones diferentes, si1in embargo se prefiere si esté
presente en combinacién con el componente proteico bacteriano
de la vacuna Ademis de una finica ruta de administracidn, dos
rutas diferentes de adminiatracidn pueden ser utilizadas Por
ejemplo, cualquier antigenoc viral puede ser administrado de
manera intradérmica (ID), mientras las proteinas bacterianas
pueden ser administradas de manera intramuscular (IM) o
intranasal (IN) Los polisacdridos pueden ser administrados
IM {0 ID) y las proteinas bacterianas pueden ser
administradas IN (o ID) Adem&s, las vacunas del invento
pueden ser administradas intramuscularmente para dosis
iniciales e i1ntranasalmente para dosis de refuerzo

La cantidad de antigeno conjugado en cada dosis de
vacuna es seleccionada come una cantidad que induce una
respuesta inmunoprotectora sin efectos adversos secundarios
significativos en vacunas tipicas Tal cantidad variara
dependiendo del inmunégeno especifico empleado y la forma en

que es presentado Generalmente, se espera que cada dosis
comprenderda 0 1-100 pg de polisacirido, preferiblemente 0 1-
50 pg, preferiblemente 0 1-10 pg, de los cuales 1 a 5 Mg es

el rango mis preferible

El contenido de antigenos proteicos en la vacuna
tipicamente estard en el rango entre 1-100ug, preferiblemente
5-50 pg, més tipicamente en el rango entre 5-25ug

Las cantidades 6ptimas de componentes para una vacuna

particular pueden ser investligadas mediante estudios
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estindares que involucran observacién de respuestas inmunes
apropiadas en sujetos Siguiendo una vacunacidn inicial, los
sujetos pueden recibir una o varias i1nmunizaciones de
refuerzo adecuadamente separadas

La preparacifn de vacuna generalmente es descrita en
disefio de vacunas ("el enfoque de subunidad y coadyuvante)
(eds Powell M F & Newman M J ) (1995) Plenum Press New
York) La encapsulacién dentro de liposomas es descrita por
Fullerton, Patente U S 4 235 877

Aunque las vacunae del presente 1nvento pueden ser
administradas mediante cualquier ruta, la administracidn de
las vacunas descritas en la piel (ID) forma una realizacibn
del presente invento La piel humana comprende una cuticula
"callosa" exterior, llamada estrato cérneo, el cual cubre la
epidermis Bajo esta epidermis se encuentra una capa llamada
la dermas, la cual a su vez cubre el tejido subcuténeo Los
investigadores han mostrado que la inyeccién de una vacuna en
la piel, y particularmente en la dermis, estimula una
respuesta inmune, la cual también puede estar asociada con un
nimero de ventajas adicionales La vacunacién intradérmica
con las vacunae descritas en la presente, forma una
caracteristica preferida del presente invento

La técnica convencional de i1inyeccifn intradérmica, el
"procedimiento mantoux", comprende los pasos de limpiar la
piel, y luego estirar con una mano, y con el bisel de una
aguja de calibre pequefio (calibre 26-31) hacia arriba, la
aguja es insertada en un angulo entre 10-15 grados Una vez
el bisel de la aguja es insertado, el cuerpo de la aguja es
bajado y empujado adicionalmente mientras se proporciona una
presidn leve para elevarlo bajo la piel El liquido es luego
inyectado muy lentamente formando asi una ampolla o

protuberancia sobre la superficie de la piel, seguido por el
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retiro lento de la aguja

Mis recientemente, se han descrito dispositivos que son
especificamente disefiados para administrar agentes liquidos
en o a través de la piel, por ejemplo los dispositivos
descritos en WO 99/34850 y EP 1092444, también los
digpositivos de inyeccifdn a chorro descritos por ejemplo en
WO 01/13977, US 5 480 381, US 5 599 302, US 5 334 144, US
5 993 412, 5,649,912, US 5,569,189, US 5,704,911, US
5,383,851, US 5,893,397, US 5,466,220, US 5 339,163, US
5,312,335, US 5,503,627, US 5,064,413, US 5,520,639, US
4,596, 556, US 4,790,824, US 4,941,880, US 4,940,460, WO
97/37705 Y WO 97/13537 Métodos alternativos de
administracién intradérmica de las preparaciones de vacuna
pueden 1incluir jeringas y agujas convencionales, o
dispositivos disefiados para liberacién balistica de vacunas
ablidas (WO 99/27961), o parches transdérmicos (WO 97/48440,
WO 98/28037), o aplicadas a la superficie de la paiel
(liberacién transdérmica o transcut&nea WO 98/20734, WO
98/28037)

Cuando los vacunas del presente invento son para ser
administradas a la piel, o mis especificamente en la dermis,
la vacuna estd en un volumen liquido bajo, particularmente un
volumen entre 0 05 ml vy 0 2 ml

El contenido de antigenos en la piel o vacunas
transdérmicas del presente invento puede ser similar a las
dosis convencionales como se encontr6 en vacunas
intramusculares Sin embargo, es una caracteristica de
vacunas de piel o intradérmicas que las formulaciones pueden
estar en "dosis bajas" Por consigulente los antigenoes de

proteinas en vacunas de "dosis bajas" preferiblemente estén

presentes en tan poco como 0 1 y 10 ug, preferiblemente 0 1 y
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5 ug por dosie, y los antigenos polisacéridos

(preferiblemente conjugados) pueden estar presentes en el

rango de 0 0l1-1ug, y preferiblemente entre 0 01 y 0 5 ug de
polisacédrido por dosis

Como se utiliza en la presente, el término "liberacidén
intradérmica® significa liberacién de la vacuna a la regién
de la dermis en la piel Sin embargo, la vacuna
necesariamente no estarid localizada exclusivamente en la
dermis La dermis es la capa en la piel localizada entre 1 0
Yy 2 0 mm desde la superficie en la piel humana, pero existe
una cierta cantidad de variacibén entre individuos y en
diferentes partes del cuerpo En general, se puede esperar
alcanzar la dermis a 1 5 mm por debajo de la superficie de la
piel La dermis estd localizada entre el estrato cérneo y la
epidermis en la superficie y por debajo de la capa
subcutdnea Dependiendo del modo de liberacifén, la vacuna
puede generalmente ser localizada (Gnica © principalmente
dentro de la dermis, o puede finalmente ser distribuida
dentro de la epidermis y la dermis

El presente invento también contempla vacunas de
combinacién las cuales proporcionan proteccién contra un
rango de diferentes patégenos Muchas vacunas pedidtricas
ahora son administradas como una vacuna de combinacién para
reducir el nimero de inyecciones que el nifio tiene que
recibir Asi para vacunas pedidtricas otros antigenos de
otros pat6genos pueden ser formulados con las vacunas del
invento Por ejemplo las vacunas del invento pueden ser
formuladas con (o administradas separadamente pero al mismo
tiempo) la conocida vacuna de combinacién "trivalente" que
comprende el toxoide de la difteria (DT), toxoide de tétanos

(TT), y componentes de tos ferina [tipicamente toxoide de tos
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ferina detoxificado (PT) y hemoglutinina filamentosa (FHA)
con pertactina opcional (PRN) y/o aglutinina 1+2), por
ejemplo la vacuna comercializada INFANRIX-DTPa
{(SmithKlineBeecham Biologicals) la cual contiene antigenos de
DT, TT, PT, FHA y PRN, o con un componente completo de tos
ferina celular por ejemplc el comercializada por
SmithKlineBeecham Biologicals s a , como Tritanrix La vacuna
combinada también puede comprender otro antigeno, tal como el
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), antigeno de
poliovirue (por ejemplo poliovirus trivalente inactivo -
IPV), proteinas de membrana exterior de Moraxella
catarrhalis, proteinas de membrana exterior, proteinas de
Haemophilus influenzae no tipificables, proteinas de membrana
exterior de N‘menfngltldls B

