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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista
de 1 de Octubre de 2010.

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el Sefior Examinador
en su Concepto Técnico No. 3129 en relacion con los requisitos de Claridad y
Nivel inventivo, me permito presentar las siguientes modificaciones y
argumentos técnicos por medio de los cuales se superan completamente dichas
objeciones.

3. MODIFICACIONES A LA SOLICITUD

Inicialmente me permito manifestar que el solicitante ha decidido modificar

de la siguiente manera el capituio reivindicatorio:
. En la reivindicacion 1:

- se ha reemplazado la frase 'citolisina bacteriana' por la nueva frase
'neumolisina neumocdcica’, de conformidad con lo establecido, por
ejemplo, en la reivindicacion 3 presentada originaimente;

- se ha definido que el detergente es lauroil sarcosinato de sodio vy
estd presente en una concentracion entre 0,1% y 5% (p/v), de
conformidad con lo establecido, por ejemplo, en las reivindicaciones 8
y 13 presentadas originalmente;

- se ha definido que el material cromatogréfico es fenil-sefarosa, lo
anterior de acuerdo con lo mencionado en la reivindicacion 11
presentada originaimente;
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- se ha establecido que la sal es seleccionada del grupo conformado
por: cloruro de sodic, cloruro de magnesio, cloruro de amonio, sulfato
de sodio, sulfato de magnesio, sulfato de amonio, fosfato de sodio,
fosfato de magnesio y fosfato de amonio, lo anterior de conformidad
con la reivindicacion 15 presentada originalmente;

- se incluyeron los nuevos pasos e), f), ) vy h) para el proceso de
purificacion reivindicado, los cuales son opcionales y encuentran pleno
sustento en, por ejemplo, las reivindicaciones 19, 21 a 23,28y 31 a
32 actuaimente presentadas, respectivamente.

. Las nuevas reivindicaciones 2 & 9 corresponden a las reivindicaciones
4, 5,9y 16 a 20 actuales, respectivamente;

. La nueva reivindicacién 10 corresponde basicamente a la reivindicacién
21 actualmente presentada, en la cual sin embargo se ha adicionado la
frase 'el cual comprende los pasos f) y g), y en la cual se ha reempiazado la

frase 'citolisina bacteriana’ por la nueva frase 'neumolisina neumococica’;

. La nueva reivindicacion 11 corresponde basicamente a la reivindicacion
22 actualmente presentada, en la cual Gnicamente se ha definido la
concentracion de clorhidrato de guanidina (5-8 M), de conformidad con lo

mencionado en la reivindicacion 23 originalmente presentada;

. Las nuevas reivindicaciones 12 y 13 corresponden basicamente a las
reivindicaciones 24 y 25 actuales, en las cuales sin embargo se ha
reemplazado la frase 'citolisina bacteriana’ por la nueva frase 'meumolisina
neumocdcica'; y,

. Las nuevas reivindicaciones 14 a 20 corresponden  a las
reivindicaciones 26 a 31 y 33 actuales, respectivamente.

Adicionalmente, el solicitante ha decidido eliminar las reivindicaciones 2,
3,6a8, 10 a 15, 23, 32 y 34 a 41 presentadas originalmente, razén por la

cual el nuevo capitulo reivindicatorio de la solicitud estd compuesto por 20
reivindicaciones.

Finalmente, y de conformidad con lo mencionado previamente me permito
manifestar que el nuevo capitulo reivindicatorio no amplia de manera alguna el

alcance de proteccién de la solicitud de patente presentada originalmente, y por

Jf.../"



-

JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6068701

lo tanto cumple a cabalidad con los requisitos establecidos en el articulo 34 de la
Decision 486 de 2000,

4, Claridad de las Reivindicaciones

Ahora bien, el sefor Examinador ha cobjetado la claridad del capitulo
reivindicatorio aduciendo lo siguiente:

. "La reivindicacién principal hace referencia a un proceso de purificacion
de una citolisina bacteriana. Para definir claramente este proceso en la
reivindicacidn independiente debe:

a. Indicarse todas las etapas que lo conforman en la reivindicacion
principal o indicarse si estas etapas son opcionales con
reivindicaciones dependientes. Esto debe aclararse respecto a las
reivindicaciones 2 y 30:

b.  FEspecificar todos los elementos que lo componen:

i.  tipo de soporte estacionario (reivindicacién 11),

il. tipo de detergente empleado (reivindicacion 13) y
concentracion del mismo (reivindicacion 8),

ifi.  tipo de citolisina bacteriana purificada (reivindicacién 3),

iv. tipo de sales empleadas (reivindicacion 15) y,

v. demas especificaciones necesarias para las etapas
complementarias (reivindicaciones 21-29, 31, 32)}"

Atendiendo a lo anterior y de conformidad con lo mencionado en el numeral
3 del presente memorial, me permito manifestar que la reivindicacion 1 ha
sido modificada con el objetivo de definir la proteina especifica a purificar,
asi como el detergente, el material cromatografico y la sal que pueden ser
empleados como parte del proceso reivindicado.

