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Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud.

Documento gue acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple. Ver expediente No. ,L{ ,‘02‘4" 24:5

Documento de cesidn del inventor al solicitante o & su causante. Declaracion bajo la Regla 4.17 (ii)
del PCT.G

Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biologico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero !
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta !

solicitud.
De ser el caso, madificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busgueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:

/

\_

9

Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: CARLOS R, OLARTE FIRMA: =7t

C.C. 79.782.747 Bta T.P._74.295

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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Este documento publico es una traduccién al espafiol de un documento én 1dloma inglés
presentado ante mi.

ROBERTO M. OLARTE GARCIA ROBIRTO M. O fﬁ?‘:af:”; ;;' W
Traductor ¢ Intérprete Oficial Tfﬂ"—ﬁ‘i;;;':t:m et
Ministerio de Justicia . " inijucticia 1998

Licencia 0041/1996

E-NR VER |

ESTADO DE MISSOURI
Oficina del Secretario de Estado

Soticitado para uso en COLOMBIA

No para ser usado en los Estados Unidos de América.

El propésito de 1a Apostilla es el de certificar la autenticidad de fa ribrica del funcionario quien firma et
documento, el cargo del funcionario quien firma el documento, y, donde fuese adecuado, la certificacion del
sello.

APOSTILLA

{Convencion de la Haya del § de octubre de 1961)

1, Pais: Estados Unidos de América

Este documento piiblico

ha sido firmado por JUANITA M. NOBLE

actuando en calidad de Notario Publico. Estado de Missouri

lleva el sello de: JUANITA M. NOBLE - NOTARIO PUBLICO -

ESTADQ DE MISSOURI
CERTIFICA

5. en Jefferson City, Missouri
6, este; 24 de febrero de 2011
7. Por Rabin Carnahan, Secretario de Estado, Estado de Missouri
8. No..232026
9. (SEL LO OFICIAL SELLQ DEL SECRETARIO DE ESTADO - MISSOURI)

10. Firma:

(firma’ ilegible) .17

it :.-—I!..J ,3 ‘ifxu J 3‘"
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ESTADO DE MISSOURI
Oficina del Secretario de Estado

Solicitado para uso en COLOMBIA

No para ser usado en los Estados Unidos de América. )

Ef propdsito de la Apostilla es el de certificar la autenticidad de la rabrica del funcionario quien firma el
documento, el cargo del funcionario quien firma el documento, y, donde fuese adecuado, la certificacion del
sello,

APOSTILLA

{Convencita de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: bstados Unidos de América

Este documento publico

S A

2. ha sido firmado por JUANITA M. NOBLE
- 3. actuando en calidad de Notario Publico, Estado de Missouri
D4 lleva el sello de JUANITA M. NOBLE - NOTARIO PUBLICO -
' 5 ESTADO DE MISSOURI
CERTIFICA
en Jefferson City, Missouri
este;3 de marzo de 2011
Por Robin Carnahan, Secretario de Estado, Estadoe de Missouri
No. 232205
(SELLO OFICIAL: SELLO DEL SECRETARIO DE ESTADO - MISSOURI)

10. Firma:

(firma.ilegible).




STATE OF MISSOURI

Office of
Secretary of State

Requested for use in COLOMBIA

Not for use within the United States of America.

The purpose of the Apo‘itl“t. is to certify the authenticity of the signature of the official sign-
ing the document, the capacity jin which the official signing the document has acted, and,
where appropriate, the identity of the seal or stamp,

).

Ina

Apostille

{Convemion de La Fliye du § actobre 1961)
Country: United States of America

This public document

hds been signed by JUANITA M. NOBLE

Scting in the capacity of _NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

JUANITA M. NOBLE - NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

I-chars the seal/stamp of

Certified
at Jefferson City, Missouti_

the 24th A day of FEBRUARY | 2011

. by Robin Cdmahan Secw[dw of State, State of Missouri

.NO 232026

5.

Seal/Stamyp : , 10. Signatuye:

O
-
e

-ﬁff QQ()LJ Y{\ yj;j ! : Secretary of State

Comm. 27 (01-81)




JLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

Power of Attorney

The undersigned,

Poder

El suscrito,

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

domiciled in

2621 North Belt Highway, St. Josepb, MO

by means of these presents hereby grants to Carlos

R. Olarte and/or Juan Guillermo Moure
full and sufficient Power of Attorney to file,
prosecute, obtain, defend and enforce any and all of
the company’s Patemts for Inventions, Utility
Models, Layout-Designs (topographies) of
Integrated Circuits, Indastriat  Designs,
Trademarks, Advertising Slogans, Trade Names,
Commercisl Emblems, Geographical Indications,
Protection of Trade Secrets, Obtainer’s
Certificates, Copyrights, Registration of Domain
Names, Health Registrations, or amy other

intellectusl property righ, also to file Unfair
' competition actions and request injunctions in the
. Republic of Colombia, to which end it empowers

them to take all steps necessary before any

- administrative or judicial authority of any class for
. the objects stated, to file petitions, recourses, replies

and oppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents and securities,
abandon applications, collect refunds, desist, settle,
conciliate or negotiate. Sufficient power is hereby
granted to receive notifications on behalf of the
Company, to confer powers on those who are to
represent the company judicially and extrajudicially,
to answer jn court in the matter of all claims and
demands that may be presented in connection with
the objects stated, giving them likewise power to
substitute these presents and revoke such
substitutions.

Signature/Firma:
Date/Fecha: 2/:17/ 2627
City,Country? biudad,Pais:

| Vil

domiciliado en
64506-2002 United States of America
por medio del presente otorga a Carlos R.

Olarte y/o Juan Guillermo Moure poder
amplio y suficiente para presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas ¥y
cualquiera de las Patentes de Invencién, Modelos
de Utilidad, Esquemas de Trazados de
Circuitos Integrados, Diseiios Industriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerciales, Ensefias Comerciales,
Denominaciones de Origen, Proteccién de
Secretos Empresariales, Certificados de
Obtentor, Derechos de Autor, Registro de
Nombres de Domiaio, Registros Sanitarios, o
cualquier otro bien de propiedad intelectual y
también psra. presemtar  acciones de
competencia desleal y pedir medidas cautelares
a mombre de la compadia en la Republica de
Colombia, a cuyo efecto los faculta para dar todos
los pasos necesarios ante cualquier autoridad
administrative o judicial de cualquier jerarquia
para cumplir con lo encomendado, elevar
solicitudes, recursos, respuestas y oposiciones,
pagar impuestos ¥ anualidades,  solicitar
testimonios, recibir documentos y valores, desistir,
transigir, y percibir. Se concede poder bastante
para recibir notificaciones a nombre de la
compafiia, otorgar poderes a quienes vayan a
representar a la compafifa judicial ¥y
extrajudicialmente, responder en juicio a todas las
reclamaciones o demandas que por motivo de o
encomendado se presentaren, déndoles asimismo
facultad para sustituir el presente y révocar dichas
sustituciones.

;? A//.«L-( — s srpnr fwm/

Diagonal 34 No. 5 - 28 Bogotd D.C., Colombia.
Tel: + 57 (1) 601-7700 Fax: +57 (1) 601-7799 e:mail: officef@olartemourc.com



JLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

State of Missouri )

)
County of Buchanan ) T

is /v < ; Ao e Mo b

On this /¥ day of J<a b . in the year 2011 before me, Taan rta M ¥ Notary
Public in and for said state, personally appeared R. Michael Herrman, Sccretary and General
Counsel for Beohringer Ingelheim Vetmedica, Inc., known to me to be the person whose name is
subscribed to the within insttument on behalf of said corporation and acknowledged to me that

he executed the same for the purposes therein stated.

In witness whereof, I hereunto set my hand and official seal.

%PMW?MQ

ublic

My Commission Expires: 3/‘/_//.1

Norc:ry Pubrlc Noiary Seal

i_ : ; State of Missourl

?(Seal) : Buchanan County

5 Commission # 0849 :
My Comrnisston Expires Morch 04 2012 .

Pagina 2 de 2



STATE OF MISSOURI

Office of
Secretary of State

Requested for use in COLOMBIA

Neot for use within the United States of America.

The purpose of the Apostille is to certify the authenticity of the signature of the official sign-
ing the docnment, the capacity in which the official signing the document has acted, and,
where appropriate, the identity of the seal or stamp.

Apostille

{Convention de La Haye du S aclobre 1961) .
1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

JUANITA M NOBLE

JUANITA M NOBLE - NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

4. bears the seal/stamp of

Certified

at Jefferson City. Missouri

the 3RD duy of MARCH . 2011

by Robin Carnahan, Secret;ary of State, State of Missouri

No. 232205 .

Seal/Stamp 10. Signature:

A S B A

- Secretary of State

Comm. 27 (0L-01)




..‘_1;( lqEMOURE

JLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

Notarial Certification

On this date,
The undersigned Notary Public certifics:

). That

Certificacion Notarial

En esta fecha,
el Notario Piblico suscrito certifica:

1. Que

R. Michael Herrman

of legal age and domiciled in

2621 North Belt Highway, St.

signed the foregoing document.

2. That the grantor has executed the foregoing
document as Secretary

of BOEHRINGER INGELHEIM
VETMEDICA, INC.

3. That BOEHRINGER INGELHEIM
. VETMEDICA, INC.,
- having its principal place of business located in
©2621 North Beit Highway, St. Joseph, MO 64506-
£ 2002 United State of America
:is duly incorporated, is currently in existence, and
'that the purposes for which the Power of Attorney is
-pranted are within the scope of its corporale
‘purposes. ;

4. That the graintor has the authority to exccute the
Power of Attomey and that his/her representation is
legal.

5. The foundation. for my ceﬁiﬂcations contained in
points 2, 3 and:4 was the exhibition of the following
authentic docurhernit(s):

Boehringer [ng?elhfcim Vetmiedica, Inc. Unanimous
Written Consent of Directors dated November 8,
2007 : :

Bylaws of Boehrfnger Ingelhghn Vetmedica, Inc,
May 19, 2009 ,

& refedo N

R. Michael I-Ier:rméry/
Assistant Secretary _
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

mayor de edad y domiciliado
Joseph, MO 64506, USA

suscribié el documento que antecede.

2. Que el otorgante ha suscrito el referido
documento en su caracter de

de

3. Que

con sede principal ubicada en

¢std Tegalmente constituida, que tienc existencia
legal vigente y que los propdsitos para los cuales
se otorga €] poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto social.

4. Que el 6t0rgante tiene la representacion para
suscribir el poder, y que ésta es legitima,

5. El fundamento de mis certificaciones contenidas
en los puntos 2, 3 y 4 fuc la exhibicion de los (del)
siguiente(s) documento(s) auténtico{s):

Pagina | de 2



.«fEMOURE

_LARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

State of Missouri )

) el

County of Buchanan ) : pes!

On this | = day of ﬁmrct\ . in the year 2011 before me, Jwarta . Ao lﬁlc,a
Notary Public in and for said state, personally appeared R. Michael Hemnan,ASecretary and
Genera! Counsel for Beohringer Ingelheim Vetmedica, Inc., known to me to be the person whose
pame is subscribed to the within instrument on behalf of said corporation and acknowiedged to
me that he executed the same for the purposes therein stated.

In witness v»fhereof, I hereunto set my hand and official seal.

N Public

~JUA! o 13
Nolary Public, Notary Seal
State of Missoull
C auclhc:nor;%%tirggéda

ommission
My Commlmon Explies March 04, 2012 |

My Commission Expires: _ 2 / d / ! 2.

Pagina 2 de 2



PCT/EP20095/06610%

Box No. VI (ii}y DRECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must conform to the standardizedwording provided for in Section 212; see Notes o Baxes Nos. VIIT, VI () to (W (ngeneral)
and the specific Notes to Box No.VII (). If'this Bax is not used, this sheet showld not be inofuded in the request

Declaration as to the applicsat’s entitlement, as at the International filing date, to spply for and be granted ¢ patent (Rulaes 4.17(ii)
and STiés. 1(a)(i)), in & case where the declaration nnder Rule 4,17(iv) is not appropriate:

In relation to international application no. PCT/EP2008066109,

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH is entitled to apply for and be granted a
patent by virtue of the following: :

(i) Jessica REINEKE, Boehringer Ingelheim GmbH, CD Patents, Binger Strasse 173,
556216 Ingelheim am Rhein, Germany, a citizen of Germany

is the inventor for the subject matter for which protection is sought by way of this
application.