Ejemplos de antigenos proteicos de Moraxella
catarrhalis preferidos los cuales pueden ser incluidos en una
vacuna de combinacidén (especialmente para prevencién de
otitis media) son OMPl06 [WOm97/41731 (Antex) & WO 96/34960
(PMC)], OMP21, LbpA &/0 LbpB [WO 98/55606 (PMC)], TbpA &/o
TbpB [WO 97/13785 & WO 97/32980 (PMC)], CopB [Helminen ME,
(1993) Infect, Immun 61 2003-2010), UspAl y/o UspA2 [WO
93/03761 (Universidad de Texas)], OmpCD, HsaR
(PCT/EP99/03824), P11Q (PCT/EP99/03823), OMPA&S
(PCT/EP00/01468), lipo06 (GB 99179772 2), lipol0 (GB
9918208 1), lipoll (GB 9918302 2), lipo 18 (GB 9918038 2), p6
(PCT/EP99/03038), D15 (PCT/EP99/03822), Omplhal
(PCT/EP99/06781), Hly3 (PCT/EP59/03257), y OmpE Ejemplos de
antigenos de Haemophilus influenzae no tipificablee los
cuales pueden ser incluidos en una vacuna de combinacidn
(especialmente para la prevencién de otitis media) incluyen
proteina de Fimbrin [(US 5766608 - Ohio State Research

Foundation)] y fusionea que comprenden péptidos de la misma
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[e; fusiones de péptidos LBl (f), US 5843464 (0OSU) o WO
99/64067], OMP26 [WO 97/01638 (Cortecs)], P6 [EP 281673
(State Unaiversity of New York)], TbhpA y/o TbpB, Hia, Hsf,
Hin47, Hif, Hmwl, Hmw2, Hmw3, Hmw4, Hap, D15 (WO 94/12641),
proteina D (EP 594610), P2, y P5 (WO 94/26304)

Otras combinaciones contempladas son el PS & proteina de
pneumococo del invento en combinacién con antigenos virales,
por ejemplo, de influenza (atenuados, divididos, o subunidad
[e7 , glicoproteinas de superficie neuramidasa (NA) y
hemaglutinina (HA))) Ver, ej , Chaloupka I, Eur Jourtnal
Clin Microbiol Infect Dis 1996, 15 121-127], RSV (e3j ,
antigenos F y G o fusiones F/G, ver, ej, Schmadt A C , J
Vairol, May 2001, p459%4 - 4603), PIV3 (ej, proteinas HN y F,
ver Schmidt supra), Varaicela (ej , glicoproteinas atenuadas
I-V, etc), y cualquier (o todos) los componentes de MMR
(sarampién, paperas, rubéola)

Una vacuna de combainacién pedidtrica preferida
contemplada por el presente invento para tratamiento global o
prevencién de otitis media comprende uno o mias antigenos
polisacdridos de streptococcus pneumoniae preferiblemente
conjugados con proteina D), una o mis proteinas de pneumococo
seleccionadas del grupo que consta de PhtA, PhtD, PhtB,
PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl26, Spl0l1l, Spl28, Spl30 y
Spl33 {o un equivalente inmunolégicamente funcional del
mismo), y uno o mids antigenos de superficie expuesta de
Moraxella catarrhalis y/o Haemophilus influenzae no
tipificable La proteina D puede ventajosamente ser utilizada
como un vehiculo proteico para polisaciridoe de pneumococo
para superar los problemas de supresifn de epitopos (como se
menciond anteriormente), y puesto que ésta es en 8l misma un
inmunégeno capaz de producir proteccién mediada por células-B

contra H 1influenzae no tipificable {ntHi) Los antigenos de
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Moraxella catarrhalis o Haemophilus influenzae no tipificable
pueden ser incluidos en la vacuna en una forma de sub-unidad,
o pueden ser agregados como antigenos presentes en la
superficie de vesiculas de membrana exterior (ampollas)
hechas a partir de las bacterias

Preferiblemente las composiciones antigénicas (y
vacunas) anteriormente descritas son liofilizadas hasta que
estdn a punto de ser utilizadas, punto en el cual son
extemporineamente reconstituidas con diluyente Mas
preferiblemente son liofilizadas en presencia de 3D-MPL, y
son extempor&neamente reconstituidas con solucién salina
Alternativamente, la proteina y el polisacirido pueden ser
almacenados separadamente en un kit (juego) de vacunacién
(cualquiera o ambos componentes siendo liofilizados), los
componentes siendo reconstituidos y mezclados antes de
utilizar o administrados de manera separada al paciente Un
coadyuvante Thl (preferiblemente 3D-MPL) puede estar presente
con cualquiera o ambos componentes

La liofilizacidn de vacunas es bien conocida en el
estado de la técnica Tipicamente la vacuna liquida es secada
por congelacién en presencia de un agente anti-pelmazante por
ejemple azlcares tales como sacarosa o lactosa (presentes en
una concentracién inicial de 10-200 mg/mL) La liofilizacién
tipicamente ocurre sobre una serie de pasos, por ejemplo un
ciclo que comienza en -69°C, gradualmente ajustando a -24°C
durante tres horas, luego reteniendo esta temperatura durante
18 horas, luegc gradualmente ajustando a -16°C durante una
hora, luego reteniendo esta temperatura durante seis horas,
luego gradualmente ajustando a +34 °C durante 3 horas, y
finalmente reteniendo esta temperatura durante 9 horas

La liofilizacién de composiciones resulta en una

composicidén mids estable (por ejemplo previene la degradacién
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de loe antigenos polisacédridos) El proceso también es
sorprendentemente responsable de un mayor titulo de
anticuerpos contra los polisaciridos de pneumococo Esto ha
B1do mostrado como particularmente significativo para
conjugados PS 6B Otro aspecto del invento es asi una
composicifn antigénica liofilizada que comprende un conjugado
PS 6B coadyuvado con 3D-MPL (preferiblemente desprovisto de
coadyuvantes con base de aluminio) y una proteina de
pneumococo seleccionada del grupo que consta de PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0i, Spil2s,
Spl30 y Spl33

EJEMPLOS

Los ejemplos 1lustran, pero no limitan el invento

Ejemplo 1
Polisac&rido capsular de S pneumoniae

La vacuna candidata ll-valente incluye los serotipos de
polisacaridos capsulares 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F
y 23F los cuales fueron hechos esencialmente como se
describib en EP 72513 Cada polisacédrido es activado y
derivado utilizando quimica CDAP (WO 95/08348) y conjugado
con un vehiculo proteico Todos los polisacdridos son
conjugados en su forma nativa, excepto para el serotipo 3 (el
cual fue reducido en tamafio para disminuir su viscosidad)

El vehiculo proteico seleccionadoc es la proteina D
recombinante (PD) de Haemophilus influenzae no tipificable,

expresada en E coli

EXPRESION DE PROTEINA D
Proteina D de Haemophilus influenzae

Construccibén genética para expresiédn de proteina D
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Materiales de inicio
El ADN de codificacién de la Proteina D

La proteina D es altamente conservada entre H
influenzae de todos los serotipos y cepas no tipificables El
vector pHIC348 que contiene la secuencia de ADN que codifica
la totalidad del gen de la proteina D ha sido obtenido del
Dr Forsegren, Departamento de Microbiologia Medica,
Universidad de Lund, Hospital General de Malmo, Malmo,
Suecia La secuencia de ADN de la proteina D ha sido
publicada por Kanson (1991) Infect Immun 59 119-125

El vector de expresién mMGI

El vector de expresién pMGI es un derivado de pBR322
(Groes, 1985) en el cual los elementos de control derivados
de bacteriSfagos A para transcripcién y traduccién de genes
fueron introducidos (Shatzman, 1983) Ademés, el gen de
registencia a Ampicilina fue intercambiado con el gen de

resistencia a canamicaina

La cepa AR58 de E colil

La cepa AR58 de E coli fue generada mediante
transduccién de N99 con una solucién concentrada de
bacteri6fago Pl previamente cultivado sobre un derivado SAS00
(galE TN10, lamdaKil cIB857 AH1l) N99 y SA500 son cepas de E
coll K12 derivadas en el laboratorio del Dr Martin Rosenberg

en el Instituto Nacional de la Salud {(NIH, USA)

El vector de expresién pMG 1
Para la produccién de la proteina D, el ADN que codifica
la proteina ha sido clonado en el vector de expresién pMG 1