. Asi mismo, en dicha reivindicacion 1 se han incluido cuatro (4) nuevos
pasos como parte del proceso de purificacién, los cuales permiten
especificar aun mas las caracteristicas técnicas de dicho proceso. Sin
embargo, en este punto resulta de gran importancia aclarar que tales
nuevos pasos son opcionales, toda vez que, por ejemplo, si el detergente es
retenido la proteina se mantiene ventajosamente en forma de agregados
solubles. Por su parte, la conjugacién de la neumolisina purificada
Unicamente es necesaria para la produccién de formulaciones de vacuna,

sumado a que es bien sabido que la neumolisina es un buen inmunogeno y
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No requiere conjugacidn para generar respuestas inmunes celulares y
humorales.

. "Hay reivindicaciones que pretenden proteger un producto a través de
su proceso de obtencién, éstas son fas reivindicaciones 34 a 41 cuyo
preambulo se refiere al proceso de purificacién de una citolisina pero que en
la parte caracterizante tratan sobre una formulacion que contiene una
citolisina bacteriana”

En respuesta a lo anterior me permito sefalar que el solicitante ha decidido

eliminar las reivindicaciones 34 a 41 presentadas originalmente, con lo cual

se supera completamente la objecion realizada por el sefior Examinador a
éste respecto.

. "Las reivindicaciones relacionadas con la formulacién que contiene
conjugado neumolisina-polisacdrido carecen de claridad, puesto que las
pruebas inmunologicas y de formulacién fueron realizadas tnicamente en
ratones y por tanto no se puede hacer una generalizacién respecto a su uso.
Ademas, si se pretende proteger esta formulacién debe indicarse fos
elementos y proporciones que la componen y reivindicarse como un
producto (reivindicaciones 34-41)"

Como se manifestd previamente, el solicitante ha decidide eliminar las
reivindicaciones 34 a 41 de la solicitud, con lo cual se supera

completamente la objecion realizada por el sefior Examinador a éste
respecto.

. "Dado que el aporte de la invencion estd en el proceso de purificacién
de la pneumolisina bacteriana y especificamente en el efecto del detergente
en la purificacién por HIC, la concentracién de este elemento (reivindicada
en la cldusula dependiente 8) debe ser detallada en la reivindicacién
principal, tal como se hace con las condiciones de sal. Lo anterior teniendo
en cuenta que la reivindicacion principal debe contener todas las etapas y

condiciones usadas para realizar el proceso.”

En respuesta a lo anterior, me permito destacar una vez mas ante ese
Despacho que en la nueva reivindicacion 1 se ha definido que el detergente
empleado durante el proceso de purificacién es lauroil sarcosinato de sodic en
una concentracién que varfa entre 0,1% y 5% p/v.
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Finalmente, en vista de lo anteriormente mencionado me permito
manifestar que el nuevo capitulo reivindicatorio de la solicitud cumple a cabalidad
con las disposiciones de patentabilidad establecidas en el articulo 30 de la
Decisidén 486 de 2000, toda vez que es claro, conciso y presenta pleno sustento

en la descripcion de la solicitud.

5. Analisis del nivel inventivo de la solicitud

De otro lado, el sefior Examinador ha objetado el nivel inventivo de Ia
solicitud en cuestién basandose en las ensefianzas de los siguientes documentos:

(D1) » Gilbert R,, et al., J. Mol. Biol. (1998) 284: 1223-1237

(D3) - Queiroz, J. et al., Journal of Biotechnology 87 (2001): 143-
159

(D4) > WO 96/05859

En este sentido, el sefior Examinador argumenta bdasicamente que en el
documento D1 se ensefian métodos de purificacién para citolisina bacteriana, ¥
que la unica diferencia entre dicha anterioridad y la solicitud en estudio es el
proceso simplificado de elucidacidén de la proteina que se revela en la solicitud
mediante el uso del detergente. Sin embargo, de acuerdo con el sefior
Examinador, la optimizacion de la técnica de cromatografia por interaccién
hidrofébica por medio de la utilizacién de detergente para incrementar la pureza
de proteinas ya habia sido sugerida por D3. Por lo tanto, el sefior Examinador
asevera que el experto en la materia habria podido realizar la extraccién de
pneumolisina a partir de una técnica como la divulgada en D1 y optimizarla a

partir de la informacién divulgada en D3, sin requerir de una actividad inventiva.