(it) BOEHRINGER INGELHEIM ANIMAL VETMEDICA GMBH is entitled as employer of
the inventor Jessica REINEKE

|

D This declaration is continued on the following sheet, *Continuation of Bax No. VI (if)",




w0 20107063693 A1 | UV OO AT RO SRR A

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization
Intcrnational Burcau

(43) International Publication Datc
10 June 2010 (10.06.2010)

.r_,__.‘

f} \
“'w%g’"

B A 01 0O A

(10) International Publication Numher

WO 2010/063693 Al

(51) International Patent Classification:
AG6IK 39/08 (2006.01) CO7K 14/33 (2006.01)

(21)

International Application Number:
PCT/EP2009/066109

(22) International Filing Date:
1 December 2009 (01.12.2009)
(25) Filing Langusge: English
{26) Publcation Language; English
(30) Priority Data;
081705915 3 December 2008 (03.12.2008) EP

(71) Applicant (for all designated States except US):
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
[DE/DE]; Binger Str. 173, 55216 Ingetheim am Rhein

(DE).

Inventor; and

Inventor/Applicant (for US only): REINEKE, Jessica
[DE/DE]; Boebringer Ingelheim GmbH, CD Patents,
Binger Str. 173, 55216 Ingelheim am Rhein (DE).

Agents: HAMMANN, Heinz ¢t al.; ¢/o Bochringer Ingel-
heim GmbH, Binger Sir. 173, 55216 Ingetheim am Rhein
(DE),

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AR, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,

(72)
(73)

(74)

(81)

CA, CH, CL, €, CO/CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, 4G, ES. FL, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
/>, ), IN, 1S, IP, KE, KG, KM, KN, KD,
KR, Kz, LAJ L/ LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, ML),
ME, MG, M AMN, MW, MX, MY. MZ. NA. NG. NI.
NO, NZ, OM, PE, PG, PH. PL, PT, RO, RS, RU, SC. 8D,
SE, SG, SK, SL, 8M, ST, SV, 8Y, T], TM, TN, TR, TT,
TZ. UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regiomal protection available): ARTPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 81, SL, 8Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, Kz, MD, RU, T},
TM), European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NQO, PL, PT, RO, SE, SL 8K, SM,
TR}, OAPI (BF, B3], CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

as to applicant’s entilement to apply for and be granted
a patent (Rule 4.17(1i))

Published:

with international search report (Art. 21(3)}

before ihe expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(h))

(54) Title: PROCESS FOR PRODUCTION OF VACCINES

(57) Abstract: The invention retates to & process for the production of a vaccine against bacterial pathogens which produce an A3
toxin, like Clostridium, comprising (a) culturing the pathogen under conditions where the AB toxin is produced, and harvesting
the cullure (b} cleaving the AB toxin enzymatically in vitro, preferably using inositol hexaphosphate as a co-faclor, and (¢) com-
bining the composition of step (b) with a phannaceutically acceplable carrier.

|0
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WO 2010/063693 PCT/EP2009/066109

PROCESS FOR PRODUCTION OF VACCINES

TECHNICAL FIELD

The invention relates to a process of production of vaccines, and vaccines produced

accordingly.

BACKGROUND INFORMATION

Clostridium difficile, a spore-forming, gram-negative bacterium, is responsible for 60% of
the cases of antibiotics-associated diarrhoea and for almost 100% of the patients affected
by pseudomembranous colitis. The mechanism responsible for the outbreak of the
disease is not yet fully understood. It might be related to both host and strain factors,
since not all patients infected with C. difficile develop the disease. Clinical symptoms of
infected patients can range from being asymptomatic to life-threatening toxic megacolon.

C. difficile, like many other pathogens causing disease in animals, including humans,
produces toxins. A toxin is a poisonous substance produced by living cells or organisms
that is active at very low concentrations. Toxins can be small molecules, peptides, or
proteins and are capable of causing disease on contact or absorption with body tissues by
interacting with biclogical macromolecules such as enzymes or cellutar receptors. C.
difficile produces two toxins, Toxin A (TcdA) and Toxin B (TcdB) which are causative for
antibiotic-associated diarrhoea or pseudomembranous colitis. They are very large (308
kDa and 269 kDa) bacterial proteins, which are part of the family of the so-called large
clostridial cytotoxins (LCT’s) together with TcsH and TesL of C. sordelfii and Tena of C.
novyi. All these toxins display a high degree of sequence homology, a similar domain
structure and harbour a glycosyltransferase moiety. TcdA and TcdB are single-chained
proteins characterized by a tripartite functional organization. Their C-terminal domain is
required for binding to the plasma membrane of the target cell, the hydrophobic middie
part is a putative translocation domain and the N-terminal catalytic domain of the proteins
carries the glycosyltransferase site. The uptake process into the cytosol of the target cell
has not yet been fully characterized. However, it is generally accepted that the toxins are
endocytosed after binding to cell surface receptors. After acidification of the endosomes,
only the N-terminal domain of the toxin translocates into the cytosol. This translocation

-
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process is supposedly mediated by pore formation, since TcdA forms pores in artificial
membranes at low pH. Activation of the toxin requires proteolytic cleavage between the
amino acids Leu543 and Gly544, which liberates a small fragment of 63 kDa that harbours
the N-terminal catalytic domain into the cytosol. The larger, 207 kDa C-terminal part of
TedB, remains in the membrane fraction. The N-terminal 63 kDa fragment displays full
cytotoxic activity. Once liberated, the N-terminal giycosyltransferase domain can move
freely in the cytosol to inactivate its target proteins, GTPases of the Rho/Rac family.
These proteins are involved in many cellular functions, e.g. organization of the actin
cytoskeleton, control of transcription, cell polarity and proliferation. Since Rho GTPases
play an important role in many functions of the immune system, including pathogen
defense responses, cytokine expression and signalling of immune cells, they constitute

optimal targets for bacterial toxins.

It has recently been shown that activation of C. difficile toxins occurs by autocatalytic
cleavage (Reineke et al., Nature 2007, 446:415-419). Furthermore, the role of inositol
hexaphosphate (Ins6P, IP6, CAS number [83-86-3]) as a potent activator and co-factor of
such autocatalytic cleavage of toxin B was elucidated (Reineke et al., supra). This highly
charged molecule appears to fulfil several functions and might be involved in the
stabilization of the conformation of the toxin. It is now known that toxin activation through
autocatalytic cleavage occurs also with similar toxins of other organisms, including the
LCT’s toxin A (TcdA) und B (TcdB) of Clostridium difficile, the lethal (TesL) and the
hemorrhagic toxin (TcsH) of Clostridium sordellii, and the a-Toxin (Tena) of Clostriditum
novyi, the RTX toxins of Vibrio cholerae (VERTX), V. vulnificus (VvRix), V. splendidus
(VsRtx), Xenorhabdus nematophifa (XnRtx), X. bovienii (XbRtx), Yersinia
pseudotuberculosis (YpRix), Y. moffaretti (YmMfp2) and Bordetella pertussis (FhalL1-4)
(Sheahan KL et al. EMBO J 2007, 26(10):2552-2561.) Listonella anguillarum,
Photorhabdus luminescens, Aeromonas hydrophifa and Yersinia enterocolitica {Lupardus
PJ et al. SCIENCE 2008, 322(5899):265-268) . All these toxins can be classified as “AB

toxins” as outlined below.

International patent application W0O2008014733 discloses a method of treatment of
Clostridium infection wherein an inhibitor or activator (IP8) of the autocatalytic activity is

administered to a patient.
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Several publications disclose C. difficile vaccines. Vaccines wherein TcdA and TcdB are
incativated by the chemical agent formalin are disclosed in Sougioultzis S. L. et al.,
Gastroenterology (2005), 128:764-770; Kotloff, Infect. Immun. 2001; WO9920304, and
Ghose st al, Infect. immun. (2007), 75(6), 2626-2832. Vaccines comprising recombinantly
expressed polypeptides representing the C-terminal ligand domain of TcdA or TcdB are
disclosed in WO98859053, WO0061761, WO0061762, W0O9702836, Pavliakova et al,
Infect !mmun (2000), 68(4), 2161-2166; Ward et al, Infect Immun (1999), 67(10), 5124-
5132; and Lyerly et al., Current Microbiol 21: 29-32). W02007 146139 discloses a codon-
optimised DNA-molecule encoding the receptor binding domain of TcdA and TcdB and is
use as a DNA vaccine. W02004041857 discloses non-toxic mutants of TcdB and its use
for vaccination. Genth, H. et al., infect. Immun. (2000), 68: 1094-1101 discloses a method
to generate enzymatically deficient Clostridium difficile toxin B as an antigen for

immunization.

Vaccines are typically manufactured by making a preparation comprising antigenic
components of such pathogens and admixing them with a pharmaceutically acceptable
carrier. To achieve an effective immune response and for economic reasons it is desirable
to use preparations obtained from bacterial cultures with only few processing or
fractionation steps. In the case of toxin producing organisms, the problem is that the
toxins included in such preparations would prevent administration thereof unless they are
inactivated. Therefore, the prior art approaches have suggested to make vaccines against
bacterial pathogens producing AB toxins like C. difficile by chemical inactivation of the
toxins, recombinant expression of the non-toxic domain of the toxins (the C-terminal
receptor binding or “B” domain), or producing non-toxic mutants of the toxins. However, all
these measures lead to a loss of antigenic epitopes of the pathogenic organism which
may affect the effectivity of the vaccine, and/or are costly.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to a process for the production of a vaccine against bacterial
pathogens which produce an AB toxin, comprising
(a) Culturing the pathogen under conditions where the AB toxin is produced, and
harvesting the culture;
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(b) Cleaving the AB toxin enzymatically in vitro; and
(c) Combining the composition of step (b} with a pharmaceutically acceptable

carrier.

In a preferred aspect, the enzymatic cleavage is autocatalytic. in a preferred aspect,
inositol phosphate, preferably inositol hexaphosphate is used as a co-factor of the

enzymatic cleavage.

In a further preferred aspect, the invention relates to a process as described, wherein the
cells are separated from the culture medium after the harvest, and the AB toxin in the

culture medium is cleaved.

The process of the invention can be used for the production of vaccines against
pathogens of the genus Clostridium, preferably C. difficile, C. sordelfii, C. botufinum, C.
perfringens, C. tetani, or C. novyi, or of the genus Vibrio, preferably V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, or V. splendidus, or V. anguiffarum or of the genus
Xenorhabdus, preferably X. nematophila, X. bovienii, or of the genus Yersinia, preferably
Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica, or Y. moflaretti, or of the genus
Bordeteflla, preferably B. pertussis, B. parapertussis, or B. bronchiseptica, or of the genus

Actinobacillus, preferably A. pleuropneumoniae, or A. suis and E. colfi.

An adjuvant may be added to the vaccine composition.

In a further aspect, the present invention relates to a vaccine produced with the process

as described.

Another aspect of the invention is related to the use of a vaccine produced according to
the process as disclosed, for the vaccination of animals, including humans, against

infection of bacterial pathogens producing AB toxins.

Another aspect of the invention relates to a method of vaccination of animals, including
humans, against infection of bacterial pathogens producing AB toxins, comprising
administering an effective amount of a vaccine produced according to the process of the

invention to an animal, including a human.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention relates to an improved process of production of vaccines against
bacterial pathogens which produce toxins of the AB type (AB toxins). The present
invention provides for an elegant method of inactivation of AB toxins by an autocatalytic
enzymatic process in vitro taking advantage of the intrinsic proteolytic activity of such
toxins. To this end, the composition containing the toxins is adjusted to conditions under
which such enzymatic cleavage can occur. In particular, the addition of a necessary co-
factor such as inositol phosphate can induce proteolytic inactivation of the AB toxin, By
this proteolytic cleavage, the toxic A domain is separated from the transporter domain B
and looses its ability to enter the cytosol of cells where it needs to be to exert its toxic
effects. In effect, the resulting composition is not toxic any more, or much less toxic than
the single chain AB toxin, when applied to living organisms. On the other hand, this kind of
inactivation preserves the natural conformation and the antigenic epitopes of the proteins
which is important for the effectivity of the vaccine.