Este pl&emido utiliza sefilales de ADN lambdafago para impulsar
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la transcripcifn y traduccidn de genes extrafios insertados
El vector contiene el promotor PL, operador OL y dos sitios
de utilizaci6én (NutL y NutR) para aliviar efectos de
polaridad transcripcional cuando la proteina N es
proporcionada (Gross, 1985) Los vectores que contienen el
promotor PL, son introducidos en el hospedero lisogénico de
E coli para estabilizar el pldsmido de ADN Las cepas
hospederas liscgénicas contienen ADN lambdafago de
replicaci65n defectuosa integrado en el genoma (Shatzman,
1983) E1 ADN lambdafago cromosomal direcciona la sintesis de
la proteina represora cI la cual se une al represor OL del
vector y previene la unién de ARN polimerasa al promotor PL
y de esta forma la transcripcién del gen insertado El gen cI
de la cepa de expresiédn ARS8 contiene un mutante sensible a
temperatura de manera que la transcripciédn dirigida por PL
puede ser regulada mediante un cambio de temperatura, es
decir, un aumento en temperatura de cultivo inactiva el
represor y la sintesis de la proteina extrafia es iniciada
Este sistema de expresifn permite eBintesis controlada de
proteinas extrafilas especialmente de aquellas que pueden ser

toxicas para la célula (Shimataka & Rosenberg, 1981)

La cepa ARS8 de E colil

La cepa de E colz lisogénica ARS8 utilizada para la
produccién del vehiculo de la proteina D es un derivado de la
cepa N99 de E coli K12 NIH (F su galK2, lacZthr) Esta
contiene un lambdafago lisogénico defectuoso (galE TN10,
lambdaKil cI857 AH1l) El fenotipo Kil™ evita la terminacién
de la sintesis macromolecular del hospedero La mutacidn

cI857 le confiere una lesién sensible a temperatura al

represor c¢I La delecifn de AHl remueve el operén derecho de
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lambdafago y los sitios bio, uvr3, y chlA del hospedero

La cepa AR58 fue generada mediante transduccifn de N99 con
una solucidn concentrada de bacteribéfago Pl previamente
cultivado sobre un derivado SA500 (galE TN10, lambdaKil
cI857 AHl) La antroducciédn del lisbdSgeno defectuoso en N99
fue seleccionada con tetraciclina en virtud de la presencia
de un transposétn TN10 que codifica para resistencia a

tetraciclina en el gen galE adyacente

Construccién del vector pMGMDPPrD

El vector pMG 1 el cual contiene el gen que codifica la
protefina S1 no estructural del virus Influenzae (pMGNSI) fue
utilizado para construir pMGMDPPrD El gen de la proteina D
fue amplificado mediante PCR a partir del vector pHIC348
(Janson, 1991) con cebadores PCR que contienen sitios Ncol y
Xbal en los terminales 5' y 3', respectivamente El fragmento
NcoI/Xbal fue luego introducido en pMGNS1 entre Ncol creando
asi una proteina de fusifén que contiene 81 amino&cidos N-
terminales de la proteina NS1 seguida por la proteina PD
Este vector se rotuld pMGNS1PrD

Con base en la construccidn deecrita anteriormente se
generd la construccidtn final para la expresién de la proteina
D Un fragmento BamHI/BamHI fue removido de pMGNS1PrD Esta
hidrélisis de ADN remueve la regién de codificacidn NS1,
excepto para los primeros tres residuos N-terminales Ante
religacidn del vector se generd un gen que codifica una
protefina de fusién con la siguiente secuencia de aminodcidos

N-terminales

----MDP SSHSSNMANT------
NS1 proteina D
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La proteina D no contiene un péptido lider o la cisteina
N-terminal a la cual las cadenas lipidas estin normalmente
unidas Por lo tanto la proteina no es excretada en el
periplasma ni lipidada y permanece en el citoplasma en una
forma soluble

La construcciédn final pMG-MDPPrD fue introducida en la
cepa hospedera AR58 mediante choque de térmico a 37°C
Bacterias conteniendo pladsmido fueron seleccionadas en
presencia de Kanamicina La presencia de la proteina D que
codifica el inserto de ADN fue demostrada mediante la
digesti16n de pl&smido de ADN aislado con endonucleasas
seleccionadas La cepa de E col: es conocida como ECD4

La expresidén de la proteina D estd bajo el control del
promotor lambda PL/Operador OL La cepa hospedera ARS8
contiene un gen ¢I sensible a temperatura en el genoma el
cual bloguea la expresi6n de Lambda P, a baja temperatura
mediante unién a O, Una vez la temperatura es elevada cI es
laberado de Op ¥ la proteina D es expresada Al final de la
fermentacién las células son concentradas y congeladas

La extraccién de las células cosechadas y la
purificacién de la proteina D fue realizada como sigue El
pellet de cultivo celular congelado es descongelado y
resuspendido en una solucién de disrupcién celular
(amortiguador de citrato pH 6 0) a un ODgsp f1nal = 60 La
solucibén es pasada dos veces a través de un homogenizador de
alta presidn a P = 1000 barice El homogenato de cultivo
celular es clarificado mediante centrifugacién y los desechos
celulares son removidos mediante filtracién En el primer
paso de purificacién el lieato filtrado es aplicado a una
columna de cromatografia de intercambio catibénico (Flujo
Rapido de Sefarosa SP) PD sBe une a la matriz de gel mediante

interaccidn 1Snica y es eluida por un aumento gradual de la
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fuerza i16nica del amortiguador de elusién

En un segundo paso de purificacibén las impurezas Bon
retenidas sobre una matriz de intercambio anidénico (Flujo
Répido de Sefarosa Q) PD no se une sobre el gel y puede ser
recolectado en el flujo que pasa a través

En ambos pasos de cromatograffia en columna, la
recoleccidn de fracciones es monitoreada por OD El flujo que
pasa a través de la cromatografia en columna de intercambio
16nico que contiene la proteina D purificada es concentrado

por ultrafiltracadn

Quimica
Quimica de Activacién y acoplamiento

Las condiciones de activacidn y acoplamiento son
especificas para cada polisac&rido Estas son dadas en la
tabla 1 El polisacidrido nativo (excepto para PS3) fue
disuelto en agua para inyeccidn La concentracidén Sptima de
polisaclrido fue evaluada para todos los serotipos

A partir de una solucidn concentrada de 100 mg/ml en
acetonitrilo, CDAP (proporcién CDAP/PS 0 75 mg/mg PS) fue
agregado a la solucibn de polisacéridos 1 5 minutos después,
se agregd trietilamina 0 2M para obtener el pH de activacidén
especifica La activacidn del polisacdrido fue realizada a
este pH durante 2 minutos a 25°C La protefina D (la cantidad
depende de la proporcién inicial PD/DS) fue agregada al
polisacérido activado y la reaccién de acoplamiento fue
realizada al pH especifico durante 1 hr La reaccibén luego
fue apagada con glicina durante 30 minutos a 25°C y durante
la noche a 4°C

Los conjugados fueron purificadoe mediante filtracién de
gel utilizando una columna de filtracién de gel Sephacril
500HR equilibrada con NaCl 0 2M
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Se determind el contenido de carbohidratos y proteinas
de las fracciones eluidas Los conjugados fueron agrupados y
filtrados estérilmente sobre una membrana de esterilizacibn

de 0 22 um Las proporciones PS/proteina en las preparaciones

conjugadas fueron determinadas

Caracteriszacién
Cada conjugado fue caracterizado y cumplié con las

especificaciones descritas en la tabla 2 El contenido
polisacdrido (pg/ml) fue medido mediante la prueba de

Resorcinol y el contenido proteico (pg/ml) mediante la prueba
de Lowry La proporcién PS/PD final (w/w) es determinada

mediante la proporcibn de las concentraciones

Contenido DMPA residual (ng/pg PS)

La activacidn del polisacarido con CDAP introduce un
grupo de cianato en el polisacirido y DMAP (4-dimetilamino-
piridina) es liberada El contenido DMAP residual fue

determinado por un ensayo especifico desarrollado en SB

Contenido de polisacédridos libres (%)