Por otra parte, de acuerdo con el sefior Examinador el uso de la
pneumolisina para la preparacién de compuestos inmunégenos, incluso en
moléculas conjugadas, ya habia side divulgado en el documento D4, a tai punto
que la dnica diferencia entre dicha anterioridad y la solicitud es que D4 utiliza un
meétodo de purificacién diferente para obtener la pneumolisina, lo cual, sin
embargo, no le confiere actividad inventiva.

Visto lo anterior y con el &nimo de demostrar ante ese Despacho el
inequivoco cardcter inventivo de la invencidn en cuestién frente a las ensefanzas

de los documentos D1, D3 y D4, a continuacion me permito sefalar los
siguientes aspectos técnicos:
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Frente a las ensefianzas del documento D1:

{(a) D1 basicamente se encuentra dirigido a demostrar la capacidad que
presenta la proteina neumolisina neumocdcica para auto-asociarse en
soluciéon y formar estructuras oligoméricas. En este sentido, y como parte
de las pruebas experimentales realizadas por los autores de dicha
anterioridad también se divulga un método de purificacién de neumolisina
utilizando una columna cromatogréfica de fenil-sefarosa. Sin embargo, el
método de purificacion alli ensefiado se diferencia de aquel revelado en la
solicitud de patente en cuestidn por las siguientes razones:

i. De acuerdo con las ensefianzas de D1, la neumolisina se enlaza a la
columna de fenil-sefarosa empleando una concentracién de sal de 250
mM, es decir, empleando una concentracion mucho menor a aquella
definida en la reivindicacién 1 de la presente invencién, toda vez que la
concentraciéon de sal definida por el solicitante de la invencién en
cuestion es 0,6 - 2 M y se selecciona del grupo conformado por cloruro
de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de amonio, sulfato de sodio,
sulfatc de magnesio, sulfato de amonio, fosfato de sodio, fosfato de
magnesio y fosfato de amonio;

i. En el método de purificacidn de neumolisina ensefiado en el
documento D1 no se emplea detergente, mientras que el proceso
revelado en la presente invencidn emplea lauroil sarcosinato de sodio
en una concentracion entre 0,1% y 5% p/v; v,

ii. Como consecuencia de lo anterior, durante el proceso de
purificacién divulgado en D1 la neumolisina neumocdcica no esta
presente en la forma de un agregado soluble.

(b) Tales diferencias en el proceso de purificacion permiten que la
neumolisina tenga una mejor capacidad de enlace con la columna

cromatografica, hecho que implica que los procesos de carga y de elucidn
sean mas eficientes.

Lo anterior se demuestra al tener en cuenta que mediante el proceso
divulgado en D1 tan sélo se logra una purificacidn parcial de la neumolisina
luego de la interaccidon cromatogréfica hidrofdbica, razén por la cual resulta
necesaria la utilizacién de una segunda columna de intercambic anidnico
para llevar a cabo una purificacién adicional de la protefna. Contrario a esto,
el novedoso proceso de purificacidon revelado por el solicitante de |a

invencion en cuestion permite lograr entre un 98% y un 100% de pureza de
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la neumolisina mediante un dnico paso cromatografico, hecho que es
demostrado, por ejemplo, mediante los resultados experimentales revelados
en la figura 1 de la solicitud de patente en cuestién, donde en el Panel A se
muestra el grado de purificacion de la neumolisina empleando azul de
Coomassie, mientras que en el Panel B se muestra la ausencia de proteina
contaminante utilizando un procedimiento de manchado Western que
emplea anticuerpos anti E.Coli.

(¢) De acuerdo con lo anterior, es claro que el salicitante de 1a presente
invencion logro desarrollar un proceso de purificacién que permite optimizar
el enlace de la citolisina a una columna cromatografica de fenil-sefarina
mediante el uso de altas concentraciones de sal y adicionando lauroil
sarcosinato de sodio al buffer de carga. Especificamente, es claro que dichas
modificaciones permitieron mejorar el enlace de la neumofisina a la columna
cromatografica debido a que bajo esas condiciones se forma un agregado
soluble en el que las unidades de proteina adquieren una estructura de poro
que les permite enlazarse a la fenil-sefarosa bajo condiciones en las que
muy pocas proteinas lo hacen.

