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DESCRIPCION

Vacuna multicomponente que comprende por lo menos dos antigenos de Haemophilus influenzae.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la vacunologia y, en especial, a la vacuna multicomponente que
comprende las proteinas recombinantes de Haemophilus influenzae que es 1til en la proteccién contra la enfermedad
producida por Haemophilus influenzae, incluyendo la otitis media.

Antecedentes de la invencion

Haemophilus influenzae es la causa de varias enfermedades humanas graves tales como la meningitis, epiglotitis,
septicemia y otitis media. Existen seis serotipos de H. influenzae, denominados a a f, que se identifican por su polisa-
cérido capsular. H. influenzae tipo b (Hib) era la causa principal de la meningitis bacteriana hasta la introduccién de
varias vacunas y conjugadas de Hib en los afios 80 (ref. 1). Las vacunas basadas en el polisacdrido capsular tipo b de
H. influenzae conjugado con la vacuna antidiftérica (ref. 2), vacuna antitetdnica (ref. 3 y patente US n°® 4.496.538) o
la proteina de la membrana externa de Neisseria miningitidis (ref. 4) han sido eficaces en la reduccién de la menin-
gitis producida por el tipo b de H. influenzae. Los demds serotipos de H. influenzae estan asociados a la enfermedad
invasora con poca frecuencia, aunque parece que existe un aumento de la frecuencia de la enfermedad producida por
estas cepas a medida que disminuye la frecuencia de la enfermedad por Hib (refs. 5, 6). Las H. influenzae (NTHi) no
encapsuladas ni tipificables son también responsables de una amplia gama de enfermedades humanas incluyendo otitis
media, epiglotitis, neumonia y traqueobronquitis. La incidencia de la enfermedad producida por NTHi no ha estado
afectada por la introduccién de las vacunas Hib (ref. 7).

La otitis media es la enfermedad mds frecuente de la infancia precoz, experimentando la 60 a 70% de todos los
nifios menores de 2 afios, entre una y tres infecciones de oido (ref. 8). La otitis media crénica es responsable de las
alteraciones auditivas, del habla y cognitivas en los nifios. Las infecciones por H. influenzae suman aproximadamente
el 30% de los casos de otitis media aguda y aproximadamente el 60% de la otitis media crénica. Solo en los Estados
Unidos, el tratamiento de la otitis media cuesta entre uno y dos billones de ddlares al afio, en antibiéticos y procedi-
mientos quirtrgicos, tales como angilectomias, adenoidectomias e insercién de tubos para timpanostomia. Se estima
que se gastan unos 30 billones de $ adicionales al afio en terapias asociadas tales como terapia del habla y clases de
educacion especiales. Ademds, muchos de los organismos causantes de la otitis media se estdn volviendo resistentes
al tratamiento con antibiéticos. Por lo tanto es deseable una vacuna profildctica eficaz contra la otitis media.

Durante la infeccion natural por NTHi, las proteinas de la membrana externa expuestas en la superficie que estimu-
lan una respuesta del anticuerpo son dianas importantes en potencia para los anticuerpos bactericidas y/o protectores
y por lo tanto potenciales vacunas experimentales. Barenkamp y Bodor (ref. 9) demostraron que los sueros de nifios
convalecientes que padecen otitis media debida a la NTHi, contenian anticuerpos contra proteinas de alto peso mole-
cular (HMW). Aproximadamente del 70 al 75% de las cepas de NTHi expresan las proteinas de HMW y la mayoria
de estas cepas contienen dos grupos de genes denominados hmwIABC y hmw2ABC (refs. 10 y 11). se ha demostrado
que las proteinas HMWA son adhesinas que median en el acoplamiento a las células epiteliales humanas (ref. 12). La
inmunizacién con una mezcla de proteinas naturales HMW1A y HMW2A produjo proteccion parcial en el modelo
otitis media en la prueba de provocacién intravesicular con chinchilla (ref. 13).