El contenidc de polisacéridoe libres de conjugados
mantenidos a 4°C o almacenados 7 dias a 37°C fue determinado
socbre el sobrenadante obtenido después de incubacién con
anticuerpos alfa-PD y sulfato de amonio saturado, seguido por
una centrifugacién

Se utilizo ELISA alfa-PS/alfa-PS para la cuantificacién
del polipacérido libre en el sobrenadante La ausencia del
conjugado también fue controlada mediante una ELISA alfa-
PD/alfa-PS La reduccién de la cantidad de polisacéirido libre

resulta en una vacuna conjugada mejorada
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Antigenicidad:

La antigenicidad sobre los mismos conjugados fue
analizada en una Elisa tipo sdndwich en donde la captura y la
supreeién de anticuerpos fueron alfa-PS y alfa-PD

respectivamente

Contenido Proteico libre (%):

El nivel de proteina D residual "libre" fue determinado
utilizando un método con tratamiento SDS de la muestra El
conjugado fue calentado 10 min a 100°C en presencia de SDS al
0 1% e i1nyectado sobre columna de filtracién de gel SEC-HPLC
(TSK 3000-PWXL) Como la proteina D es un dimero, hay un
riesgo de sobre estimar el nivel de proteina D "libre"

mediante disociacidn de la estructura con SDS

Tamafio Molecular (K..)
El tamafio molecular fue realizado sobre una columna de
filtracidén de gel (TSK 5000-PWXL)

Estabilidad

La estabilidad fue medida sobre una filtracién de gel
HPLC-SEC {TSK 6000-PWXL) para conjugados mantenidos a 4°C y
almacenados durante 7 dias a 37°C

La caracterizaci6n l1ll-valente es dada en la tabla 2

Los conjugados proteicos pueden ser absorbidos sobre

fosfato de aluminio y agrupados para formar la vacuna final

Conclusibni:
Se han producido conjugados i1nmunogénicos, que han sido
demostrados en ser componentes de una vacuna prometedora Las

condiciones de CDAP optimizada para el mejor producto de
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fue descubierto para cada una de las once valencias
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Tabla 1

(&

Condiciones especificas de activacién/acoplamiento/extincién

de conjugados de PS S-pneumoniae-Proteina D

Serotipo 1 3 4 5 6B

Conc de PS 20 30 20 75 5 4

(mg/ml)
Disolucibn NaCl NaCl 2M H20 H20 NaCl 2M
PS 2M
Conc PD 5 0 50 50 50 50
{mg/ml)
Proporcién 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
Inicial

PS/PD (w/w)

Conc CDAP 0 75 0 75 0 75 0 75 0 75
(mg/mg PS)

PHa=pHc=pHqg|9 0/9 0/9 0|9 0/9 0/9 0|9 0/9 0/9 0|9 0/9 0/9 0|9 0/9 0/9 O
Serotipo oV 14 18C 1SF 23F
Conc PS 25 25 20 4 0 33

(mg/ml)
Disolucién| NaCl 2M NaCl 2M H20 NaCl 2M NaCl 2M

PS

Conc 50 50 50 50 50
PD(mg/ml)
Proporcién 1/0 75 1/0 75 1/1 1/0 5 1/1

PS/PD

Inicaial

(w/w)

Conc CDAP 0 75 0 75 O 75 0 75 0 75
(mg/mg PS)

pHa.=pH.=pH;|8 5/8 5/9 0|9 0/9 0/9 0|9 0/9 0/9 0|10/9 5/9 0|9 0/9 0/9 OB
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TABLA 2 Especificaciones

de la vacuna PS-PD de pneumococo

11 valente (primeros niGmeros del c6digo de lote indica

%

serotipo)
Criterios DC1PDJ227 |DO3PDJ236 | D4PDJ228 | DSPDJ235 | D6PDJ209
Proporcién 1/0 66 1/1 09 1/0 86 1/0 86 1/0 69
PS/Prot (w/w)
Contenido de 1 1 7 9 0
polisacaridos
libres (%) <
10%
Contenidec de 8 <l 19 21 9
proteinas
libres (5)
<15%
Contenido 0 2 06 0 4 12 03
DMAP (ng/ug
PS) <0 5
ng/ug PS)
Tamarfio 0is 0 13 0 12 0 11 0 13
molecular
(Kav)
Estabilidad Sin Sin Sin Sin Sin
cambio cambio cambio cambio cambio
DO7PDJ225 |D09PDJ222 |D14PDJ202 |D18PDJ221 |D19PDJ206 |D23PDJ21
Proporcién 1/0 S8 1/0 80 1/0 68 1/0 62 1/0 4S5 1/0 74
PS/Prot (w/w)
Contenido de 1 <l <1 4 4 0

polisacéridos
libres (%)
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<10%

Contenido de 8 c 3 3 21 10
proteinas
libres (%)

<15%

12

Contenido de 01 06 03 02 01
DMAP (ng/ug
PS) <0 S
ng/ug PS

Tamafio 0 14 0 14 0 17 0 10 0 12

molecular

(Kav)

Estabilidad Sin Sin Sin Sin Sin

cambio cambio cambio cambio cambio

Sin

cambio

Ejemplo 2 -impacto benéfico de la adicidn de una o més
proteinas de pneumococo del invento +/- sobre la efectividad
protectora de la vacuna polisacérida ll-valente PD-conjugada

contra colonizacisn pulmonar de pneumococo en ratones

Lecturas inmunolégicas
Dos1s ELISA de IgG de suero de protefna neumoccéccica
egpecifica

Inmunoplacas Maxisorp Nunc son i1mpregnadas durante 2
horas a 37°C con 100 ul/pozo de 2 ug/ml de proteina diluida
en PBS Las placas fueron lavadas tres veces con NaCl al 0 9%
amortiguador Tween-20 al 0 05% Luego, diluciones seriales
dobles (en PBS/ Tween-20 al 0 05%, 100 pl por pozo) de una
referencia sérica anti-proteica agregada como una curva

estindar (comenzando en 670 ng/ml IgG) y muestras séricas

40



10

15

20

25

30

o'l

(comenzando en una dilucién 1/10) son incubadas durante 30
minuteos a 20°C bajo agitaciédn Después de lavado como se
describid previamente, el IgG antiratén de cabra peroxidasa
conjugado {Jackson) diluido 5000x en PBS/ Tween-20 al 0 05%
se incubo (100 pl/pozo) durante 30 minutos a 20°C bajo

agitacidn Después de lavado, las placas son incubadas

durante 15 minutos a temperatura ambiente con 100 ul/pozo de
amortiguador de revelado (OPDA 0 4 mg(ml y H202 al 0 5% en
amortiguador de citrato 100mM pH 4 5) El revelado es

detenido agregando 50 ul/pozo HCl 1N Las densidades Spticas
son leidas a 490 y 620 nm utilizando un inmunolector Emax
(Dispositivos Moleculares) El titulo de anticuerpos es
calculado mediante el método matemltico de 4 pardmetros

utilizando el software SoftMaxPro

Ensayo de Opsonofagocitosis

El propbsito de este ensayo es medir reproduciblemente
la capacidad de opsonizacién de las muestras séricas de
prueba contra los serotipos de streptococcus pneumoniae 1, 3,
4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F o 23F utilizando un método
adaptado del método estandarizado publicado del CDC (Steiner,
Clinical y Diagnostic Laboratory Immunology 4 415 1997)

Este ensayo reproduce in vitro lo que ocurre in vivo
cuando el mecanismo primario de eliminacién invade el
streptococcus pneumoniae o neumococos Es decir la
opsonizacién de los neumococos seguida por fagocitosis y
luego eliminacién La “fagocitosis” es el proceso en el cual
las célulae engullen material y lo encierran dentro de una
vacuola (fagosoma) en el citoplasma Los neumococos son
eliminados cuando son fagocitados por fagocitos mamiferos

saludables La "opsonizacién" es el proceso mediante el cual
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la fagocitosis es facilitada mediante la deposicibn de
opsoninas, ej] anticuerpo y complemento, scbre el antigeno