Por lo tanto, es claro que el proceso de purificacion de neumolisina revelado
en la solicitud de patente en cuestién presenta un inequivoco cardcter inventivo
frente a las ensefianzas de! documento D1.

Frente a las ensefianzas del documento D3:

(a) Ahora bien, el documento Queiroz, J. et al., Journal of Biotechnology
87 (2001): 143-159 divulga bésicamente una revisién general del proceso
de interaccidn cromatografica hidrofdbica de proteinas. Sin embargo, es
claro que en dicha anterioridad no se ensefia y tampoco se sugiere un
proceso de purificacién de neumolisina citocécica que implique el empleo de
lauroil sarcosinato de sodio en una concentracién entre 0,1% y 5% p/v, asi
como el empleo de sal a una concentracion entre 0,6 - 2M seleccionada
entre cloruro de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de amonic, sulfato de
sodio, sulfato de magnesio, sulfato de amonio, fosfato de sodio, fosfato de
magnesio y fosfato de amonio. Asi mismo, en D3 tampoco se menciona la
capacidad de la neumolisina para formar agregados solubles en la presencia
de detergente v a altas concentraciones de sal.

(b) De conformidad con lo anterior y a partir de |a atenta lectura de D3 es
claro que dicho documento simplemente ensefia de manera general algunas

opciones para alterar los procesos cromatograficos gue implican la
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interaccion cromatografica hidrofébica de proteinas, mas de ninguna forma
divulga los requerimientos especificos para llevar a cabo la purificacion de
proteinas particulares, por ejemplo, de citolisinas bacterianas.

(c) Aparte de lo anterior, considero de gran importancia mencionar gque
mientras en el proceso especifico de purificacidn de neumolisina revelado en
la solicitud de patente en cuestién la adicién de detergente permite la
formacion de agregados solubles de proteina (y por ende la formacién de
unidades que adquieren una estructura de poro que les permite enlazarse
de manera optima a fenil-sefarosa), en el documento D3 se menciona la
posible adicion de detergente tan s6lo como un mecanismo que permite
mejorar la solubilidad de la proteina, modificar la conformacidon de la

proteina 6 promover la elucién de las proteinas enlazadas.

Como consecuencia de lo anterior, es claro que la persona medianamente
versada en la materia no encuentra en el documento D3 alguna indicacidn
técnica que el sugiera las caracteristicas técnicas especificas que permiten lograr
la purificacién completa de neumolisina citotécica mediante un proceso
cromatografico de un solo paso.

Frente a la combinacion de los documentos D1 y D3:

De acuerdo con el examinador, habria sido obvio para la persona
medianamente combinar las ensefianzas de D1 con aquellas del documento D3
para lograr el proceso de purificacion revelado en la solicitud de patente en
cuestién. Lo anterior no es cierto por las siguientes razones:

(a) D1 difiere de lo revelado en la presente invencidén porque no ensefia o
sugiere la adicién de detergente y tampoco la concentracidn de sal
requerida para permitir la formacion de agregados solubles de citolisina y su
posterior purificacion mediante un Unico paso cromatografico.

(b) Por su parte, las ensefianzas de! documento D3 de ninguna manera
complementan la informacidn técnica divulgada en D1, toda vez que dicha
anterioridad tampoco ensefia ¢ sugiere el aumento en la concentracion de
sal, asi como tampoco ensefia que la adicion de lauroil sarcosinato de sodio
a una concentracién de entre 0,1% y 5% p/v permite la formacién de
agregados solubles de neumolisina de manera que las unidades de dicha
proteina adquieren una estructura de poro que les permite enlazarse de
manera optima a la fenil-sefarosa.
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En este punto resulta de gran importancia destacar una vez mas ante ese
Despacho gue en la columna derecha de la pagina 150 del documento D3
claramente se menciona que la eventual adicién de detergente promueve la
elucidon de las proteinas unidas a la columna cromatografica, de manera que
para la persona medianamente versada en la materia la adicién de
detergente tan sdlo representa un mecanismo para limpiar la columna luego
de su uso, eluyendo todo el material que permanece enlazado incluso luego

de llevar a cabo eluciones a bajas concentraciones de sal,

En consecuencia, es claro que la persona medianamente versada en la
materia que hubiera pretendido mejorar las condiciones de enlace entre la
neumolisina neumocécica y fenil-sefarosa dentro de una columna
cromatografica no habria encontrado en el documento D3 indicacién técnica
alguna sugiriéndole el aumento en la concentracién de sal y la adicién de
lauroil sarcocinato de sodio (detergente) al buffer de carga.

