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ANEXQ

Hl documento que acredita la calidad de REPRESHNTANTHS
LRGALES en Bogotd de los doctores ALICTA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ pan TODOS LOS ASUNTOS
REI.ACIONADOS CON LA PROPIEDAD TNDUSIRIAL de Ia
socicdad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, sc esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconncer la personerfa de cada uno
de dichos Represeniantcs (egales para actuar dentro del presentc
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en
cualquier tiempo respecto de Ia acolicitud en & contenida.
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Yo, al infrancrits, JAMES EKRR MILLICGAN, Notario Pdblico do ia Cluded
de Londres, Ingicterrs, por la Autoriiad Roal debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

QUE ea auténtien la firms sumwita al pia dol adjunto Poder, por ans dol pufin
y Jotra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
jdentided consta, Apoderudo de o Suciedad &uominads
“GLAXOSMITHRLINE BIOLOGICALS S.A." (antcsinrmante denominada

“Smithkline Reacham Riclugioals s.0."), Sacieded legnimente esnstitaide

y exisionte do ncuerdo con lus loyen de Béigicn, cou domicilio social cn Rua de
Mnatitur 89, B-1390 Rixensart, Rilgicu:

QUE ol citndo Selior Don MARCUB JONATHAN WILLIAM DALTON extd
debida y suficicntements autorizady pave firmar documonton de eata class, e2
vircud del Poder otorgado en su favor por la refaridu Sociedud fechado o 18
do junio de 3002, cuyo original e tonido u la vieea.

Y QUE los ohjetos pare o cusles ms oturgd dicho Poder as sncuentn denivo
de los ohjeton v actividades de la -mwu,denmnbmhm

Mmymmmlumq e l- iy, -_

¥ PARA QUE. CONSTR y obee los afacion conducentop

qua firmo ¥ sallo en Londrey, 0] dis de huy primaro de
mil cuattro.

Notario Pablico de Londres, Inglatarra
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L08° abuo frmedos, GLAXOSMITHICLINE

. o SIOLOGICALS SA, (ne sociedad agarizade y

oxiatenco de conformidad cor: les leyss de Bligica.
oon dacnic 106 rue de I'insthut 89,

nombromes por of presenie a AlLICIA LLOREDA yo
GUSTAVO TAMAYO <
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Wa ¢iso authorize doclors ALICIA LLOREDA
ardlor GUESTAVO TAMAYO andior GNACIO
SANTAMARIA andlor ENRIQUE ALVARFZ, fo apply

peotocoliention of this documert and of any power
of attorney by any ano of them confcrrad n cur name,
belore the Office of industrial Proporty.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004.00-08-466
DE LAS PARTES PFRTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacidn de un Poder 2e Represontacion | egel, documento escrilc e~ inglés y
on aspefiol,

Caertificado Notarial {Sociadad) docsrento tanbién esctito en inglés y en espanol

Notarizacion. documento escrito en espadol.

APOSTILLA

(Convercién de La Haya de! 5 de Octubre de 1983) .

Roino Unido de la Gran Bretafia ¢ randa G Norty o
Pals: RdnoUnldodobGunBrahﬂaelMadelm i3
Este documento punsco )
ha sido firmedo cames Kerr Milligan
sctuando como No%ar:o Pdblico
lieva ef sello/estamoilla de dicho Notario Publ.co

CERTIFICADO

en Londres 8. &l 01 de sepliambre de 2004
por e Secretario de Eistado Prncpel de Su Majesiad para Asunics
Exteriores y de. Conmonwealth
Ndmero: G 749037
Sello/Estampiia: 10. m%&%




Lha v O LWl

g

SYQEXOR SIS N2 51
VAaASIN 0N M1003
A RIROA VRSV

“Theiaz ¢

EUE”EEEE
WORISIM



Sello da la Oficina de Aaumnics W. Gloss
Extegiorea y del Commnonweslih Por & Sacreario da Estado

8] este documento s va a usar ¢h un pais que no ¢8 parte do la Convancion
te La Haye del & de ootubre da 1581, debe preaentarac s (n seccidn consular
de (a misiin qua repressnta a eve pais. Una spostiie o certiicade d=
logatizacidn dnicamente onfirma que la fims, selio o satamplia sobre el
documento &8 autanlica No significa que los contenidos del documnento sesr
comecios o qua la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwosith aprusbe los
contenidos.

Traduekio segdn m: mejor saber y entender, ssle din 9 de septiamive de
2004. o ks ciudad de Bogatd. D C.. por Anlte Escobar da Temayo, Traductors

Oficiel, Res. 2177 da 1989. Ministero da Justicia. Repdblics de Colambla.
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1. Relvindicuciones; 1-36,38-54

Procoros pava purificar bacterial cltolisin y se uso en formulacion de
camposiciones/ vacanas inmuangenices

2 Relvindicarigney; 37
Procesas para destosdficar una bacturia toxing por modificacion quimica.
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REIVINDICACIONES

1. Ur proceso para purificacién de une c'isna bacieriara, que
comprende |os pasos de:

8) cultivar un cult vo do cé.uias que axprosen citolisina baclerians.

b) properar un exiracio a partir del cudhvo que contiune citolising
becter:ane:

c) elazar la cioisine becleriana de agregado soluble conternda
en ol exiracio, en presoncia de detergerie, a un malerial de
cromatografia de interaccién hidrofébico, bejo condiciones de
sa’ alia {preferiblomen's sal 0.8-2 M);

d) elur la citolisina bacteriana en presencie de detergeris bejo
condiciones do sl baja (preferiblenente sa: 0-C.2M).

N

El proceso de .a raivindicecion 1, que ademis comprends 08 pasce

@) remover ol detergento do Ia citoksine bacteriana

f)  solublizer (a cilclisine bacteriana mediarvte w adicién do un
desnaturalizarte.

g} temover ol dearst.razanie de ‘a ciiolisine becioriana.

3.  El procaso de le rolvindcacién 1 y 2, er donde la criolising bacleriena
@3 noumoiisins noumocdcica.

4. E. proceso ds lss revindicacionss -3, en gonde el paso b) irvolucra
& rompimiento mecdnico de las cllulas.

8.  El proceso de las reivindicaciones 1-4. en donde el paso o) involucta
ol tratamierto con detergents.

8.  El proceso de las reivirdicaciones 1-5, en donde el wismo detergerts
ostd pressile on [Cs pasos ¢) y d).



7.  El procoso de In relvind:cecién 5, on donde ef misro delergente estd
presertis en los pasos b), ¢) y d}.

8.  El proceso de &3 reivindicacionos 4-7, en donds el detergentie estd
presenie en una concertracién entre 0.1 y 5% (pv).

9.  El proceso de cuaiquier reivindxcacion anterior, en donde ¢l paso b)
involucra la centrifugactdn de maleria! de céiuia deleriorado y recoleccién de
un scbrenadants como el axtracio del peso c).

10. E proceso de cuaiquier reivindicecién anterior, en domnde e Tmasteral
de cromatografie de interaccidn hidroféico usado en el paso ¢) contiens
Grupos SToMitcos.

1, El proceso de = revndicecidn 10. en donde o materiel de
cromatogrsfia hidrofGbico s ‘ent sofarces.

12.  El proceso de cuaiqu:er relvindicacién arter:or, on donde el detergenis

presente on ia soliciér: usada en ¢l paso ¢) y/o paso d) es ur de’ergents
alifético

3. El proceso de [a reiviragicacién <2, en donde el astergente alidtica es

un delergente que os capaz de reducir ol tamafo de ios agregados de

14. El proceso de cuaiquier relvindicacién anter:or. en donde el delergents
@8 laurot sarcosinato de sotn.

15. El proceso de cusiquier reivindicacién snierior, en donde Ias
condiciones de sal alta dei paso ¢) contienen sal entre 06 My 2M.

16. E! proceso de cusiquisr reviudicacir ererior. en donde ia aciucdn
usada en ol paso ¢) yfo d) contisne ura sa! seseccioneda del grupo
consistente do cloruro de 800, cloruro do magnesio, conxro de amonio,
sJlfalo de sodio, sulfato de magresio. sulfato de amonio, fosfeto de sodio,
foefato de magnesio, fostaio de amonio,
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17. El proceso de cualquier reivindicacién anterior, en donde las
condiciones usadas en el paso c) y/o paso d) estdn entre pH 6-8,
preferiblemente aproximadamente pH 7.

18. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, en donde las
condiciones usadas en el paso d) contienen sal 0-0.1 M.

19. El proceso de la reivindicacion 18, en donde las condiciones usadas
en el paso d) contienen sal 0-40 mM.

20. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, en donde el paso e)
involucra la remocién de detergente mediante diafiltracion o diélisis.

21. El proceso de la reivindicacion 20, en donde la diafiltracion/didlisis es
contra un amortiguader bajo en sal de pH B8-10, preferiblemente
aproximadamente pH 9.

22. El proceso de las reivindicaciones 2-21, en donde e! paso f) involucra
la desnaturalizacion de citolisina bacteriana mediante la adicién de un
desnaturalizante, y el paso g) involucra el repliegue de [a citolisina
bacteriana mediante la remocién gradual del desnaturalizante.

23. El proceso de las reivindicaciones 2-22, en donde el desnaturalizante
usado en el pasoc f) es clorhidrato de guanidina.

24. El proceso de la reivindicacién 23, en donde se usa clorhidrato de
guanidina 5-8 M.

25. El proceso de las reivindicaciones 22-24, e donde la citolisina
bacteriana es contactada con urea 5-9 M durante el paso f).

26. EIl proceso de la reivindicacion 25, en donde el paso f) involucra
contactar la citolisina bacteriana con clorhidrato de guanidina 5-8 M, seguido
del intercambio del clorhidrato de guanidina por urea 5-9M.

27. El proceso de las reivindicaciones 22-26, en donde un agente reductor
esta presente durante al menos parte de los pasos f) y g).

28
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28. El proceso de la reivindicacion 27, en donde el agente reductor es
DTT 0.1-10 mM, preferiblemente aproximadamente DTT 1 mM.

29. El proceso de la reivindicacién 2-28, en donde en el paso g), la
citolisina bacteriana es replegada de forma que su actividad hemolitica es re-
establecida por encima del 50% de la de la proteina plegada.

30. El proceso de la reivindicacién 2-29, en donde el paso g) involucra la
remocién del desnaturalizante mediante diafiltracién o didlisis.

31. El proceso de la reivindicacién 30, en donde la diafiltracién o didlisis
es contra una solucion de pH 7-9.

32. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, que comprende un
paso adicional de destoxificacion de la citolisina bacteriana mediante
tratamiento qufmico.

33. El proceso de la reivindicacion 32, en donde el tratamiento quimico
involucra el uso de un agente de reticulacion.

34. El proceso de Ia reivindicacién 33, en donde el reactivo de reticulacién
contiene uno 0 MAS quimicos seleccionados del grupo consistente de
formaldehido, glutaraldehido, N-hidroxisuccinimido ésteres y GMBS.

35. El proceso de cualquier reivindicacién anterior, que comprende un
paso adicional de conjugar la citolisina bacteriana a un polisacérido capsular
bacteriano.

36. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, que comprende un
paso adicional de formular la citolisina bacteriana en una composicién de
vacuna con un axcipiente farmacéuticamente acepiable.

37. Un proceso para la destoxificacion de una toxina bacteriana que
comprende el paso de tratar una toxina con un compuesto quimico que es
reactivo con grupos amina primaria, en donde més del 50% de la toxina
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retiene un peso molecular entre el 20% de su peso molecular original
después del tratamiento, como se evalué mediante SDS-PAGE.

38. Una citolisina bacteriana purificada mediante el meétodo de la
reivindicacién 1-37.

30. La citolisina bacteriana de la reivindicacién 38, en donde la citolisina
bacteriana es neumolisina neumocdcica.

40. Un conjugado neumolisina-polisacsrido capsular bacteriano preparado
mediante el proceso de ia reivindicacion 35, en donde la citolisina bacteriana
es neumolisina neumocdcica.

41. Una composicién inmunogénica que comprende neumolisina ©
conjugado neumolisina-polisacérido bacteriano de la reivindicacion 39 o 40.

42. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 41, que ademas
comprende proteina A enlazante de colina, o un fragmento inmunogénico de
esta.

43. La composicidn inmunogénica de la reivindicacién 41 o 42, que
ademds comprende uno o0 méds de PhtA, PhtB, PhtD o PhtE, o un fragmento
inmunogeénico de estas.

44. La composiciéon inmunogénica de las reivindicaciones 41-43, que
ademas comprende un antigeno de Haemophilus influenzae no clasificable
(NtHi).

45. La composicion inmunogeénica de las reivindicaciones 4143, que
ademds comprende un antigeno de Moraxella catarrhalis.

46. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 41-45, que
ademads comprende un antigeno de RSV.

47. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 41-46, que
ademés comprende un antigeno del virus de parainfluenza.
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48. La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 41-47, que
ademds comprende un antigeno del virus de influenza.

49. Una vacuna que comprende neumolisina o conjugado de neumolisina-
polisacdrido bacteriano de la reivindicacion 39 o 40, y un excipiente
farmacéuticamente acepiable.

50. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica de las
reivindicaciones 41-48, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

51. Un proceso para hacer la vacuna de la reivindicacibn 50, que
comprende el proceso de la reivindicacion 36, en donde la citolisina
bacteriana es neumolisina neumocdcica, y un paso adicional de agregar uno
0 mas de los componentes adicionales de las reivindicaciones 42-48.

52. Una vacuna preparada mediante el proceso de la reivindicacién 36 o
51.

53. Un método para el tratamiento o prevencion de infeccion de
Streptococcus Pneumoniae, que comprende la administracion de la vacuna
de la reivindicacion 49, 50 o 52 a un huésped en necesidad de esta.

54. Un uso de la neumolisina o conjugado de neumolisina-polisacérido
bacteriano de la reivindicacion 39 o 40, en la preparacion de una vacuna
para el tratamiento o prevencién de infeccion de Streptococcus pneumoniae.

M
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CLAIMS

1. A process for purification of a bacterial cytolysin comprising the steps of:

a) growing a culture of cells expressing bactarlal cytolysin;

% L) proparing an extracl ircm the cullure containing baclerial cytolysin;

c) binding soluble aggregated bacterial cytolysin contalned In the extract In the
presence of detergent to a hydrophobic interaction chromatography material under
high salt (preferably 0.6-2M salt) conditions;

d) eluting bacterial cytolysin in the presence of detergent under low salt (preferably 0-

10 0.2M sall) conditions.

2. The process of clalm 1 further comprising the steps of:
@) removing detergent from the bacterial cytolysin
f) solubilising the bactarial cytolysin by addition of a denaturant;
15 g) removing the denaturant from the bacterial cytolysin.

3. The process of claim 1 or 2 wherein the bacterial cytolysin Is pneumococcal
pneumolysin.

20 4. )Mw procoss of claling 1-3 whorein slop b) involves mechanically breaking the cells.

5. The process of claims 1-4 wherein step b) involves treatment with detergent,

6. The process of claims 1-5 wherein the same detergent is present in steps ¢) and d).
25 .
7. The process of claim 5 wherein the same detergent is present In steps b), c) and d).

8. The process of claims 1-7 whereln the detergent Is present In a concentration of
between 0.1 and 5% (wiv).
30
9. The process of any preceding claim whereln step b) involves centrifugation of
disrupted cell material and collection of a supematant as the extract of step c).

10. The process of any preceding claim wherein the hydrophobic Interaction
35 chromatography material used in slep c) conlains aromatic groups.

37
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11. The process of claim 10 wherein the hydrophobic chromatography material is phenyi-
sepharose.

12. The process of any praceding claim wherein the detergent present in the solution used
In stap ¢) and/or stap d) Is an aliphatic dolorgunt,

13. The process of claim 12 wherain the aliphatic detergent is a detergent that Is able to
reduce the size of pneumolysin aggregates to render them soluble.

14. The process of any preceding claim whersin the detergent is sodium lauroly
sarcosinate,

15. The process of any preceding claim wherein_the high salt conditions of step c)
contains between 0.6M and 2M salt. \\'

16. The process of any preceding claim wherein the solution used In step ¢) and/or d)
contalns a salt selected from the group consisting of sodlum chloride, magnesium
chloride, ammonium chioride, sodium sulphate, magneslum sulphate, ammonium
sulphate, sodium phosphate, magnesium phosphate, ammonium phosphate.

17. The process of any preceding claim wherein the conditions used in step ¢) and/or step
d) are between pH 6-8, preferably around pH 7.

18. The process of any preceding claim wherein the conditions used in step d) contain 0 -
0.1M satt.

18. The process of claim 18 wherein the conditions used In step d) contain 0-40mM salt.

20. The procass of any preceding claim wherein step e) Involves the removal of detergent
by dlafiltration or dlalysis.

21. The process of claim 20 whereln the diafitration/dialysis is against a low salt buffer of
pH 8-10, preferably around pH 9.

38
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22. The procsss of claims 2-21 wherein step f) involves denaturing the bacterial cytolysin
by addition of a2 denaturant and step g) Invoives refolding the bacterial cytolysin by
gradually removing the denaturant

23. The process of claims 2-22 wherein the denaturant used In step f) Is guanidine
hydrochloride.

24. The process of claim 23 whereln 5-8M guanidine hydrochloride is used.

25. The process of claims 22-24 whereln the bacterial Cytolysin Is contacted with 5-9M
urea during step f). '

26. The process of clalm 25 wherein step f) involves contacting bacterial cytolysin with 5-
8M guanidine hydrochloride followed by exchanging the guanidine hydrochloride for 5-
9M urea.

27. The process of claims 22-26 wherein a reducing agent is present during at least part
of steps f) and g).

28. The process of claim 27, wherein the reducing agent Is 0.1-10mM DTT, preferably
around 1mM DTT.

28. The process of claim 2-28 wherein In step g) bacterial cytolysin is refolded so that its
haemolytic activity is restored to above 50% of that of the folded protein.

30. The process of claim 2-29 wherein step g) involves removal of the denaturant by
diafiltration or dialysls.

31. The process of claim 30 wherein diafiltration or dialysis Is against a solution of pH 7-9.

32. The process of any preceding claim comprising a further step of detoxifying the
bacterial cytolysin by chemlcal treatment.

33. The process of claim 32 wherein the chemical treatmant involves use of a crosslinking
agent.

39
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34. The process of claim 33 wherein the crosslinking reagent contains one or more
chemicals selacted from the group consisting of: formaldehyde, glutaraldehyde, N-
hydroxysuccinomido esters and GMBS.

35. The process of any preceding claim comprising a further step of conjugaling Lhe
bacterial cytolysin to a bacterial capsular polysaccharide.

36. The process of any preceding claim comprising a further step of formulating bacteral
cytolysin into a vaccine composition with a pharmaceutically acceptable exclpient.

37. A process for detoxification of a bacterial toxin comprising treating a toxin with a
chemical compound that is reactive with primary amine groups wherein over 50% of
the loxin retains a molecular weight within 20% of Its original molecular weight after
treatment, as assessed by SDS-PAGE.

38. A bacterial cytolysin purified by the method of claim 1-37.

39. The bacterial cytolysin of claim 38 wherein the bacterial cytolysin is pneumococcal
pneumolysin.

40. A pneumolysin-bacterlal capsular polysaccharide conjugate made by the process of
claim 35, wherein the bacterial Cytolysin is pneumococcal pneumolysin.

41. An immunogenic composition comprising pneumolysin or pneumalysin-bacterial
polysaccharide conjugate of claim 39 or 40,

42. The immunogenic composition of clalm 41, further comprising chollne binding protein
A or an immunogenic fragment thereof. :

43. The Immunogenic composition of claim 41 or 42 further comprising one or more of
PhA, PhtB, PhtD or PhiE or an immunogenic fragment thereof.

44. The immunogenic composition of daims 4143 further comprising an antigen from non
typeable Haemophilus influenzae (NtHI).

*
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45. The immunogenic composition of claim 41-44 further comprising an antigen from
Moraxella catarrhalis.

46. The immunogenic composition of claim 41-45 further comprising an antigen from RSV,

47. The immunogenic composition of claim 41-46 further comprising an antigen from
parainfluenza virus.

48. The Immunogenic composition of claim 41-47 further comprising an antigen from
influenza virus.

49. A vaccine comprising pneumolysin or pneumolysin-bacterial polysaccharide conjugate
of claim 39 or 40 and a pharmaceutically acceptable excipient.