Se han reportado numerosos ensayos opsonofagociticos en
la literatura El método estandarizado del CDC fue probado en
un ambiente de multi-laboratorio (Steiner, ICAAC, Sep 16-20,
2000, Toronto) Este Gltimo ensayo fue adaptado a SB puesto
que proporciond una base para comparacién con otros
laboratorios, utiliza reactivos y controles que generalmente
son disponibles, y expresa los resultados como el titulo
(dilucaidn) de suero capaz de facilitar la eliminacién de 50%
de los neumococos viables, una unidad que es cominmente
utilizada para este tipo de ensayo En realidad, se mostrd
que el ensayo adaptado podria generar resultados que
correspondieron bastante bien con otros 4 laboratorios
(Steiner, ICAAC, Sept 16-20, 2000, Toronto)

La célula fagocitica utilizada en el ensayo es la linea
celular HL60, la cual se originé a partir de un individuo con
leucemia promielocitica y se establecid como una linea
celular continua por Collins en 1977 (Nature 270 347-9)

Esta linea celular esta compuesta de células hematopoyéticas
no diferenciadas, es decir B5% células reticulares y
promielocitos, 6% mielocitos, y 9% células diferenciadas Los
compuestos polares pueden inducir la diferenciacidn de las
células en al menoa dos linajes diferentes N,N-
dimetilformamida induce diferenciaciédn granulocitica la cual
produce células tipo polimorfonucleares 44% mielocitos y
metamielocitos y 53% PMNs segmentados y en banda)

En la versién A2 del ensayo, los sueros a ser probados
son termo inactivados y 8 diluciones seriales dobles
comenzando en 1/4 son hechas en microplacas de 96-pozos en

medio HBSS conteniendo BSA al 0 3% El volumen final de suero

diluido en cada pozo es 25 pl El volumen final de suero
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diluido en cada pozo es 25 ul

Cuatro volfimenes de células HL60 a 10’ células /ml (5 o
6 dias después de la diferenciacién con formamida de
dimetilo), dos voliimenes de bacteria de § pneumoniae (en la

dilucibén apropiada) y 1 volumen de complemento de conejo bebé

son mezclados inmediatamente antes de utilizar, y 25 pl de la
mezcla es agregada a cada pozo de la microplaca de 96 pozos
que contiene los sueroce diluidos Para los serotipos 1, y 6B,
la cantidad de complemento es aumentada a una concentracién
final de 12 5%, dando la versidén A3 del ensayo

Después de dos horas de incubacifn a 37°C bajo agitaciédn
orbital, la placa es colocada aobre hielo con el objeto de
detener la reaccidSn de opsonofagocitosis

Se hace un estimado de las unidades formadoras de
colonia (CFU) en cada pozo mediante incubacidén durante la
noche a 37°C El "titulo opsénico™ (OT) es definido como la
dilucién reciproca del suero capaz de reducir al menos en 50
por ciento el niGmero de bacterias de § pneumoniae en los
pozos (es decir, eliminacidén de 50%) El porcentaje de
eliminaci6n es calculado mediante la siguiente f£6rmula
% de eliminacién = pozos de control de CFU promedio - muestra

CFU) / pozos de control de CFU promedioc x 100

Presentacién intranasal de pneumococo en ratones OF1
Ratones hembra OF1 de siete semanas de edad son
intranasalmente 1noculados bajo anestesia con 5 10° CFU de
serotipo S pneumoniae adaptado a ratén 2, 4 o 6B Los
pulmones son removidos 6 horas después de la presentacifn y
homogeneizados (Ultramax, 24000 rpm, 4°C) en medioc Todd
Hewith Broth (THB, Gibco) Diluciones seriales por 10 de

homogenatos pulmonares son sembradas durante la noche a 37°C
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1

sobre placas Petri conteniendo agar THB suplementado con
extracto de almidén La infeccién pulmonar por pneumococo es
determinada como el nGmero de CFU/ratén, expresado como
promedio sopesado logaritmico El limite de deteccién es 2 14
log CFU/ratén

Ejemplo 2A Efecto de coadyuvante 3D-MPL sobre respuesta
i1nmune anti-proteica

En el presente ejemplco, podemos evaluar el impacto de la
accién coadyuvada sobre la respuesta inmune a la proteina del
invento

Grupos de 10 ratones hembra Balb/c de 6 semanas de edad
son intramuscularmente inmunizados en los dias, 0, 14 y 21

con lug de proteina contenida en uno u otro A AlPO4 100 ug,
o B AlPO4 100 pg + 5 pg de 3D-MPL (lipado A de monofosforilo

3 de-0-acilado, suministrado por Ribi Immunochem) IgG ELISA
es medido en sueros post-III

Sin importar el antigeno, las mejores respuestas inmunes
pueden ser mostradas como inducidas en animales vacunados con

formulaciones suplementadas con 3D-MPL

Ejemplo 2B Impacto benéfico de la adicién de un protefina del
invento +/- coadyuvante 3D-MPL sobre la efectividad
protectora de la vacuna de polisacdridos l1ll-valente PD-
conjugada contra colonizacidén pulmonar de pneumococo en
ratones OF1 intranasalmente estimulados con el serotipo 2, 4
o 6B

En el presente ejemplo, evaluamos la eficacia
profilactica de una vacuna que contiene el conjugado

polisacérido-proteina D 11 valente, una proteina del invento
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y coadyuvantes AlPO4 + 3D-MPL, en comparacifn con la
formulaci6n de conjugado polisacdrido-proteina D 11 valente
absorbida por A1PO4

Grupos de 12 ratones hembra OFl de 4 semanas de edad son

inmunizados subcutdneamente en los dfas 0 y 14 con

formulaciones que contienen A 50 pg de A1PO4, B 0 1 ug de

PS/serotipo de la vacuna de polisacirido 11 valente conjugada
con PD + 50 ug de A1PO4, o C 0 1 pug de PS/serotipo de la
vacuna de polisacirido ll-valente conjugada con PD + 10 pug de

la proteina del invento + 50 pg de AiPO4 + 5 ug de 3D-MPL
(suministras por Ribi Inmmunochem) La presentacién es
realizada en el dia 21 como se describib anteriormente
Como se muestra por este método, una proteccién
significativa es proporcionada por la vacuna conjugada de
polisacérido ll-valente suplementada con la proteina del
invento y complementada con AlPO4 + MPL Por el contrario,
ninguna proteccidn significativa es observada en animales
inmunizados con el conjugado polisacérido ll-valente
/formulacién AlPO4 Este resultado puede probar que la
adicidn de la proteina del invento y el coadyuvante 3D-MPL
aumenta la efectividad de la vacuna conjugada de polisacérido

l1l1-valente contra neumonia

Ejemplo 2C, Correlatos inmunes de proteccién mostrada en el
ejemplo 2B

Con el objeto de establecer los correlatos inmunes de
proteccaidn conferida en el ejemplo 2B, por la vacuna
conjugada de polisacdrido ll-valente suplementada con una
proteina del invento y 3D-MPL, respuestas de anticuerpos
serolégicos pre-presentacién al polisacédrido 2, 4 o 6B, y la

proteina del invento pueden ser medidas comc se describid
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anteriormente

Los titulos de anticuerpos son luego comparados con
nimeros de colonias de bacterianas medidos en pulmones de los
correspondientes animales 6 horas pos-presentacién R? son
calculados sobre regresiones lineales Log/log

R? calculado puede mostrar la ausencia de correlacién
entre respuestas inmunes humorales y proteccién para ambos
antigenos Los titulos de anticuerpos anti-6B (o 2 o 4) no
son significativamente diferentes en los grupos i1nmunizados
con la vacuna conjugada ll-valente o con la misma vacuna
suplementada con la proteina del invento y 3D-MPL Por lo
tanto, la mejorila de proteccidn vista con la formulacién C no
solamente se debe a una mayor respuesta de anticuerpos al
polisacirido 6B (o0 2 o4)

Tomados juntos, los resultados pueden indicar que la
proteccién no es mediada por las respuestas inmunes humorales
solas, sino también por una inmunidad mediada por células por
el antigeno proteico (preferiblemente en presencia de 3D-
MPL) Esto puede dar soporte adicional a la adicién de
antigenos proteicos y coadyuvantes potentes en la vacuna
conjugada de polisacédridos de pneumococo, a fin de coordinar

ambas ramas del sistema inmune para proteccién Sptima

Ejemplo 3 - La cooperaclén de ambas ramas del Sistema Inmune
en ratones activamente inmunizado con una proteina del
invento y pasivamente inmunizada con anticuerpos contra PS8 de

pnsaumococo

Ejemplo 3A -Encontrar la concentracifn de Proteccién de
Anticuerpos Polisaciridos (anti-PS) Anti-6B Administrado