(¢} Adicionalmente, considero de gran importancia resaltar que el método
de purificacién de neumolisina divulgado en el documento D1 es una versién
ligeramente modificada del proceso desarrollado por T. 1. Mitchell en 1989,
el cual, sin embargo, ha sido utilizado durante los Ultimos afios como
método estandar para la purificacion de dicha proteina. Visto lo anterior, la
pregunta que surge es la siguiente:

Si resulta obvio obtener los resultados experimentales descritos en la
solicitud de patente en cuestion a partir de las ensefianzas del estado de Ia
técnica anterior, {por qué desde el afio 1989 nadie habia realizado las
modificaciones necesarias en el proceso descrito por J. T. Mitchell para
optimizar la purificacidn de neumolisina?

La respuesta a dicha pregunta es que el novedoso proceso revelado en Ia
presente invencion, el cual permite de manera sorprendente llevar a cabo la
purificacion de neumolisina citocécica mediante un proceso cromatografico
de un sélo paso y haciendo uso de altas concentraciones de sal y lauroil
sarcosinato de sodio como detergente, no habria podido ser desarrollado

por una persona medianamente versada en la materia sin poner en practica
su habilidad inventiva,

Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, me permito manifestar

que el nuevo capitulo reivindicatorio de la solicitud en cuestiéon es inventivo
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frente a las ensefianzas de los documentos D1 y D3 sefialados por el sefor
Examinador en su Concepto Técnico N° 3129, cumpliendo por lo tanto a

cabalidad con las disposiciones de patentabilidad establecidas en el Articulo 18 de
la Decisién 486 de 2000.

Por dltimo, con respecto a las objeciones de nivel inventivo en contra de las
reivindicaciones 34 a 41, las cuales fueron formuladas por el sefior Examinador
con base en la informacién técnica divulgada en el documento D4, atentamente
me permito sefalar que el solicitante ha decidido eliminar dichas
reivindicaciones 34 a 41, con lo cual se supera completamente cualquier
objecion realizada a éste respecto,

6. CONCLUSION

De conformidad con lo mencionado en el presente memorial, me permito
manifestar que el capitulo reivindicatorio de la invencién en cuestion, tal como ha

sido modificado, es claro, conciso y presenta pleno sustento en la descripcién de
la solicitud.

Asi mismo, es claro que dicho nuevo capitulo reivindicatorio presenta un
inequivoco caracter inventivo frente a las ensefianzas de los documentos Gilbert
R., et al., J. Mol. Biol. (1998) 284: 1223-1237 (D1), Queiroz, J. et al., Journal of
Biotechnology 87 (2001): 143-159 (D3) y WO 96/05859 (D4), toda vez que
ninguna de dichas anterioridades le indica a la persona medianamente versada
en la materia técnica en cuestion que el empleo de altas concentraciones de sal y
la adicién de lauroil sarcosinato de sodio como detergente al buffer de carga
permiten optimizar el proceso de purificacion de la proteina neumolisina

citocécica, lograndose entre el 98% y el 100% de pureza luego de un Unico paso
cromatografico.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los argumentos técnicos expuestos en el
presente memorial, resulta completamente claro que se han superado las
objeciones presentadas por el sefior Examinador en su Concepto Técnico, y por lo
tanto, dicha invencién es merecedora del privilegio de patente solicitado.

7. Anexo al presente memorial me permito presentar una copia del nuevo
capitulo reivindicatorio de la presente solicitud (compuesto por 20
reivindicaciones), el cual reemplaza al actualmente presentado y en el que se

han realizado las maodificaciones mencionadas previamente en el presente
escrito.

10
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solicitud a la luz las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el

privilegio de patente solicitado.