In the context of the present invention, the term “AB toxin” is used for a single-chain
bacterial toxin which, like the LCT’s, comprises a catalytic domain (the A domain) and a
receptor binding/translocation domain (the B domain or transporter domain), and wherein
the activation of the catalytic domain in vivo occurs by autocatalytic cleavage releasing the
catalytic domain into the cytosol. AB toxins are for example the LCT’s including toxin A
(TcdA) und B (TcdB) of Clostridium difficile, the lethal (TesL) und the hemorrhagic toxin
(TcsH) of Clostridium sordellii, and the a-Toxin (Tena) of Clostridium novyi. Furthermore,
AB toxins include the RTX toxins of Vibrio cholerae (VcRTX), V. vulnificus (VWRx), V.
splendidus (VsRtx), Xenorhabdus nematophila (XnRx), X. bovienii (XbRtx), Yersinia
pseudotuberculosis {YpRtx), Y. mollaretti (YmMIp2), Y. enterocolitica (YST), Listonella
anguillarum (VaRtx) and Bordetella pertussis (FhalL1-4).

Accordingly, the process of the invention may be applied to manufacture vaccines against

infection by the bacterial pathogens producing AB toxins, as those bacteria listed above. A
vaccine is a pharmaceutical preparation which is used to improve immunity to a particular

disease in animal, including humans. Vaccines can be prophylactic (e.g. to prevent or
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ameliorate the effects of a future infection by any natural or "wild" pathogen), or
therapeutic, i.e. applied in a situation where the host is already infected by the pathogen,
with or without clinical symptoms of disease. Vaccines may contain killed micro
organisms, modified live (attenuated) micro organisms, antigenic subunit preparations of
micro organisms (e.g. fractions or recombinantly expressed polypeptides), or, as preferred
in the context of the present invention, toxoids, i.e. inactivated toxic compounds in cases
where these primarily cause the iliness. The vaccine may contain an adjuvant, an agent
that can stimulate the immune system and increase the response to a vaccine, without
having any specific antigenic effect in itself. Examples of commonly used adjuvants are
alum (hydrated aluminium potassium suifate), aluminium phosphate, aluminium
hydroxide, squalene, or oil-based adjuvants. A preferred adjuvant is the commercially
available Carbopol® 934P (Carbomer 934P; Noveon, Inc. , Pedricktown, NJ, USA) which
may be present in the amount of about 2 ml/l. Carbopol is an acrylic acid polymer which is

cross-linked with polyallylsucrose.

The first step of the process is culturing the pathogen under conditions where the AB toxin
is produced. Bacterial cell culture is well-established in the art. Standard methods for the
different species are known and suitable samples of the microorganisms are available
from public collections. Listed microorganisms are cultivated according to their special
requirements. Clostridia are cultivated under anaerobic atmosphere whereas Yersinia,
Xenorhabdus, Bordetella and Vibrio can be cultivated aerobically. Yersinia are
psychrotolerant, these organisms are usually cultivated at 28°C. Each organism needs its

special medium composition for growth which is readily known in the art.

The AB toxin is normally released into the culture medium in the late stationary phase of
the culture. After the harvest, it is often advantageous to separate the cells from the
culture medium, as the AB toxins are present in the medium in sufficient concentration.
This can be done by centrifugation. When the cells are separated by centrifugation, they
are discarded and the supernatant is further processed. The toxins in the medium are
then deactivated by enzymatic cleavage taking advantage of their autocatalytic properties.
To achieve cleavage, the conditions have to be adjusted properly to allow for the
enzymatic activity. Most importantly, a co-factor has to be added which promotes the
enzymatic activity. Inositoi phosophate, in particular inositol hexaphosphate, may be used

as a co-factor at a concentration range of 1 pmol/l to 10 mmol/l, more preferably 10-100
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umol/l, but other analogues or derivates such as 1,3,4- or 3,4,6-triphopsphate, 1,2,3,4-,
1,3,4,5-, 3,4,5,6, or 1,4,5,6-tetraphosphate, or 1,2,3,4,5-, 1,2,3,5,6-, 1,3,4,5,6-, 2,3,4,5,6-
pentaphosphéte work as well, but may require higher concentrations. The pH should be in
the range of 6,5-8,5, and the pH of the culture medium is normally aiready within that
range. Otherwise, a buffer may be added or exchanged e.g. by dialysis or ultrafiltration,
e.g. Tris HCI at pH 8.5. A suitable temperature range is 20 - 40°C. The cleavage will
normally be completed within 1 to 24 hours and should be tested with an assay like those
disclosed in the examples, to avoid residual toxicity.

The toxin species may be purified from the harvest and/or culture medium prior to
inactivation. If the pathogen produces more than one toxin species, these toxin species
may be isolated from each other before inactivation. For example, C. difficile produces the
two toxins Toxin A (TcdA) and Toxin B (TcdB), as outlined above. These two proteins may
be separated as exemplified in Example 4 herein before inactivation, and then used in
vaccine preparation either individually, or in combination. Toxoid A and/or Toxoid B of C.
difficile, i.e. Toxin A and/or Toxin B inactivated according to the present invention, are
preferred antigens for vaccinations. The toxoids may be further purified after autocatalytic
cleavage, with enrichment of the larger, C-terminal cleavage fragments (e.g. consisting of
amino acids 543-2710 of the holotoxin A, or amino acids 544-2666 or 545-2666 of the
holotoxin B). The purified toxoids of the invention may further be combined with
inactivated AB toxins of other pathogens in vaccine preparations.

The resulting preparation is then brought into its final formulation for use as a vaccine as
deemed appropriate. For example, it may be used as is, with the aqueous environment as
is being the pharmaceutically acceptable carrier. The environment may also be changed,
for example by dilution, dialysis, ultrafiltration or further purification steps like affinity
chromatography. The antigen preparation may be freeze-dried for storage, for
reconstitution with water before use. If appropriate, adjuvants may be added. Adjuvants
that can be considered are for example water in oil-, oil in water-, multiphasic- or non-
mineral ocil- emulsions, aluminium based adjuvants, polymeric adjuvants like Carbopol®,
squalene, liposome, microparticles, immunostimulatory complexes and Toll-like receptor
cascade activating adjuvants. The vaccine will be administered by subcutan, interdermal,
intframuscuiar, intravenous or intraperitoneal injection. The frequency of injection and
dosage depends on the target species. Susceptible species are humans, dogs, cats,
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rabbits, pigs, cattle, fish, rodents and horses. The vaccination is a prophylactic treatment
and protection of progeny can be achieved by vaccination of the mother. The time of
vaccination starts after disappearance of maternal antibodies and may require booster

vaccinations after 4 weeks and at later time points.

Thus, in a further aspect, the present invention relates to a vaccine against Clostridium-
induced diarrhoea, comprising toxoid A and/or toxoid B of Clostridium difficife, wherein
said toxoid A and/or toxoid B has been generated from Toxin A and/or Toxin B by
autocatalytic cleavage, optionally together with a pharmaceutically acceptable carrier. In
some embodiments, Toxoid A consists of amino acids 543-2710 of the sequences as
deposited in public databases (EMBL, NCBI) under the accession Nos. YP_001087137,
ZP_05349827, or YP_003213641. In further embodiments, Toxoid B consists of amino
acids 544-2666 or 545-2666 of the sequences as deposited in public databases (EMBL,
NCBI) under the accession Nos. of YP_001087135, ZP_05349824, ZP_05328744,
YP_003217086, or YP_003213639. The vaccine may further comprise an adjuvant.

EXAMPLES

Example 1: Manufacture of a Clostridium difficile vaccine

Clostridium difficile samples may be obtained from public collections, for example the
American Type Cuiture Collection {ATCC), Manassas, VA, USA, under accession No.
ATCC 9689, ATCC 43255. Itis grown in a fermenter in BHI medium (brain heart infusion

broth, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany; see American Pharmaceutical

_Association. 1950. The national formulary, Sth ed., APA, Washington, D.C.) under

anaerobic conditions at 37°C for 3-4 days. The two large cytotoxins TcdA and TcdB are
released in the late stationary phase. At this point in time, the cuiture is harvested and the
bacteria are sedimented by centrifugation at 8000 x g for 10 minutes The supernatant is
used as is, or toxins may be enriched by gel permeation chromatography (e.g. on S300
Sephacryl), affinity chromatography, anion exchange chromatography and/or

ultrafiltration, The reducing agent dithiotreitol is then added at a final concentration of 1-50

mmol/l to the supernatant or toxin-enriched preparation, followed by addition of the
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chelate forming agent ethylene diamine tetraacetate at a final concentration of 10-100
mmol/l. Inositol hexaphosphate (IP6) is then added at a final concentration between 1
umol/l and 10 mmol/l, for example 10 pmol/l or 100 pmoi/l, and the composition is
incubated at 37°C for a period of 2 to 24 hours in a suitable buffer like Tris-HCL at a pH of
6,5-8,5. Completeness of the cleavage may be tested by sodium dodecylsulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and protein staining.

The resulting preparation is then brought into its final formulation for use as a vaccine as
deemed appropriate. For example, it may be used as is, with the aqueous environment as
is being the pharmaceutically acceptable camrier. The environment may also be
changed,for example by dilution, dialysis ultrafiltration or further purification steps like
affinity chromatography. If appropriate adjuvants may be added. Adjuvants that can be
considered are for example water in oil-, il in water-, multiphasic- or non-mineral oil-
emulsions, aluminium based adjuvants, polymeric adjuvants like Carbopol, squalene,
liposome, microparticles, immunostimulatory complexes and Toll-like receptor cascade
activating adjuvants. The vaccine will be administered by subcutan, interdermal,
intramuscular, intravenous or intraperitoneal injection. The frequency of injection and
dosage depends on the target species. Susceptible species are humans, dogs, cats,
rabbits, pigs, cattle and horses. The vaccination is a prophylactic treatment and protection
of progeny can also be achieved by vaccination of the mother. The time of vaccination
starts after disappearance of maternal antibodies and may require booster vaccinations
after 4 weeks and at later time points.

Example 2: Activity assay

CHO cells (chinese hamster ovary, e.g. DSM ACC110, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany) are seeded into 96 or
24 well microfiter plates (100 pl per well) in e.g. Ham’s F10 medium with e.g. 5 % FCS
(fetal calf serum) and incubated at 37°C overnight in a humid atmosphere until they reach
confluence. They are washed with Ringer's solution without bivalent ions like Magnesium
or Calcium, then the wells are filled with 100 pl (96 well plate) or 400 yi (24 well plate)
Ringer's solution without Mg and Ca. Then, 100 or 400 pl, respectively, of the vaccine
preparation of example 1, and respective dilution series {10 to 10®) are pipetted into the
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wells, with double values for each sampie. BHI medium which was treated the same way
as the vaccine preparation serves as a negative control. As a positive cantrol, untreated
C. difficile supernatant is used. The plates are incubated at 37°C in a humid atmosphere

for 3 to 24 hours, then the cells are inspected with a microscope.

Cells treated with the vaccine preparation should show no morphological changes, as
those of the negative control. Cells treated with untreated culture supernatant will show a
cytopathic effect which is primarily characterized by getting a round shape and developing
an “astrocyte-like” morphology. If the vaccine-treated cells show a cytopathic effect similar

to the positive control, the enzymatic cleavage was not complete and has to be repeated.

Example 3: Vaccination of animals

Syrian gold hamsters may be used as a standardized animal model for C. difficile
infections. Animals of 60 to 100 g weight are used in the experiment. The animals receive
different concentrations (1-100 ug) of vaccine preparation by intraperitonal or
subcutaneous injection. The vaccine either contains no adjuvant, or Complete Freund
adjuvant (1:1 with vaccine preparation) or Ribi (monophosphoryl lipid A and trehalose
dicorynomycolate emulsion) as adjuvant. BHI medium treated the same way as the
vaccine is used as a negative control. 2 weeks after the last vaccination, the animais
receive 10-100 mg/kg clindamycin intraperitoneally or orogastrically. 24 hours later, they
are inoculated through a gastric feeding tube or ball end cannula with at least 10° viable
C. difficile germs per animal, or 100 c.f.u. (colony forming units), respectively. Protective
efficacy of the vaccine is determined through clinical monitoring of diarrhoea or mortality

rate.