La patente US n° 5.603.938 (Barenkamp), asignada a St-Louis University a Washington University, describe la
clonacién, expresion y secuenciado de los genes que codifican las proteinas HMW1 y HMW?2 de la cepa 12 de Hae-
mophilus no tipificable. Las proteinas HMW son una familia de proteinas de Haemophilus no tipificable de peso
molecular de aproximadamente 100 a 125 kDa que se encuentran en las cepas de Haemophilus no tipificable. Las
proteinas HMW estdn ausentes en las cepas encapsuladas de Haemophilus.

La produccién de proteinas HMW naturales a partir de cepas de H. influenzae es muy baja y se ha descrito un
método para producir proteinas HMW recombinantes (rHMW) protectoras en el documento WO 00/20609. Se ha
desarrollado especificamente un modelo de colonizacién nasofaringea en chinchilla para demostrar la eficacia de las
adhesinas en la vacuna (ref. 14) y las proteinas rHMW son protectoras en este modelo descrito en el documento
WO 00/20609. Las proteinas tHMWI1A y rHMW2A se presentan para proporcionar proteccidon equivalente entre si
y la proteina rtHMW 1A se seleccioné para estudios de la vacuna adicionales. En esta solicitud, tHMW se refiere a la
proteina HMW 1A recombinante de la cepa 12 de NTHi, aunque la proteina HMW 1A recombinante correspondiente
de otras cepas NTHi y la proteina rHMW2A correspondiente de las cepas NTHi pueden ser empleadas por la rHMW.
Asimismo puede emplearse las proteinas naturales correspondientes.

Cuando bajo sobrecarga ambiental, tal como temperatura elevada, los organismos producen un exceso de respuesta
a la sobrecarga o de proteinas de choque térmico (hsp) se ha demostrado que las hsp bacterianas son inmundgenos
importantes, que estimulan tanto los linfocitos B como los linfocitos T (ref. 16). Las proteinas HtrA bacterianas o
las del choque térmico DegP se expresan en las condiciones de sobrecarga y la proteina HtrA de H. influenzae se ha
demostrado que es un antigeno parcialmente protector en el modelo de prueba de provocacion intravesicular de la
otitis media (ref. 17). Las proteinas HtrA son serina proteasas y su actividad proteolitica las hace inestables. Ademas,
como componente de una vacuna multicomponente, la proteina HtrA natural degrada los antigenos mezclados. En
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la patente US n°® 5.506.139 (Loosmore et al.), asignada al cesionario de la misma se han descrito completamente la
mutagénesis dirigida al sitio del gen htrA de H. influenzae (denominado hin47) y las propiedades de los mutantes. Se
ha demostrado que el andlogo de HtrA no proteolitico, HO91A Hin47, es un antigeno protector contra la bacteremia
producida por H. influenzae tipo b y contra la otitis media por H. influenzae no tipificable (ref. 17). Dicho anélogo se
utiliza en la presente memoria, aunque puede emplearse cualquier otro andlogo no proteolitico de la proteina Hin47.
Se descubridé HtrA en todas las cepas examinadas incluyendo todas las cepas encapsuladas de H. influenzae.

Aunque el principal objetivo de una vacuna profilactica contra la enfermedad por H. influenzae, incluyendo la otitis
media, es prevenir el asentamiento de la colonizacién nasofaringea que incluye una adhesina como inmundgeno, las
proteinas HMW no estdn presentes en H. influenzae encapsulada o en aproximadamente el 25% de las cepas NTHi.
Por consiguiente, una vacuna de combinacién compuesta de por lo menos una molécula de adhesina y un antigeno
protector adicional hallado en todas las cepas de H. influenzae, proporcionard mejor cobertura frente a la enfermedad
y un amplio espectro de proteccién de la enfermedad.

Seria deseable proporcionar vacunas de combinacion eficaces que comprendan componentes de H. influenzae que
contengan cantidades relativas seleccionadas de los antigenos seleccionados.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere al aporte de una vacuna multicomponente para proteger contra la enfermedad
causada por infeccién con Haemophilus influenzae, incluyendo la otitis media.