50.A vaccine comprising the immunogenic composition of claims 41-48 and a
pharmaceutically acceptable exciplent.

51. A process of making the vaccine of claim 50 comprising the process of clalm 38
wherein the bacterial cytolysin is pneumococcal pnsumolysin and an additional step of
adding one or more of the additional components of claims 42-48.

52. A vaccine made by the process of claim 38 or 51.

53. A method of treatment or prevention of Streptococcus . pneumoniae infection
comprising administration of the vaccine of claim 49, 50 or 52 to a host In need
thereof.

54. A use of the pneumolysin or pneumolysin-bacterial polysaccharide conjugata of claim
39 or 40 in the preparation of a vaccine for the treatment or prevention of
Streptococcus pneumoniae Infection.

41

%o
36

bl



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capftulo II del Tratado de Cooperacién de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del
solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416
CLJ/VB60139
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional | Fecha de prioridad
(dfa/mes/ afic) (dfa/mes/aflo)
PCT/EP 2004/ 002641 11.03.2004 13.03.2003

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
C07K14/315, C12P21/00, A61K39/09, C07K1/20

Solicitante
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. etal

1.

Este reporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional bajo el Arficulo 35 y trasmitido al solicitante de
conformidad con el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total de __7 hojas, incluyendo esta caréitula.
Este reporte también es acompafiado por ANEXOS, que comprenden:
a (enviado ol solicitante y a la Oficina Infernacional) un total de _4 ___ hojas, como sigue:

[ hojas de Ia descripcién, relvindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la
base de este reporte y/o hojes que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver
Regla 70.16 y Seccién 607 de las Instrucclones Administrativas).

[0 hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va mids alld de la revelacidn en 1a solicitud internacional como se
presents, como se indict en el ftem 4 de 1a Casilla No. [ y Ia Casllla Suplementaria.

b. [ (enviado timicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar Hpo y ntimero de medio(s)
electrénico(s)) , que contienen un listado de secuencias y/o tablas con ello,
Anicamente en una forma legible en computador, como se indic6 en la Casilla Suplementaria
Relacionada con el Listado de Secuencias (ver Seccion 802 de las Instrucciones Administrativas).

Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

B Casilla No.I Bases del Reporte

[0 CesillaNo.' Prioridad

Bd CasillaNo.Il  No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

Bd CasillaNo.IV  Falta de unidad de invencién

Bd CasillaNo.V Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respecto a

novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que
sustentan dicha afirmacién .

[0 CosillaNo.Vl  Ciertos documentos citados
[0 CasillaNo.VII Ciertos defectos en la solicitud internacional
[0 (CasillaNo. VIl Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
02.12.2004 10.06.2005
Nombre y direccién de correo de la IPEA Funcionario autorizado
[qu.ll- HPntmtv = Ofﬁgel-'P.B 5818 Patentlaan 2
swijk-Pa; ;
Tei. 4970 3403040 Tl 851 epo nl Schneider, P

Fax +31 70 340-3016

Teléfono No. +31 70 340-4523

Forma PCT/IPEA/409 (portada) (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Soliritud internacional No. R
PATENTABILIDAD PCT/EP 2004/002641 3 B

Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecio al idiama, este reporte se basé en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue
presentada, a menos que se indique lo contrario segtin este item.

I:I Este Reporte se basé en una traduccién del idioma original al siguiente idioma———— , el cual es el
idioma de una traduccién suministrada para los propositos de:

[ ] biisqueda internacional (segtin Ia Regla 12.3. y 23.1 (b)).
[] publicacién de Ia solicitud internacional (segtin 1 Regla 12.4)
[[] examen preliminar internacional (segtin Ias Reglas 55.2 y/o 55.3).

2 Respecto a los elementos de la solicitud internacional este Reporte se bas6 en (hojas reemplazadas que has sido
suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién segiin Articulo 14, son referidas en este reporte

como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripeibn, piginas

1-36 como se presentaron originalmente
Reivindicaclones, nimeros

1-42 recibido el 02.12.2004 con carta del 01.12.2004
Dibujos, hojas

1/5-5/5 COmo se presentaron originalments

D la secuencila numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria a In Secuencia Numerada

3. Bl Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[J 1adescripcion, pginas

B las reivindicaciones, Nos.43-54

[] los dibujos, hojas/figuras

[] listado desecuencia (especificar)

[0 cualquier tabla(s) relacionadascon la serie de listados (especificar)

4. Este reporte ha sido establecido como ai (alguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta
indicado en la casilla suplementaria (regla 70.28)..

Ia descripclén, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/ figuras

secuencia que enumera (especificar)

algunas tabla(s) relatando secuencla numerada (especificar)

O0O0O00

*gi el Item 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas™

Farma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTA Solicitud internacional No.
PCT/EP2004/ 002641

Casilla No. ITI. No establecimiento de opini6n respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las cuestiones de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar nivel inventivo (ser no obvia)
o ser industrialmente aplicable no han sido examinadas respecto a:

[[] toda la solicitud internacional
DX 188 reivindicaciones Nos. 42
porque:

D dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. se relacionan con la siguiente materia
objeto las cuales no requieren examen preliminar internacional (especificar):

DhMﬂmrﬁﬁnﬁcadnmodibujos(MﬁnekmhswﬁmMnmﬁmudﬁn)odichu
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opini6n significativa (especifique):

D_hsrdvkﬂimdonuodichurdﬁndindonﬂNos.aﬁnsmmmdashnmdecundammbpmh
descripcién que no pudo formarse una opinién significativa.

E no se ha establecido un reporte de bisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos, 42

D el listado de secuencia de nucleétidos y/o aminodcidos no cumple con la norma proporcionada por
el Anexo C de las Instrucciones Administrativas en que:

1a forma escrita |:| no ha sido suministrada
D no cumple con la norma
Ia forma legible en computador D no ha sido suministrada
D no cumple con la norma
D Ias tablas relacionadas con el listado de secuencias de mcleétidos y/o aminodcidos, si dnicamente en
forma legible en computador, no cumple con los requerimientos técnicos proporcionados por el
Anexo C-bis de Ias Instrucciones Administrativas.

I:l ver Cagilla Suplementaria para detalles adicionales.

Forma PCT/IPEA/4D9 (Enero 2004)



REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2004/002641

Casilla No. IV Falta de Unidad en la invencién

1 E En respuesta a la invitaci6n a restringir o pagar tazas adicionales, el solicitante ha:
[C] Restringido las reivindicaciones
[] Pagado tazas adicionales

I:I Pagado tazas adicionales bajo protesta

E Ni restringido ni pagado tazas adicionales

2 I:I Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se cumple y decidi6, de acuerdo

con la Regla 68.1, no invitar al solicitante a restringirlo o pagar tazas adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencifn de acuerdo con las Reglas 13.1, 13.2 y 13.3
o
D Cumplido
No cumplido por las siguientes razones:
ver siguiente hoja

4. En consecuencia, las siguientes partes de Ia solicitud internacional, fueron el objeto del Examen Preliminar
Internacional para establecer este informe

[0 Todasla partes

[X] Las partes que se relacionan a las reivindicaciones Nos. 1-41

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Axticulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidadindustrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacifén
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-41
No: Reivindicaciones
Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 1-41

No: Reivindicaciones

Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-41
No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7):

ver siguiente hoja

Forma PCT/IPEA/ 409 (Enero 2004)
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INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA) Solicttud Internacional No. PCT/EP2004/002641

Re HemlV
Falta de Unidad de Invencién

Esta Autoridad considera que hay 2 invenciones cubiertas por las reivindicaciones como se
indica en la forma PCT/ISA/206.

Razén por la cual las invenciones no estin tan relacionadas como para formar un solo
concepto inventivo general, como lo requiere la Regla 13.1 PCT, ver también Forma

PCT/ISA/206.

Re ItemV
Declaracién Razonada con respecto a la novedad, mérito inventivo o aplicabllidad
Industrial; citaclones y explicaclones que soportan dicha declaraclén

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: MITCHELL T J ET AL.; BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, vol. 1007, no. 1, 1989,
paginas 67-72.

D2: QUEIROZ J A ET AL.; JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL, vol. 87, no. 2, Mayo 4 de 2001 (2001-05-04),
paginas 143-159.

D3: WO 96/05858 A (AMERICAN CYANAMID CO), Febrero 29 de 1996 (1996-02-29)

D4: Roettger et al.; Biotechnology Progress, 1989, vol. 5, no. 3, paginas 79-88.

1 Enmiendas (Art 28 PCT)

Se ha registrado un nuevo juego de enmiendas con una carta fechada 01.12.2004, revibidas

el 02.12.2004. Estas enmiendas se han basado en la solicitud como fue registrada, y por lo

tanto se consideran permitidas bajo Art. 28(2) PCT.

2  Novedad (Art. 33(2) PCT)

Forma PCT/hen separada/d09 (hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA) Solicitud Internacional No. PCT/EP2004/002641

La presente solicitud revela un proceso para purificacién de una citolisina bacteriana, que

comprende i.a., el paso de enlazar la citolisina de agregado soluble en presencia de
detergente, a un material de cromatografla de interaccién hidrofdbico, bajo condiciones de
sal alta de 0.6 a 2 M, como el Gnico paso cromatogréafico del procedimiento.

No se ha revelado tal proceso para la purificacién de citolisina bacteriana. El método
establecido usado en la técnica esta descrito en D1 y usa una cromatografia de sal baja a
250 mM y un segundo paso cromatografico sin detergente.

Como consecuencia, el objeto de las reivindicaciones 1 a 41 es nuevo bajo el Art. 33(2)
PCT.

3 Nivel Inventivo (Art. 33(3) PCT)

3.1 El Documento D1 es la técnica previa mas cercada al objeto de la reivindicacion
independients 1 y revela la purificacién de polipéptidos de neumolisina usando interaccion
hidrofébica sobre fenil-sefarosa (p. 68) de la cual, al objeto de la reivindicacién 1 difiere en
que se usa una concentracidn de sal mas alta para enlazar la neumolisina al material
cromatografico, y que esta presente un detergente.

El efecto técnico que esta asociado con dicha diferencia es que no se realiza un segundo
paso cromatografico para aumentar la concentracién de neumolisina. El problema a resolver
mediante la presente invencién es la provision de un procedimiento cromatografico
simplificado para purificar neumolisina/citolisina.

3.2 Como la citolisina es de valor inmunogénico conocido, existe una necesidad constante
en la técnica de optimizar el procedimiento de purificacién. El experto sabe acerca del
problema a ser resuelto.

A partir de la técnica, el experto también sabe que en D1 se usé una concentracién de sal
relativamente baja (205 mM) (ver e.g., D4, p. 87, Tabla 4, 0.5 a 1.3 M) para enlazar la
neumolisina. Por lo tanto él consideraria usar un rango mayor de concentraciones, e.g., el
rango de la presente solicitud. Sin embargo al hacer esto, el experto reconocerla el
problema de solubilidad de agregacién de las moléculas de protelna como se revela en la
presente solicitud (ver, e.g., p.1). Como esto tiene impactos negativos series en el proceso
de purificacién entero, el experto volveria a la concentracién en donde no ocurre agregacion,

i.e., a la baja concentracién de sal conocida en la técnica.
Foma PCT/hoja scparada/409 (hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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3.3 En la presente solicitud, estos problemas de solubilidad fueron parcialmente
compensados al adicionar un detergente. Como consecuencia, los agregados
permanecieron pequefios y solubles, y el paso cromatografico puedo hacerse bajo
condiciones de sal alta (NaCl 1.0 M). Esto conduce al efecto sorprendente que solamente
un paso de purificacién conduce a la purificacién de la protelna. Aunque se conocia en la
tdcnica que los problemas de solubilidad pueden ser resueltos usando detergentes (D2, p.
150), también es conocido del mismo pasaje de D2 que el detergente también se usa para
despojar columnas de cromatografia, i.e, para eluir todas las protelnas enlazadas, que por
supuesto, no es deseable en el paso de enlace al material de la columna.

Tomados juntos, no parece probable que el experto, tratando de resolver el problema
propuesto, tratara de trabajar a concentracién alta de sal con un detergente, teniendo en
cuenta los riesgos y sin tener expectativas razonables de éxito al mejorar el método
comparado con el método establecido a concentracién baja de sal.
Por lo tanto, se reconoce un mérito inventivo bajo el Art.33(3) PCT.

4  Aplicaclén Industrial (Art. 33(4) PCT)

Las reivindicaciones presentes cumplen el requisito de aplicabilidad industrial (Art. 33(4)
PCT).

Forma PCT/hoja scparads/409 (hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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REIVINDICACIONES

1. Un procesc para purificacién de una citolisina bacteriana comprendiendo las
etapas de:

a) desarrollar un cultivo de células que expresan citolisina bacteriana;

b) preparar un extracto del cultivo conteniendo citolisina bacteriana,

c) unir citolisina bacteriana agregada soluble, contenida en el extracto,
en la presencia de detergente a un material de cromatografia de
interacciébn  hidrofébica bajo condiciones ricas en sal
(preferentemente 0.6-2M);

d) eluir citolisina bacterilana en la presencia de detergente bajo
condiclones bajas en sal (preferentemente 0-0.2M).

2. El proceso segun la reivindicacién 1 comprendiendo ademés las etapas de:

e) remover detergente de la citolisina bacteriana

f) solubilizar la citolisina bacterlana por adicibn de un
desnaturalizante;

g) remover el desnaturalizante de la citolisina bacteriana.

3. El proceso segln la reivindicaciébn 1 o 2, caracterizado porque la citolisina
bacteriana es neumolisina neumocécica.

4, E! proceso segln las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la etapa b)
incluye rompimlento mecanico de las células.

5. El proceso segdn las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque la etapa b)
incluye el tratamiento con detergente.

6. El proceso segin las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque el mismo
detergente esta presente an las etapas c) y d).

7. El proceso segin la reivindicacidn 5, caracterizado porque el mismo detergente
asta presente en las etapas b), c) y d).

8. El proceso seglin las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque el detergente
osta presente en una concentracion de entre 0.1 y 5% (p/v).

9. El proceso seglin cualquler relvindicacién precedente, caracterizado porque la
etapa b) incluye centrifugaclén de material celular interrumpido y recoleccién de un

sobrenadante como el extracto de la etapa c).

HOJA ENMENDADA

V1



10. EIl proceso seglin cualquier reivindicacién precedente, caracterizado porque el
material de cromatografia de interaccion hidrofébico utilizado en la etapa c¢) contiene
grupos aromaéaticos.

11. El proceso segun la relvindicacion 10, caracterizado porque el material de
cromatografla hidrofébico es fenil-sefarosa.

12. EIl proceso segln cualquier reivindicacién precedente, caracterizado porque el
detergente presente en la soluciébn utilizada en la etapa c¢) y/o etapa d) es un
detergente alifatico.

13. EIl proceso segln cualquier reivindicacidn precedente, caracterlzado porque el
detergente es sarcosinato de lauroil de sodio.

14. El proceso segun cualquler reivindicacién precedente, caracterizado porque las
condiciones ricas en sal de |a etapa c) contienen entre 0.6M y 2M sal.

15. El proceso segln cualquier reivindicacidn precedente, caracterizado porque la
solucién utilizada en la etapa c) y/o d) contlene una sal seleccionada del grupo que
consiste de cloruro de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de amonio, sulfato de sodio,
sulfato de magnesio, sulfato de amonio, fosfato de sodio, fosfato de magnesio, fosfato
de amonio.

16. EIl proceso segin cualquier reivindicacién precedente, caracterizado porque las
condiclones utllizadas en la etapa ¢) y/o etapa d) son enire pH 6.8, preferentemente
aproximadamente pH 7.

17. E! proceso seglin cualquler reivindicaclén precedente, caracterizado porque las
condiciones utllizadas en la etapa d) contienen 0-0.1M sal.

18. EI proceso segln la reivindicaclén 17, caracterizado porque las condiciones
utilizadas en la etapa d) contienen 0-40mM sal.

18. El proceso segin cualquier reivindicacién precedente, caracterizado porque la
etapa e) incluye el retiro de detergente por diafiltracién o dialisis.

20. E! proceso segin Ila relvindicaciébn 19, caracterizado porque Ia
diafiltracidn/dialisis es contra un regulador bajo en sal de pH 8-10, preferentemente

aproximadamente pH 9.

HOJA ENMENDADA
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21. El proceso segln las reivindicaciones 2-20, caracterizado porque la etapa f)
incluye desnaturalizar la citolisina bacteriana por la adiciébn de un desnaturalizante y
etapa g) incluye replegar la citolisina bacteriana al remover gradualmente el
desnaturalizante.

22. El proceso segin las reivindicaciones 2-21, caracterizado porque el
desnaturalizante utilizado en la etapa f) es hidrocloruro de guanidina.

23. El proceso segln la reivindicaciéon 22, caracterizado porque 5-8M hidrocloruro de
guanidina se utiliza.

24. El proceso segun las reivindicaciones 22-24, caracterizado porque la citolisina
bacteriana se contacta con 5-9M urea durante la etapa f).

25. El proceso segidn la reivindicacién 24, caracterizado porque la etapa f) incluye
contactar citolisina bacteriana con 5-8M hidrocloruro de guanidina seguido por
intercambio del hidrocloruro de guanidina por 5-9M urea.

28. EIl proceso segin las relvindicaclones 21-25, caracterizado porque un agente
reductor esta presente durante al menos parte de las etapas f) y g).

27. E! proceso segun la relvindicacién 26, caracterizado porque el agente reductor
es 0.1-10mM DTT, preferentemente aproximadamente 1mM DTT.

28. El proceso segun las relvindicaclones 2-27, caracterizado porque la etapa g)
incluye retiro de! desnaturalizante por diafiltracién o didlisis.

28. El proceso segin la relvindicaciéon 28, caracterlzado porque la diafiltraciéon o
didlisis es contra una soluciéon de pH 7-9.

30. EIl proceso seglin cualquier reivindicacién precedente, comprendiendo ademas
una etapa adicional de destoxificar la citolisina bacteriana por tratamiento quimico.

31. El proceso segln la relvindicaclén 30, caracterlzado porque el tratamiento
quimico incluye uso de un agente de degradacion.

32. El proceso segtin la relvindicaclén 31, caracterizado porque el reactivo de
degradacion contiene uno o mas quimicos seleccionados del grupo que consiste de:

formaldehlido, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimido y GMBS.

HOJA ENMENDADA
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33. EIl proceso segln cualquier reivindicacidn precedente, caracterizado porque
comprende una etapa adicional de conjugar la citolisina bacterlana con un polisacarido
capsular bacteriano.

34. EIl proceso segun cualquier reivindicacibn precedente, caracterizado porque
comprende una etapa adiclonal de formular citolisina bacteriana en una composiclén de
vacuna con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

35. EI proceso seg(n la reivindicacion 34, caracterizado porque la citolisina
bacteriana se formula con protelna de unién de colina A o un fragmento inmunogénico
de la misma.

36. EI proceso segin la reivindicacién 34 o 35, caracterizado porque la citolisina
bacteriana se formula con uno o mas de PhtA, PhtB, PhtD o PhtE o un fragmento
Inmunogénico de los mismos.

37. EIl proceso segln cualquiera de las relvindicaciones 34-36, caracterizado porque
la citolisina bacteriana se formula con un antigeno de Haemophilus Influenzae sin tipo
(NtHI).

38. EI proceso segln cualqulera de las reivindicaciones 34-37, caracterlzado porque
la citolisina bacteriana se formula con un antigeno de Moraxella catarrhalis.

39. EIl proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 34-38, caracterizado porque
la citolisina bacterlana se formula con un antigeno de RSV.

40. EIl proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 34-30, caracterizado porque
la citolisina bacteriana se formula con un antigeno de virus de parainfluenza.

41. EIl proceso segln cualqulera de las relvindicaclones 34-40, caracterizado porque
la cltolisina bacteriana se formula con un antigeno de virus de Influenza.

42. Un proceso para destoxificacién de una toxina bacteriana comprendiendo tratar una
toxina con un compuesto quimico que as reactivo con grupos amina primaria en donde
arriba del 50% de la toxina mantiene un peso molecular dentro del 20% de su peso

molecular original después de tratamiento, como se valora por SDS-PAGE.