Example 4: Clostridium difficile vaccination of animals

In these studies, AB-toxins of Clostridium difficile were inactivated by use of their intrinsic

autocatalytic cleavage function and used as vaccines in animais.
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For toxin production, 1 ml of C. difficile (reference strain VPI110463, ATCC 43255) working
culture was transferred into a pretreated and sterile dialysis bag containing 200 ml 0.9 %
NaCl. The dialysis bag was placed into 1.3 | BHI medium and was incubated for 5 d at 37
°C in an anaerobic chamber. After 5 d the content of the dialysis bag was centrifuged
(5000 rpm, 4 °C, 15 min) and fractionated ammonium persulfate precipitation of the
supernatant was performed. The first precipitation step (toxin A) was performed by
addition of 45 % (NH)4SQ, and stirring for 3 h at 4 °C. After this time the solution was
centrifuged (5000 rpm, 4 °C and 30 min) and a second precipitation step (toxin B) was
conducted by addition of (NH)SO,to a final content of 70 %. The second fraction was
stirred for 3 h at 4 °C and after that again centrifuged (5000 rpm, 4 °C and 30 min). The
resulting peliets of the precipitation steps were suspended in 5 ml 50 mM Tris/HCI pH 7.5.
The two fractions (toxin A and B) received from (NH)SO4 precipitation were further
purified by sucrose density gradient centrifugation. Therefore a sucrose density gradient
was prepared by underlying 4.5 ml of the foliowing sucrose solutions in increasing order in
an ultracentrifuge tube: 10 %, 18.75 %, 27.50 %, 36.25 % and 45 % sucrose in 50 mM
Tris/HCI pH 7.5. The toxin fractions were added on the top and the tube was centrifuged
for 3.5 h at 4 °C and 100.000 g. The resulting gradient was collected in 2 ml aliquots. The
toxin content of the samples was measured by cytotoxicity assays with CHO-K1 cells.
Therefore CHO-K1 cells (ATCC CCL-61) were grown in DMEM/F10-Medium containing
10 % FCS, 0.5 % L-glutamine and 0.5 % penicillin/streptomycin. Monolayers of cells
(about 4000 per well) were prepared in 96-well microtiter plates and incubated at 37 °C
and 5 % CO; for 24 h. After incubation time 10- foid dilutions of toxin containing samples
were prepared. After removal of medium from cells, toxin dilutions were added. Cytotoxic
effects were examined microscopically after 24 h by an inverted microscope.

Following scheme was used to evaluate cytotoxicity:
positive (+): > 90 % rounded cells
negative (-): < 90 % rounded cellis

The toxin containing fractions of the sucrose density gradient centrifugation were pooled

(each for Toxin A and Toxin B) and 1:2 diluted with 50 mM Tris/HCI pH 7.5. The samples
(either Toxin A or Toxin B) were loaded on an ion exchange column and a NaCl gradient
ranging from 50 mM NaCl in 50 mM Tris/HCI pH 7.5 to 700 mM NaC! in 50 mM Tris/HCI

pH 7.5 was conducted (A NaCl § mM/ml) to elute the toxin. Fractions of 2 ml were
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collected. Toxin content of the samples was measured by cytotoxicity assays with CHO-
K1 cells. The toxin containing fractions were pooled and concentrated by an ultra
centrifugation step for 15 min at 4 °C and 5000 rpm. To the obtained toxin solutions 20 %

glycerin was added and samples were stored at -20 °C.

Purification steps were also monitored by SOS-PAGE. Proteins were visualized by
Coomassie staining. Concentration of the final toxin samples were determined by
comparison of the toxin amount in SDS gels with BSA standards. The comparison was

conducted by optical adjustment and by computer analysis.

Vaccine preparations were prepared by induction of autocatalytic cleavage of toxins by
adding DTT and IPg. Toxin A cleavage was performed in H,O at a final volume of 50 pl by
addition of 3 mM IPg and 50 mM DTT. Toxin B cleavage was performed in H,O at a final
volume of 100 pl by addition of 1 mM IP¢ and 150 mM DTT. Autocleavage was performed
over night at 37 °C on a rotator.

The resulting cleavage products were analyzed by cytotoxicity assay and SDS PAGE
analysis. Cytotoxicity assays were performed with CHO-K1 cells and Caco cells as Caco
cells showed higher sensitivity against Taxin A. Caco cells were grown in MEM medium
containing 10 % FCS and 0.5 % penicillin/streptomycin on 96 microtiter wells incubated at
37 °C and 5 % CO; for 48 h. The cytotoxicity assay showed a reduction of cytotoxicity of
at least 10° fold for toxin A and 10* fold for toxin B after 24 h. Cleavage efficiency was
visualized with Coomassie stained SDS PAGE analysis.

Vaccine doses with respective inactivated toxins (toxoids) were prepared with the Sigma
Adjuvant System (oil-in-water emulsion with Monophosphoryl Lipid A and synthetic
trehalose dicorynomycolate). Toxoid concentrations were determined by comparison of
the toxin amount in SDS gels with BSA standards. The comparison was conducted by
optical adjustment and by computer analysis. The adjuvant was reconstituted as

described by the manufacturer with PBS and mixed 1:1 with the respective toxoid sample.

The classical model organism for Clostridium difficile infection is the Syrian hamster.

Syrian hamsters react very sensitive to the infection and develop clinical signs and
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pathological aiterations similar to those in humans. Thus the hamster infection model is a
very strict model ending in a 100 % mortality of infected animals.

In the trials Syrian hamsters with a body weight of 60-80g at inclusion were purchased by
Charles River, D-97633, Sulzfeld, Germany. The animals were randomized to the
respective groups at the arrival at the test facility and were given an adequate
acclimatization period of at least 5 days. Animals were vaccinated 3 times in intervals of 2
weeks. 14 days after the last immunization the infection with Clostridium difficile was
performed. 24 h prior to the oral challenge with Clostridium difficile, 2mg Clindamycin was
orally administered to each animal. The administration of the antibiotic Clindamycin
predisposes the animals to the C. difficile infection by disrupting the normal bacterial flora

of the gut.

Over a period of 7 days after challenge careful daily clinical examinations were made and
clinical findings recorded. At several time points during the study biood samples were
taken and sera analyzed for antibodies that inhibit the cytotoxicity of Toxin A and Toxin B
on cultured cells. Therefore CHO-K1 cells were seeded at 5000 celis/well in 96 well plates
in DMEM/F10-mdeium containing 10 % FCS, 0,5 % L-glutamine and 0,5 %
penicillin/streptomycin and were incubated at 37°C and 5 % CO; overnight. Dilutions of
hamster sera were prepared in medium and incubated for 1 h at 37 °C with toxin A and B
dilutions. The toxins had been diluted to concentrations that cause > 90 % rounding of
cells after 3 h and 24 h. Cell rounding was determined microscopically after 3 h and 24 h
as described before. Neutralization titer was defined as the reciprocal value of the
greatest sera dilution which completely inhibited rounding of cells after 24 h.

The objective of the study was to determine if the repeated subcutaneous immunizations
with different doses of a combination of inactivated toxin A and B is biocompatible and if
protection against a C. difficile infection can be induced. Therefore 12 male Syrian
hamsters were used that were randomized to 4 respective groups at the arrival at the test
facility. Each group consisted of 3 animals. The groups were vaccinated on different days
and increasing doses in order to be able to react to potential toxic effects after

vaccination.
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Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
N (animals) 3 3 3 3
Dose volume 100 pl Sigma Adjuvant System per dose
1. Immunisation { Toxoid A/B, Toxoid A/B, each 1 | Toxoid A/B, each 1.5 | Adjuvant
each 1 pg Mg Hg
2. Immunisation | Toxoid A/B, Toxoid A/B, each 3 | Toxoid A/B, each 4 Adjuvant
each 2 g Hg g
3. Immunisation | Toxoid A/B, Toxoid A/B, each 4 | Toxoid A/B, each 4 | Adjuvant
each 4 ug Hg g
study outline:
Day of the | Procedure
study
-5 Baseline blood samplings, approximately 100 uL serum per animal
0 Administration of Group A and D with the respective test item,
subcutaneous, 100 pL and body weight determination
2 Administration of Group B with the respective test item, subcutaneous, 100
pL and body weight determination
4 Administration of Group C with the respective test item, subcutaneous, 100
HL and body weight determination
14 Administration of Group A and D with the respective test item,
subcutaneous, 100 uL and body weight determination
16 Administration of Group B with the respective test item, subcutaneous, 100
yL and body weight determination
18 Administration of Group C with the respective test item, subcutaneous, 100
UL and body weight determination
30 Administration of group A - D with the respective test item, subcutaneous,
100 pL and body weight determination
38 Blood sampling, approximately 100 yL serum per animal
43 Treatment with antibiotic (Clindamycin 2 mg/ animal), oraily
44 Challenge with Clostridium difficile (1,77x10% animal) orally, 24 hours after
treatment with antibiotic; body weight determination
45 - 47 Clinical adspection 5 times per day
48 - 51 Clinical adspection 3 times per day
52 Blood samplings of surviving animals

Section of animals— on day 52, in case of death or at day of euthanizing (if
animals developed severe signs of suffering).
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All animals were without clinical signs after subcutaneous vaccination thus the toxin dose
could be increased to up to 4 ug each for toxoid A and B. Also the animals of the control
group showed no reactions to the subcutaneous vaccination demonstrating that the Sigma
adjuvant system was well tolerated if applied subcutaneously. The determination of the
body weight at several days during the study also confirmed the good tolerance of the
vaccination. All animals gained weight until challenge. The weight gain of the toxin
vaccinated animals was comparable to that of the control group. Also the {ast measured
weight before challenge of toxin vaccinated animals (average: Group 1: 140,3 g; Group 2:
136,3 g; Group 3: 144 g) was in the range of the weight of control animals (average Group
4: 141 g).

After the challenge at study day 44 the animals of the control group died within 2-3 days.
In comparison the animals vaccinated with the cleaved toxins all survived longer and 2
animals even showed nearly no clinical signs until the end of the study (Group 1 animal
No.1; Group 3 animal No.1).

Animal No. 1 from group 1 only developed softish feces at study day 47 but recovered fast
and was without clinical findings at the next study day and until end of the study. The
other animal that survived until end of study (No. 1 group 3) showed softish feces, slightly
wet, soiled perineum and slightly reduced spontaneous activity from study day 47
onwards until study day 50. It was without clinical signs on study day 51.

-15-



15

20

25

30

WO 2010/063693

17

PCT/EP2009/066109

Group Animal Death/Euthanasia at
No. study day

Group 1 1 study end (52)

2 48

3 50
Group 2 1 48

2 48

3 48
Group 3 1 study end (52)

2 48

3 50
ggl:?ofgroup) 1 e

2 47

3 47

Based on these results, the immunizations with toxoid A/B have induced immuncgenicity

and partial protection: All vaccinated animals survived longer than the control animals.

While challenge was lethal for all control animals 2/8 vaccinated animals survived until the

end of the trial. Furthermore the analysis of hamster sera in the cytotoxicity neutralization

assay confirmed the development of an immunological response.

-16-
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Group Serum cytotoxicity Serum
neutralization titer cytotoxicity
(No. of Animal d=-5 neutralization titer
hamsters) d=38
Anti-A Anti-B Anti-A Anti-B
1{3) 1 0 0 50 £10
2 0 0 25 10
3 0 0 50 <10
2(3) 1 0 0 25 <10
2 0 0 50 510
3 0 0 50 <10
3(3) 1 0 0 10 10
2 0 0 50 10
3 0 0 50 <10
4(3) 1-3 0 0 0 0

No cytotoxicity neutralizing antibodies against toxin A or B could be detected in the sera
prior to vaccination and animals of the control group stayed without neutralizing antibodies
until the last blood sampling at study day 38. All vaccinated animals deveioped
neutralizing antibodies against both toxins after the three vaccinations (study day 38)
clearly showing the immunogenicity of the inactivated toxin preparation. Also the
challenge titer might be too high in this sensitive hamster model and might need further
adaptation. Looking at the survival rates of the different vaccine groups, no dose-related
effect could be observed. This can correlate to the small differences in toxoid

A17-
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concentration applied and therefore all vaccinated animals may rather be considered as

one vaccine group.
Taken together, the results of this study demonstrate that by autocatalytic cleavage

inactivated toxin is well tolerated, can induce an immunological response and partial

protection against the infection.
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WHAT WE CLAIM

1. Process for the production of a vaccine against bacterial pathogens which produce

10

15

25

an AB toxin, comprising
(a) Culturing the pathogen under conditions where the AB toxin is produced,
and harvesting the culture;
(b) Cleaving the AB toxin enzymatically in vitro; and
(c) Combining the composition of step (b) with a pharmaceutically acceptable

carrier.,

. Process of claim 1, wherein inositol phosphate, preferably inositol hexaphosphate

is used as a co-factor of the enzymatic cleavage.