Pasivamente (anti-PS) Contra Neumonia
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Método

Grupos de Vacunas Cuatro grupos de 16 ratones fueron
pasivamente inmunizados (1 p ) en el dia 1 con 100 pl de

antisueros anti-polisaciridos de rata no diluidos segiin los

grupos detallados a continuacién (total 64 ratones)

Grupo Especificidad Concentracién IgG
en Antisueros
Gl a-PS-6B 5 pug/ml
G2 a-PS-6B 2 ug/ml
G3 a-PS-6B 0 75 pg/ml
G4 Control ¢ pg/ml

Animales 64 ratones macho CD-1 de Charles River,
CanadAd, con peso aproximado de 35g (aproximadamente 10
semanas de edad)

Anestesia Los ratones fueron anestesiados con
isofluorano (3%) mias 02 {1 L/min)

Organismo N1387 de § pneumoniae (serotipo 6) fue
cogechado a partir de placas de agar de soya tripticasa (TSA)
suplementadas con sangre equina al 5% y suspendidas en 6 ml
de PBS Inmediatamente antes de la infeccién, 1 ml de
suspensidn bacteriana fue diluida en 9 ml de agar de
nutriente fundido enfriado (BBL) y mantenida a 41°C Los
ratones recibieron aproximadamente 6 0 log 10 cfu/ratén en un
volumen 50 ul

Infeccaién El dia 0 los ratones fueron anestesiados como

Be describif anteriormente e i1nfectados N1387 de S

pneumoniae (50 pl de suspensidn bacteriana enfriada) por

instilacién intra-bronquial via intubacifn intra-tragqueal no
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quiriirgica Este método fue descrito por Woodnut y Berry
(Antimicrob Ag Chemotherap 43 29 (1999))

Muestras El dia 3 después de la infeccidn, 8
ratones/grupo fueron sacrificados por sobredosis de CO2 y los
pulmones fueron cortados y homogenizados en 1 ml de PBS Las
diluciones seriales por 10 fueron preparadas en PBS para
enumerar nameros bacterianos viables Las muestras fueron
inoculadas (20 pl) en triplicado sobre placas TSA
suplementadas con sangre equina al 5% e incubadas durante la
noche a 37°C antes de evaluacién Grupos adicionales de

ratones fueron sacrificados el dia 7 y muestreados como

antes
Resultadoes
Conc 1IgG (ug/ml) en NGmeros bacterianos

sueros de ratas (log 10 cfu/pulmones) en dias post

infeccidn
3 8

5 6 707 (1/7) 7 230 7 (5/8)
2 6 507 (1/7) 6 9+t18 (4/7)
0 75 77+ 05 (5/8) 4 8114 (2/8)
0 6 7+ 15 (3/6) 6 315 (3/9)

Las Figuras en paréntesis son nimeros de animales gque

murieron antes del momento de la muestra

Conclusidn En general, no hubo diferencia significativa en

nlimeros bacteriancs alslados de cualquiera de los grupos de
tratamiento Esto indica que se proporciond® una proteccidn no

medible por el anticuerpo anti-polisacirido en
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concentraciones de hasta e incluyendo 5 pug /ml 1xcrr
Esto es similar a lo observado en algunos ensayos

clinicos humanos, es decir, el anticuerpo anti-polisacirido

es i1nsuficiente para proteger contra neumonia de pneumococo

en algunas poblaciones

Ejemplo 3B - Determinar la protecciédn a partir de neumonia
proporcionada por la administracifn activa de una proteina
del invento con o sin coadyuvante, y sinergia con anticuerpo

anti-PS sub-6ptimo

Método

Animales 128 ratones CD-1 machc (6 semanas de edad en
el momento de inmunizacién, 10 semanas de edad en el momento
de infeccién) de Charles Riber, St Constant, Quebec, Canadé
Los animales pesaron aproximadamente 20 g a las 6 semanas Yy
38g a las 10 semanas

Inmunizaciones Seis grupos de 16 ratones son
inmunizados mediante inyeccidn subcutédnea en los dias 22 y 14
con 100 ul de la vacuna como se define mis adelante (128
ratones en total) 3D-MPL se obtuvo en Ribi/Corixa

El dia 1, grupose especificos (ver Tabla a continuacién)
son inmunizados (1 p 100 pl) pasivamente con una

concentracidn de 4 26 ug /ml (4 ml de 5 pg /ml + 1 3 ml de 2

pg /ml) anticuerpo anti-polisacdride de ratén

Grupo Volumen de |Vacuna Volumen de |IgG
Inyeccién |administrada en Inyecciédn |Pasivo
Activo los diae 22, 14 Pasivo (dia- 1)

(dosificaciédn ug)

1-1 100 ul s c |proteina/AlPO4 Ninguno
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(10/50)
1-2 100 ul s ¢ |proteina/MPL/A1PO4 Ninguno
(10/5/50)
1-3 100 ul 8 ¢ |proteina/Al1PO4 100 ul Alfa-PS
{10/5/50) 1p
1-4 100 ul proteina/MPL/A1P0O4 (100 ul Alfa-PS
8 c (10/5/50) 1p
1-5 100 ul MPL/A1PO4 (5/50) 100 ul Alfa-PS
8 C Ip
1-6 100 ul MPL/A1PO4 (5/50)} Ninguno
8 C

Infeccién El dia 0, los ratones son anestesiados
(1soflucrano al 3% mis 1 L/min O02) Inbéculos bacterianos son
preparadas mediante cultivo de N1387 de S§ pneumoniae
(serotipo 6) a partir de placas de agar de soya tripticasa
(TSA) suplementadas con sangre equina al 5% y suspendidos en
6 ml de PBS Una dilucaién por 10 (1 ml mds 9 ml) es preparada
en agar nutriente fundido enfriado (mantenidc a 41°C)
inmediatamente antes de la infeccién Los ratcones son
infectados mediante instilacién intra-bronquial via
intubacidén intra-traqueal y recibleron aproximadamente 6 0
logl0 cfu/ratén en un volumen de 50 pl Este método fue
descrito por Woodnut y Berry (Antimicrob Ag Chemotherap
43 29 (1999))

Muestras En 72 post infeccién, 8 ratones/grupc son
sacrificados por sobredosis de CO2 y los pulmones son
cortados y homogenizados en 1 ml de PBS Diluciones seriales

por 10 son preparadas en PBS para enumerar niimeros

bacterianos viables Las muestras son inoculadas (20 pl) en
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triplicadec sobre placas TSA suplementadas con sangre equina fk’
al 5% e incubadas durante la noche a 37°C antea de
evaluacién Grupos adicionales de ratones son sacrificados el

dia 8 después de la infeccidén y las muestras como antes

Anfdlisis de Datos

La medida de resultado para comparacidén de tratamiento
es el numero de bacterias en los pulmones el dia 3 y 7
después de la infeccidédn Los resultados pueden ser
presentados como medias de grupo con desviaciones esténdar
El andlisis estadistico debe ser realizado utilizando la
prueba £ de Students donde un valor P de <0 05 es considerado
significativo

Como se demostré anteriormente, el anticuerpo anti-
polisacdrido sélo (Grupo 1-5) puede ser mostrado por no
proporcionar proteccién contra crecimiento de pneumococos en
el pulmén La proteina de pneumococo complementada con AlPO4
{(Grupo 1-1}) puede no conferir proteccién alguna, pero lo haréa
en una mejor medida cuando la proteina es combinada con 3D-
MPL (Grupo 1-2)

La mayoria de proteccién significativa puede ser
cbservada en grupos con ambos anticuerpo anti-polipacirido y
proteinas, particularmente en el grupo que tiene todos los
tres elementos, proteina, 3D-MPL y anticuerpo anti-
polisacérido administrado de forma pasiva (Grupo 1-4) Esta
conclusién también puede ser soportada por la tasa de
mortalidad Los grupos 1-3 y particularmente 1-4 tendrdn méas

pocas muertes en comparacién con los demd&s grupos

Conclusién
Como el experimento es hecho con animales inmunizados de

manera pasiva, el efecto sinérgico de también inmunizar
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activamente con proteina {(+/- MPL) no se puede deber a un
aumento en el nivel de anticuerpos contra el antigeno
polisacérido