HOJA ENMENDADA
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i INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intarnational application No. ' l
ON PATENTABILITY PCT/EP2004/002641 4q

Box No.| Baasls of the report

1. With regard to the language, this report is based on the Intemational application in the language in which it was
filed, unigss otherwise indicated under this item.

O This report Is based on translations from the original language Into the following language ,
which is the language of a iranslation fumished for the purposes of:
0O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O international preliminary examination {under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elementa” of the intemational application, this report Is based on {replacement sheetls which
have been fumished io the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are relemed 1o In this
report as "originally filad” and are not annexed to this repori):

Deacription, Pages
1-36 as originally filed

Claims, Numbers

142 recelved on 02.12.2004 with letter of 01.12.2004
Drawings, Sheets
15-56 as originally flled

0 a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequsnce Listing

3. B The amendments have resulted In the cancellation of:

O the description, pages

B the claims, Nos. 43-54

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

0O any table(s) related to sequence listing (specify):

4, O Thie report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as Indicated in the
Supplementsl Box (Rule 70.2(c)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetafige

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "supersedad.®

Form PCTAPEA/408 {(January 2004)



-7 INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No. 5 O
ON PATENTABILITY PCTEP2004002641

Box No. i Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

1. The questions whaether the claimed invention appears to be novel, to involve an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respact of:

]
=

the entire Intemational application,
claims Nos. 42
because:

the said interational application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an intemational preliminary examination (epecify):

the description, claims or drawings (indicate particular elernents below) or sald claims Nos. are ao unciear
that no meaningful opinlon could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no intemational search report has been established for the said claims Naos. 42

the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions In that:

the wriiten form O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable fom [0  has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related 1o the nuclectiie andbor amino ack sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further detalls

Form PCTAPEA/408 (January 2004)



-» INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No. 5’

ON PATENTABILITY PCT/EP2004/002641

Box No. IV Lack of unlity of invention

-

. B In response to the invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has:
O restricted the claims.
O paid additional fees.
O paid additional fees under protest.
& nelther restricted nor paid additional fess.

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to
Rule 68.1, not to Invite the applicant io restrict or pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3
is

O complied with.
& not complied with for the following reasons:
seo soparate sheet
4, Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the IMemational application:
O all parts.
B the pars relating to clalms Nos. 1-41 .

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novsity, Inventive step or industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-44
No: Claims
Inventive atep (IS) Yes: Claims 1-41
No: Claims
industrial applicabillty (JA) Yes: Claims 141
No: Claims

2. Citations and explanations {Rule 70.7):
soe saparats sheet.

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATI NAL PRELIMINARY Intematonal application No.
REPORT ON PATENTABILITY 15y A
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/002641

Be ltem IV
Lack of unity of invention

This Authority considers that there are 2 inventions covered by the claims as indicated on
Form PCT/ISA/206.

For the reasons for which the inventions are not so linked as to form a single general
inventive concept, as required by Rule 13.1 PCT, see also Form PCT/ISA/206.

Beltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1: MITCHELL T J ET AL.; : BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, vol. 1007, no. 1,
1989, pages 67-72

D2: QUEIROZ J A ET AL.; JOURNAL. OF BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL, vol. 87, no. 2, 4 May 2001 (2001-05-04), pages
143-159

D3: WO 96/05859 A (AMERICAN CYANAMID CO) 29 February 1996 (1996-02-29)

D4: Roettger et al.; Biotechnology Progress, 1989, vol. 5, no. 3, pages 79-88

1 Amendments (Art. 28 PCT)

hd A new set of claims has been filed with a letter dated 01.12.2004, received 02.12.2004.
These amendments have a basis In the application as filed and Is therefore considered
allowable under Art. 28(2) PCT.

2 Novelty (Art. 33(2) PCT)

Form PCT/Separate Shest/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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REPORT ON PATENTABILITY 5
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/002641

The present application discloses a process for purification of a bacterial cytolysin
comprising i.a. the step of binding soluble aggregated cytolysin in the prasence of a
detergent to a hydrophobic interaction chromatography material under high salt conditions
of 0.6 to 2M salt as the only chromatographic step of the procedure.

No such procedure has been disclosed for the purification of bacterial cytolysin. The
established method used in the art Is described in D1 and uses a low salt chromatography
at 250mM and a second chromatographic step without detergent.

As a consequence, the subject matter of claims 1 to 41 is new under Art. 33(2) PCT.

3 Inventive Step (Art. 33(3) PCT)

3.1 Document D1 is the closast prior art to the subject matter of independant claim 1 and
discloses the purification of pneumolysin polypeptides using hydrophobic interaction on
Phenyl-Sepharose (p.68) from which the subject matter of claim 1 differs in that a higher
salt concentration is used to bind pneumolysin to the chromatographic material and that a
detergent is present.

The technical effect that is associated with sald difference is that no second
chromatographic step is performed to increase the pneumolysin concentration.

The problem to be solved by the present invention is the provision of a simplified
chromatographic procedure to purify pneumolysin/cytolysin.

3.2 As cytolysin is of known immunogenic value there is a constant need in the art to
optimize the purification procedure. The skilled person knows about the problem to be
solved.

From the art, the skilled person also knows that in D1 a relatively low salt concentration
(250mM) was used (see e.g. D4, p.87, Table 4, 0.5 to 1.3M) to bind pneumolysin. He

- would therefore consider to use a higher range of concentrations, e.g. the range of the
present application. In doing so however, the skilled person would recognize the solubility
problem of aggregation of the protein molecules as disclosed with the present application
(see o.g. p.1). As this has serious negative impacts on the whole purification procedure,
the skilled person would retum to concentration where no aggregation occurs, i.e. to low
salt concentration known in the art.

Form PCT/Sepamie Sheet/400 (Shoet 2) (EPO-January 2004)
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3.3 In the present application these solubility problems were partly compensated by adding
a detergent. As a consequence, aggregates remained small and soluble and the
chromatographic step could be done under high salt conditions (1.0M NaCl). This lead to
the surprising effact that only one purification step lead to the purification of the protein.
Although it was known in the art that solubility problems can be solved by using detergents
(D2, p.150), it was also known from the same passage of D2 that detergent are also used
to strip chromatography columns, i.e. to elute all proteins bound, which is of course not
desirable at the step of binding to the column material.

Taken together, it does not appear likely that the skilled person trying to solve the problem
posed would try to work at high salt concentration with a detergent bearing in mind the
risks and heaving no reasonable expectation of success in improving the method
compared to the established method at low salt concentration.

Therefore, an inventive step under Art. 33(3) PCT Is acknowledged.

4 Industrial Application (Art. 33(4) PCT)

The present claims fulfill the requirement of industrial applicability (Art. 33(4) PCT).

Form PCT/Saparate Bheol/400 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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UL AN _ 55'
CLAIMS

1. A process for purification of a bacterial cytolysin comprising the steps of:

a) growing a culture of cells expressing bacterial cytolysin;

b) preparing an extract from the culture containing bacterial cytolysin;

¢) binding soluble aggregated bacterial cytolysin contained in the extract in the
presence of detergent to a hydrophobic Interaction chromatography material
under high salt (preferably 0.6-2M salt) condlitions;

d) eluting bacterlal cylolysin In the presence of detergent under low salt
(preferably 0-0.2M salt) condttions. '

2. The process of clalm 1 further comprising the steps of:
e) removing detergent from the bacterial cytolysin
f) solubllising the bacterial cytolysin by addition of a denaturant;
@) removing the denaturant from the bacterial cytolysin.

3. The praocess of claim 1 or 2 whereln the bacterial cytolysin Is pneumococcal
pneumolysin.

4. The process of claims 1-3 wherein step b) Involvea mechanically breaking the
calis.

5. The process of claims 1-4 wherein step b) Involves treatment with detergent.

6. The process of claims 1-5 wherein the same detergent Is present in steps c) and
d).

7. The process of claim 5 wherein the same detergent Is present In steps b), c) and
d).

8. The proceas of claims 1-7 wherein the detergent Is prasent in a concentration of
between 0.1 and 5% (w/v).

9. The process of any preceding clalm wherein step b) Involves centrifugation of
disrupted cell material and collection of a supernatant ae the extract of step c).
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10.The process of any precading claim wherein the hydrophobic Interaction
chromatography material used in step c) contains aromatic groups.

11. The process of claim 10 wherein the hydrophobic chromatography material is
phenyl-sephaross.

12. The process of any preceding claim wherein the detargent present In the sofution
used in step ¢) and/or step d) Is an allphatic detergent.

13. The process of any preceding claim wherein the detergent Is sodlum lauroly
aarcosinate.

14. The process of any preceding claim wherein the high sait conditions of step c)
contains between 0.6M and 2M salt.

15. The process of any preceding claim wherein the solution used In step ¢) and/or d)
contalns a salt selected from the group consisting of sodium chioride, magnesium
chioride, ammanium chioride, sodium sulphate, magnesium sulphate, ammonium
suiphate, sodium phosphate, magnesium phosphate, ammonium phosphats.

18. The process of any preceding clalm wherein the conditions used In step ¢) and/or
step d) are between pH 8-8, preferably around pH 7.

17. The process of any preceding claim wherein the conditions used In step d)
contain 0 ~ 0.1M sait.

18. The process of claim 17 whereln the conditions used in step d) contain 0-40mM
salt

18. The process of any preceding claim wherein step e) Involves the removal of
detargent by diafiitration or dlalysls.

20. The process of claim 19 wherein the dlaflitration/dlatysis Is against a low salt
buffer of pH 8-10, preferably around pH 6.

AMENDED SHEET

=l
Bb



21. The process of claims 2-20 wherein step f) Involves denaturing the bacterial
cytolyein by addition of a denaturant and step g) Invoives refoiding the bacterial
cytolysin by gradually removing the denaturant

22. The process of claims 2-21 wherein the denaturant used in step f) is guanidine
hydrochloride.,

23. The process of claim 22 wherein 5-8M guanidine hydrochloride is used.

24. The process of claims 22-24 wherein the bacterial cytolysin Is contacted with 5-
M urea during step f).

25. The process of clalm 24 wherein step f) involves contacting bacterial cytolysin
with 5-8M guankiine hydrochioride followed by exchanging the guanidine
hydrochloride for 5-8M urea.

26. The process of claims 21-25 wherein a reducing agent is present during at least
part of ateps f) and g).

27.The process of clalim 28, wherein the reducing agent Is 0.1-10mM DTT,
preferably around 1mM DTT.

28. The process of claim 2-27 wherein step g) involves removal of the denaturant by
diaflitration or dialys{s.

29. The process of claim 28 wherein diaflitration or dialysis Is against a solution of pH
7-9.

30. The procass of any praceding claim comprising a further step of detoxifying the
bacterial cytolysin by chemical treatment.

31. The process of clalm 30 whereln the chemical treatment Involves use of a
crosslinking agent.

32. The process of claim 31 wherein the crosslinking reagent contains one or more

chemicals selected from the group consisting of: formaldehyde, glutaraldehyde,
N-hydroxysucclinomido esters and GMBS.
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33. The process of any preceding claim comprising a further step of conjugating the
bacterial cylolysin to a bacterial capsular polysaccharide.

34. The process of any preceding claim comprising & further step of formuiating
bacterial cytolysin into a vaccine composition with a pharmaceutically accepiable
exciplent

35. The process of clalm 34 wherein the bacterial cytolysin Is formulated with chollne
binding protein A or an Immunogenic fragment theraof.

36. The process of clalm 34 or 35 wherein the bacterial cylolysin Is formulated with
one or more of PhtA, PhtB, PhtD or PhtE or an Immunogenic fragment thereof.

37.The process of any one of claims 34-38 wherein the bacterlel cytolysin ls
formulated with an antigen from non-typeable Haemophilus influenzae (NtHI).

38. The process of any one of claims 34-37 wherein the bacterial cytolysin ia
formulated with an antigen from Moraxelia catarrhalis.

30. The process of any one of claims 34-38 wherein the bacterial cytolysin s
formulated with an antigen from RSV.

40. The process of any one of claims 34-39 wherein the bacterial cytolysin Is
formulated with an antigen from parainfluenza virus.

41. The process of any one of claims 34-40 wherein the bacterial wblyslnls
formulated with an antigen from influenza virus.

42, A process for detoxification of a bacterlal toxin comprising treating a toxin with a
chemical compound that is reactive with piimary amine groups whereln over 50%
of the toxin retains a molecular weight within 20% of its original molecular welight
after treatment, as assessed by SDS-PAGE.
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES |

En ejerciclo del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacidn en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capltulo reivindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha

sido modificado.

Las modificaciones reallzadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcién de la presente invencién y en este
sentido, no conflguran una ampliaciéon del invento o de Ia

divulgacion contenida en la solicltud presentada.



PR CES DE PURIFICACION PARA CIT LISINA BACTERIANA

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién estd relacionada con un método para purificar
citosinas bacterianas tal como neumolisina neumocécica. Un solo paso de
cromatografla produce purificacién excelente de la citolisina mediante el
enlace de citolisina de agregado soluble a un material de cromatografia de
interaccién hidrofdbico en presencia de detergente y sal alta.



PROCESO DE PURIFICACION PARA CITOLISINA BACTERIANA

Campo Técnico

La presente invencion esta relacionada con el campo de la purificacion de
citolisina bacteriana, y particularmente con un método de purificacidn de
neumolisina. La pneumolisina es una protelna del Streptococcus
pneumoniae con buenas propiedades antigénicas, que es un adecuado
componente de vacuna contra infecciébn S. penumoniae u otitis media. El
método de la invencién describe un paso inusual y ventajoso de purificacién
de neumolisina en un paso cromatografico simple enlazandolo a una
columna de interaccién hidrofébico en presencia de detergente o sal alta. El
proceso hace uso ventajosamente de la propiedad de las citolisinas
bacterianas de tener alta afinidad por los compuestos aromaticos que se
parecen al colesterol, particularmente en una condicién agregada, y por lo
tanto serd generaimente aplicable para la purificacion de miembros de esta
familia de toxinas.

Las citosinas activadas por tiol forman un grupo prominente de toxinas
bacterianas de las cuales la esteptolisina O es el prototipo (Billington et al
FEMS Microbiol. Lett. (2000), 182; 197-205). Estas toxinas son liticas para
células eucariéticas, mediante la formacion de poros en la membrana de la
célula. Los agentes oxidantes afectan adversamente su actividad citolitica,
mientras que los agentes reductores pueden restaurar la actividad. Los
miembros de este grupo muestran 30-60% de similitud en la secuencia de
amino 4cido primaria, y contienen una secuencia undecapéptido casi
invariante cerca del terminal C. El colesterol es el mayor receptor de célula
objetivo para estas toxinas. Las citolisinas se enlazan al colesterol que
contiene membranas y se oligomeriza para formar poros de transmembrana
de hasta 30 nm de diametro, y compuestos de 40-80 sub-unidades de
mondémeros. El enlace del colesterol de membrana induce un cambio
conformacional en el monémero de toxina que dirige los eventos posteriores
de oligomerizacién, insercién de membrana y formacién de poro.

Ei Streptococcus pneumoniae es el agente causante de varias
enfermedades humanas incluyendo neumonia, bacteremia, meningitis, ofitis
media y sinusitis. Algunas veces estas enfermedades pueden conducir a
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PROCKSO DI PURIFICACION PARA CITOLISINA BACTERIANA

Camgo Técnico

La presents nwencidn esté rolacionada con el campo de Ia purificacién de
cliolisina bacterisns, y pasticularmonte con un método de purificacitn de
neumolisine. La pneumclisine es una proteina del Streptococcus
pnoumoniae con busnss propledades antigénices, que es un adecuado
componsnte do vecuna contra infeccidn S. penumonise u olitis media.
método de la invencién describe Un paso inusua) y veniajoso de purificacién
de nsumoiisina en un paso cromalogrifico simple enlazéndolo e une
columna de interaccién hidrofébico en presencia de detergenta o sal aks. El
proceso hace uso ventsjosaments de s propieded de las cilolisinas
bacterianas de tener alla afinided por los compuesios arométicos que se
parocon al colesterol, particularmente en una candicién agregada, y por lo
tanto sarh genersimonie aplicable para la purfficaciéon de miembros do osta
fambia de toxinas.

Las cliosinas activadas por tol fooman un grupo prominents de toxings
bactorienas de las cuales Ia estepiolisina O ea el prototipo (Billingion ot al
FEMS Microblol. Leit. (2000), 182; 197-206). Estas foxinas son liiicas pera
cékias sucariticas, madisnte la formacion de porcs en la membrana de la
céula. Los aganies cxidantes sfecian advorsaments su actividad cllolitica,
mieniras que los agentes reductores pusden restaurar la actividad. Los
miembros de este grupo muestran 30-860% de simlitud en Is secuencia de
smino #&cido primaria, y contienen una sscuencis undecapéplido casi
invariento corca del terminal C, El colestarol es 8l meyor receplor de célule
objelvo para eetas toxinge. Las citolisines se enlazan al colesterol que
contiene membranas y ss oigomeriza para former poros de transmembrana
de hasta 30 nm de diametro, y compuestos de 40-80 sub-unidedes do
mondmeros. El| oniace del colesterol de membrana induce un cambio
conformacionsl en ol monémero de toxine que disige los evenios postertores
de cligomertzacion, insercitn de membrans y formaciin de poro.

El Sirepiococcus pneumonise o8 ol agento causante de varias
enfermedades humanas incluyando neumonia, becieremis, moningitis, cfilis
media y sinusltis. Algunas veces esias enfarmedades pueden conducir 8
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fatelkiades a peaar de la disponibiidad de entbioticos. La aparicion de
cepaa regisionics a antibidticos de 3. pneumoniee ha sprevedo los
problemes causados por ests paiigeno. En aste conisxio, ss Importante
que se dasarollen vacunae efeclives contra S. pneumonise.

Las neumocicicss gus contienon pollsacirkios capaulares
purificadoe han estado disponbiss por varios ahas. 8u aplicaclon eetd
Smitede por la pobre Inmunogenicided, pasticularmania an grupos de alio
rliesgo incluyando nifics, anciancs y scuelioe con anemia drepanocitica,
mioloma miiliple. cimosla o alcoholismo. También provesn proteccidn
ospecifica de serotipo y solamenie 23 por fusra de lom 80 serotipos
conocidoa estin cubleriow por lns formuleciones existentes. Esio damd
proteccién contra al 90% de ioa serotipos encaniredoe sn la poblacion
Americena, pero conira solamenta el 70% de [oa semtipos enconirados sn
low poblaciones Asldlices. Reclantements. una vacuna conjugada siets-
valents »o hs vuelioc disponible, que iguaimenis tiene problemas de
prolacxiiin eanira todes lss cepas neumocdcicas.

La Pneumciisina {(Ply} as una cliolisina activada por tial de 53kDa anconirada
on todas las cepas de 8. pneumonise, que os lberada a Ia auldisis, ¥
contribuye a le patopénesis de 8. pneumoniae. Se altaments con
solaments unas pocas susiifuciones de amino Acido que ocurren entre las
proteinae Ply de diferentes serotipce. El alin grado de conservacién de la
pnaumplising y su inmunogenicided le hece un candideto potenclal como un
components de vacuna. Sin ambarge, la Ply tipo native no ¢s adecusds
para la incorporacion en vaounas para Uso sh humanos por su koxdekdad. La
Ply cousa dafio a ies membranae de célia por la interaccion con el
oolastaral sniazndo 2 @ membrana, ¥ se ofigomerza para former poroe on la
membrana. Un malivo consarvadn que contiene cisheing, sncontradd cerce
al terminal C ha estada implicado an la aclividad liica. Sa ha sugerido que
s muiaciones de Ply disminuyen esta iodcided (WOBS0/08861,
WOSa/03884).

Se ha descrito un méiodo de dos pasos para |a purificacion de heumalising
por Lock et al (Microblal Patogédneele (1006) 21; 71-83). La neumalisina es
purificade w purtr de un cultivo de E. coli usando una combinacion de
intarsambio Idnico y cramaingrafia de flliracian de gel. El méiodo incluys los
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paecs de preparer un exirecio y pasasio a través da una ¢colnne DEAE-
Sefesosa segukio de ina columna Saphacryl 5200-HR. Eete médodo podria
uaarns perw purificar I neumnolisina recombinante o netiva.