Segtn la presente invencion, se proporciona una composiciéon inmundgena para dispensar proteccion en una en-
fermedad contra el huésped producida por la infeccion por Haemophilus influenzae, incluyendo la otitis media, que
comprende

25 a 100 pg de un andlogo de la proteina Hind7 de Haemophilus influenzae que presenta una actividad de
proteasa disminuida que es menor de aproximadamente el 10% de la que presenta la proteina Hin47 de tipo
salvaje, y

25 a 100 ug de una proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa de Haemophilus influenzae no tipifi-
cable.

En dicha composicion, la proteina HMW estd presente en una cantidad que aumente la respuesta inmunitaria
en el huésped a la proteina Hin47 mientras que no existe interferencia entre los componentes con respecto a sus
inmunogenicidades individuales.

El andlogo de la proteina Hin47 puede ser aquel en el que por lo menos un aminodcido de la proteina Hin 47 de
tipo salvaje que contribuye a la actividad de proteasa se ha eliminado o sustituido por un aminodcido diferente y que
presenta sustancialmente las mismas propiedades inmundgenas que la proteina Hin47 de tipo salvaje.

Por lo menos dicho aminoacido puede seleccionarse de entre el grupo constituido por los aminoacidos 91, 121 y
195 a 207 de la proteina Hin47 de tipo salvaje. Los mutantes especificos que pueden utilizarse incluyen serina-197
sustituida por alanina, histidina-91 sustituida por alanina, lisina o arginina y Asp-121 sustituida por alanina.

La proteina HMW de la cepa no tipificable de Haemophilus influenzae puede ser una proteina HMW1 o HMW2

y puede producirse de modo recombinante. Las proteinas HMW1 y HMW?2 proceden de las cepas respectivas de
Haemophilus influenzae no tipificable y poseen pesos moleculares respectivos indicados en la Tabla I siguiente:

TABLA I

Peso molecular (kDa) Cepa de Haemophilus influenzae no tipificable

12 JoyC K21 LCDC2 PMH1 15
Proteina madura: HMW1 125 1259 1044 114,0 102,4 103,5
HMW2 120 100,9 11,7 103,9 121,9

La composicién inmundgena de la invencién puede formularse mds con un adyuvante. Dicho adyuvante para su
utilizacién en la presente invencién puede incluir (pero no se limita a) fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio,
QS21, Quil A, derivados y componentes de los mismos, matriz ISCOM, fosfato célcico, hidréxido de calcio, hidré-
xido de cinc, andlogo de glucolipido, un éster octadecilico de un aminodcido, un muramil dipéptido, polifosfaceno,
ISCOPREP, DC-col, DDBA y una lipoproteina y otros adyuvantes, incluyendo las toxinas bacterianas, los componen-
tes y derivados de las mismas descritos, por ejemplo en el documento WO 95/34323. En circunstancias especiales,
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son deseables los adyuvantes que provocan una respuesta a Thl. En el documento 95/34308 se describen combina-
ciones ventajosas de adyuvantes. El adyuvante preferentemente puede comprender fosfato de aluminio o hidréxido de
aluminio (conocido habitualmente como alimina).

Los componentes de la composicién inmundgena estdn presentes en cantidades apropiadas para proporcionar la
respuesta inmunitaria deseada. Los componentes pueden formularse como vacuna para la administracion in vivo al
huésped.

Pueden formularse composiciones inmundgenas con otros componentes antigénicos para proporcionar una vacuna
multivalente en la que el o los componente(s) antigénico(s) adicional(es) dispensa(n) proteccién contra la enfermedad
producida por otro(s) patégeno(s). Dichos antigenos adicionales deberian ser tales que, y deberfan estar presentes en
cantidades que, la inmunogenicidad de los componentes aislados de la vacuna resultante no estuviera alterada por otros
componentes aislados de la composicién. Dichos antigenos adicionales preferentemente son antigenos purificados en
cantidades definidas para producir una vacuna del componente.