. Process of claim 1 or 2, wherein the cells are separated from the culture medium

after the harvest, and the AB toxin in the culture medium is cleaved.

. Process of any one of claims 1 to 3, wherein the AB toxin is purified from the

harvest before cleaving, preferably from the culture medium.

. Process of claims 1 to 4 wherein the pathogen is of the genus Clostridium,

preferably C. difficile, C. sordellii, C. botulinum, C. perfringens, C. tetani, or C,
nowyi, or of the genus Vibrio, preferably V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vuinificus, V. splendidus or V. anguillarum, or of the genus Xenorhabdus,
preferably X. nematophila, X. bovienii, or of the genus Yersinia, preferably Y.
pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enteracolitica, or Y. mollaretti, or of the genus
Bordetslla, preferably B. pertussis, B. parapertussis, or B. bronchiseptica or of the
genus Actinobacillus, preferably A. pleuropneumoniae, or A. suis and E. coli.

. Process of claim 5, wherein the pathogen is Clostridium difficile, and Toxin A is

purified from Toxin B before cleaving.

Process of claims 1 to 6 wherein an adjuvant to added to the composition.

. Vaccine produced with the process according to claims 1 to 7.

-19-
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10.

11.

12.

The vaccine of claim 8 comprising Toxoid A and/or Toxoid B of Clostridium difficile.

Vaccine against Clostridium-induced diarrhoea, comprising Toxoid A and/or
Toxoid B of Clostridium difficile, wherein said Toxoid A and/or Toxoid B has been
generated from Toxin A and/or Toxin B by autocatalytic cleavage, optionally

together with a pharmaceutically acceptable carrier.

Use of a vaccine produced according to any one of the foregoing claims for the
vaccination of animals, including humans, against infection of pathogens

producing AB toxins.

Method of vaccination of animals, including humans, against infection of
pathogens producing AB toxins, comprising administering an effective amount of a
vaccine produced according to any one of claims 1 to 7 to an animal, including a

human.

-20-
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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS

CAMPO TECNICO

La invencidn se refiere a un procedimiento para la produccién de vacunas, y a las vacu-

nas asi producidas.

INFORMACION DE ANTECEDENTES

Clostridium difficile, una bacteria gram-negativa formadora de esporas, es
responsable del 60% de los casos de diarrea asociada a antibidticos y de casi el 100% de
los pacientes afectados por colitis pseudomembranosa. Todavia no se comprende
completamente ei mecanismo responsable del comienzo de la enfermedad.-Podria estar
relacionado con factores tanto del hospedador como de la cepa, ya que no todos los
pacientes infectados con C. difficile desarrollan la enfermedad. Los sintomas clinicos de
los pacientes infectados pueden oscilar desde permanecer asintomaticos hasta un
megacolon toxico potencialmente mortal.

C. difficile, como otros muchos patdégenos que provocan enfermedades en los
animales, que incluyen los seres humanos, produce toxinas. Una toxina es una sustancia
venenosa producida por células u organismos vivos que es activa a concentraciones muy
bajas. Las toxinas pueden ser moléculas pequenas, péptidos o proteinas, y son capaces
de provocar enfermedades tras ef contacto o la absorcién en tejidos corporales mediante
la interaccién con macromoléculas biolégicas tales como enzimas o receptores celulares.
C. difficile produce dos toxinas, la Toxina A (TcdA) y la Toxina B (TcdB), que son los
agentes causales de la diarrea asociada a antibidticos o de la colitis pseudomembranosa.
Son proteinas bacterianas muy grandes (308 kDa y 269 kDa), que son parte de la familia
de las denominadas citotoxinas grandes de clostridium (LCTs} junto con TesH y Tesl de
C. sordellii y Tena de C. novyi. Todas estas toxinas exhiben un grado elevado de
homologia de secuencias, una estructura similar de dominios y albergan un resto de
glicosiltransferasa. TcdA y TcdB son proteinas de cadena simple caracterizadas por una
organizacién funcional tripartita. Su dominio C-terminal es necesario para la unién a ia
membrana plasmatica de la célula objetivo, la parte media hidroéfoba es un dominio de
translocacion putativo y el dominio catalitico N-terminal de las proteinas porta el sitio de

glicosiltransferasa. Todavia no se ha caracterizado completamente el proceso de
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absorcion hacia el citosol de la célula objetivo. Sin embargo, se acepta en general que las
toxinas son endocitadas tras la unién a los receptores de la superficie celular. Tras la
acidificacion de los endosomas, solamente el dominio N-terminal de la toxina se transloca
hacia el citosol. Este proceso de translocaciéon esta mediado supuestamente mediante la
formacién de poros, ya que TcdA forma poros en membranas artificiales a pH bajo. La
activacién de la toxina requiere una escision proteclitica entre los aminoacidos Leu543 y
Gly544, que libera un fragmento pequefic de 63 kDa que alberga el dominio catalitico N-
terminal en el citosol. La parte mayor C-terminal de TcdB, de 207 kDa, permanece en la
fraccién de la membrana. El fragmento N-terminal de 63 kDa exhibe una actividad
citotoxica completa. Una vez liberado, el dominio N-terminal de glicosiltransferasa puede
moverse libremente en el citosol para inactivar sus proteinas objetivo, las GTPasas de la
familia Rho/Rac. Estas proteinas estan implicadas en muchas funciones celulares, p.ej.,
la organizacion del citoesqueleto de actina, el control de la transcripcién, la polaridad y la
proliferacion celular. Debido a que las GTPasas Rho desempeiian un papel importante en
muchas funciones del sistema inmunitario, que incluyen las respuestas defensivas contra
patogenos, la expresion de citocinas y la sefalizacién de las células inmunitarias,
constituyen objetivos dptimos para las toxinas bacterianas.

Se ha demostrado recientemente que la activacién de las toxinas de C. difficile se
da mediante una escision autocatalitica (Reineke et al., Nature 2007, 446:415-419).
Ademas, se dilucidé el papel del hexafosfato de inositol {Ins6P, IP6, nimero CAS [83-86-
3]) como potente activador y cofactor de tal escision autocatalitica de la toxina B (Reineke
et al, anteriormente mencionado). Esta molécula sumamente cargada parece
desemperiar varias funciones, y podria estar implicada en la estilizacion de la
conformacién de la toxina. Ahora se sabe que la activacion de toxinas por medio de la
escision autocatalitica se da también con toxinas similares de otros organismos, que
incluyen las LCTs toxina A (TcdA) y B (TcdB) de Clostridium difficile, la toxina letal (Tcsl)
y hemorragica (TcsH) de Clostridium sordellii, y la a-Toxina (Tcna) de Clostridium novyi,
las toxinas RTX de Vibrio cholerae (VCRTX), V. vuinificus (VvRtx), V. splendidus (VsRtx),
Xenorhabdus nematophila {(XnRtx), X bovienii (XbRtx), Yersinia pseudotuberculosis
(YpRtx), Y. mollaretti (YmMfp2) y Bordetella pertussis (FhalL1-4) (Sheahan KL et al.
EMBO J 2007, 26(10):2552-2561), Listonella anguillarum, Photorhabdus luminescens,
Aeromonas hydrophila y Yersinia enterocolitica (Lupardus PJ et al. SCIENCE 2008,
322(5899).265-268). Todas estas toxinas se pueden clasificar como “toxinas AB", tal
como se resume mas adelante.
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La solicitud de patente internacional WQ2008014733 describe un método de
tratamiento de la infeccién por Clostridium en el que se administra un inhibidor o activador
(IP6) de 1a actividad autocatalitica a un paciente.

Varias publicaciones describen vacunas contra C. difficife. Se describen vacunas
en las que se inactivan TcdA y TcdB mediante el agente quimico formalina en
Sougioultzis S. L. et al., Gastroenterology (2005), 128:764-770; Kotloff, Infect. Immun.
2001; documento W(08920304, y Ghose et al, Infect. immun. (2007), 75(6), 2826-2832.
Se describen vacunas que comprenden polipéptidos expresados de manera
recombinante que representan el dominio del ligando C-terminal de TcdA o TcdB en los
documentos WQ9859053, WO0061761, WO0061762, WQ9702836, Pavliakova et al,
Infect Immun (2000), 68(4), 2161-2166; Ward et al, Infect Immun {1999), 67(10), 5124-
5132, y Lyerly et al., Current Microbiol 21. 29-32). El documento WO2007146139
describe una molécula de ADN con codones optimizados que codifica el dominio de unién
al receptor de TcdA y TcdB y que se usa como una vacuna de ADN. El documento
W02004041857 describe mutantes atéxicos de TedB y su uso para la vacunacion. Genth,
H. et al., Infect. Immun. (2000), 68: 1094-1101 describe un método para generar toxina B
enzimaticamente deficiente de Clostridium difficile como antigeno para la inmunizacion.

Las vacunas se fabrican en general produciendo una preparacién que comprende
componentes antigénicos de tales patdégenos y mezclandolos con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Para alcanzar una respuesta inmunitaria eficaz y por
razones economicas, es deseable usar preparaciones obtenidas a partir de cuitives
bacterianos solamente con unas cuantas etapas de procesamiento o fraccionamiento. En
el caso de los organismos productores de toxinas, el problema es que ias toxinas
incluidas en tales preparaciones impedirian su administracion a menos que se

inactivasen. Por lo tanto, las aproximaciones del estado de la técnica han propuesto

' producir vacunas contra los patdgenos bacterianos que producen toxinas AB como C.

difficile mediante la inactivacién quimica de las toxinas, la expresidén recombinante del
dominio atéxico de las toxinas (el dominic de unién al receptor C-terminal o dominic "B"),
o mediante la produccion de mutantes atéxicos de las toxinas. Sin embargo, todas estas
medidas conducen a una pérdida de epitopos antigénicos del organismo patdégeno que

puede afectar a la eficacia de |a vacuna, y/o son costosas.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION
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La presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccion de una
vacuna contra patégenos bacterianos que producen la toxina AB, que comprende

(a) cuitivar el patdégeno en condiciones en las que se produce la toxina AB, y

recoger el cultivo;

(b) escindir |la toxina AB enziméaticamente in vitro; y

(c) combinar la composicion de la etapa (b) con un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

En un aspecto preferido, la escisidn enziméatica es autocatalitica. En un aspecto
preferido, se usa fosfato de inositol, preferiblemente hexafosfato de inositol, como
cofactor de la escision enzimatica.

En un aspecto preferido adicional, la invencion se refiere a un procedimiento como
se ha descrito, en el que las células se separan del medio de cultivo tras la recogida, y se
escinde la toxina AB del medio de cuitivo.

El procedimiento de la invencion se puede usar para la produccion de vacunas
contra patdgenos del género Clostridium, preferiblemente C. difficile, C. sordellii, C.
botulinum, C. perfringens, C. tetani, o C. novyi, ¢ del género Vibrio, preferiblemente V.
cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, o V. splendidus, o V. anguillarum o del
género Xenorhabdus, preferiblemente X. nematophila, X. bovienii, o del género Yersinia,
preferiblemente Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocolitica, o Y. mollaretti, o del
género Bordetella, preferiblemente B. pertussis, B. parapertussis, o B. bronchiseptica, o
del género Actinobacillus, preferiblemente A. pleuropneumoniae, o A. suis'y E. coli.

Se puede afadir un adyuvante a la composicién de vacuna.