Kuo et al dascribe un mitodo para purifica la proteina da fisién GST-
neumolisina racombingnie (infection and Immunity {1885) 83; 2708-2713).
La profaina de fusiin setd oxpresada en un cullivo de E. cali, ¥ un lisslo de
céiuia ea cargado an un gai de giutetiona agaroea. La prolsina de fusion ea
siukia con ghiistiona, y 8a puede usar fombing para clivar la proteina de
fusifn. Laes proteinas fusron pasadas aobre une columne de glutstiona-
agamsa da nuevo para remover la GST. La neumcesw purlficads de
afinidad fus purficada adiclonaimente usando una columa de
hidrdapatits.

Mitchell ¢t ol (BBA (1888) 100T:67-72) describe un métado para purificar la
neumaliaine ysendo comatogralia de interaccidn hidrefdbico. Bajo 1es
condiciones que allos uaan (aal 250 miN), I neumolisine falld on enlazarse
ajustadamente a Ia columna aunque w progresc o retardd y la neurnclieing
s8 eluyd como un pico ancho. Se necesitaron pescs adicionsles pere
detaminar qué fraccionea contenisn neumdlising puma, congantrar lss
fraccionas positives, recaspar en la columna ¥ ekdir con Un pequadio valumen
de agua, para superar sl problsma de no eniace ajntiado de ia neumolisina
8l matedal da lw columna.

Permanace una néceskiad oconiinua des vacunss majoradas contra 8.
phaumonias. La incorporacitn de un camponants Ply promate, aungue la
toxicidad de ¢ proteina permenece slendo un problema. También ee
raquisre o dessnolo de un pocsdimisnto ripko y ofectivo parm In
purificacion an masa de neumollaina. Los méiados daacsitos antarlarments
involucran el uso de pasos de purificacién moliiples con Ia intervencién da
pasce de snsayo ¥ conceniracion. La presants Invencion proves un matodo
de puwificacion més sficlenie que usa ventajosamentd un peso de
crometografia simple, que o capez de ser usedo pars purificar grandos
lotes da neaumolising.



Dapcripcién de las floures

Figura 1 - gelas de SDS-PAGE que muestran Ia purificacién da neumolising,
Las sigulantea muesires fusron corrkias eobie geles de SDS-PAGE: linaa 1
- @stdndares de paso molaculsr, linon 2 — sobrenandame de exiracio da
cékia, linea S — flujo a través de fanl-aeferces, linee 4 - primer lavado de
fanii safaross, linea S — segunde lavado de fanll safarcss, linsa 6 - lavado
de fanll sefercas can NaCl 0.SM, linea 7 — elusidn de fenll sefaroas con
amoniguador de sel beje. linea 8 — neumolisina despuds da los pasas de
desnaturaiizeciénfreplegus, linse 9 — neumclisina deapués de 1a fifracidn de
esteriiizacion.

El Panal A muestra ol gel despuds del coloreado con azul Coomasaie. El
panel B muestra al gal deapuséa da un procedimienta de menchado Weslem
usando anticuarpcs antl- E.call pare prueba de las proteings contaminanies.

Figurm 2 — andlisls SDS-PAGE de neumclisina modificada con GMBS (N-{y-
maleimidobutiiod)euceinimida dslar) - colorseds con sadl Coomasele.

Les sigulentse muestras fueron cormridas sobre un gal de SDS-PAGE: linea 1
- setiindaree de peso molecular, linea 2 — naunolisina no modificads, linea
3 = PLY tfralads eon GMBS » une releciin moler de GMBS/lina de 4/1,
linag 4 = PLY trptade con GMBE ¢ wne miackin moler do GMBSHisina de
4/1, e incubada por 7 dias a 37°C, linea 6 — PLY lralada can GMBS a una
relacidn molar de GMBS/isina de 8/1, linea 8 — PLY iratada GMEBS a
una relacidn molar de GMBSAlsina da 8/1 después da incubeclin por 7 diss
a 37°C, Iinea 7 - PLY tratada acatato da aulfa-NHS a una raiacién malar
de NHS/isina de 10/1, linea 8 — PLY tratada con NEM, linea 8 — PLY ftralada
con NEM despuds de 7 dias de Incubacién a 37°C.

Figurm 8§ = Toxickiad de newnolisia tratads con GMBS administrada
Intranasaiments a ralonas. El linaa marcads con diamanies indica s neta de
supervivencla para los ratones somaetidos 2 ug de neumnolisina nativa.
La linee mercada con cusdrados indica la raia de supervivandia para ratones
samelidoa con 10 ug <le neumolisine tretede con GMBS.
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Figura 4 ~ Proteccién inducida por ncumolisina tratade con GMBS en
ratones sometidos intranasaimente con neumolisina nativa. La Knea
marcade con recidnguios muesira ia rata do supervivencia en ratones
inoculados con adyuvanie solo. La linea marceds con diamentes indica la
rata de supervivoncia para ratonos inoculados con neumolisina native. La
linoa marcada con cuadrados indica la rata de supervivencia para ratones
inoculados con neumolisina tradada con GMBS.

Figura $ — Proteccidn induckia mediante inoculacidn con PhidD y neumclisina
tratada con GMBS en ratones somelidos intranasaimente con ceps
neumocdcia D39 tipo 2. La linea marcada con rectanguios representa la rata
de supervivencia para rsiones inoculados con adyuvante sclo. Ls linea
marcede con diamantes represonta ia rata de supervivencia para ratones
inoculsdos con PhiD. La lines marcada con cuadrados representa la rata de
supervivencia para ratones inoculados con PhiD y neumolisine tratada con
GMBS.

Pracesns

E procoso do a invencién es un méiodo pere purificar una cliosina
bacteriana tal como neumalising. Una cllofisine, por sjempio neumnclisina, es
purificada usando solaments un peso de crometografia de columna sin
requerir la recarga en la columna. Ls protoine es eniszada en una forme
egropads a una columna de interaccidn hidrofébico en presencis de un
detergenis y uns sal. Pocas proteinas se enlazan s (s columna bejo estas
condiciones permitiendo la purificacion de una citlisina en un 80’0 paso.

Para los proposiios de % invencién, un agregado soluble de una ciiolisins,
proferiblements una neumolisine, s uns forma de agregado de la ciloksing
que permanece en ol sobranadants después de la centsifugacion a 30,000 g
por 20 minutos. £ sgregado soluble es retenido sobio un materdal de
cromatografia de inleraccién hidrofdbico, preferibiemente fondi-Sofarosa. en
prasencia do una sal alta, preferiblemente 1M. Opcionaiments, el agregado
soluble es coloidal.

A



La cilalaing, prefackiemenie noumaliaing, a6 eniaza & la columna como un
agregado soluble. £s iumuel cargar agregados en une calumna por vasias
rezonsa que incluyen filtros 0 columnas que s cbetruyen, ¥ périia de
mafsrial. Sin embargo, usenda un delargents que reduce el tamafio de loa
sgregedos para formar wn egregedo sohible. Se encuentra que eslos
agregados o8 enlazen sjusiadamenta a la colunme bejo condiciones de
delergents, pero puaden sar sluidos a una pureze de al menos GO%, 80%,
0%, 60%, prefariblements 90%, 85%, més praferiements 87%, 680% o
96% wogin sa evallae mediante el enédllels de BDS-PAGE sin afecter
advarsamante os filtros de columna, El procaso produce preforiblementa un
randimianto de al menos 100, 200, 500, 700. més prefwibloments 1000,
1600, 1700 o 1600 mg da chollsina, prefasiblements neumallaina por litro de
fermontacién, Prefarblamants, al menos 1%, 2%, 5%, 7%, 9% o0 10% de la
prolaina del cultivo de fermentaciin es recupsrsdo camo cliolisina purificada,
prefiériblamants naumolising,

£l proceso explota la hablided de ias ciolsines, i8d come neumaliaina, para
enlararsa al colestercl y objos compuesios sromiticos. Este enlace es
parlicularmente ajustado cuando la cliolisine o8 agragada, permitiendo a la
ciioligina eniazarse en presencls de datergents. El proceeo puede
exlenderes @ ctmos miambros de la familia de citolisine porque kdos loe
mismbyos compartan la hablikisd de eniazarse a compussios sromiticos y
formar poros. De hecho. el mélodo se podiia uear pam purificer oiras
famiies de proleina que se entazan al colestorol u airos compuestos
aramaticos yo formar pors, preferiblsmenie ambos.

En coneecuencie, en una primera reallzacidn, s proves umn proceso pans
purificacién de cinlisine bactariana, que comprende los pasos de:

a) cultivar un cultivo de células que axprasan citolisina bacterlana;

b) preperar un sxdracio a pariir del cultivo que contiens dhtolisine
baclariana;

c) enlazer lo choliging baciarana de agregado soluble cordenida
on ol mdracto, en presancia de deterpente (preferiblements
detergente alifitico) a un meterel da cromaingrafia da
interacclon  hidwiSbico, beje condiclonea da sal ale
(proferiblemants asl 0.5-2 M);
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d) eair la diolisina becteriana en presencia de detergente
{prefarblemenis datergenie alifitico) bajo condicionss de sal
baja (preferiblernants sal 0-0.2M).

En una segunde reelizecion, 86 Proves un proceso para Un poceso para
purificacin de ciolisina baclerians, que compranda los pasoe de:

) culivarun cultivo de célulse que expresan citolisine beciariana;

b) preparar un axirecio s periir del culivo gue contiene cliolisine
bacteriana;

c) eonlezerla citnlisina bacierana contanida en el exiracto, @ un matedal
da cromatografia de intsrwccidn hidrofébico sn presancia de una
salucion que contiens eal 0.5-2 M y delergents ol 0.1%-5%,;

d) ehir la ciolisiha bacleriane wando una solucikin baja en sal
(preferiblaments sal 0-0-2M) que contiene 0.1-5% du detargants.

En cualquiera de las reslizaciones anteriorgs, sl proceso de la Invencidn
comprende preferfbloments los pasos adicionales de:

8} mmover sl datergente de la ciinlieine bacteriana

f) soublizer la cioleing bectadane mediarie la edicidn de un
deanaturalizame.

g) romover el desnaturalizante de le ciiolising hacteriana.

El procesa de la invencitn se puede usar veniajesamenis pare purificar
nasmolisind neumocicice. Otnes citnlisinas que e pusden purificar
mediants el método de la Invencin incluyen plolisina de A. pyogenea,
ceraclisine do B comus, huingiolsina O de A. ihuringlansis,
latercasporolising de 8. iafersporus, bifermeniclisine de C. bifeimentans,
botvquinplisina de C. bolwinum, cheuveolisina de C.  chauvool,
histoliticolisina de C. hslohficum, edemsivlisine de C. novyf o A,
pafringolisina O de €. perfringens, seplicolisina O de G aspticum,
sorde¥lising de €. somdal, leianniisina de C. iefan), venolising O de L.
ivanoui, llateriolizinag O de L. monociogenes, aaaligeriisina O de L. assagert,
aiveciising de P. Alvel, estrapioliaine O de $. pyogencs, 8. cania o 8.
oquisinifis, Intermedilisina de S Wiormedive, sulisina de S Ul
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neumolisina de S. pneumonise, que pusde ser de lipo natva o puedo ser
una toxina modificada genédticaments con niveles més bajos de toxicided tal
como PdA y PdB descrita sntertormente.

Por noumolisina o Ply se quiere decl: neumolisine nativa a partir de
neumococo o neumolisina recombinants, neumolisine tipo nativa 0 mutantes
de neumolisine (a.g., aquellas descritas en WO 90/06951 y WOOQ/03884).
Opcionsiments, (a neumolisina puede también significar cuaiquier fragmento
do neumolisina o cusiguler variante de neumolisina guo comparte al menos
70, 80, 90 o 95% de identidad de secuencia de amino écido con une
secuencia de neumoiisina de tipo nalive, que adn retione la habilidad de ser
purificada medisnte los métodos de la invencién, como lo puede detenninar

facimente uns persona axperta.

En reslizaciones preferides de la invencién, ol mismo detergento esté
presents en los pasas b) y ¢), b) y d), ¢) y d), més preferibiements en los
pesce b), ¢) y d), prefesiblements a una conconiracidn del 0.1%-5% (piv)-
Para los propdsitos de la invencidn, un detergents siifdtico se define como
un delergents substanciaimenis aliftico con insuficients caracter aromitico
para evier ¢l onlace de la clolsine @ la columna en el psso ¢).
Proferibements, el detergento tendré uno o menos anilios arométicos, més
prefesiblemente no tiene snillos aromélicos. Durente of paso b), es
ventajoso para ol dolargente romper agregados més grandes de citolisine en
sgregados més pequefios que hacen un agregado soluble. Durante los
pasos c) y d), ol delergente retione ventajosamenis el estado ggregado
soluble de la citolisina, pamnitidéndole enlazaree a la columna en condiciones
de sal sitas con alta afinidad.

La citolisine, preferiblements neumolisine, estd expresada en un cultivo de
céiulas becterianas, preferiblemente S. pneumonise, E. cofl o
altometivaments en céluias do levadura, céiulas de insecio, céiulas
mamtferas 0 cuaiquier ofro sistema de expresién adecuado para su
exprosidn. En los sistemas de exprosién que producen allos rendimientos
de nesumolsing, la neumolisina ususimenis se vueive agregado por si sola, y
¢l proceso do s invencién es ideal para su purificacién. Preferiblements, le
neumolising esth expresada a altos rondimientos de forma que hace més del
2,3, 4,5 7 o 10% de ls proleina loial en ol sisteme de expresién.
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Preforiblements, la neumolisina estd en una forma agregeda y por (o tanto,
principaiments libre do actividad hemolRtica. Por ejemplo, la expresidn en
€.c03 an un formentador bajo un promotor y de fego v otros promotores que
permitan la expresion aita, son bien conocidos por el experto en la técnica.

Preferibloments, ia cliclisina es axiraida del sistema de expresion como un
agregedo. ANlemativamente, un sistema de expresidn de rendimianto més
bajo pueds provesr citolisine soluble. En osie caso, el exiracio que contieno
cliclisine, preferiblemente neumolisine, ¢s ajustado hasta un pH por debajo
de 7.5, que permile a la citolising agregeree por un poricdo de al mencs 8
horas, preferiblements, al menos 24 horas.

La preparacién de un extracto on ¢l paso b) involucra preferiblemento uno
més pasos de rompimienio mecénico de las células y/o tratamiento do las
céiulas con detergents. Si se hace con un método de allo rendimienio, (a
neumolisina permanece en la forma de agregados, pero los agregedos
deben ser suficientomente pequefiocs pers que permanezcan en el
sobrenadanie después de Ia centrifugecidn de (8 muosira bajo las
condicionos nracassdag para palelizar o desecho cslular insoluble.
Proferitiements, el detergents usando en la invoncién es un detergente
afifitico que no contiene aniios araméticos, proferiblements un detergents
iénico, més preferiblemenis un detergente catiénico 0 anidnico, y o mas
preferido, ol dotorgente es [suroll sarcosinaio de sodio. Los detergentes
preferidos son capaces de solublizer la newmnolisina miontres la dejan en
forma de pequefios agregados quo se snlazan a la columns de interaccion
hidrofSbico sin causar blogueo de los fitros unidos s ls columna. Los
detergonies preferidos con capecos de reducir el tamefio ds los agregados
de noumclisine, permitiendo @ los agregados de neumolising ser
suficioniomenta pequefios pers que permanezcen en ol sobrenadants
despuds de ia centrifugacidn de (a muestra a 30,000 g por 20 minutos. Tales
agreguios sokibes son purtficables como (ales sobre la columns de
intoreccién hidrofdbico. El detergenie esth presente a una concentraciin
entre 0.1% y 5%, preferiblements 0.5% y 3% (p/v), preferblements entro

0.76% y 2%. més preferibiements aproxdimadaments 1%. Preferiblements, o
detorgenie es diatisable.
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Sigulenda al deteriso megdnico Yo de detergents del cultivo en & paso b),
ol praceso de |a invencidn Incluye centrifugaciin del meterdsl de chiula ¥
recoleccidn del sabrenadante comn el axiracto & ser corgado an al materdal
de cromelografis durante o) paso ¢). La neumolisina astd presants
preferiblamenta en el sobronedante como un agregado aoluble.

El praceso de la invencidn usa cromatografie da interaccion hidrofibieo para
purificar la newmolisina en un eclo paen. El material de cokamna uaado en el
paso ¢) contiena prefariblemente grupes arométicos, prefadiblamenie grupos
fenlo, y méa prefaribleamente es fani-sefarosa,

La edlucién usada en el paso <) wWo paso d), durante [a cerga y elusién de ia
columna comprende un delargante idnico, preferiblemants un detergente
calidnico o aninico, peefariblemente un detergents que es soluble #
concentraciones de sal por encima de 0.5 M, mis preferiblementa, ol
detergente es lsurall sarcosinain de sodio. El datergents usado es uno que
reduce ¢l tamafio de Ia citosing, preferdblamenta neumclisina, egregados,
Que permite a la ciiollaina estar prosenta en |a muesira como tn agregado
solubls de forme que »o enlace al material de columna de interaccidn
hidrofdbico ein ewiar ireversiblamenis pegade sobm la columna B
detergenin esth presants a una concentracién prafedblements entre 0.1% y
5%, prefariblamente 0.5% y 3% (piv). més prafesblamente entre 0.75% v
2%, la méa praferido, aproxdmadamente 1%.

L solucidn usada an &l paso c) wo d) contiens una sal, preferiblemente una
tal aslaccionads del grupo consistenia de cloruro de eodio, clorurg de
magnesio, cloruro de amonila, sulfato de sodio, sulfaic de magnasio, sullato
de amonic, losfald da sadio, fnefato de magnesic, osfain de amonko, y eatd
preforiblomenta ameriiguada a pH 8-8, preferiblements alrededor de pH 7.
8o pueds user cusiquler amortiguados capaz de manianar ol pH enfre pH 5
Yo

L@ sokrcién usada para enlazar [a neumolieina v s columna an of prooceso de
la Invencion, contiene une site concantracién de sal, prefatiemente 0.8-2
M. méde preferiblemante aprodimadaments §M. La concantracién ds sal ea
elegkin de forma gua in neumalisina esté en forma de un agregado soluble, y
ooR capaz da anlazarse sl matarial de cromelografie hidrofébico.

x
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Opcionaimenio, & paso ¢) puede contener un paso exira de lavado de la
columna en condiciones do sel intarmedia de apraxdmadamente sal 0.5M o
una concentracion de sal capaz de romover cuaiquior impureza enjazada

pobromente.

El proceso de la invencion usa un gradiento de sal descendente para eluir la
neumolisina de la columng. Preferiblemente, la solucién baje en sal usads
para hacor ¢l gradiente do sal en el paso d) conliene sal entre 0-0.1 M, més
preferiblements sal 0-40 mM. Allemnativamenis, la elucién por pasos s¢

puode usar con el amortiguador bejo en sal usado en el paso d), que
coniiene sal entre 0. - 0.2M, més preferiblemente sal 0-40 mM.

Se puedo agreger pasos opclonaies al proceso do la invencidn si eo prefiere,
para desnaturalizar ia neumolisina y posteriorments repiegaria mediante Ia
remocién del desnatralizarts. Esios pasos opclonales aseguren que se
oblenga Ia cilolisina pura, prefesiblements neumolisina, con una estructura
nativa. El primer paso opcional ) involucra la remocién del detargente
modients dialiiracién, dislisis o dilucion. Este paso involucra
proferiblemenie diafitracion/didlisia contra un amortiguador de pH 8-10,
preferiblemente corca de 9, mas preferiblemente el amortiguador es uno
capaz de amortiguara valores de pH aicalinos, més preferiblements e
amortiguador o8 DEA. La solucion es proferiblements de resistoncia iénica
baja, preferiblomente 10-50 mM, més preferiblamente cerca do 25 mM. La
diafiltracitn o dilisis se realiza preferblemente a 4°C pero se realiza
shemativements a temperatura ambiente.

En un segundo paso opcionel, (e cilolisina, preferiblomente naumolisina es
desnsiusalzade y soiubiizada mediante la adicién de un deenaturaiizants.