Sefor Superintendente,
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la purificacion de una neumolisina neumocécica, que

comprende los pasos de:

a) cultivar un cultivo de células que expresan neumolisina
neumocoécica;

b) preparar un extracto a partir del cultivo que contiene
neumolisina neumococica;

C) enlazar la neumolisina neumocdcica de agregado soluble
contenida en el exitracto, en presencia de 0,1-5% (p/v) de
detergente que es lauroil sarcosinato de sodio, a un material de
cromatografia de fenil-sefarosa, bajo condiciones de sal alta
(preferiblemente sal 0,6-2 M), donde la sal es seleccionada del
grupo consistente 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;

d) eluir la neumolisina neumococica en presencia de 0,1-5% (p/v)
de detergente que es lauroil sarcosinato de sodio bajo
condicicnes de sal baja (preferiblemente sal 0-0,2M), donde la
sal es seleccionada del grupo consistente de cloruro de sodio,
cioruro de magnesio, cloruro de amonio, sulfato de sodio,
sulfato de magnesio, sulfato de amonio, fosfato de sodio,
fosfato de magnesio, fosfato de amonio;

e) opcionalmente remover el detergente de la neumolisina
neumococica,

f) opcionalmente  solubilizar la neumolisina neumocécica
mediante la adiciéon de un desnaturalizante que contiene 5-8 M
de clbrhidrato de guanidina 6 5-9 M de urea;

9) opcionalmente remover el desnaturalizante de la neumolisina
neumocdcica mediante diafiltracion o dialisis; v,

h) opcionalmente destoxificar la neumolisina neumococica
mediante tratamiento quimico con un reactivo de reticulacion,
en donde el reactivo de reticulacién contiene uno o mas

quimicos  seleccionados del grupo consistente de:
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formaldehido, glutaraldehido, N-hidroxisuccinimide ésteres vy
GMBS.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el paso b) involucra el

rompimiento mecanico de las células.

3 El proceso de las reivindicaciones 1-2, en donde el paso b) involucra

el tratamiento con detergente.

4. E! proceso de cualquier reivindicaciéon antericr, en donde el paso b)
involucra la centrifugacién de material de célula deteriorado y recoleccion de

un sobrenadante como el extracto del paso c).

3. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, en donde las
condiciones usadas en el paso ¢) y/o paso d) estan entre pH 6-8,
preferiblemente alrededor de pH 7.

6. El proceso de cualquier reivindicacién anterior, en donde las

condiciones usadas en el paso d) contienen sal 0-0,1 M.

7. El proceso de la reivindicacién 8, en donde las condiciones usadas en
el paso d) contienen sal 0-40 mM.

8. El proceso de cualquier reivindicacién anterior, en donde el paso e)

involucra la remocién de detergente mediante diafiltracién o dialisis.

9. El proceso de la reivindicacion 8, en donde la diafiltracion/dialisis es
contra un amortiguador bajo en sat de pH 8-10, preferiblemente alrededor de
pH 9.

10.  El proceso de las reivindicaciones 1-9, el cual comprende los pasos f)
y @), en donde e! paso f) involucra la desnaturalizaciéon de la neumolisina
neumocécica mediante la adicién de un desnaturalizante, y el paso Q)
involucra el repliegue de la citolisina bacteriana mediante la remocion

gradual del desnaturalizante.
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11.  El proceso de las reivindicaciones 1-10, en donde el desnaturalizante
usado en el paso f) es clorhidrato de guanidina 5-8 M.

12. El proceso de la reivindicacion 11, en donde la neumolisina

neumocdcica es contactada con urea 5-9 M durante el paso f).

13. El proceso de la reivindicaciéon 12, en donde el paso f) invoiucra
contactar la neumolisina neumococica con clorhidrato de guanidina 5-8 M,

seguido del intercambio dei clorhidrato de guanidina por tGrea 5-9 M.

14.  El proceso de las reivindicaciones 10-13, en donde un agente reductor

esta presente durante al menos parte de los pasos f) y g).

15.  El proceso de la reivindicacién 14, en donde el agente reductor es
DTT 0,1-10 mM.

16.  El proceso de las reivindicaciones 1-15, en donde el paso g) involucra

la remocion del desnaturalizante mediante diafiltracion o didlisis.

17.  El proceso de la reivindicacién 16, en donde la diafiltracion o dialisis

es contra una solucién de pH 7-9.

18. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, que comprende el
paso adicional h) de destoxificacion de la citolisina bacteriana mediante

tratamiento gquimico con un reactivo de reticulacién.

19.  El proceso de la reivindicacién 18, en donde el tratamiento quimico
involucra el uso de un agente de reticulacidén que es reactivo con grupos
amina y sulfhidrilo.

20. El proceso de cualquier reivindicacion anterior, que comprende un
paso adiciona! de conjugar la citolisina bacteriana a un polisacarido capsular
bacteriano.