En un aspacto adicional, la presente invencion se refiere a una vacuna producida
con el procedimiento descrito.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una vacuna producida segun el
procedimiento descrito para la vacunacion de animales, que incluyen seres humanos,
contra la infeccién por patégenos bacterianos que producen toxinas AB.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de vacunacion de animales,
que incluyen seres humanos, contra la infeccién por patégenos bacterianos que producen
toxinas AB, comprende la administracién de una cantidad eficaz de una vacuna producida
segun el procedimiento de la invencién a un animal, que incluye un ser humano.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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La presente invencién se refiere a un procedimiento mejorado para la produccion
de vacunas contra patégenos bacterianos que producen toxinas del tipo AB (toxinas AB).
La presente invencion proporciona un método elegante de inactivacién de las toxinas AB
mediante un proceso enzimatico autocatalitico in vitro que aprovecha la actividad proteo-
litica intrinseca de fales toxinas. Con este propdsito, la composicién que contiene las
toxinas se ajusta a condiciones bajo las cuales puede ocurrir tal escisién enzimatica. En
particular, la adicién de un cofactor necesario tal como fosfato de inositol puede inducir ia
inactivacion proteolitica de la toxina AB. Mediante esta escision protealitica, el dominio A
téxico se separa del dominio transportador B y pierde |la capacidad de entrar en ei citosol
de las células, donde tiene que estar para ejercer su efecto toxico. De hecho, la composi-
cién resultante ya no es toxica, o es mucho menos téxica que Ia toxina AB de cadena
simple, cuando se aplica a organismos vivos. Por otra parte, este tipo de inactivacion
conserva la conformacion natural y los epitopos antigénicos de ias proteinas, o cual es
importante para la eficacia de la vacuna.

En el contexto de la presente invencién, la expresion “toxina AB” se usa para una
toxina bacteriana de cadena simple que, como las LCTs, comprende un dominio catalitico
(el dominio A) y un dominic de unién al receptoritranslocacidon (el dominio B o dominio
transportador), y en la que la activacién del dominio catalitico in vivo se da mediante una
escisidén autocatalitica que libera el dominio catalitico en el citosol. Las toxinas AB son,
por ejemplo, las LCTs que incluyen la toxina A (TcdA) y B (TcedB) de Clostridium difficile,
la toxina letal (TcsL) y la toxina hemdrrégica (TcsH) de Clostridium sordellii, y ia a-Toxina
(Tena) de Clostridium novyi. Ademas, las toxinas AB incluyen las toxinas RTX de Vibrio
cholerae (VcRTX), V. vulnificus (VvRtx), V. splendidus (VsRtx), Xenorhabdus nematophila
(XnRtx), X. bovienii (XbRtx), Yersinia pseudotuberculosis (YpRtx), Y. mollaretti (YmMfp2),
Y. enterocolitica (YST), Listoneffa anguillarum (VaRtx) y Bordetella pertussis {Fhal1-4).

Por lo tanto, el procedimiento de fa invencion se puede aplicar a la fabricacidon de
vacunas contra la infeccién por los patégenos bacterianos que producen toxinas AB, tales
como las bacterias enumeradas anteriormente. Una vacuna es una preparacion farma-
céutica que se usa para mejorar la inmunidad hacia una enfermedad particular en un
animal, que incluye los seres humanos. Las vacunas pueden ser profilacticas (p.ej., para
prevenir 0 mejorar los efectos de una infeccién futura por cualquier patégeno natural o
"silvestre"), o terapéuticas, es decir, aplicadas en una situacion en la que el hospedador
ya esta infectado por el patégeno, con o sin sintomas clinicos de enfermedad. Las vacu-

nas pueden contener microorganismos muertos, microorganismos vivos maodificados
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(atenuados), preparaciones de subunidades antigénicas de microorganismos (p.ej., frac-
ciones o polipéptidos expresados de manera recombinante), o, como se prefiere en el
contexto de la presente invencion, toxoides, es decir, compuestos téxicos inactivados en
los casos en los que éstos provocan de manera primaria la enfermedad. La vacuna
puede contener un adyuvante, un agente que puede estimular el sistema inmunitario e
incrementar la respuesta hacia una vacuna, sin que tenga ningun efecto antigénico espe-
cifico por si mismo. Los ejemplos de adyuvantes usados habitualmente son alumbre
(sulfato de potasioc y aluminio hidratado), fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, es-
cualeno, o adyuvantes basados en aceites. Un adyuvante preferido es Carbopol® 934P
comercialmente disponible (Carbomer 934P; Noveno, Inc., Pedricktown, NJ, EE.UU.) que
puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 2 mll. Carbopol es un
polimero de acido acrilico que esta reticulado con polialilsacarosa.

La primera etapa del procedimiento es cultivar el patégeno en condiciones en las
que se produce la toxina AB. El cultivo de células bacterianas esta bien establecido en la
técnica. Se conocen los métodos estandar para las diferentes especies, y hay disponibles
muestras adecuadas de los microorganismos en las colecciones publicas. Los
microorganismos enumerados se cultivan segun sus necesidades especiales. Los
Clostridia se cultivan en una atmésfera anaerdbica, mientras Yersinia, Xenorhabdus,
Bordetella y Vibrio se pueden cultivar de forma aerdbica. Las Yersinia son
psicorotolerantes, y estos organismos se cuitivan normalmente a 28°C. Cada organismo
necesita su composicion de medio especial para el cultive, lo cual se conoce
perfectamente en la técnica.

La toxina AB se libera normalmente en el medio de cultivo en la fase estacionaria
tardia del cultivo. Tras la recogida, a menudo es ventajoso separar las células del medic
de cultivo, ya que las toxinas AB estan presentes en el medio en una concentracion
suficiente. Esto se puede reailizar mediante centrifugacion. Cuando las células se separan
mediante centrifugacion, se desechan y el sobrenadante se procesa posteriormente. Las
toxinas del medio se desactivan después mediante escisién enzimatica aprovechando
sus propiedades autocataliticas. Para llevar a cabo la escision, se tienen que ajustar de
manera apropiada las condiciones para posibilitar la actividad enzimatica. Aun mas
importante, se tiene que afadir un cofactor que estimule la actividad enzimatica. Se
puede usar fosfato de inositol, en particular hexafosfato de inositol, como cofactor en un
intervalo de concentraciones de 1 umol/l a 10 mmol/l, mas preferiblemente 10-100 pmol/l,
pero también funcionan otros andiogos o derivados tales como 1,3,4- o 3,4 6-trifosfato,
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1.2,34- 1,345-, 3456, o 1456-tetrafosfate, o 1,2,3,4,5-, 1,2,3,56-, 134,586,
2,3,4,5 6-pentafosfato, pero pueden ser necesarias concentraciones superiores. El pH
deberia estar en el intervalo de (6,5-8,5), y el pH del medio de cultivo normalmente ya
esta dentro de ese intervalo. Por otra parte, se puede anadir un tampon o intercambiarlo,
p.ej., mediante dialisis o ultrafiltracién, p.ej. Tris HC! a pH 8,5. Un intervalo adecuado de
temperaturas es 20 — 40°C. La escision se completara normalmente en 1 a 24 horas, y se
deberia analizar con un ensayo como los descritos en los ejemplos para evitar una
toxicidad residual,

La especie de toxina se puede purificar del medio de recogida y/o cultivo antes de
la inactivacion. Si el patdgeno produce mas de una especie de toxina, estas especies de
toxina se pueden aislar una de otra antes de [a inactivaciéon. Por ejemplo, C. difficile
produce las dos toxinas, la Toxina A (TcdA) y la Toxina B (TedB), segun se ha esbozado
antes. Estas dos proteinas pueden ser separadas segln se ejemplifica en el Ejemplo 4
de esta memoria antes de la inactivacion y luego utilizarse en la preparacién de la
vacuna, ya sea individualmente o en combinacién. El Toxoide A y/o el Toxoide B de C.
difficife, es decir, la Toxina A y/o Toxina B inactivadas de acuerdo con la presente
invencion, son antigenos preferidos para las vacunaciones. Los toxoides se pueden
purificar adicionalmente después de la escision autocatalitica, con enriquecimiento de los
fragmentos de la escision C-terminales, mayores (p. ej., que consisten en los
aminoécidos 543-2710 de |a holotoxina A, o los aminoacidos 544-2666 o 545-2666 de la
holotoxina B). Los toxoides purificados de la invencion se pueden combinar
adicionalmente con toxinas AB inactivadas de otros patégenos en preparaciones de
vacuna.

La preparacién resultante se lleva después a su formulacion final para el uso
como una vacuna come se considere oportuno. Por ejemplo, se puede usar tal como
esta, con el medioc acuoso tal como esta para que sea el vehiculo farmacéuticamente
aceptable. También se puede cambiar el medio, por ejemplo mediante dilucién, didlisis,
ultrafiitracion o etapas de purificacion adicionales como cromatografia de afinidad. La
preparacion de antigeno se puede liofilizar para el almacenamiento, para la reconstitucion
con agua antes del uso. Si es adecuado, se pueden afadir adyuvantes. Los adyuvantes
que se pueden considerar son, por gjemplo, emulsicnes agua en aceite, aceite en agua,
multifasicas o de aceite no mineral, adyuvantes basados en aluminio, adyuvantes
poliméricos como Carbopol®, escualeno, liposomas, microparticulas, complejos

inmunoestimulantes y adyuvantes activantes de la cascada de receptores similares a Toll.
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La vacuna se administrara mediante inyeccién subcutanea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa o intraperitoneal. La frecuencia de la inyeccién y la dosis dependen de la
especie seleccionada como objetivo. Las especies susceptibles son los seres humanos,
perros, gatos, conejos, cerdos, ganado, peces, roedores y caballos. La vacunacion es un
tratamiento profilactico, y se puede conseguir la proteccion de la progenie mediante la
vacunacion de la madre. El tiempo de vacunacién comienza tras la desaparicién de los
anticuerpos maternos, y se pueden necesitar vacunaciones de refuerzo después de 4
semanas y en momentos posteriores.

Asi, en un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una vacuna contra
diarrea inducida por Clostridium, que comprende el toxoide A y/o el toxoide B de
Clostridium difficile, en donde dicho toxoide A y/o toxoide B han sido generados a partir
de la Toxina A y/o la Toxina B mediante escisién autocatalitica, opcionalmente junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el Toxoide A
consiste en los aminoacidos 543-2710 de las secuencias tal como han sido depositadas
en bases de datos publicas (EMBL, NCBI) bajo los n° de acceso YP_001087137,
ZP_05349827 o YP_003213641. En realizaciones adicionales el Toxoide B consiste en
los aminoacidos 544-2666 6 545-2666 de las secuencias tal como han sido depositadas
en bases de datos publicas (EMBL, NCBI) bajo los n°s de acceso YP_001087137,
ZP_05349827 o YP_003213641. En realizaciones adicionales el Toxoide B consiste en
los aminoacidos 544-2666 6 545-2666 de las secuencias tal como han sido depositadas
en bases de datos publicas (EMBL, NCBI) bajo los n°s de acceso YP_001087135,
ZP_05349824, ZP_05328744, YP_003217086 o YP_003213639. La vacuna puede
comprender, ademas, un adyuvante.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Fabricacion de una vacuna contra Clostridium difficile

Se pueden obtener muestras de Clostridium difficile de las colecciones publicas,
por ejemplo de la American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, EE.UU., bajo
los n° de acceso ATCC 9689, ATCC 43255. Se cultiva en un fermentador en medio BH!
{(caldo de infusién de cerebro-corazén, Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania; véase
American Pharmaceutical Association. 1950. The national formulary, 9* ed., APA,
Washington, D.C.) en condiciones anaerobicas a 37°C durante 3-4 dias. Las dos citotoxi-
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nas grandes TcdA y TcdB se liberan en |la fase estacionaria tardia. En este momento, se
recoge el cultivo y las bacterias se sedimentan mediante centrifugacién a 8000 x g du-
rante 10 minutos. El sobrenadante se usa tal como esta, o se pueden enriquecer las toxi-
nas mediante cromatografia de filtracién en ge! (p.ej., con S300 Sephacryl), cromatografia
de afinidad, cromatografia de intercambio aniénico y/o ultrafiltracion. Después se afiade
el agente reductor ditiotreitol a una concentracion final de 1-50 mmol/l al sobrenadante o
a la preparacion enriquecida en toxina, seguido de la adicién del agente formador de
guelatos etiiendiamintetraacetato a una concentracién final de 10-100 mmol/l. Después se
afnade hexafosfato de inositol {IP6) a una concentracion final entre 1 umal/l y 10 mmolfi,
por ejemplo 10 umol/l 0 100 pmol/l, y la composicién se incuba a 37°C durante un periodo
de 2 a 24 horas en un tampén adecuado tal como Tris-HCL a un pH de 6,5-8,5. La finali-
zacién de la escisién se puede analizar mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y tincion de proteinas.