Preferiblemonte, ¢ desnalusaizante usado en el paso 1) es clorhidssto de
guanidina, més preferibiomenta clorhidrato de gusnidina 58 M, més
preferiblemente clorhidreto de guanidina de cerca de 6M. La neumolisine es
incubade con clorhidrato de guanidine por al menos 10 minulos,
preforiblemente por al mencs 1 hors, mas preferiblemenie por
sproximadamente una hora,

-
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La cilolisina, prefestblemente neumolisina, es preferiblemente luego
concenirada con urea 5-9 M, preferblements urea aproximadamenta 8 M
duranie el paso f). Esto so logra mediante disfitracién o didlisis de a
citolisina, preferiblemento neumolisina contra urea. Preferiblemento, se
maniienon ¢ mismo pH y amortigusdor duranie ol intercambio del
desnsiuraiizante. Preferiblaments, so agrega un agente reductor (DTT, 2-
mercaptoetancl o giutetiona durante el intercambio del desnaluralizante.

Preferiblemonts, ol paso f) implica contaclar (s cliolisina, preferiblements
neumolsina con clorhidreto de guanidina 5-8 M eeguido del intercambio del
closhidraio de guaniding por urea 5-8 M.

Con el fin de ovitar la formacion do enlaces de disuliuro inaproplados
mientras la clivlisina, preferiblemonte nsumoclising os deanaluralizada, se
asegura venisjosamenis que un agents reductor esté presente dursnie al
monos parte de los pesocs f) y g). Un agents reductor preferido es DTT 0.1-
10 mM, prefertblemonte DTT alrededor do 1 mM. Alternativaments se usa
giutationa o 2-mercepiostancl. La concontracidn preferida de glutationa ee
1-50 mM, més preferiblements 10-30 mM.

E! peso g) opcional implica la remocidn del desnsiuralizanie con el fin de
repleger la citolisina, proferiblements neumolisina, preferiblements mediante
disfitracion o didilsis contra un amoriigusdor bajo en sal de pH 6-11,
preferblemente aproximedamente pH 8. Preferibements, la concentracion
de cilolising, preferiblameante neumolisine se mantiene a al monos 100 ug/mi,
preferiblemonte entre 100 ug/ml y 1000 ug/ml, mée preferiblemanie a
sproximadamente 500 ug/iml. Opclonaiments, la disifitracitn o dijlicls g
conira un amortipuedor que contians proplien glico! enire el 10 y 30%,
praforiblemonts aproximadaments 15%. Preferiblements, se mentiene un
agente reductor como se describld anteriormente divanie el paso g). La
disfiltracién o didlisis se realiza preferiblomentis a 4°C pero se realiza
sliomnativaments a temperatura ambiente.

Un peso opcional adicional h) involucra |a remocion del agente reductor
después que is citolisine, preferiblements neumolisina se ha replegado.
Esto se logra preferiblemente mediante diafiltracién o dislisis contra un
amortiguador bejo en sal de pH 68-11, proferblemente alrededor de pH 9.

P
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Opcionaimante, le disiitrmcidn o diSlisis es contra un emoriiguedor qus
contiens proplien glicol antre &l 10 y 30%, prelerblements aprmdmadamants
15%. La diafitracién o diflisie ve resfiza proferbiaments a 4°C pero e
rasiira altarnativamente a temperatura ambilents.

En métodos preferidos de la da la invancidn, |a citolisina. preferiblemants
neumolisina ss eplageda de forma que su aclividad hemolilica o
restauria hasta por sncime del 25%, G0%. 75%, més preferiblemente por
encima del 80% de squalia de Ia proteina plegada apropiadamente. Pare loe
propéaltos da la invencidn, prolaina "plegada™ e8 una proteina que tisne I
sslrucstura terclaria de la proteina hecha mediente un pmeess no
desnatureiizante. En el css0 de neumolisine tipo nativa, Ia actividad
homolitice ssperada de neymalisina raplagada seria de 500,000 - 1,000,000
unidedas hemviitices/img de naumaiiaing. En el de neumolisina mutada
de punto con una aclividad hamolitica mas baja, la actividad hemolhice de la
neumolising replegada seria comaspondientaments Menor.

Destoxdficaciin de una toudna

La cliclisine purificads mediants sl méiodo da la invancién, prefariblements
neomofaing, pueds ser somelida a un paso opcional adicional de
deatoxifieacidn madiania tralamianio quimico. Esie paso adicional es
particularmenta ventajoso si la ciinlising, preferblemente neumolising, serd
administrada & un animal o un humano. La neumolisina es altamante tdxdca.
Variss proteines de neumclisine mutedes que tisnen toxickded raducida han
sido sislades, ain selsa retienen toxcided rasidusl que puede sar
problemética ouando (2 neumolisina es adminisirada Intemmamente
{(WOSGNIBB4, WOD0/06961). Allamativamants, puede ser desioxificada
mediants conjugaciin a polisecéridos (WOSG/05858).

El praceso de a Invancidn puada destoxdficar la cilolising tipo nativa o
mutada, por ejempio, |a neumolisina medianie tratamiento quimico.
Reslizacionos preferidas usen un agente de reticulacin, més
preferiblsmente que contiensn uno o mis quimicos seleccionedos def grupo
cansisiants de formaildehidn, giutersldshkio y un rsectiva de reficulscién qus
contiena un N-hidrsdauccinimido éster Wo un grupo maleimida {e.g., GMBS).
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Loa procesos de desinificacidn en si son un sspacio da |8 Invanoidn, ¥ se
pueden user pere dosloudficer toxines bactesdanas, preferblements

noumciising, preparada madiante ofros métodos.

En une reslizaciin, al médiado de destadficacion de |a invencidn describe In
destoxificecian de una ioxina bacleriana que comprende 8l tretamlento de la
kxina eon un compuasto quimico. preferiblemente un resctivo de
reficulacion que @3 un reectivo, preferiblements preferenciaiments reactivo,
mas preferiblemente reactivo cepeciicemantis con grupos amino, mids
preferiblements grupos dé aming primaria.

Para loa propdaitos de eata soliciud, un reaciivo de reticudecidn sg define
©OMO LN compuesto con &l manos dos grupoe reactivos, el menoes uno de loe
cugles se capaz de resccioner con gl menos un grups en [a loxina
bacierigne. Un grupo meectivo adicional ee capar de reaccionar con un

grupo en la icdna hecterial 0 un compuesio sepasado (por ejemnplo, un
amine ackio, pépliio, polipéptido, aziicar o polisacisida).

Prefariblamante, ol compuasio quimico o el reaciivo de reliculacin ee
reactivo, preferiblements preferenciaimante reactivo, mée preferiblemente
especificamente reaclivo con grupos emina y wilfthidrilo. Preferfblements. el
compuesio quimico reeccions con un grupo de amina primarnda da lisina, mis
prafedblamenis, el rmaciivo de reliculacin raacciona con un grupa de amina
primarda de Neina ¥ al grupo sullhidrio de cisteina. Esle méiodo es
particularmante ventajoso cuando Ia neumolising as destoxificada porque la
modificacion de los residuns de cisteina y leina conduce a una disminucion
sinargistice an ol nivel de heméliele comperede con Ia ectivided de hemdisle
residual cuando al reactivo de reficviacién reacciona con solaments lsina o
cisteina,

Asl, uns meallzacidn aitemstiva proves un mélodo para desioxifica toxinas
bacterianae que comprende la modificacidn de un residuc de clateina
{opclonaimanta carca del tarmingl G de ls toadne) involucracds en le ectividad
toxica de ia toxina (preferiblemente Ia activided Iltica), que comprands el
trelamisnto de In toxine con un reactivo de reticulacidn (preferiblemente un
reactivo de reticulselin haterobifuncional) que reticuls loe grupos sulfhkillo
con ofro amine ackio de ia toxina, prefariblemante méa de 2, 5, 10, 15, 20,



30, 40 amino éckios lsjos de la cisteina en la esbuctiurm primesia.
Preferiblemente, ol otro amino écido contiene un grupo de amina primaria y,
mée prefuriblemente, &l aming es lisina.

En sigunes realizaciones, més del 60%. 60%, 70%, 80%, 80% o 95% de la
loxing retiene un peso molecular emtrs 3%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, B0% o 90%. mis preforiblements enire 1.50%., 1o mds preferido
entre 6-10% de sl peso moleculer original despuds dal tratamiento segiin se
evalda mediante SDS-PAGE. Prafariblemente, la todna adkederg un pesd
moleculsr ligsmmenia mayor siguiendo el traiamiento de deskoxificacidn
debldo a ios varios realduos de emino écido que ss modifican por enlaoe
covalente al compuesio quimico. 8in embango, &l mélado de la invencidn
preferiblsments no involucra la conjugacion extensiva de la foxine, ya soe
par anleca cavalanis de asta a otras moléculas de toxina de forma que e
forma una toxdna con una estructura custernaris, o por énlece cavalants de
la fndina a olvas prateinas grandes. polisacérkios © lpopoliseciridoa. Més
preferiblementa, los métodos, proleines ¢ producios revelados en
WOBE/0G6858 no estén cublertos por esta invencidn.

Los méiodos de ln Invencidn sa puadan usar para desteodficar las foxinas
bactarianss. Las foxines preferidas incluyen las cliolisines plolising
sclivadas por tinl de A pyogenss, camclising de 8. cerews, turingloleine O
de B. huingiensis, latercesporolisine de B, feforaporus, bilarmentoXsina de
C. bifermerians, boluuinclisine de €. bofuliwm, chauveclisina da C.
chauvosi, histollticolisina de C. hisfoiyticum, edematolising de C. novyf fipo A,
periringolisina O de C. perfingens, septicolisine O de €. septioum,
sorciefllisine de C. soriel¥, lstunclisine de C. fsfani, ivanolisina O de L
Manovi, listeriolisina O de L. monocifogenes, sealigedisina O da L. ssaliper,
slveciisine de F. Alvel, estroptclisina O ds 8. pyogenss, S. caniz 0 8.
squisimills, intermadiiging da S inlsrmecius, sullsinge de S. suis o
neumoiisina de S. pneumonias, que puede sar de tipo netiva © puede ser
wna foxina modificada ganélicaments con niveles més bajos de tuxickiad tal
como PdA y PdB descritee enteriormente (WOS0/08051, WOSE/02884).

El mélodo puade lambién ser usado para desiodiicar las doxinas
Naissariales FrpA, FrpC (WO82/01460}, FrpB (Microblology 142; 3260-3274,
(1888)% J. Baclarial. 181; 2805-2801 (1988)) NM-ADPRT (13th intarnational
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Pathoganic Naisseda Conference 2002 Masigeni et al p135). FrpA y FipC
cantisna una regidn que eslli conserveda entre astas dos proleinas y wn
fragmento preferkio de lss toxinaa serfa un polipdpiko quo contione sele
fragmento coneervado, que ¢camprende prefariblements e amina fcidos
227-1004 de la secuencia da FrpA/C.

El método de la invencidn tamblén se pueds usar pera desioudiicar las
toxines de Bovdelala que incluyen adenlisto ciclmss (Cyad) (Giaser (1988)
Mol Microblol. 2; 19-30), foxine dermonecnitica {Livey (1684) J. Med.
Microblol. 17; 91-103) y toxina da perlussis {PT) (Munoz et al (1881) Infact
Immian 33; §20-828). E! método de fa wencion tamblén ea Gik pam
desidiioar la toxina dal tétancs (TT) ¥ toxina diftesie {DT), y loxina de S.
suraus y S. epidermis inciuyercia suiclisina y hemolisine (WOO1/96498,
WO002/50148).

Los méiados do le invenciin conducen a una reduccion de la cantidad de
inxicided yo eclivided hamoitica de Ia todine cde al mencs B0%,
preferiblaments 95%, 66%, S8%, 09%, 20.5%. £9.9% o 90.99% (Ia sctivided
hemuiltica s mide usando el método del Ejemplo 3 ¥ la toxicidad puede ser
madida madiants al méitodo dal Ejempio §). La neumolisina nativa tiene una
acthvidad hemolltica de 500000 - 1,000,000 unkiedes por mg de
neumolising. Algunas variames mutsdes de punip han reducids Ia ioxdekiad
y activided hamnliiea. La deatodiicacién de una neumolisina variants puede
ha lograrse tan grande como una disminucidn de porceniaje en la activided
hamoiitica debido al punto de partida mde bajo « partir del cusl la ectivided
hemciltica es reduciia, sin embargo se prevé que la mayoria de la ectivided
hemoiftice mmenente os mmovide madiants los mélodas de la invenacidn.

El pasa de destoodficacin dal méiode de la Invencidn provee
prefarblemants una reaccién de reficulacién que es substanciaiments no
reversbie. La revansiblidad es evaluada mediania al monlioreo del nivel de
aciividad hamolilica da la loxina destioxificada, directaments después de |a
destoodficacion, v deepude de incubar @ une tempemiure por encime ds
25°C, prefariblamants por ancima de 30°C, mas preferdblainaiie por encima
de 35°C., lo mds preferiio por encima de 37°C por al menos 6, 6, 7. 6, 0 o 10
diss. Una resccién substencisimente reversible produce una destoxificaciiin
substencialmenia no revanaible y s dafina como una reancifn an donde el
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nivel de actividad hamolitica sumenta a menos del 100%, 60%. 40%, 30%,
20%, 10% despude de |a incubaciin a una temperatura elevada como de
deecribe anteriormente. Muchos métndos de destosdiicacion, por elemplo
usando tratamiento de formaldehkio, producen una destdiicacion que no es
ostublo, puro auments la toxicldad durante el iempo.

En un paso preferide de desiouificacién prefaride del método da I invendén,
ol 50%. 60%. 70%, 60%. 60%, 96% o 58% de Ia ixdna retlens una
estruclura cuatemnaria monomeénca después de la reaccion da reticulacion.
Muchos reactivos de roticuleclén forman reticulados Intermoleculeres (por
sjamplo formakiahido y giutereldohido). Esio pusde ajocter las propledades
Inmuncidgicas de la toxina porque sigunos eplicpas a8 escandanrdn entre ol
agregado. Los mélodos de la invencidn preleriblements involucran
simplemente la modificacidn de residucs de amino écido, preferiblaments
sulfhidriio wo grupos de amina primaria de amino dciios Yo la formacidn da
principaimente reficulados inframoleculares. La estructura cuatemaria
monomarica rasultante parmite a los epliopes penmanecsr expuesios sobre
la superficie de la toxdna.

En una reglizecidn prafarida del paso de destaxificaciin, &l resctivo de
raticulaciin s haterablfuncional. Loa rascivoa de neticulaciin prafaridos
contienen un Jgrupe N-hidmdsuccinimida dsler que reacciona
preferenclalments, més preferiblemnente eespecificaments, con grupos de
amina primaria. Praferiblamenis, los reactivos de reticulaciin contianan un
grupo maisimida qua reacciona prafsienciliments, mis praferiblementa
especiiicaments, con grupos sulfhidrilo. A un pH de apraximadamente 7, un
grupe malaimkia reacciona 10D0 veces més ripido prupos sulfhidriio
qua con amines. Prefarblemants, el reactivo de reticulacion contiens tanio
un grupo N-hiiroxisuccinimisa éster como un grupo maleimida. Bl agente de
reticulacion es praferiblamente no divable usando un agente reductor ya que
evko conduce a destoxificackin mence efective.

La distancia entre los grupos reaciivos del egente de reticulacion es capez
do sfectuer I eficlencia de la dosioxificacién. Pruferiblements. la distancia
enira los grupos dal raactivo da reticulacién que 80n rasctivos con grupod
aina v sulhidrlo, as entre 1.5 y 20 angatrom, mas peefaribismante entra 5 y
15 dngstrom, ¥ o méis preferkics aproximedements 10 éngetrom, en &l
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métado de Ia invancion. Prefariblements, los residuca de amino dckio sobre
ia foxina bacteriana son modificados medisnta la adicitn de un grupd que es
B, 7, 10, 12, 15, 18, 20, 30, 100, 500 angatrom da longihed. Preferiblemente,
¢l grupo modificadar esth sntre 5 y 100 Angatrom, mas preferiblemente entre
10 y 20 éngatrom de tamafic.

El paso de desimdficacién del método de le invenciin permile modificar
suficientes residuce de forma que la inlerferancia estirica Wo cambioa
conformecionslos Inhiban 8 fAncin de la foxine baclerians.
Prefariblaments, al maenos 6, 7, 10, 12, 14, 15, 20 o 25 oslducs de sming
doido de Ia foxina bacteriana son modificados. Cusndio salin prasentes
grupos malaimida no reaccionados an el reactivo de reliculacidn, se puada
usar una reaccidn de Ellmen pers sstimer (indineclamants) | nomero de
moléculas de reticulador unides a cada molécule de toxina {Ellman 1968
Arch. Biochemn. Biophys. 82; 70).

Los reaciivos de raticulacin prefaridos son SMPT, Sulfo-LC-SMPT, Sulfo-
KMUS, LC-SMCC, KMUA, Sulfo-L.C-SPDP, LC-SPDP, Sulfo-SMPB, SMPH,
SulloSMCC, SMCC, SIAB, SulioSIAB, GMBS (N~
malaimidabutiriloxijsuccinimida detar), Sulfo-GMBS, MBS, Sulfo-MBS, Sulfo-
EMCS, EMCA, EMCS, BMPS, BPDP, SBAP, BMPA, AMAS, SATP y SIA
(Plerca).

En un método preferido de Ia invencidn, la toxina es tratada con el
compuesio quimico o reactivo de retioacién bajo condiciones de pH entre
5.0 y 9.0, preferblemente 6.6 a 8.0, més prefastlemente 7.0 a 7.8. En los
iratamientios en donde la reaccion de un grupo maleimida a un grupo
sulthidriio es estimuiads, el pH preferido de la reeccién os 6.0 y 8.0, mée
preferiblemente 6.5 y 7.8. La concentraclén preferkia de sales duvanie e
repccién osth entr 100 mM y 1M, miss preferiblements 150 mM y 500 mM,
lo més prefarida anire 200 mM y 300 mM. Bin ambango, las inveniaras han
encontrado gqua algunss veces se prefieve realizar |a reaccién a une
concentracion de aal baja e donde no se adiciona closuro de sodio u otra sal.
Cuando la resccién aa realirs a un pH entre 78 y 7.8, |a reacolin puade
leveses a cabo opclonaimente ein la adicion de sal. iguaiments, &l uso de
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siacianas mayores de GMBS & toxing eo pusde realizar sin la adiclon de sal
n valoras de pH enfira 7.0 ¥ 8.0,

Prefariblamente e usa un exceso moler de 50-500, mis prefarblements
130-360 o 350-900, lo mis preferido aprdimadaments 250 veces del
compussio quimico @ resctivy da reticulacion a cada Wxina. La neumclisine
neumocdcica contiene 31 residuos de lisine. Por Io tenlo, un excaso molar
de 248 veces del compuestc quimica @ remctivo de reticulacién sobre
neumnolising 93 eduivalonts 3 un excesos malar de 8 veces dal campueeto
cuimico o reactivo de reticuiaciin a cada resicuo de lising. Praferblemente,
06 usa unw relecién moler de 2-20, més praferblaments 4-16 o 15-30, lo més
preferido sproxdimadamants 8 veces ol compussio quimico o reectivo de
reficulacidn a residuce de lising, en los métodos de le lvencidn.

El iratamiento con resctivo de reticulacién procede por al mencs 16 minulos,
prafarblomente por &l menos 30 minuios, I mids prefarido para
apradmadamentie una hora entre 4°C y 40°C, prefariblamanis antre 16°C y
26°C, o méw preferido e tempersture amblante. El mélada de Ia inwvencion
puada adamds camprender Un paso de exiincién usando un compuesto que
contiens un grupo sulfhkirio, preferiblemsnte ol compuesio de extingcidn
flene un pesc molecular sobre 50, 100 ¢ 120, mds prefariblemants el
reactivo de wxtincién a8 un sming éeldo, ial como cisteina. Alemstivamente,
los grupas puedan reaceionar con una mitad da péplido o polisacanido capaz
ds reaccionar con malaimida, por &&qpld un péptido que contlene un
residuo de cisleina. Esio es particularmente aproplado cuendo el grupa
maleimida no reaccinado estd presents srites del peso ds extingidn.

paso de destxificaciin es adecuado para uso eobre toxines bactarianas
o8 deacribié enteronments. Preferiblaments, In toxine baciariena ea
de Streptococcus pneumonine, lo mis preferido, Ia isdna as neumoiisina.
La naumolisina as una praleina naliva o nacambinanie, o una prolsina que
ha sido diseflada gendticarnenie para reducir su toxicikiad (como ee desarbid
enlerdormeniz). Les proteines de fuskin da las toodnas, prefariblemants
neumoliaina o fragmenine de toxinas, preferblemants neumolieina pueden
ger destoxdficadas usando el mélodo de I wencin.

al



ar KO

Ael, on una realizacién prefarids, una toxina (tal como neumolisina) ae
dosioxificada con un reaclivo de reficviacién qus s preferiblemante
helarchifuntional, que tiene grupos que son reaciivos con residucs de lising
y cistelna, y es de cierio tameflo, teniendo preferiblements los grupos
roactivos espaciados 10-20 Angstroms lejos, da foorma que cusiquisre o
preferiblemsnte amboe de los sigulenies ocurra:

a) enlre 5 y 30, preferblements eproximadamente 12-14 reskiuce de
aming &cido da |8 toxine man modificedos por une moléocula
retiovladora enlazada covalentementa, prafariblemants 8 un residuo
de lsina o arglnina (preferiblementa. como se midié indiractamenis
por una resccidn e Eiman), siendo el olro extramo axtinguide
{prefesiblemnente con cisisina) y/o:

b) unacadena latersi de clsleina Involucrada en la aclividad téadca de la
inxine {preferiblsments hecle el tesminal C do ia toxing) os reticuleda a
otra cadens lateral de la taxina (prefadblaments a4 un reskiuo de lisine
0 arginina) qua astd preferibiamenta sepansda por mas de 2, 5, 10,
20, 30 o 40 amino acidos del residuo de cisteina en is secuencia
primaria de la toxdna.