Protecci6n significativa contra neumonfia por pneumococo
puede ser observada en grupos inmunizados con ambos proteina
mis anticuerpo anti- polisacirido administrado de manera
f&cil, particularmente si 3D-MPL también estd presente,
indicando la sinergia de esta combinacidn

81 la i1nmunizacién anti-polisacdrido es llevada a cabo
de manera activa (preferiblemente con polisacérido
conjugado), este efecto serd alGn mis marcado, como quiera que
el efecto de memoria de células-B, y los niveles constantes
de anticuerpo anti-PS a través de todo el experimento

contribuirén a la cooperacién de la respuesta inmune

Ejemplo 4 - método para determinar sinergia mediante

correlato de proteccién

El mecanismo de origen de proteccién que el cuerpo
humano utiliza para eliminar neumococo i1nfeccioso es la
opsonofagocitosis mediada por anticuerpos (Bruyn Clin
Infect Dis 14 251 (1992)) Mientras que varios métodos
ELISA han sido utilizados para medir la concentracién de
anticuerpos para polisaclridos capsulares como un correlato
de proteccién, se ha vuelto aparente que el ensayo de
opsonofagocitosis in vitro es un correlato mejor de
proteccién (Musher, J Infect Dis 182 158 (2000))

Lae proteinas de pneumococo del invento propeorcionan
proteccién contra infeccién de pneumococo mediante mecanismos
que son diferentes de la opsonofagocitosis mediada por
anticuerpos En el ejemplo 2, la inmunizacién activa con

ambos el conjugado y la proteina puede mostrar un efecto
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sinérgico, el cual no puede ser explicado por las diferencias
de concentracién de anticuerpos puesto que éstas son iguales
en ambos grupos Por lo tanto la proteccién residual que
puede ser preservada debe venir de un efecto sinérgico De
manera similar, puesto gque el anticuerpo es agregado de
manera pasiva, la misma conclusién puede ser alcanzada en el
ejemplo 3

En muchos casos, las proteinas de pneumococo del invento
estén asociladas a superficie, y se espera proporcionen alguna
actividad opsénica por s1 mismas En este caso es posible
distinguir el mecanismo de proteccién a través de una medida
cuantitativa de la capacidad de opsonizacibn de la proteina
anti-de pneumococo, la cual puede ser utilizada para estimar
la contribucién relativa de actividad opsbénica a otros
mecanismos sinérgicos de proteccidn

En el modelo de colonizacién pulmonar de ratdn, la
proteccifn relativa de cada vacuna puede ser estimada a
partir de la depuracién de bacterias de los pulmones O
alternativamente, la eficacia de la wvacuna puede ser estimada
a partir de tasas de caso, como normalmente se determind para

vacunas

% Proteccién = (control CFU/Pulmén - Vacuna
CFU/pulmén) / (Control CFU/Pulmén)

% Eficacia = {Control Casos - Vacuna Casos)/ (Controcl Casos)

Determinar la porcién de la proteccién o eficacia que se
origina a partir del efecto sinérgico, es cuestibdn de
determinar cudl porcibén de la eficacia seria esperada con
base en la proporcidn de los titulos opsénicoa

En el ejemplo 3 anterior, el ¥ de proteccifn mediante la

combinacién se debe a la sinergia entre los componentes
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proteina/anticuerpo puesto que ninguno ni la proteina ni el (42;2’
anticuerpo anti polisacérido scolos pueden suministrar tanta
proteccifn por sS1 m1ismos

Es posible estimar la cantidad de proteccidén del efecto
sinérgico sobre la base de la actividad opasénica relativa 8Sa
la actividad opsdnica proporcionada por un anticuerpo
polisacirido anticapsular es X, y la actividad opsénica
proporcionada por un anticuerpo proteico de antipneumococo es
Y, entonces la actividad opsb6nica total puede ser mostrada
como X + ¥, y la porcién relativa de la actividad opsénica de
la proteina seria Y/X+Y Esto se compara a la eficacia
protectora relativa de una vacuna, donde la porcién de anti-
polisacérido de la vacuna proporciona una eficacia protectora
de A%, y la eficacia protectora de la vacuna del polisacirido
méie la proteina es B¥ La eficacia adicional que no puede ser
explicada por la actividad opsénica entonces es estimada como
actividad protectora residual (sinergia) = B¥ - A% - B¥*
(Y/X+Y)

Este ejemplo no pretende limitar las formas de estimar
el efecto de sinergia Una vez que otros correlatos de
proteccidén han sido i1dentificados, éstos pueden ser
utilizados para estimar éste efecto sinérgico

Todas las publicaciones, incluyendo pero sin limitar a
patentes y solicitudes de patentes, citadas en ésta
especificacibébn son incorporadas en la presente como
referencia como 81 cada publicacién individual fuera
especificamente o individualmente i1ndicada como incorporada
como referencia en la presente como considerada completamente

divulgada
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1 Una composicidn inmunogénica que comprende por lo menos
un antigeno polisacdridc de Streptococcus pneumoniae y por lo
menos un antigeno proteico de Streptococcus pneumoniae

5 seleccionados entre PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Spl25, Spl0l, SplZ28, Spl30 y Spl33, o un

equivalente inmunolégicamente funcional de los mismos

A(/ La composicidn inmunogénica de la reivaindicacién 1, en
10 donde el antigeno polisacirido es presentado en forma de un

conjugado portador polisacirido-proteina

J// La composicién inmunogénica de la reivindicacién 2, en
donde la proteina portadora es seleccionada a partir del
15 grupo que consiste de toxoide de Difteria, toxoide de
Tetano, CRM197, Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH), derivado
L//Bxételco de Tuberculina, y proteina D de H influenzae

4 Una composicién inmunogénica tal comc se reivindica en
20 cualquiera de las

comprendeé por 10_:::2:,:B9tro antigenos- polisacéridos
neumocédcca e entes serotipos

4//§///’Una composicién inmunogénica tal como se reivindica en

25 la presente la cual adicionalmente comprende un co-adyuvante

thcaclones 1-3 en donde la vacuna

(}?///'Una composicién inmunogénica tal como se reivindica en
la reivindicacién 5, en donde el co-adyuvante comprende una

sal de aluminio

30
{//g/, Una compesicién inmunogénica tal como se reivindica en

la reivindicacién 5, en donde el co-adyuvante es un inductor
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preferencial de una respuesta TH1

Una composicién inmunogénica tal como se reivindica en
la reavindicacaén 7, en donde el co-adyuvante comprende por
5 1lo menos uno de los siguientes 3D-MPL, un inmuncestimulante

de saponina, o un oligonuclebétido CpG inmunoestimulatorio

;/ Una composicifn inmunogénica tal como se reivindica en
la reaivaindicaciédn 8, en donde el co-adyuvante comprende un
10 +wvehiculo seleccionado del grupo que comprende una emulsién

1;7/ace1te en agua, liposomas, y una sal de aluminio
10 Una composicidép-inmunogénica tal como se reivindica en
la presente paraomo medicamento

15
11// Una vacuna que comprende la composicifn inmunogénica de

lagfeivindicaciones 1-9

1 Un método para prevenir o mejorar una infeccidén por §

20 pneumoniae en un paciente sobre los 55 afios de edad, el cual
comprende administrar una cantidad efectiva de una vacuna que
comprende un polisacérido de § pneumoniae y por lo menos una
proteina de S pneumoniae seleccionada entre el grupo que
consiste de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA,

25 Spl2s5, Spl0l, Spl28, Spl30, y Spl33, y de manera opcional, un

co-adyuvante inductor de TH1

<C:) El de un antigeno polisgacérido neumocbdcclico en
combinacién con un antigeno proteico de § pneumoniae
30 seleccionado entre el grupo que consiste de PhtA, PhtD, PhtB,
PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spi2s8, Spl3i0, y