La preparacién resultante se lleva despues a su formulacién final para el uso
como una vacuna como se considere oportuno. Por ejemplo, se puede usar tal como
esta, con el medio acuoso tal como esta para que sea el vehiculo farmacéuticamente
aceptable. También se puede cambiar e! medio, por ejemplo mediante dilucidn, dialisis,
ultrafiltracién o etapas de purificacion adicionales como cromatografia de afinidad. Si es
adecuado, se pueden afiadir adyuvantes. Los adyuvantes que se pueden considerar son,
por ejemplo, emulsiones agua en aceite, aceite en agua, multifasicas o de aceite no
mineral, adyuvantes basados en aluminio, adyuvantes poliméricos como Carbopol,
escualeno, liposomas, microparticulas, complejos inmunoestimulantes y adyuvantes
activantes de la cascada de receptores similares a Toll. La vacuna se administrara
mediante inyeccién subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa o
intraperitoneal. La frecuencia de la inyeccidon y la dosis dependen de la especie
seleccionada como objetivo. Las especies susceptibles son los seres humanos, perros,
gatos, conejos, cerdos, ganado y caballos. La vacunacion es un tratamiento profilactico, y
también se puede conseguir la proteccion de la progenie mediante la vacunacion de la
madre. El tiempo de vacunacién comienza tras la desaparicion de los anticuerpos
maternos, y se pueden necesitar vacunaciones de refuerzo después de 4 semanas y en

momentos posteriares.

Ejemplo 2: Ensayo de actividad

26
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Se siembran células CHO (ovario de hamster chino, p.ej. DSM ACC110, Deutsche
Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania) en
placas de microtitulacidon de 96 6 24 pocillos (100 i por pocillo), p. &j. en medio Ham-F10
con p. ej. FCS (suero bovino fetal} at 5 %, y se incuban a 37°C durante la noche en una
atmésfera himeda hasta que alcanzan la confluencia. Se lavan con solucién de Ringer
sin iones bivalentes como magnesio o calcio, y después los pocillos se rellenan con 100
ui (placa de 96 pocillos) o 400 pl (placa de 24 pocillos) de solucién de Ringer sin Mg y Ca.

~ Después, se pipetean 100 6 400 pl, respectivamente, de la preparaciéon de vacuna del

ejemplo 1, y se pipetean las series de diluciones respectivas (10" a 10®) en los pocillos,
con valores dobles para cada muestra. El medio BHI que se traté de la misma manera
que la preparacién de vacuna sirve como control negativo. Como control positivo se usa
el sobrenadante de C. difficile sin tratar. Las placas se incuban a 37°C en una atmoésfera
humeda durante 3 a 24 horas, y después se examinan las células con un microscopio.

Las células tratadas con la preparacion de vacuna no deberian mostrar cambios
morfolégicos, al igual que las del control negativo. Las células tratadas con sobrenadante
de cultivo sin tratar mostraran un efecto citopatico que se caracteriza principalmente por
tomar una forma redondeada y desarrollar una morfologia “similar a los astrocitos”. Si las
células tratadas con la vacuna muestran un efecto citopatico similar al control positivo, la
escisién enzimética fue incompleta y se tiene que repetir.

Ejemplo 3: Vacunacién de animales

Se pueden usar hamsteres dorados sirios como modelo animal estandarizado
para las infecciones por C. difficile. Se usan animales con un pesc de 60 a 100 g en el
experimento. Los animales reciben concentraciones diferentes (1-100 pg) de la
preparacién de vacuna mediante inyeccién intraperitoneal o subcutanea. La vacuna no
contiene adyuvante, o contiene adyuvante completo de Freund (1:1 con la preparacién de
vacuna) ¢ Ribi (emulsion de monofosforil lipido A y dicorinomicolato de trehalosa) como
adyuvante. El medic BHI tratado de la misma manera que la vacuna se usa como control
negativo. 2 semanas después de la ultima vacunacion, ios animales reciben 10-100
mg/kg de clindamicina de forma intraperitoneal u orogastrica. 24 horas mas tarde se les
inoculan a través de un tubo de alimentacién gastrico o canula con extremo esférico con
al menos 10 gérmenes de C. difficile viables por animal, o 100 ufe¢. (unidades
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formadoras de colonias), respectivamente. La eficacia protectora de la vacuna se

determina por medio de la monitorizacién clinica de la diarrea o la tasa de mortalidad.

Ejemplo 4. Vacunacion de animales contra Clostridium difficile

En estos estudios, se inactivaron toxinas AB de Clostridium difficile mediante el
uso de su funcidn de escisién autocatalitica intrinseca y se usaron como vacunas en
animales.

Para la produccién de toxinas, se transfirié 1 ml de cultivo activo de C. difficile
{cepa de referencia VPI10463, ATCC 43255) a una bolsa de dialisis pretratada y estéril
que contenia 200 ml de NaCl al 0,2 %. La bolsa de dialisis se colocd en 1,3 | de medio
BHI y se incubd durante 5 d a 37 °C en una camara anaerobia. Después de 5 d, se
centrifugo el contenido de la bolsa de dialisis (5000 rpm, 4 °C, 15 min) y se llevé a cabo la
precipitacidén fraccionada con persulfato de amonio del sobrenadante. La primera etapa
de precipitacién (toxina A) se llevé a cabo mediante la adicion de (NH),SO; al 45 % y
agitacion durante 3 h a 4 °C. Después de este tiempo, 1a disolucion se centrifugé (5000
rom, 4 °C y 30 min) v se llevé a cabo una segunda etapa de precipitacién (toxina B)
mediante la adicion de (NH),SO, hasta un contenido final del 70 %. La segunda fraccidn
se agité durante 3 h a 4 °C y después se centrifugé de nuevo (5000 rpm, 4 °C y 30 min).
Los sedimentos resultantes de las etapas de precipitacion se suspendieron en 5 ml de
Tris/HCI 50 mM de pH 7,5. Las dos fracciones (toxinas A y B) recibidas de la precipitacion
con (NH),SO, se purificaron adicionalmente mediante una centrifugacién en gradiente de
densidad de sacarosa. Por lo tanto, se preparé un gradiente de densidad de sacarosa
colocando 4,5 ml de las siguientes disoluciones de sacarosa en orden creciente en un
tubo de ultracentrifuga: 10 %, 18,75 %, 27,50 %, 36,25 % y 45 % de sacarosa en Tris/HCI
50 mM de pH 7,5. Las fracciones de toxina se afnadieron en la parte superior, y el tubo se
centrifugd durante 35 h a 4 °C y 100.000 g. E! gradiente resultante se recogié¢ en
alicuotas de 2 ml. E! contenido de toxina de las muestras se midié mediante ensayos de
citotoxicidad con células CHO-K1. Por lo tanto, se cultivaron células CHO-K1 (ATCC
CCL-61) en medio DMEM/F 10 que contenia un 10 % de FCS, 0,5 % de L-glutamina y 0,5
% de penicilinafestreptomicina. Se prepararon monocapas de células (alrededor de 4000
por pocillo) en placas de microtitulacion de 98 pocillos y se incubaron a 37 “C y 5 % de
CO; durante 24 h, Tras el tiempo de incubacién, se prepararen diluciones 1/10 de las

muestras que contenian toxina. Tras la eliminacion del medio de las celulas, se afadieron
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las diluciones de toxina. Se examinaron los efectos citotéxicos microscépicamente tras 24
h mediante un microscopio invertido.

Se uso el siguiente esquema para determinar la citotoxicidad:

positivo (+). > 90 % de células redondeadas

negativo (-): < 90 % de células redondeadas

Las fracciones que contenian toxina de la centrifugacién en gradiente de densidad
de sacarosa se mezciaron (cada una para la Toxina A y la Toxina B} y se diluyeron 1:2
con Tris/HCI 50 mM de pH 7,5. Las muestras (de Toxina A o Toxina B) se cargaron en
una columna de intercambio iénico y utilizd un gradiente de NaCl que oscilaba de NaCl
50 mM en Tris/HCI 50 mM de pH 7,5 a NaCl 700 mM en Tris/HCI 50 mM de pH 7,5 (A
NaCl 5 mM/ml) para eluir la toxina. Se recogieron fracciones de 2 ml. El contenido de
toxina de las muestras se midi6 mediante ensayos de citotoxicidad con células CHO-K1.
Las fracciones que contenian toxina se mezclaron y se concentraron mediante una etapa
de ultracentrifugacion durante 15 min a 4 °C y 5000 rpm. A las disoluciones de toxina
obtenidas se les afiadié un 20 % de glicerina y las muestras se almacenaron a -20 °C.

Las etapas de purificacion se monitorizaron también mediante SDS-PAGE. Las
proteinas se visualizaron mediante tincién de Coomassie. Se determiné la concentracion
de las muestras de toxina finales mediante la comparacién de la cantidad de toxina en los
geles de SDS con patrones de BSA. La comparacion se lievo a cabo mediante ajuste
optico y mediante analisis informatico.

Las preparacicnes de vacuna se prepararon mediante la induccién de la escision
autocatalitica de las toxinas afiadiendo DTT e IP,. La escision de la Toxina A se llevd a
cabo en H,O a un volumen final de 50 pl mediante la adicion de IPg 3 mM y DTT 50 mM.
La escisién de la Toxina B se llevd a cabo en H,O a un volumen final de 100 pl mediante
la adicion de IPg 1 mM y DTT 150 mM. La autoescision se llevo a cabo durante la noche a
37 °C en un aparato rotatorio.

Los productos de escision resultantes se analizaron mediante un ensayo de
citotoxicidad y mediante analisis de SDS PAGE. Los ensayos de citotoxicidad se llevaron
a cabo con células CHO-K1 y células Caco, ya que las células Caco mostraron una
sensibilidad superior hacia la Toxina A. Las células Caco se cultivaron en medio MEM
que contenia un 10 % de FCS y un 0,5 % de penicilina/estreptomicina en los pocillos de
una placa de microtitulacién de 96 pocillos incubada a 37 °C y 5 % de CO; durante 48 h.
El ensayo de citotoxicidad mostré una reduccién de la citotoxicidad de al menos 10°
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veces para la toxina A y 10* veces para la toxina B tras 24 h. La eficacia de la escisidn se
visualizd mediante un analisis de SDS PAGE tenido con Coomassie.

Se prepararon dosis de vacunas con las toxinas inactivadas respectivas (toxoides)
con el sistema adyuvante de Sigma (emulsion aceite en agua con Monofosforil Lipido A y
dicorinomicolato de trehalosa sintétice). Las concentraciones de toxoides se determinaron
mediante la comparacién de la cantidad de toxina en geles de SDS con patrones de BSA.
La comparacion se llevo a cabo mediante ajuste 6ptico y mediante andlisis informatico. El
adyuvante se reconstituyd como describio el fabricante con PBS y se mezcld 1:1 con la
muestra de toxoide respectiva.

El modelo de organismo clasico para la infeccién por Clostridium difficile es el
hamster sirio. Los hamsters sirios reaccionan de manera muy sensible a la infeccién, y
desarrollan signos clinicos y alteraciones patologicas similares a las de los seres
humanos. Asi, el modelo de infeccién en hamster es un modelo muy estricto que finaliza
con una mortalidad del 100 % de los animales infectados.

En los ensayos, los hamsters sirios con un peso corporal de 60-80 g en el
momento de su inclusion se adquirieron de Charles River, D-97633, Sulzfeld, Alemania.
Los animales se distribuyeron aieatoriamente en los grupos respectivos en el momento
de la llegada a la instalaciéon de ensayo, y se les proporcioné un periodo de aclimatacién
adecuado de al menos 5 dias. Los animales se vacunaron 3 veces a intervalos de 2
semanas. 14 dias tras la ultima inmunizacion, se llevd a cabo la infeccion con Clostridium
difficife. 24 h antes de la exposicion oral a Clostridium difficile, se administraron oralmente
2 mg de Clindamicina a cada animal. La administracién del antibiético Clindamicina
predispone a los animales a la infeccion por C. difficile alterando la flora bacteriana
normal del intestino.