En una realizacidn prefarida adicional, una toxina (prefariblamente
neumoiisina) es destoxficada con un compuesin quimico manofundional que
reacciona preferiblemeants con aming ackios cue contienen un grupo amina
primaria, mAs praferiblements Esina, ¥ es de clarflo tamafio, mds
preferiblements 10-100 angetroms da forma que Ia toxina 83 recublerta con
antre b y 30. mas preferbiements sproxdmadaments 14 compuesatos
quimicoes sniazedoe a reskiuoe de amino fcldo.

Un problema asodiado con el ariterio de peesacariio con Ia vacunacion, es &l
hecho fqua los polisacividos per 8¢ son Inmuniganos pobvea. Pam supamr
esio, los polisacdridos puedan estar conjugadoa con vehiculos de proteina,
o cunl proporcions aywda circunstante a les céhies T. El proceso de la
invencidn puads veniajosamanie contensr wn pasa adicional da conjugaciin
de la cliolisina, preferiblemente neumolisina, con un polisaocérido bactariano,
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por elemplo un lipo-cligosacarido preferiblemente, un polisacérido
capsular,

Un conjugado prefesido de la invencidn comprende cliolising, preferblements
noumolisina, obtenida mediante o mélodo de la invencidn, conjugade @
polisacéridos conjugedos derivados de Strepfococcus pneumoniee. Los
antiperos de polisacérido capatiar neumocdicico son seleccionados
prefariblemente do serotipos 1, 2, 3, 4, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
158, 17F, 16C, 10A, 18F, 20, 22F, 23F y 33F (mis profuriblemente de los
serotipos 1, 3, 4, 8, 6B, 7F, 8V, 18C, 10F y 23F), 0 mexcias de dos 0 més de
dichos conjugados (4, 7. 9, 11, 130 23).

Le citolsina, preferiblements neumolisine, purificads mediante of proceso de
la Invencin también estd preferiblements conjugada a pofsaciridos
capeulercs do oras cepas de bacteras. Tales poliaacéridas pueden ser
sislados de, por ejemplo, H. influenzae, H. influenzae tpo B (Hib), N.
mengitidis grupos A, C, W, Y, Estrepiococos diforentes de S. pneumoniae
(e.g.. Estrepiococo Grupo B, S. pyogenes, ete.), Estefilococo (e.g., S aureus,
S. epidermidis), E. coll, Enterococo (e.g., E. feecelis y E. fescium), elc.
Preferiblements, los polisacéridos son de H. influenzae fipo B (HD), yio N.
meningitidis grupos A, C, W136, yo Y.

El polisacérido puede ser enlazado a cholisina, preferiblements neumolisina,
mediants cusiquler método conocido (por ejemplo, mediante Likhite, Patente
U.S. 4,372,045 y por Armor of ol., Pelentis U.S. 4,474,757). Preferiblemente,
se resiiza la conjugacion de CDAP (WO 95/08348). Paras mejorer ls
inmunogenicidad, los polisacéridos pueden ser adyuvados yfo liofiiizados.
Los polisaciridos de la invencion pueden ser de tamafio completo,
ajustados dospués de la purificacién 8 polisacéridos u oligosacéridos més
pequefics.

El proceso de la invencion compsende preferiblements un paso adicional de
formulacion de citolisine, preferblemente neumociisina en una vacuna.
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Una realizacién adicional de la invencién os cliolisina, preferfblements
neumolisine, purificada mediante el método de la invencién. Esto incluye un
conjugado de neumolisina-polisacirido capsuler bacteriano hecho mediante
ol proceso de la invencidn.

Una resiizacidn adicional de la invencion es una composicién inmunogénicas
que comprende cilolisina, preferiblemente neumolisina © neumoisine-
polisacirido capsular bacleriano, cbtenido mediante e proceso de Ia
invencion (como se describid anteriormente).

La composicién inmunogénica de s invencion comprende ademdés
prefesiblements uno 0 mds miembros de la familia de proieina enlazante de
colina neumocicica, preforiblemonto proteina A eniazante de colina, 0 un
fragmento inmunogénico de esta y/o uno 0 més miembros do Ia famits triada
de pol histidina (incluyendo proteinas de fusién de esis), preferiblements
PA, PRB, PhiD o PhE, o un fragmenio inmunogénico do estes.

Con respecio a la familia de proteins enlazanis de coline (CbpX), loe
miembros de esta familia fusron origina’mente identificados como proteinas
neumocicicas que podrian ser purificadas mediante cromatografia de
sfinided » colna. Todes las protoinas oniazantes do coline son enlszadss
no covalentomonto a les mitedos fosforlcoling dol dcido teicdico de la pared
celular y el Acido lipoteicicio asociado 8 ls membrana. Estructuraiments,
fienen varias regiones en comin sobre la famiiia enters, sunque Ia
naturaleza exacts de las proteinas (secuencia de amino écido, longiud, etc.)
puede variar. En general, las proleines enlazantes de colina comprenden
una regién tesminal N (N), regiones repetidas conservadas (R1 yo R2), une
region rica en prolina (P) y una regién enlazants de coline conservads (C),
preparada de moliiples repeiiclones, que comprende aproximadaments la
mitad de |a protsina. Como se usa en esta solicliud, el {émino ‘Femilia de
Proteina Enlazante de Colina (CbpX)” es seleccionado del grupo consistents
de Proteinas Enlezantes de Coline como se identifican en WOS7/41181,
PbcA, SpsA, PspC, CbpA, CbpD y CtpG. La CbpA se revela en
WO97/41151. Las CbpD y CbpG eetén reveladss en WOD0/20434. La
PbpC esth revelada on WOS7X00004. La CbpA osth rovolsds en



WOGE/213387. La 8peA o8 una proteina enlazanta da colina nvalade en WO
§8/39450. Prefedblémenis, low Proteines Enlazantes da Calina aan
ssleccionadss del grupa conslyiente de ChpA, PboA, SpsA vy PspC.

Otra realizacién prefarida son tuncados de CbpX. en donde “CbpX" se
define anteriormente, ¥ "tuncadne” a8 raftare » proleines CbpX que carecen
del 50% o mas de la regién eniazania de colina (C). Preferdblaments, tales
proteings cmecen de la megidn entera anlazante da colina. Mis
praferibloments, tales truncados de proteina csrecen ds (i) I regidn
anlazante de coline, ¥ (b) tamblén una porcidn de la mitad del tenminal N da
la prolaine, aimdue retions ol mence une regidn de repeticldn (R1 o R2).
Aln mas preferiblamants, al truncado tians 2 regionss de repeticién (R1 v
R2), mée preferibloments, el truncado retiens la region rea an prolina (P).
Elemplos do tslos realizeclonee prefaridas son NRTXR2 y R1XR2 como s
lustran an WOSS/S1208 o WO88/51188, y NR1XR2P, sin embargo, también
sa contampisn olres prolsines eniazaniss de colina que carecen de una
ragitn aimilsr enlazante de coling, dentro del sicance de esta invendién.

La famlla LyiX es proisina asociada a membrans, ascciada con Ihais de
célla. dominic dal ferminal N comprandes daminio{s) eniazanies de
coline, sin embargo, |a famiia LyiX no tene todea las caracteristicas
enconiradas en la famiis ChpA notada anterlormeants, y asl, la familia LytX
»s conslidern distinta de In familia CbpX. En contrasie con a familia CbpX, el
dominio dal (arminal C ¢antiens ol daminia ceteliico de In famills de protesina
Lyl La familia comprende LYtA, B y C. Con reapacto a Ia familia LytX, la
LylA esté revelada en Ronda et al., Eur J Biochem, 164:821-624 (1987). La
LyiB ssth rovelade en WO 98/18030, y tambidn ee refesida como Bp48. La
ENC lambién eatd revelads an WO $8/18030, ¥ tamblén os referida como
Spbt. Lin miambro prafesido de seln familie os LyiC.

Otra realizacién prefarida son los fruncadoa LytX en donda "LytX" esth
definkia antedlorments, ¥ “trunicados” e reflere a proteinas LytX que carecen
dal 50% o0 més de ln regtn snlazente de Coline. Preferiblements, teles
prolsinas cavecen de |a ragidn enitera enlazania da Culins. Un ejemplo da
tales inmcados sa pueda ancantrar en la seccidn de Elampios de esta
invencién.




Ya otra realizacién preforida de esta invencidn san las proteines quiméeicas
de truncado CMPC-inmcado LytX (o fusiones). Preferiblemente, esto
comprende NR1XR2 (o0 R1xR2, 0 NR1XR2P) de CbpX y la porcién del
terminel C (Cterm, i.0., carencia de los dominios de eniace de coina) de LytX
(eg.. LY{CCtoarm 0 SpSi1Clerm). Més preferblements, la CbpX as
seleccionada del grupo conaistente de CbpA, PboA, SpsA y PepC. Aln més
proferiblements, as ChpA. Preferiblements, LytX ss LyiC (también referide
como 8pB1).

Olra realizaciin de la prosonte invencion es un PspA o PsaA, o truncados
que carecen del dominio enlszants de colina (C) opcionalmente expresada
©OMO Una proteina de fusion con LyiX. Preferiblements, LytX es LytC.

La familia Pt (Triada de Poli histidina) comprande prolsinas PhiA, PhiB,
PhiD y PhE. La famiia es caractartzada por uns secuencia de lepidacidn,
dos dominios soparados por una regidn rica en proiina y varias iriadas de
hstidina, posiblements woiucrados en el eniece aciivided enzimética de
melal 0 nucledeido, regionss de espiral enmoliado (3-8). un terminal N
consarvado y un termingl C heterogénes. Esté presente en todes las sepas
de neumococos probadss. También se han enconirado proleines
homédiogas en olros estreptococos y Neisseria. Los miembroe preferidos de
ia famiila comprenden PhiA, PhiB y PhiD. Més preferiblemenis, comprende
PhtA y PhD. Se entiende. sin embargo, que los témminos Pht A, B, Dy E se
rofieren a protoinas que tienon las secuencias revelades en las ceciones
siguientes, asl como varienies de estas que s encuaniren naturaimente (y
hechas por o hombre), que tienen una homologla de secusncia que es al
menos 00% idéntica a las proteinas refarenciadas. Preferiblemente, es al
menos 95% idéntica, y lo méAs preferkio, es 97% idéntica.

Le composicién inmunogénica de la invencién puede incorporer proteings de
fusién o proleinas de triada de histidine. Las proteinas de fusidn preferidas

contienen I} PhiD o un fragmento de osts, onlszada & uns PME o un
fragmento de esta, o §) PhB o un fragmento de esta, eniazada a una PME
fragmento de esta.

Con respecio a las proteinas PhtX, la PhA esth revelada en WO 88/180830, y
es también referida como Spd8. Como se notd anteriorments, es una
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proteina de la familla friada de pollhiatidina y tiene el mativo de seflsl tipo Il
da LXXC.

La PhD asld reveipda en WO 00/37108, y tamblén se reflers como SpO3sD.
Comb se notd snberiormente, tamblén ss una proteina de la familia iriada de
polihistidina y tlene sl motivo de sehal ipo Il de LXXC. La PhiB esth
fevelada en WO 00/37105, y as también referids como Sp03S. Otro
miembro de la familia PMB es al Polipéplido da Degradacién de C3, tarmo se
revels on WO 00/17370. Esis proleina también es de a femila triade de
polihisiidine y tiene ol molivo de sefial tipp 1| de LXXC. Un equivalente
inmuncldgicaments finciongl prefesrido se e proteina Sp42, revelada en WO
88/18830. Un truncado da PhiR (aproxdimedements 70 kD) estéd reveledo on
WO86/16876 qus también se consldera un miambio de la famiia PhX.

La PhtE ésth revainda on WO00/30200 v sstd referida como EVH-3.

Con el fin de generer une composicion inmunogénica de le invencién, capaz
do produclr una respustta Inmune contra méis de un patigeno involucrado
an fa ofitis madie, es ventajoso qus lns composiciones ivmunogénicss de In
invanciin camprenden sdemiés un antigenc de unc o milis (2, 3, 4, 5, 0) do
S. pnsumonias, Haemophlius Influenzas no clasliicable, Moraxalla
catarrhalis, RSV, virus de parainfluernza yo virus de influenza.

La presents iwencidn tenbln comtempla vecunme de combinecidn que
provean protscciin contra un rango da dilarantea patdgenocs. Muchas
vacunad gpadilidess aon ahora administredas como ma vacna de
combinacién con 6l fin de reducir el nimem de Inyeccianes que un nife tiens
que rechir. Asl, para las vacunas pedistrices se pusden formuler sntigence
de otros patSgonos con les vecunsw de le invencién. Por gjempla, las
vacunas de @ Iinvencidn se pueden formuisr con (@ esdminieimer
separndamonte peru ol mismo Hempo) ln bien condchma wvacuna de
combinecidn “trhalents® que comprends koxolds Difterda (DT), iowcide
W¥ianos {TT) y componsnies periusels [lpicaments toxokle Perlusals
destoxificada (PT)} v hemeghutinine flamentoes {(FHA) con perectine opclonal
(PRN) yfo aglutinina 1-2], par ajampio, Ia vacuna comerelalivadn INFANRIX-
DTPa™ (SmithKiineBeachamn Biclogicals) que confiene antigence de DY,
TT. PTy FHA y PRN, con un components de pertussis de célule onters,



por ejempio, como el comorcializado por SmithiKineBeecham Biologicals
s.a., como Tritanrx™. La vacuna combinada tembién comprende otro
antigeno, tal como antigeno de superficie de Hepatitis 8 (HbsAg), antigencs
del virve Polio (por ejemplo, vius de poiio trivalents inactivado - IPV),
proteinas de membrana exierior de AMoraxelle cetamheflis, proloinas de
Haemophilus influenzable no clas¥icable, protoinas de membrana exierior do

N.meningitidis B.

Ejemplos de antigence do proteina de Moraxalia cafarrhalis quo e pueden
inclulr en una vacuna de combinacion (especiaiments pers e prevencién de
ia oiitis media) son: OMP108 (WO 9741731 (Antes) & WO 96/34060 (PMC)];
OMP21; LbpA 8/o LbpB [WO 98/55608 (PMCH: TbpA &/o ThpB (WO
97/13785 & WO 97/32080 (PMCY;: CopB [Helminen ME, ef o, (1893) Infect.
immun. 61: 2003-2010); UspA1 yo UspA2 (WO 9303761 (University of
Texas); OmpCD; HasR (PCT/EPS9/03824); PIQ (PCT/EP99/03823); OMP8S
(PCT/EPO0/01468); (po0B (GB 9917977.2); lipo10 (GB 9918208.1); Spoi1
(GB 0018302.2); lipo18 (GB 9918038.2) P6 (PCT/EP90M3038) D15
(PCT/EPS6/03822); OmplA1 (PCT/EP98/06781); Hiy3 (PCT/EPS0/03257); ¥
OmpE. Ejempios de antigencs de Hsemophius hfiuonzee no clasificable
que se pueden incluir en uns vacuna de combinacidn (especisimonie pera la
prevencidn de otitis media) inchuyen: Proleina frimbrina [(US 5766808 — Ohio
Stato Rossarch Foundstion)) y fusiones que comprenden péptidos de asla
jog péptidos do fusién de LB1(f); US 5843484 {OSU) o WO 96/84087)
OMP28 (WO 97/01638 (Cortecs)]); p8 [EP 281073 (State Universlly of New
York)j; TopA yo TopB; Hia; Hef; Hind7; HIf; Hmwi; How2; Hmw3; Hmwé;
Hap; D18 (WO 94/12641); proteina D (EP 684610); P2; y P5 (WO 94/26304).

Otrss combinsciones contempladas son la citolisina, preferiblaments
noumolisine de 2 invencién en combinacién con antigencs virales, por
ejemplo, de influenzs (stonuade, dividida, 0 subunidad [e.g.. neuraminidasa
de giicoproleines de superficlo (NA) y hemagiutinine (HA). Ver, eg.,
Chaloupka 1. et al. Eur. Joumnal Clin. Microlbiol. Infect. Dls. 1968, 15:121-
127), RSV {e.g., antigenocs F y G o fusiones F/G, ver, e.g.. Schmidt A. C. ot
al, J Virol, Mayo 2001, 94504-4603), virus 3 de perainfuenza (PIV3) (e.g.,
protéinas HN y F, ver Schidt et al. supra), Varicela (e.p.. atenuada,
glicoproteinas 1V, eic), y cusiquiera (o (odos) los componenies de MMR
(sarampién, paperas, rubeola).
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Una realtzacién adicional de la invencidn os una vecuna que comprende
clivlisina, preferibloments neumolisine © un conjugado neumolisine-
polisacirido capsular bacteriano, oblenido mediante el procesc de |a
invencidn, y un excipiente farmacéuticaments aceplable y opcionaiments un
sdyuvanie.

Una vacuna deo (a invencién puode comprender las composiciones
inmunogénices de la invencion deecritss snleriorments y un exciplante
famacéuticamento aceptable.

Las vacunas de ls invencién son capaces de genarar una reapussis inmune
proteciora condre la infeccitn de S. pneumonias yu ofitis medie.

Una realizacion adicional de la invoncion incluye un método para hacer una
vecuna tomando una cliolisina, preferibiements noumolisine, preparada
mediants el proceso de la invencidn, y formularia como una vacuna con
excipiente farmacéuticaments aceptabls y, opclonsimente con uno 0 més de
los antigenos adicionales destrilos anleriormente.

Una raalizacién adicional de {a invencidn incluye el método de fratamiento o
prevencion de (a infaccién bacleriens, preferiblomonts infeccion de
Streplococcus pnaumonias u ofitis medis, que comprende Is administracién

de ls vacuna 0 composicion inmunogénica de ia invencion.

Uns reallzaciin adicional de la invencidn es ol uso de la cholisina,
preferiblements neumclisine y/o conjgado neumolisina-polisacirido
capsular bacteriano, cusiquiera de los cusios es obtenido mediante un
proceso de ia invencidn, en le prepenaciin de una vacuna para e tratamisnto
o prevencidn de infeccldn bacteriana, preferiblomente infeccién de

Streptococcus pneumonias u otitis media.

Las vacunas de [a pressnts invoncién estén preferiblemente adjuvadas.
Adyuvantes adecuados cluyen una sal de aluminio tsl como gel de
hidréxddo de aluminio (slumbre) o fosfato de aluminio, pero también puede
ser una sal de calclo, magnesio, hiermo o zinc, 0 puede ser una suspensidn
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inscluble de tirosina acliada, 0 azicares aciados, polisaciridos derivatizedos
catiénicaments o anidnicamento, o polifosfazenes.

Se preficre que el adyuvenic ssa selaccionado para eer un inductor
preferencial de un tipo TH1 de rospussia. Tales nivelss alios de clocinas
ipo Thi tienden a favorecer [a induccién de respussias inmunes modiadas
por céilas, 8 un antigeno dado, misntras quo los niveles altos de cliocines
fipo Th2 tlenden a favorecor la induccion de respuestas inmunes humorales
al antigeno.