Spl33, y de manera opcional, un co-adyuvante inductor de TH1,
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en la fabricacién de un medicamento para la prevencién o

tratamiento de neumonia en pacientes mayores de 55 afios

«::) El_ugg_de un antigeno polisacérido neumocéccico en

5 combainacién con un antigeno proteico de § pneumoniae
seleccionado entre el grupo que consiste de PhtA, PhtD, PhtB,
PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl28, Spl30, y
Spl33, y de manera opcional, un co-adyuvante inductor de THI1,
en la fabricacién de un medicamento para la prevencidén o

10 tratamiento de otitis media en i1nfantes o beb&s caminadores

///{glf'un método para fabricar una composicién inmunogénica tal
como se reivindica en la presente, el cual comprende los

pasos de
15 seleccionar uno o mids antigeno({s) polisaciridos
neumocdccicos,
seleccionar uno o mids antigeno(s) proteicos
neumocdccicos a partir del grupo que consiste de PhtA, PhtD,
PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Spl25, S5pl0l, Spl2s,
20 Spl130, y Spl33, y
mezclar dichos antigenos polisacéridos y proteicos con

un excipiente adecuado

16 Un método de prevenir o mejorar Otitis media en bebés,

5 el cual comprende administrar a dicho beb& una cantidad
efectiva de una vacuna que comprende un polisacérido de S
pneumoniae y una proteina de S pneumoniae seleccionada entre
el grupo que consiste de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl28, Spl30, y Spl33, y de manera

30 opcional un co-adyuvante inductor de THl
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10

RESUMEN DE LA DIVULGACION ﬁg

El presente invento se relaciona con el frea de las vacunas
de antigenos polisaclridos bacterianos Particularmente, el
presente invento se relaciona con vacunas que comprenden un
antigeno polisacirido neumocbSccico, tipicamente un antigeno
conjugado polisacdrido neumocdccico a partir de § pneumoniae
seleccionado a partir de PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Spl25, Spl0l, Spl28, Spl30, y Spl33, y de manera

opcional un co-adyuvante inductor de TH1
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EXAMINATION REPORT Intematonal applicahon No PCT/EP01/10568

(Any rapiacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed fo this
report )

6 Addihonal cbservations, If necessary

il Non-establishmant of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial applicablility

1 The questions whether the claimed invention appears to be novel to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially appiicable have not been axamined in respect of

O the entire intemational application

® claime Noa 12, 16

because

B the sal Intemational apphcation, or the saki claime Nos 12,18, with respect to indusirial applicabllity relate
to the following subject matter which does not require an intemational preliminary examination (speciy)

ase ssparats sheet

{0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or sald claims Nos are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify)

O the claims, or sad clama Nos are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed

O no ntemational search report has been established for the saki claims Nos
2 A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the faliure of the nucleotide

and/or amino acid sequence lishng to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions,

O the written form has not been fumished or doesa not comply with the standard
O the computer readable form has not been fumished or does not comply with the standard

V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or Industrial applicablilty,
cliztions and expianations supporting such statement

1 Statement
Novelty (N) Yes Claims 1-18
No Claims
invantive step (IS) Yes Claims

No Claims 1-16
Industrial applicabliity (IA) Yes Claime 1-11,13-15

Form PCTAPEA/409 (Boxss | Vil Sheet 2) (July 1968)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational appiication No PCT/EPQ1/10568
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Re item lll
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industnal

applicabllity

1 Clams 12 and 16 are directed to a method of treatment of the human/animal body
They relate therefore to subject-matter considered by this Authonty to be covered by
the provisions of Rule 67 1(iv) PCT Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industnal applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)() PCT)

RoftemV
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or

Induatrial applicability, citations and explanations supporting such statement

1 Reference i1s made to the following documents

(D1) BRILES D E ET AL. The potental for using protem vaccines to protect against
otithts media caused by Streptococcus pneumoniae’ VACCINE,
BUTTERWORTH SCIENTIFIC GUILDFORD, GB, vol 19, 8 December 2000
(2000-12-08), pages S87-S95

(D2) WO 9008951 A (PATON JAMES CLELAND ,HANSMAN DAVID JOHN (AU),
MITCHELL TIMOTHY JOH) 28 June 1990 (1990-06-28)

(D3) WO 99 03884 A (MINETT! CONCEICAO ,LIANG SHU MEI (US), MICHON
FRANCIS (US), TAI JO) 28 January 1999 (1999-01-28)

(D4) WO 98 18930 A (HUMAN GENOME SCIENCES INC ,CHOI GIL H (US),
HROMOCKYJ ALEX {US), J) 7 May 1998 (1998-05-07) cited in the apphication

Form PCT/Separate Sheet400 {Sheet 1) (EPC-April 1897)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No  PCT/EP01/10568
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

2 D1, cited in the Intemational Search Report as intermediate document, would be
considered as a relevant prior art document in a possible regional phase, if the date
of priority 1s not validly claimed for the relevant parts of the present application

3 Novelty

The subject-matter of claim 1, relating to an immunogenic composition, i1s new In the
sense of Article 33(2) PCT, because a composition having a polysaccharide antigen
and one of the claimed protein antigens, s not disclosed in the prior art Therefore,
dependent claims 2-10 are also considered to be novel (Article 33(2) PCT)

For the same reasons, claims 11-16, relating to a vacctne comprising the claimed
composition, to a method of preventing or ameliorating Streptoccocus pneumoniae
infection In a patient over 55 years by administering the vactine, to the use of
polysacchande antigens in combination with protein antigens in the manufacture of
a medicament, to a method of making the composition and to a method of preventing
or ameliorating Otitis media in Infants, are also considered to be novel (Article 33(2)
PCT)

4 Inventive step

41 D2 discloses a vaccine comprising capsular polysaccharide matenal from
Streptococcus pneumoniae conjugated with a protein carnier and non-conjugated
protein matenal, wherein the protein carrier 1s an altered pneumolysin (see clam
9)

D3 rcfers to a vaccine comprising a polypeptide conjugated to a bact nal
polysaccharide, wherein the peptide is an altered pneumolysin and the
polysacchande i1s from Streptococcus pneumoniae (see claims 1 and 28-30)

The difference between the subject-matter of claims 1 and 11 and the disclosure in
D2 or D3 1s the fact that the peptide is not an altered pneumolysin but selected from
the group PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB, LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128,
Sp130 and Sp133
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D4 refers to Streptococcus pneumoniae antigens and vaccines, wherein several
antigenic polypeptdes are disclosed, as for example Sp101 and Sp125 (see abstract
and table I)

Further anbgenic polypeptides of Streptococcus pneumoniae are well known in the
art It 1s therefore considered as within the capabilities of the skilled person to
combine the teachings of D2 and D4 or D3 and D4 and arnve in this way to the
features of claims 1 and 11 without for that needing to perform an inventive step
Thus, clams 1 and 11 do not involve an inventive step as required by Article 33(3)
PCT

Claims 2-10 do not contain any additional features which in combination with the
features of claim 1, meet the requirements of the PCT in respect of inventive step
(Article 33(3) PCT) Their additional features are also known from D2 (see claims 7-
15 and pages 6-8) and D3 (see claims 2830 and Examples)

4 2 The use of a pneumococcal polysacchande antigen in combination with an altered
pneumolysin in the manufacture of a medicament for the treatment of pneumonia,
methods of treatment of pneumonia and otitis by administenng said medicament, and
methods of making an immunogenic composition having the alterad pheumolysin,
are disclosed in D2 and D3 (see respectively, claims 19-23 and pages 3-10, and
clams 33-34 and Examples) Considenng the reasoning given in 4 1, it 1s considered
within the capabities of the skilled person to consider the use of a different
polypeptde, by selecting it from a group of known peptides, and amve to the features
of claims 12-16 Thus, claims 12-16 are not considered to involve an inventive step

(Article 33(3) PCT)

5 Forthe assessment of the present clams 12 and 16 on the question whether they are
industnally applicable, no unified crtena exist in the PCT Contracting States The
patentabilty can also be dependent upon the formulation of the claims The EPO, for
example, does not recognize as ndustrially applicable the subject-matter of claims
to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, clamms to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment
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