Dichos antigenos adicionales pueden ser los hallados habitualmente en las vacunas protectoras multivalentes, tales
como el toxoide diftérico, el toxoide tetdnico y antigenos de la tos ferina, incluyendo el toxoide de la tos ferina, la
hemoaglutinina filamentosa, pertactina y/o aglutinégenos.

La vacuna multivalente resultante también puede contener poliovirus no virulentos, tales como poliovirus inacti-
vados, que pueden ser poliovirus de tipo 1, de tipo 2 y/o de tipo 3. La vacuna multicomponente puede comprender
ademads un conjugado del toxoide tetdnico o toxoide diftérico y un polisacarido capsular de Haemophilus influenzae,
preferentemente PRP-T.

La presente invencién se extiende ademds a la composiciéon inmunégena de la invencién cuando se utiliza como
vacuna.

Las ventajas de la presente invencion incluyen una vacuna multicomponente que puede dispensar proteccidn contra
las enfermedades por Haemophilus influenzae encapsulada y no encapsulada de manera segura y eficaz.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se pondrd mds claramente de manifiesto a partir de la descripcién siguiente haciendo refe-
rencia a los dibujos, en los que:

La Figura 1, que tiene los paneles A a E, presenta las respuestas inmunitarias a anti-H91A, Hin47 para las vacunas
de la combinacién H91A Hind7 + rtHMW en ratones. Panel A, tHMW no afadida; panel B, 0,3 ug de rtHMW afiadida;
panel C, 1,0 ug de rHMW anadida; panel D, 3,0 ug de rHMW afiadida; panel E, 10 ug de rHMW afiadida. Las flechas
indican el momento de las inmunizaciones;

la Figura 2 es un grafico de barras que presenta el efecto sinérgico sobre la respuesta inmunitaria primaria a baja
dosis (0,3 ug) de H91A Hin47 por la adicién de rHMW;

la Figura 3, que tiene los paneles A a D, presenta las respuestas inmunitarias a anti-rHMW para las vacunas de la
combinacién H91A Hin47 + tHMW en ratones. Panel A, H91A Hin47 no anadida; panel B, 0,3 ug de H91A Hin47
afiadida; panel C, 1,0 ug de H91A Hin47 afiadida; panel D, 3,0 ug de H91A Hin47 afiadida. Las flechas indican el
momento de las inmunizaciones;

la Figura 4 es un grafico de barras que presenta el efecto sinérgico sobre la respuesta inmunitaria primaria a alta
dosis (10 ug) de rHMW por la adicién de H91A Hin47;

la Figura 5, que tiene los paneles A a D, presenta las respuestas inmunitarias a anti-HMW para las vacunas de
la combinacién H91A Hin47 + rHMW en cobayas. Panel A, rHMW no afiadida; panel B, 25 ug de rHMW afiadi-
da; panel C, 60 ug de rHMW afiadida; panel D, 100 ug de rHMW afiadida. Las flechas indican el momento de las
inmunizaciones;

la Figura 6, que tiene los paneles A a D, presenta las respuestas inmunitarias a anti-rHMW para las vacunas de la
combinacién H91A Hin47 + rHMW en cobayas. Panel A, HO1A Hin47 no afiadida; panel B, 25 ug de H91A Hin47
afiadida; panel C, 50 ug de H91A Hin47 afadida; panel D, 100 ug de H91A Hin47 afiadida. Las flechas indican el
momento de las inmunizaciones;

la Figura 7 presenta la proteccion de la vacuna de la combinacién H91A Hin47 + rHMW en el modelo de chinchilla
de la otitis media;

la Figura 8 presenta la proteccién de la vacuna de la combinacién H91A Hind7 + rtHMW en el modelo de chinchilla
de colonizacién nasofaringea.
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la Figura 9, que tiene los paneles A y B, son andlisis SDS-PAGE que presentan el perfil de estabilidad de la vacuna
de la combinacién H91A Hin47 + rtHMW los dias O (panel A) y 14 (panel B), en comparacién con los componentes
aislados;