Es Importante recordar que la distincién de la respuesta inmune tipo Thi y
Th2 no es abscluta. En realidad, un individuo soporis una respuesta inmune
qua descrila como predominantemants Th1 o pradominentemonte Th2, Sin
embargo, ususimente as conveniente considerar las familias de cliiocines en
términos de lo descrilo en los clones de célula CD4 + ve T por Mosmenn and
Coffman{(Mosmann, T.R. and Coffman, RL. (1989) TH1 and TH2 cells:
diferont pettoms of limphokine secretion lead to diflerent functional
propertes. Annusl Review of iImmunology. 7, p145-173). Tradicionaimente,
ias respuesias tipo Th1 estén asociedss con ls produccién de las cliocinas
INFy o IL-2 mediante T-linfociioa. Otras cliocinas usuaiments direclamente
asocladas con la induccién de respuestes inmames tipo Thi. no son
producidas por las céhias T, ial como IL-2. En contrasts, las respuesiss tipo
Th2 esidn asociadas con ia secracién de 14, IL-8, 18, IL-10. Sistemas de
sdyuvanto adecuados que promueven una respuesis pradominaniements
Th1 incluyen: lipido A Monofosforiio o un derivado de este, particulasmente
lipido A 3-dee-O-acilado (3D-MPL) (pers su preparaciin ver GB 2220211 A);
y una combinacién de lipido A monolosioriio, preferiblemente lipido A 3-dee-
O-acilado, junio con o una sal de aluminio (por ajemplo, fostato de sluminio o
hidiiddo de aluminio) o une emulsién acelis-on-agus. En teles
combinaciones, el antigeno y el 3D-MPL estén conlenidos en ias mismas
estruciuras de pasticula, permitiendo (a enirega més eficianie de seflsles
antigénicas e inmuncestimulsdores. Los esiudios han mostrado que la 3D-
MPL es capas de mejorar més la inmunogenicidad de un antigeno adsorbido
por sfumbre [Thoelen e ol. Vaccine (1906) 16:708-14; EP 680454-B1).
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Un sistema mejorado invalucra ls combinacién de un lipido A monofosforilo y
un dorivado de saponina, periicularmente la combinacidn de QS21 y 3D-
MPL como se revela en WO 64/00153, una composicibn mencs
reaciogénicas, en donde ¢l QS21 es extinguido con colesterol, como se
revela en WO 86/33739.

Una formulacion de adyuvante particularmente potente que imolucrs Q821,
3D-MPL y tocoferc] en una emulsion aceils en agus, osté descrifta en WO

Preferiblements, ia vacuna comprende adicionsimente una saponina, més
preferiblements QS21. La formulacidn también puede comprender una
emulsion aceite en agua y focoferol (WO 88/17210).

Le prosente invencién también provee un mélodo pers producir una
formulacién de vacuna que comprande el mezciado de una ciiolising do la
presenda invencidn junio con un exciplente farmacéuticamente aceptabls, tal
como 3D-MPL.

CpG no metiada que contiene oligonuciedtidos (WO 96/025535) también son
inductores preferenciales de una respussia Th1 y son adecusdos para uso
on ls prosente invencion.

En un especio adicional de la presenta invencién se provee uns vacuna
como de deecribe aqul, para uso en madicina. En una realizacidn, hay un
método pars prevenir 0 mejorar la neumonia en un humano sciano (por
encima de ios 55 aftos de edad). que comprende (s administracitin de una
cantided segura y efectiva de una vacuna de ia lnvencidn, y opcionaimenta
un sdyuvanie do Thi, a dicho pecients anciano.

En una realizacion adicional, se provee un méiodo para prevenir o mejorer e
olitis media en infantes (hasta 24 mases) o niftos paquefios (tipicamento 24
mases a S alics), que comprende la administracion de una cantidad segura y
efeciiva de vacuna, que comprondo una cltolisina, preferiblements
noumolisina de la invencion, opcionaiments con uno o més de los antigencs
adicionsies doscritos anteriormeents, y opcionaimente un adyuvants de Thi,
adicho infante niflo paquefio.



Las preparaciones de vacuna do (a presente invencion se pueden user para
proteger © tratar un mamifero (preferiblements un pacients humano)
suscepiible a infeccién, por medio de la administracién de dicha vacuna via
ruta sistémica 0 mucosal. Esias administraciones pueden inclulr inyeccién
via ruta intramusculsr, interpesiionssl, infradermal o subcuténes; o vie
administracion mucoss s o8 tractos orslislimenticio, respirsforio,
genitowinario. Se prefiere la administracion intranassl de vacunas para ol
tratarmiento de nsumonia u otilis media (en ls medida en quo el transporte
nasofaringeo de noumococos pueda sor més efectivamenis prevenido,
stonuando asl ia infeccién en su etapa més temprana). Aunque fa vacuna
de la invencién pucde ser administrade como una dosis simple, loe
componenies de este pueden también ser co-administrados junios &l mismo
tiempo o a tiempos diferentes (por ejemplo ol los pofsacéridos esién
presentes en una vacuns, estos podrian ser adminisirados seperadaments
al mismo tiempo 0 1-2 semanas después de ia administracion de le
combinacién de proteina becteriana pera coordinacidn Optima de Ias
respuestias inmunes con respecio a ln oira). Ademés de uns soia nuia de
sdministracion, as puoden usar dos nitas diferentes de adminisiracién. Por
sjemplo, los antigence virsies puaden ser administrados ID (intradermad),
mientras las proteinas bactedanss pueden ser administradas IM
(intramuscularments) o IN (intranassiments). Si los polisacéridos estin
presentes, puedan sor administrados IM (0 ID) y las proteinas bacterianas
pueden ser administradas IN (o ID). Adicionsiments, las vacunss de le
invencion pueden ser administradas IM para dosis principsies, e IN pera
dosis de refuerzo.

La cantided de antigeno conjupedo en cada dosis de vacuna es
sglectionadc como una cantided que Induce una respuesia
inmunoproteciors sin efacios secunderios adversos significativos do las
vacunas tipicas. Tal centided varisrh dependiendo del inmunégeno
ospecifico que es emploado ¥y como esté presentado. El contenido de
antigenos de proteina en fa vacuns, estarén tipicaments en ol rango de 1-
100 mg, preferiblements 5-50 ug, lo més prefaridos tipicemente en el rango
de 5-25 ixg. Si estén incluidos los polisaciridos, 8o ospora generaimenie
quo cada dosis comprenderd 0.1-100 pg de polisacérido, preferiblements
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0.1-50 ug, mas preferibtiemente 0.1-10 ug, de los cusies 1 a 5 pg es ol rango
més preferido.

Las cant'dades optimas de componenias para ung vacuna particular pueden
ser delorminados madiants esiudios estindar que involucran la cbservacion
de respussiss Inmunes apropiadas en los sujeios. Siguiendo una vecunacion
inicial, los sujeios pueden recibir una o verias inmunizacionss de rofuerzo
edecuadamente especiadas. Tipicaments, una vacuna comprender
antigeno (proteinas), un adyuvants, y excipientes o un vehiculo
fermacéuticamente aceptable.

La preparacién de la vacuna se doscribe genersiments en Vaccing Design
(‘Tho subunk and adjuvant approach® (eds Powell M.F. & Newmen M.J.)
(1965) Plenum Press New Cork). La encapsulacion dentro de liposomas 30
describo en Fullerion, Patente US 4,235,877,

Aunque iss vacunas de la presenie invencién pusden ser adminisiradas por
cuaiquiier ruta, ia administracidn de las vaounas descrilas en (s piel (1D)
forma una reslizacion da la presents invencion. La piel humana comprende
una cutfcula “cémea” extesior lamada ol estrato cdmeo, que recubre e
epidermis. Bajo esta epidermis estd una capa lemada la dermis, que a su
vez recubre ol tojido subcuténeo. Los investigadores han mostrado que la
inyaccién do une vacuna en [a plel, y en particuler la dermis, estimule una
respuesta inmune, que también puede estar asociada con un nimero de
veniajas ad’clonales. L8 vacunaciin intradermal con las vacunas descrilas
aqul forma una caractaristica preferide de la pregsents invencion.

La técnica convencional de la inyeccidn intredormal, o “procedimisnto
mantow” comprende los pasos de fimpleza do la plel, y luego estiramiento
con una mano, y con of borde de una aguja medidora delgeda (modida 26-
31) mirando hacia la agujs, os insertads en un éngulo entre 10-15°. Una vez
ol bordo de Ia aguja os insartado, la tubo de i» sguja desclende y ademds
avanza mieniras 3o provce una ligesa presion pers elevaria belo la plel.
liquido és entonces inyeciado muy lontamente formando asf una ampolia o
bomba sobre la superficie de Ia piel, seguido dol retiro lento de la aguja.
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Més reclentaments, se han descriios disposlivos que son disefiadas
aspecificaments para adminisirer agonies liuidos en o a fo lsrgo de Is piel,
por ejemplo, los dispositivos deecritos en WO 88/34850 y EP 1052444,
también los dispositivos do Inyeccion de chormo descritos por ejemplo en WO
01/13077; US 5,480,381, US 5,500.302, US 5,334,144, US 5003412, US
5,640,912, US 5,660,180, US 5.704,911, US 5383851, US 5,003,397, US
5468,220, US 5,339,163, US 5,312,335, US 65,503,627, US 5064413, US
$,520,630, US 4,500,556, US 4,790,824, US 4,941,680, US 4,840,480, WO
97/37705 y WO 97M3537. Los médodos altemativos de la administracion
intradermal de las preparacionos de vacuna pueden incluir jeringas y agujes
convoncionales, o dispositivos disefiados para entrega balistica de vacunss
stlides (WO 99/279681), ¢ parches transderv=ss (WO 97/48440; WO
98/26037): o aplicados a la superficle de la piel (entrega transdérmica o
transcuténea WO 98/20734; WO 66/28037).

Cuando las vacunas do ia presents invencidn son para ser administradas a
la plel, 0 mas especiicaments en la demis, la vecuna ceti en un volumen
bejo de liquido, perticularmonie un volumen entre apraximadamente 0.06 mi
y0.2 mi

El contenido de antigenos en la piel o las vacunes iniredermales de la
presents invencién pusden ser similares a las dosis convencionslos que las
enconiradas en las vacunss intramusculares. En consacuencle, los
antigenos de proteina presentes en las vacunas intradermales pueden estar
en el rango 1-100 ug, prefesblomonts 5-50 ug. Asimismo, si asté presents,
la cantidad antigeno de conjugado de polisacérido en cads doels de vacuna
se espera que generaiments comprenda 0.1-100 pg de polisecérido,
preferiblaments 0.1-50 ug, prefariblements 0.1-10 ug y puede estar ente 1 y
6 pg. Sin embergo. es una caracleristica de les vacunas de piel
inradermales, que [as formulaciones sean de “dosis beja”. En
consecuencia, los antigencs de prolaina en vacunas de "dosis baja” estén
preferiblements prescnics tan pequefias como 0.1 a 10 ug, profariblemente
0.1 a 6 pg por dosis, y si estén presentes, los aniigencs de conjugado de
polisacérido pueden estar pressntes en ol rango de 0.01-1 pg, ¥y
preferiblemente entre 0.01 a 0.5 ug de polisacirido por dosls.
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Como o8 usa acul, &l tirmino “enirega intradermal” significa entraga de I
vacune on in egidn de la dermis en la plel. Sin embargo, |a vacuna no estd
necasariamants locallxede oxclusivamenie on la dermis. La dermis es Ia
capa de la pial locallzada anire apraximadsmants 1.0 ¥y aproximadesnents
2.0 mm de Is superficie de Ia plal humana, pess hay una claria canlided de
variacidn entre individuos y en diferenies partas del cuampo. En ganaral, sa
puede eaparar alancar la dermis ol ir 1.5 mm por debajo de la superficie da
la plel. La dermis eaté locailzads entre ol sslrato cdmeo y la epikdarmis en la
superficle y la capa subcutinas por debejo. Dependisndo del modo de
entrega, |8 vacuna puade fingimente ser localizada solamente o
princlpeimente deniro de la darmis, ¢ puede fingiments ser distribuida dentro
ds ls epidermis y la dermis.

Las compoaicionas inmunopénicas ¥ vacunas de la invancién pusadan sear
avgiudas en difereniae modeios de animsles o con suero amano. Como
una Bueiracion, los sigulentas modelos de enimales s pueden usar para
evaisar s Infecciin neumocdcica. Ratones CiH/HeJ {8 a 8 somanas de
edad) pueden sar inmunizados 3.c. con 16 ug de proteina syuvadada con S0
u de CFA, seguido de 2-4 ssmenes después de refuerzo con 15 pg de
protaine con IFA. Para demostrar la pralecelan pesiva y activa de la
inffeccion slabdmica, los raionea puedsn sar  sdministrados
intreperiianasiments con suero inmune o proteinaa antse del sometimiento,
madiante inyaccitn intreperiionesl con 16 a 80 neumnomcos LDSO a Ia
semana 8-10. Adiclonsimente, las proteinas puadan asr probedes en un
modelo do colonizacion nasolaringaa de ralén meiiants (Wu et al Micrabiel

Patogénasis 1007; 127-137).

Ademéaa de los retones, las ratas infanies son susceptibles de colonizacitn &
infeccién por S preumcnfes. En estudios prateciores pesivos, la
adminisirecién de suero inmune de retén {100 ul i.p. © 10 vl Ln.) se puede
hacer antss dal sometimiento con adminiatracién Intranassl de S. pneumonis
(10 ul) en crias da rata infarte de 2-6 dias de adad. La colonizacién se
pusde determinar mediants lavedos nasales de piace {20-40 ul infundidos,
10 ul retirados),
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Las interacciones favorables entre los componentes de proteina (o proteing
y polisscieido) de [a vacuna de combinacion se pueden domostrar mediants
ia adminisiracién do una dosis de cade proteina (0 proleina y polisacérido)
on ia vacuna, que seria sub-prolaciora en una vecuns monovaients. La
eficacia prolectora aumantada de la vacuna de combinacién comparada con
lss vacunas monovalenies s¢ puede atribuir a uns interaccién favorsble

entre los companentas.

La iwencidn estd ilusirada an los ejemplos acompefianiss. Los ejemplos 99
realizan usando técnicas estandas, que son bien conocidas y de rutina para
los experios en la técnica, excepto cuando se describe en detalle de otra
forma. Los sjemplos pretenden Bustrar, pero no limiter la invencién.

Eiemalo 1: Purificacién de neumnijajng

Después de 18 horss de induccién del cultivo de E. coli mediente ef
sumentando la temperatura hasta 39.5°C, las E. cof fusron paletizedas
mediants centifugacién @ 17,000g por 1 hora. El pelet fue resuspendido en
diclanciamine 26 mM pH 9.0 y las E. coll fueron quebradas mecénicamente
usando une pasada a 500 PS| en un aparato Rannie. Se agregd isurol
sarcosinglo do sodio al 1% (SLS) a Is E. coli quebreds, y ls mezcia se
incubd por 1 hors & temperatura ambienie antes de la centrifugacién a
30.000 g por 20 minutos, de forma que el residuo celuter fue peletizedo. El
sobrenadante se diluyd 2.5 veces hasia terminar en fosfalo 20 mM pH 7.0
que contenia NaCl 1M y SLS el 1%, y fue luego cargado en una columna HP
de fenll-eefarosa equiibrada en el mismo smortiguador (fosfato 20 mM pH
7.0 que contieno NaCl 1M y SLS al 1% = amortigusdor de equilibrio). La
columna fue lavada con 4 volimenss de columns de amortiguedor de
oquilibrio seguido por 2 voiimenes do columna de amortiguador de fostato
20 mM pH 7.0 que contiane NaCl 0.5M y SLS al 1%. La nesumciisina se
eluyd de ls columna aplicando un amortiguador bejo en sal que contians
amortiguador de fosfato 20 mM pH 7.0 que contiene SLS o 1%. Las
fracciones que contenian neumoiising fuoron ident¥icades usando andiisls
de SDS8-PAGE, fuoron recoleciadas y &l amortiguador se intescambié a
distanciamina 25 mM pH 9.0 usando diafliiracién.



La neumolisina fue solublizada medianie dosnsturalizacién adicionando
clorhidrato de guaniding s6ida hasta una concentracion final 6M e incubando
por una hora. Fue entonces dialfiltrada conira urea 8M on distanclamina 25
mM pH 9.0 que contenia DTT 1 mN. La neumolisine fue roplegeda mediante
disfitracién conira amortiguador de borato 20 mM pH 9 que contenia DYT 1
mM. Después de la rensturalizeciin, ¢l DTT fue removido mediante
disifiitracion conire amortiguador de borato 20 mM pH 9.0.

La pureza de la noumciisina aicanzada se snslind confendola en un SDS-
PAGE y coloreado con azs brilantie de Coomessio. Un gel separado fue
analizado mediants manchado Westem usando un anticuerpo contra E. coll
para detociar en nivel de proleines E. coli remanentes en la preparacién de
neumalisina purificeda. La activided bioldgica de la neumolisina purificada
86 evalub usando un onsayo de hamdlisis in vitro,

Como se muestra en la figura 1, ol mélodo descriio anteriormente fue capez
de producir une purificacion aliamente eficiente de noumolisina despuéss de
un solo paso de cromatografia. El Panel A mucetrs que la elusién de la
columna con un amosiiguador bajo en sal que contisne cloruro de sodio no
adicionado, fue capaz de eluir una banda de 53De correspondients a Ia
neumolisina de [a columna, on una forma allaments purificads. También se
pionsa que la banda muy tenye do aprodmadaments 45 kDa es neumolisina
porque esis segunda banda se eniazs @ l0s enticuerpos anti-neumolisina
(resuiados no mosirados) y también falla en enlszarse @ anticuerpos anti E.
coll, como se muestra en ol panel B. El manchado Westomn del penel B es
un método altamenie sensbie para deteciar cuaiquier proteing contaminante
que pormanece en la neumolisine purfficada. Este méiodo fue capaz de
detectar muy pocos contaminanies, y aguolios presentes fusron a un nivel
bajo que astaba por debajo de un nivel de §8-100% de pureza.

£l rencEmionio del método de purificacin también es bueno con una comridae
tipica, produciendo aproximadaments 1600 mg de neumclisina por £tro de
fermeniacidn, Aproximadamente of 10% do Ia proteina def cultivo de
formentacion se recuperd como neumolisina purificeds.
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Se evalud ls sctividad de Ia neumolisina on un ensayo de hemdiisia despuds
que la neumolisine habla sido iratada con clorhidrato de guankiinio/ures, ¥
habis sido replegads mediants la remocitn del desnaturalizants. La
activided hemolitica se delectd en dilucionss de la neumolisina purificads
hasia concentraciones de 1.3 ng/mi, mostrando que la activindad hemolitica
hebla sido re-establecids. Esto comesponde entre 500,000 y 1,000,000
unidedes hemoiRicas por mg de noumolisina tipo native.

Eiamole 2-- Degipuifiacidn ds neumolising do S aeumonise usando GMBS

La neumolisiha puriicads fso destoxificada mediante ls modificacion de los
grupos suthidriio y amina primasie, usando e! reactivo de reticulacion NHS
éstor ~ maleimida GMBS (N-(y-maleimidobutiioxd)euccinimida dster). La
noumolsina & una concentracin de 0.5 mg/mi, fue dislizade contra
amortiguador de fosfato 50 mM pH 7.0. £l GMBS se disolvit inicistnente en
DMSO y se agregd a neumolisina en un exceso moiar de 248 veces de
GMBS. El tratamienio continud por una hora s omperatura amblente.
oxceso de GMBS y sub-productios fueron removidos medianie dilisis contra
fosfato de sodio 100 mM pH 6.6. Los grupos adicionales de maleimida fusro
oxtinguidos mediants la reaccién con 0.6 mg/mi de cisteina por dos horas a
temporstura ambients. Con ol fin de remover ol exceso do cCisteins, I8
muesina fue dislizada contra fosfato de sodion 2 mM pH 7.15.