A lo large de un periodo de 7 dias tras la exposicion, se llevaron a cabo examenes
clinicos cuidadosos diariamente y se registraron los hallazgos clinicos. En varios
momentos durante el estudio, se tomaron muestras de sangre y los sueros se analizaron
en busca de anticuerpos que inhibiesen la citotoxicidad de la Toxina A y la Toxina B en
las células cultivadas. Por lo tanto, se sembraron células CHO-K1 a 5000 células/pocillo
en placas de 96 pocillos en medio DMEM/F10 que contenia un 10 % de FCS, 0,5 % de L-
glutamina y 0,5 % de penicilina/estreptomicina y se incubaron a 37°C y 5 % de CO,
durante la noche. Se prepararon diluciones de los sueros de hamster en el medio y se
incubaron durante 1 h a 37 °C con diluciones de las toxinas A y B. Las toxinas se habian

diluido hasta concentraciones que provocan > 90 % de redondeamiento de las células
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tras 3 h y 24 h. El redondeamiento de las células se determiné microscopicamente tras 3

h y 24 h como se describidé anteriormente. El titulo de neutralizacién se definié como el

valor reciproco de la dilucién de suero mas elevada que inhibi6 completamente el

redondeamiento de las células tras 24 h.

El objetivo del estudio fue determinar si las inmunizaciones subcutaneas repetidas

con dosis diferentes de una combinacién de toxinas A y B inactivadas es biocompatible, y

si se puede inducir proteccion contra una infeccién por C. difficile. Por lo tanto, se usaron

12 hamsters sirios macho que se habian distribuido aleatoriamente en los 4 grupos

respectivos en el momento de la llegada a la instalacion de ensayo. Cada grupo consisti6

en 3 animales. Los grupos se vacunaron en dias diferentes y con dosis crecientes para

ser capaces de reaccionar a los efectos téxicos potenciales tras la vacunacion.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N (animales) 3 3 3 3
Volumen de | 100 pl de sistema adyuvante de Sigma por dosis
dosis
1. Inmunizacién | Toxoide  A/B, | Toxoide A/B, | Toxoide  A/B, | Adyuvante
cadauno 1pg |cadaunc1pg | cadauno 1,5 pg
2. Inmunizacién | Toxoide  A/B, | Toxoide A/B, | Toxoide  A/B, | Adyuvante
cadauno2 g |cadauno3 pg | cadauno4 g
3. Inmunizacién | Toxoide  A/B, | Toxoide A/B, | Toxoide  A/B, | Adyuvante
cadauno4 g |cadauno4pug | cadauno4 g
Resumen del estudio:
Dia del | Procedimiento
estudio
-5 Toma de muestras iniciales de sangre, aproximadamente 100 pL de suero
por animal
0 Administracién al Grupc A y D del articulo de ensayo respectivo,
subcutanea, 100 pL y determinacién del peso corporal
2 Administracién al Grupo B del articulo de ensayo respectivo, subcutanea,
100 L y determinacion del peso corporal
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29

4 Administracién al Grupo C del articulo de ensayo respectivo, subcutanea,
100 pL y determinacion del peso corporal

14 Administracién al Grupo A y D del articulo de ensayo respectivo,
subcutanea, 100 ul y determinacién del peso corporal

16 Administracién al Grupo B del articulo de ensayo respectivo, subcutanea,
100 ul. y determinacién del peso corporal

18 Administracion al Grupo C del articulo de ensayo respectivo, subcutanea,
100 pL y determinacion del peso corporal

30 Administracién al Grupo A - D del articulo de ensayo respectivo,
subcutanea, 100 pL y determinacién del peso corporal

38 Toma de muestras de sangre, aproximadamente 100 uL de suero por
animal

43 Tratamiento con antibidtico (Clindamicina 2 mg/ animal), de forma oral

44 Exposicion a Clostridium difficite (1,77x10% animal) de forma oral, 24 horas
tras el tratamiento con el antibidtico; determinacién del peso corporal

45 - 47 Inspeccién clinica 5 veces al dia

48 - 51 Inspeccidn clinica 3 veces ai dia

52 Toma de muestras de sangre de los animales supervivientes

Seccidn de animales- en el dia 52, en caso de muerte o en el dia del

sacrificio (si los animales desarrollaron signos graves de sufrimiento).

Ninguno de los animales tuvo signos clinicos tras la vacunacion subcutanea, y asi

la dosis de toxina se pudo incrementar hasta 4 pg en cada caso para los toxoides Ay B.

Ademas, los animales del grupo de control no mostraron reacciones a la vacunacion

subcutanea, lo que demuestra que el sistema adyuvante de Sigma fue bien tolerado ai

aplicarlo de forma subcutanea. La determinacion del peso corporal en varios dias durante

el estudio confirmd también la buena tolerancia de la vacunacidon. Todos los animales

aumentaron de peso hasta la exposicidon. El aumento del peso de los animales

vacunados con toxina fue comparable al del grupo de control. Ademas, el ultimo peso

medidc antes de la exposicion de los animales vacunados con toxina (media: Grupo 1:

140,3 g; Grupo 2: 136,3 g; Grupo 3: 144 g) estuvo en el intervalo del peso de los

animales de contral (Grupo 4 medio: 141 g).
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Tras la exposicién en el dia de estudio 44, los animales del grupo de control
murieron en 2-3 dias. En comparacidn, todos los animales vacunados con las toxinas
escindidas sobrevivieron durante mas tiempo, y 2 animales practicamente no mostraron
signos clinicos hasta el final del estudio (animal del Grupo 1 N° 1; Animal dei Grupo 3 N°
1).

El animal N° 1 del grupo 1 desarrollé solamente heces blandas en el dia de
estudio 47, pero se recuperd rapidamente y no tuvo hallazgos clinicos en el siguiente dia
de estudio y hasta el final del estudio. El otro animal que sobrevivié hasta el final del
estudio (N® 1 de! grupo 3) mostré heces blandas, perineo manchado, ligeramente
himedo, y actividad esponténea ligeramente reducida a partir del dia de estudio 47 en
adelante hasta el dia de estudio 50. No tuvo signos clinicos en el dia de estudio 51.

Grupo Animal | Muerte/Sacrificio en el
N dia de estudio

Grupo 1 1 final del estudio (52)
2 48
3 50

Grupo 2 1 48
2 48
3 48

Grupo 3 1 final del estudio (52)
2 48
3 50

Grupo 4 1 46

rupo de

::?ontf:ol) 2 &

3 47

Basandose en estos resultados, las inmunizaciones con toxoide A/B han inducido
inmunogenicidad y proteccién parcial: Todos los animales vacunados sobrevivieron
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durante mas tiempo que los animales de control. Aungue la exposicién fue letal para
tados los animales de control, 2/9 animales vacunados sobrevivieron hasta el final del
ensayo. Ademas, el analisis de los sueros de los hdmsters en el ensayc de neutralizacion

de citotoxicidad confirmé el desarrollo de una respuesta inmunolégica.

Grupo Titwlo de neutralizacidn | Titulo de neutralizacion de
de la citotoxicidad del [la citotoxicidad del suero
(N° de |Animal |sueroc d=-5 d=38
hamsters) Anti-A™ |Anti-B  |Anti-A™' | Anti-B™?
1(3) 1 0 0 50 <10
2 0 0 25 10
3 0 0 50 <10
2 (3} 1 0 0 25 <10
2 0 Q 50 <10
3 0 0 50 <10
3 (3) 1 0 0 10 10
2 0 0 50 <10
3 0 0 50 <10
4 (3) 1-3 0 0 0 0

No se pudieran detectar anticuerpos neutralizantes de la citotoxicidad contra la
toxina A o B en los sueros antes de |la vacunacion, y los animales del grupo de control
siguieron estando sin anticuerpos neutralizantes hasta la dltima toma de muestras de
sangre en el dia de estudio 38. Todos los animales vacunados desarrollaron anticuerpos
neutralizantes contra ambas toxinas después de las tres vacunaciones (dia de estudio

38}, lo que demuestra claramente la inmunogenicidad de la preparacién de toxina

%0
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inactivada. Ademas, el titulo de la exposicion podria ser demasiado elevado en este
modelo de hamster sensible, y podria ser necesaria una adaptacién adicional.
Observando las tasas de supervivencia de los diferentes grupos vacunados, no se pudo
observar un efecto relacionado con la dosis. Esto se puede correlacionar con las
pequefias diferencias en la concentracion de toxoide aplicada, y por lo tanto todos los
animales vacunados se pueden considerar mas bien como un grupo vacunado.

En conjunto, los resuitados de este estudio demuestran que mediante la escisidn
autocatalitica la toxina inactivada se tolera bien, puede inducir una respuesta

inmunolégica y proteccién parcial contra la infeccion.
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REIVINDICACIONES
.

Procedimiento para la produccion de una vacuna contra patégenos bacterianos
que producen una toxina AB, que comprende

{(a) cultivar el patégeno en condiciones en las que se produce ia toxina AB, y

recoger el cultivo;
(b) escindir la toxina AB enzimaticamente in vifro; y
(c) combinar la composicion de la etapa (b) con un vehiculo farmacéutica-

mente aceptable,

Procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que se usa fosfato de inositol, preferi-

blemente hexafosfato de inositol, como cofactor de la escision enzimatica.

Procedimiento de ia reivindicacion 1 0 2, en el que las células se separan del me-

dio de cultivo tras la recogida, y se escinde |a toxina AB en el medio de cultivo.

Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la toxina
AB se purifica a partir de la recogida antes de la escisién, preferiblemente a partir

del medio de cultivo.

Procedimiento de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el patégeno es del género
Clostridium, preferiblemente C. difficile, C. sordellii, C. botulinum, C. perfringens,
C. ftetani o C. novyi, o del género Vibrio, preferiblemente V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. splendidus o V. anguillarum, o del género
Xenorhabdus, preferiblemente X nematophifa, X. bovienii, o del género Yersinia,
preferiblemente Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. enterocalitica, o Y. molfaretti,
o del género Bordetella, preferiblemente B. pertussis, B. paraperiussis o B.
bronchiseptica, o del género Actinobacillus, preferiblemente A. pleuropneumoniae,

0 A suisy E. coli.

Procedimiento de la reivindicacidn 5, en el que el patégeno es Clostridium difficile

y la Toxina A se purifica a partir de la Toxina B antes de la escisién.

3/
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Procedimiento de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se afade un adyuvante a la

composicion.

Vacuna producida con el procedimiento segun las reivindicaciones 1a 7.

La vacuna de la reivindicacién 8, que comprende Toxoide A y/o Toxoide B de
Clostridium difficile.

Vacuna contra la diarrea inducida por Clostridium, que comprende Toxoide A y/o
Toxoide B de Clostridium difficile, en donde dicho Toxoide A y/o Toxoide B han
sido generados a partir de Toxina A y/o Toxina B mediante escisién autocatalitica,
opcionalmente junte con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Uso de una vacuna producida segun una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes para la vacunacion de animales, que incluyen los seres humanos,
contra una infeccién por patégenos que producen toxinas AB.

Método de vacunacién de animales, que incluyen los seres humanos, contra una
infeccién por patégenos que producen toxinas AB, que comprende administrar
una cantidad eficaz de una vacuna producida segin una cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7 a un animal, que incluye un ser humano.
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RESUMEN
PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE VACUNAS

La invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de una vacuna
contra patégenocs bacterianos que producen una toxina AB, como Closiridium, que com-
prende (a) cultivar el patdbgeno en condiciones en las que se produce la toxina AB, y
recoger el cultivo, {b) escindir la toxina AB enzimaticamente in vitro, preferiblemente
mediante el uso de hexafosfato de inositol como cofactor, y (¢) combinar la composicion

de la etapa (b} con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Como resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de la Decisidn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regia
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:
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cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
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enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerar¢ abandonada y
perderd su prelacion. :

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

——

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C) " 1 AGU 2[}”
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Teniendo en cuenta gue el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesario que
cancele la tasa establecida por cada reivindicacidn adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Codige Contencioso Administrativo, se le
requiere para gue dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacidén del presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
la misma codificacion, respecto de las reivindicaciones adicionales.
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