Elemoio 3 — Caraglesizaciin de neumoEsina destoxificada
Activided Hemolitica

Se usd un ensayo hemoiitico para evalusr la toxicidad remanente de la
neumoclisina destoxificada. Diluciones de 2 veces sorigles de neumotisine
fueron incubedas con gibuios rojos de oveja. Después de la centiffugacién,
& sobronadants fue transfesido s inmunopiacas y ls hemogiobina liberada
fue medida usendo densided dpiica que lee a 406 nm. Los resultados fueron
expresados como ng/mi de neumolsing comespondienis al punio medio de
ia curva OD. El ensayo se repilid después de Ila incubacién de Ia
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neumolisina destoxificada a 37°C por 7 dias para monliorear la reversiblided
de destoxificacion.

Como se muesira en la tabla 1, ol tratamiento con GMBS fue capaz de
reducir substenciaiments la actividad hemalitica de PLY con una reduccién
de hasia 3,000 veces en la actividad hemoiilica que se asicanza. Las
relaciones moleres mayores de GMBS/isina fueron capeces de producis
mejor remocién de activided hemolitica con relaciones de 4/1 y 5/, que son
optimas en esle experimenio. Se estimd que este tratamienio produce una
modificacidn de aproximadamente 14 residuos de lsina. Cuando se
modifican menores residuos de lsina, ia reduccion de la actividad hemolitica
fue menor.

Se ovalud la antigenicided de ia neumolisine dasinvificada mediante ELISA.
Las placas de ELISA fusron recublertas con un anticuerpo anii-neumolisina
de conejilic de indias. Las muesiras que contienen diuciones de
neumoclisina fueron incubadas en (ss placas por 1 hora a temperalura
ambients. Despuée del lavado, la neumolisine enlazada fue delectada
usando anticuerpos policionales de conejo conira neumolising, conjugada
con percxidasa de ribeno picante. Después del lavedo de las piacss, se
usd una reaccién de sustreio pera eveluar la cantidad de neumolisine
enlazade 8 cada agujero.

Como se muesira en la tabls 1, o tratamiento con GMBS condujo & aiguna
pérdida de antigenicided como se evalubé mediants ELISA. Sin embargo, lss
leciuras de ELISA de aproximadamente 66% de aquelias dades por PLY no
tratada podrian alcanzarse mostrando que muchos anticuerpos podrian aidn
reconocer ia neumolising modificada.

Andlisis 8DS-PAGE

Las proteinas de neumoiisina desioxificadas fusron comidas en un SDS-
PAGE (gel de poliscriladmisa Novex 4-20% invitrogen), v se usd szl
brillenie Coomasasie para visusiizer lae proleinas. Como se muestra on I
Figura 2, ol tretamienio con GMBS condujo a un ligero sumento en el peso



moleculer de PLY de 53 kDa a aproximadaments 56 kDa. Esie sumenio se
debe a la modificacién de maitiples residuos de amino Acido con GMBS. Un
paquefio porcentaje de PLY se convierte » formas multiméricas como se ve
mediante la apardencia de bandss tenues de peec moleculer de
sproximadamente 110 kDa y 170 kDa, sin embargo, ia mayoria de Ia PLY
pormanece en una forma ssencisimente monomérica. La incubecin de e
PLY a 37°C por 7 dies no produce ningin cemblo substancisl en fa
speriencia de la PLY sobre un SDS-PAGE que muestra que la PLY
modificeda no estd sujeta a degradaciin o formacidn posterior de multimero
eniazado covalantements.

Teble 1: Ensayos de destoxiicecion de PLY medianie GMBS

Los ensayos fusron reelizados sobre 1 mg de PLY (1 mg/mi) excepto por el

0itimo ensayo pars el cusl se trataron 3 mg (PLY a 0.68 mg/mi).

Grupos de fres ratas OFA fusron inmunizadas una vez mediants inoculecién
intramuscular (tiblalis) con solucién saline, ol adyuvante QS21 (US
§.057,640), neumoiisina, neumolisine adyuvada, neumoiisine destoxdficada

'Ensayo | Excesode |Funclonss|  Relacion = Tiulo hemollico
GMBS de ELISALOWRY Ng/mi!
(GMBSAisina) | meleimida | 4C  7D37°C [4°C  7DITC
%
1 ] 7 o5 56 1.7 42
m - 8 6 87 18 111
1.61 85 ) ! 48 /
21 0.4 7 ! | %00 /
n 11.8 58 ! 530 /
T 135 68 ! /
51 142 67 ! a8
2 an 138 262 248 | NH NH
an 178 29 380 | NW  NH
B an 13| = 4 ' 1508 8300
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con formaidehido, neumolisine dexioudficada con formeidehido adyuvads,
neumolisina desioxificads con GMBS, neumolisina destoxificada con GMBS
adyuvade, neumolisine desinxficada con NHS-acetsio o neumolisine
destoxificada con NHS-scetsto adyuvads. Tres dias despuéds de e
inmunizecién, todas iss rates fueron sacrificedas y las tibies fueron
preparadas para examen histoldgico. Las tibias fueron fjados en formaling y
cartados en iaindgg de 2 mm que fueron deshidratadas ¢ incorporadas en
parafina. Se cortaron secciones de 7 um y se colorearon usando el método
Trichrome Masson, sntes de ser examinades microscopicaments.

Se evalué la reaciogenicided usando custro criterios: degeneraciin/necrosis,
inflamacion endomisisl, hemorragia ¢ inflamecidn aponeurcsis. Pare cada
criterio histolégico, se atribuyd un puniaje a cade misculo de cade grupo, ¥
entonces se calculd un puniaje de lesién medio para cada grupo. Un punteje
de 0 = normel, 1 = minima, 2 = jeve, 3 = moderada, 4 = marcade y 5 =
sovera.

8a sxamind ia histclogie de las secciones. Los puniajes medios para
depeneracidén/necrosis, inflamacién endomisial, hemomagia e inflamacién

aponsuiosis 00 muestran en la Tabls 2.

Tabla 2

Inoculacion '-""""""""l'""""”"‘“ "hemomagia inflamacién |
Necrosle endomisial, aponeurceis

NGl 0 05 0 )

Piy 3.6 38 3.0 14

“GMBS-Ply 0.8 T3 13 04 1

[Advanis 20 39 28 28 '

. Ply * Adyuvante [4.2 30 48 18

GMBS-Py + 129 T 38 T

ady.
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Uns comparacidn de puniajes histoligiooa parm neumolisine netive no
adyuvada y desiouificada muesim que la GMBS es un resciivo de
reticulacian pariculesmeante efeclive pera usar parm la destodficaciin da
naumolising, produciendo un gran descanso en la degenarealdn/necrosls,
inflamacién sndomialal, hemorragia ¢ inflamacién aponewasia.

La adicién de adyuvanie (50 ug de foafalo de aluminio vy 5 ug de MPL) » les
inoculaciones eumaiia la cantided ¢s reactogenicided como un efecio
secundaric de eatimuisciin del elsiama inmune. La destoxificaciin de
neumolieine con GMBS permitidb qua of nivel de degenaracidn/necrosls
redujers ol produckio por ol sdyuvania solo, que fus menor que e nivel
praduckio madiants inoculacién con neumalisina nativa.

La neumoalising desitodiicada con GMBS produje un nivel de hemomagia
manor ¢ue o producide por Ia neumoiehe native. Los niveles de
inflamacién endomislel fusron elevadoa por ol adyuvents, y esia nivel adn
oestabn presanie en pecancla de neumolisina nativa adyuweda ©
dasirydficada con GMBS. 8in embamgo, la inflemacién aponmurcsls ee
redujo, del nivel praducide por el adyuvants solo por ie neumnolising netiva ¢
desixificada con GMBS, siando el nivel de aponeurcsis Ngeraments menor
cuando la nsumalisina habia skio tretada con GMBS.

Grupos de 20 relones OF1 fusron sometidos intranasalmente con
neumoiisina netiva 0 newnolisina tratada con GMBS, y los raionea fueron
monlioreados por 08 sigulenias 9 dias.

Como ss muestra on e Figura 3, el sometimiento con 2 uf de neumolisina
nativa condujo muy ripidamants a & muerts de lodos los nalones en ase
grvpo. Le neumoiisina produjo lesiones a o largo del sistama respiratorio
e oondujo a dificulixies respiaiorias y mueris. En contresle, e
neumolisinn treleda con GMBS habia reduckic substencisimants la toxicidad
oon iodos loa ratones inoculados con 2 ug, 3 ug a 10 ug de la neumclisine
iraiada con GMB8 scbrevivanda el sometimiento.
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Los gupos de 20 ratones OF1 fueron Inmunizados 3 veces
intramuscularments, on los dias 0, 14 y 28 con § ug de neumolisine y 50 ug
de fosfaio de aluminio y 50 ug de MPL como adyuvents. Los ratones de
control fueron inmunizados con adyuvanie solo. La neumclisine fue no
fratada © desiudficada usando e tratemiento de GMBS descrito
anteriormente,

En o dia 42, los ratones fusron administrados con un sometimiento
inranseal letal con 2 ug do neumolisina netive. Se monliored s
supervivencia de (os ratones loe siguienies 9 diss.

€l modelo de sometimiento letal condujo al 90% de mortalidad en ratones de
control (Figura 4). La inmunizacién con neumolisina destoxdficada con
GMBS produjo muy buens proleccidn con solements 5% de relones que
murieron ios sigulenies 9 diss. Eslo fue comparahle a la proteccion dada
después de la inoculacién con neumolising nsiiva, seguida de le cual ol 10%
do ralonas murieron.

Grupos de 20 ratones OF1 fusron inmunizados intramusculasmente con a)
adyuvante 80lo 0 b) 1 ug de PhD y adyuvants, o c) 1 ug de PhiD y 5 ug de
neumciisina desicudficada con GMBS y adyuvants. El adyuvante usado
ostaba comnuesin de 50 ug de fosfelo de aluminio y 5 ug de MPL, y las
inmunizaciones tomaron lugsr en el dis O y dia 14. Los ratones fseron
sometidos con una dosls letal intranasal de 5.10° CFU de cepa D39 de 8.
pneumonise serolipo 2, y se monliored la supervivencia durante los
siguientes 10 diss.

o
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Como se muesira en la Figura 5, ol sometimisnio con cepa D38 condujo &
letalidad del 76% despuds de 10 dies en (os ratones de control. Ls
inmunizacién con PhiD sola no produjo proteccién significativa con el 70%
de ralones en este grupo, que murieron despuds de 10 diss (p=0.20). La
inmunizacién con PtD junio con neumolisine desinxdficade con GMBS
produjo proteccién significativamente mejor, con letalidad reducida al 50%
(p=0.04).

Un petin de neumclisine puilficadea @ una concentracidn de
sproimadements 04 mg/ml estabes en un amortiguador de foststo de
potasio 256 mM pH 7.0, se tratd con L-dlisine 50 mM y 0.1% de formaidehido
(p/v) por 21 dias a 40°C.




REIVINDICACIONES

1. Un proceso pera purfficecidn de una cliolisine bacteriana, que
comprende los pasos de:

@)  cullivar un cullivo de células que oxpresan cliolisina bacteriana;

b) preparar un exiracio a partir del cultivo que contisne citolisina
bacteriens;

¢) eniazar la citolisina backriena de agregado soluble contenida
on of extracio, en presencia de deterganta, a un melerial de
cromatogrefie de interaccién hidrofdbico, bajo condiciones de
ool alts (preferibiements sal 0.6-2 M);

d) eluir la citolisina bacleriana en presancia de detergenis bajo
condiciones de sal beja (prefesiblemente sal 0-0.2M).

N

El proceso de la relvindicacidn 1, que ademds comprande los pssos

e) remaver ol detergente de la cliclisina bacleriana

f)  solubliizar la citolisine bacteriana medianie la adicidn de un
desnaturalizante.

g) remover ol desnslursitzants de la cliolisina bacteriens.

3. El proceso de la relvindicacién 1 o 2, en donde la ciiolisine becleriana
as neumolisina neumocdicics.

4.  El proceso de las reivindicaciones 1-3, en donde el paso b) involucra
ol rompimisnto mecanico de las céluies.

§. El proceso de Ins relvindicaciones 1-4, an donde el paso b) involucra
ol tratamiento con detergente.

6.  El proceso de las relvindicaciones 1-5, en donde el mismo detergente
osth presente en los pasos ¢) y d).

7.  El proceso de la reivindicacion 8. en donde ol mismo detergente esid
presenis en los pasas b), ¢) y d).
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8. El proceso de les relvindicaciones 1-7, en donde el detergenio oeth
presente en una concentracion entre 0.1 y 5% (piv).

9. El proceso de cualquier relvindicacién snierior, en donde ¢! paso b)
involucra Ia centrifugaciin de material de céiuie deteriorado y recoleccion de
un sobrenadante como el exiracto del paso ¢).

10. El proceso de cualquier reivindicaciin anlerior, en donde ¢ meterial
de cromefografia de Intersccion hidrofdbico usado en el pewo c) contiens
grupos arométicos.

11. El proceso de la melvindicecién 10, en donde o materdal de
cromeiogrefia hidrofdbico es fenll-eefaross.

12.  El proceso de cusiquier relvindicacion anterior, an donde el detergente

presents on la solucién usada en el peso ¢) y/o paso d) es un detergents
alifético.

13. El proceso de cusiquier relvindicacion anterior, en dondes ol detergents
o8 lauroll sarcosinato de sodio.

14. El proceso de cusiquier relvindicacidn anterior, en donde ias
condiciones de sal alta del paso ¢) contienen sal entre 0.6 M y 2M.

18.  El proceso de cusiquier reivindicacién anterior, en donde ls solucin
usada en o psso c) yo d) contiens una ssl seleccionada del grupo
consistente de clonwo de sodio, clorwo de magnesio, cloruro de amonio,
sullato de eodio, suifato de megnesio, sullato de amonio, fosfato de sadio,
fosfato de megnesio, fosfalo de amonio.

16. E! proceso de cuaiquier relvindicacin enterfor, en donde les
condiciones usades en ol paso c) Yo paso d) estin entre pH 6.8,
preferiblements alrededor de pH 7.

17. El proceso de cusiquier relvindicacién anterior, en donde lee
condiciones usadas en el paso d) contienen sal 0-0.1 M.
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18. El proceso de la relvindicacion 17, en donde las condiciones usades
an 8l paso d) contienen sal 0-40 mM.

19. El proceso de cusiquier reivindicecion anterior. en donde ol peso o)
involucra la remocion de detargents mediante diafitracion o didlisis.

20. El proceso de Ia reivindicacitn 19, en donde e disfitracion/didliels es
contra un smortiguador bajo en sl de pH 8-10, preferibiaments alrededor do
pHo.

21. El proceso de las reivindicaciones 2-20, en donde el paso f) involucrs
la desnatuwalizacién de cliolisina baclerians medianie la adicion de un
desnaturaiizante, y ol paso g) imolucra el repliegue de la citolisine
becteriana medianie la remocién gradual del desnaturalizants.

22, El proceso de las relvindicaciones 2-21, en donde el desnaiursiizante
usado en el paso f) es clorhidrato de guanidine.

23. €l proceso de Ia relvindicaciin 22, en donde ee usa clorhidrato de
guenidina 5-8 M.

24. El proceso de la relvindicecin 22 o 23, en donde ls cholisina
becteriana es contactada con urea 5-8 M durante el paso f).

25, El proceso de la reivindicacion 24, en donde el peso f) involucra
contacter (a citolisina bacteriana con clorhidrato de guanidina 5-8 M, seguido
del intercambio del clorhidrato de guanidina par urea 5-OM.

268. El proceso de les relvindicacionss 21-26, en donde un agente reductor
oetd presente durante sl mencs parie de los pasos f) y g).

27. El proceso de la relvindicaciin 28, en donde el agents reductor es
DTT 0.1-10 mM, preferiblemente DTT alrededor de 1 mM,

28. El proceso de la relvindicaciSn 2-27, en donde el paso g) involucra la
remocion del desnsiuralizante mediente disfiitracion  didlials.
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29. El proceso de la reivindicacion 28, en donde la diafiitracién o didiisls
@8 contra una sohucidn de pH 7-0.

30. El proceso de cuaiquier reivindicacion anterdor, que comprende un
paso adicionsl de destoxdficacién de la clivlisine bectariana medients
tratamiento quimico con un reactivo de reticulacion.

31. El proceso de la reivindicacion 30, en donde el tratamiento quimico
involucra ol uso de un agente de reticulacién que es reectivo con grupos
emina y sulfhidriio.

32. €l proceso de la reivindicacion 30, en donde el reactivo de reticudacion
contiene uno 0 més quimicos seleccionados del grupo consisients de
formaidehido, giutaraldehkio, N-hidroxdeuccinimido éeteres y GMBS.

33. El proceso de cuslquier reivindicacidn anterior, que comprende un
paso sdicional de conjugar ia citolisina bacteriana 8 un polisacérido capeuler
bacterianc.

3. El proceso de cusiquier reivindicacién anterior, que comprende un
peso adicionsl de fonmuar la cliolisine becteriana en una composicién de
vacuna con un excipiente farmacéuticamends aceptable.

38. El proceso de la relvindicacion 34, en donde la citolisina bacterians es
formulada con proteina A enlazants de colina, © un fragmento inmunolégico
de esta.

36. El proceso de la reivindicacién 34 o 35, en donde la cliclising
bacteriana es formulade con uno o mée de PMA, PniB, PhiD o PhE. o un

fragmento inmunogénico de estas.

37. El proceso de cualquiera de Iss reivindicaciones 34-36, en donde la
clolisina bacteriana es formuleds con un anligeno de Haemophius
influenzae no clssificable (NtHI).
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38. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 34-37, en donde fa
citolisina bacteriana es formulada con un antigeno de Moraxelis catarrhalfe.

36. El proceso de cusiquiera de las relvindiceciones 34-38, en donde la
cholising bacteriana es formulada con un antigenc de RSV.

40. El proceso de cuaiquiera de ias relvindiceciones 34-30, en donde le
cliolisina bacteriana es formulada con un antigeno del virus de parsinfluenza.

41. El proceso de cusiquiera de las relvindicaciones 34-40, an donde le
ciclisina bacieriana es formulada con un antigeno del virus de influenza.

42. Un proceso para la desioxificacion de una ioxdna bacteriens que
comprende tratar una foxdne con un compuesto quimico que ¢s reactivo con
grupos amina primaria, en donde mis del 50% de la foxina retiane un peso
molecular entre ol 20% de su pesc molecular originel después del
tratamiento, como se evaiud mediants SDS-PAGE.

43. Una citolisina bacleriana pwiificada mediante ol método de e
relvindicacién 31.

44. La ciiclisina bacteriens de ls relvindicacién 43, en donde Ia citolisina
bacteriana es neumolisina.

45. La cliolsina bacteriana de la relvindicacitn 43 o0 44, que estd
conjugads a un polisacérido bacterieno para formar conjugedo cliolising
bacteriana-pollsacériio becteriano © un conjugado neumoalisina-polisacésido.

48. Uns composicidn inmunogénica que comprende neumolising ©
conjugado neumolisine-polisacisido de la relvindicacién 44 0 45.

47. La composicién inmunogénica de la reivindicacitn 46, que ademis

comprends proteina A sniazents de colina, 0 un fragmenio inmunogénico de
esta.

UL

®o




¥ \0®

48. La composioitn inmunogénica de ia reivindicacin 48 © 47, que
ademds comprende uno o més de PhiA, PhiB, PitD o PhiE, o un fragmenio
inmunogénico de estas.

49. La composicién inmunogénica de cusiquiera de les relvindicaciones
46-48, que ademés comprande un antigenc de Heemophiius influenzee no
clasificable (NtHS).

§0. La composicion inmunogénics de cuaiquiera de las reivindicaciones
48-49, que ademés comprende un antigeno de Moraxelle calarrhells.

51. La composicidn inmunogénica de cusiquiera de las relvindicacionss
48-50, que ademas comprende un antigeno de RSV.

$2. La composicidn inmunogénica de cusiquiera de lss reivindicacionss
48-51, que ademés comprende un antigeno del virus de perainfluenza.

63. La composicién inmunogénica de cusiquiera de las reivindicaciones
46-52, que ademés comprende un antigeno del virus de influenza,

54. Una vacuna que comprende neumolising o conjugado de neumolisine-
polisacdrido de la relvindicacion 44 o 48, y un exciplents farmacéuticamends
acapiable.

§8. Une vacuna que comprende s composicion inmunogénica de lss
reivindicaclones 46-83, y un excipients farmacéuticamente aceptable.
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Figura 2
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Figura 3

Tomcidad de Py-GMBS
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Figura 4
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