la Fi%ura 10A es un gréafico de barras de la respuesta inmunitaria a H91A y tHMW en presencia y ausencia de
Pentacel®;

la Figura 10B, que tiene los paneles A y B, contiene un grafico de barras de la respuesta inmunitaria al toxoide
de la tos ferina (PT), hemoaglutinina filamentosa (FHA), pertactina (69 kDa), aglutindgenos con franjas (panel A),
toxoide tetdnico (TT), toxoide diftérico (DT), polio tipo 1, polio tipo 2 y PRP-T (panel B) en Pentacel® cuando el
Pentacel® se administra solo o con los dos componentes HO1A + rHMW de la vacuna contra H. influenzae;

la Figura 11 presenta un esquema de construccion para la preparacion del plasmido DS-2150-1 que contiene el gen
HO91 A hin47 mutante bajo el control de un activador de T7; y

la Figura 12 presenta un esquema de construccién para la preparacion del plasmido BK-76-11 que contiene el gen
A hmw 1ABC bajo el control de un activador de T7.

Descripcion general de la invencion

La colonizacién de la nasofaringe es la primera etapa en el desarrollo de la enfermedad para muchos patégenos
bacterianos o viricos, incluyendo Haemophilus influenzae, y las vacunas que contienen moléculas de adhesina deberian
protegerse contra la primera etapa en la evolucién de la enfermedad. Se ha demostrado que las proteinas de elevado
peso molecular (HMW), encontradas en aproximadamente el 75% de H. influenzae no tipificable, son adhesinas que
son protectoras contra la colonizacién cuando se administran en una composiciéon de vacuna. Las proteinas HMW no
estdn presentes en las cepas encapsuladas de H. influenzae o en aproximadamente el 25% de las cepas de H. influenzae
no tipificables, y por consiguiente no estan lo suficiente solas, para una vacuna que presenta amplia proteccion para la
cepa.

La proteina HtrA o Hin47 se encuentra en todas las cepas de H. influenzae encapsuladas y no tipificables. Hin47 es
protectora contra la bacteremia causada por H. influenzae tipo b y la otitis media causada por H. influenzae no tipifica-
ble, pero no previene por si misma la colonizacién. Hin47 es proteolitica y no puede utilizarse en las formulaciones de
proteinas. Una vacuna de combinacién que comprende los antigenos HMW y Hin47 no proteolitico pueden formularse
para proteger contra la enfermedad significativa por H. influenzae, incluyendo la otitis media. La presente invencién
proporciona dicha vacuna de la combinacion.

La patente US n° 5.506.139 (Loosmore et al.) describe la preparacion de andlogos de la proteina Hind7 de Hae-
mophilus influenzae que presentan una disminucién de la actividad de la proteasa que es menor de aproximadamente
el 10% del de la proteina Hin47 natural y que preferentemente presenta sustancialmente las mismas propiedades in-
mundgenas que la proteina Hin47 natural. La patente también describe el aislamiento, purificacién y caracterizacién
de las moléculas de 4cido nucleico que codifican los andlogos de Hin47. La proteina Hin47 natural se conserva inmu-
nolégicamente entre las cepas no tipificables y de tipo b de H. influenzae. La secuencia de aminoécidos de la proteina
Hin47 natural y la secuencia de nucledtidos del gen hin47 codificador se describen en el documento WO 94/00149
publicado el 6 de enero de 1994.

Los andlogos de Hin47 de la patente US n° 5.506.139 se preparan eliminando o sustituyendo por un aminodcido
diferente, por lo menos un aminoécido del Hin47 natural que contribuye a la actividad de la proteasa o insertando por
lo menos un aminoécido en la proteina Hin47 natural, como se describe especificamente en la presente memoria. Por
lo menos un aminoécido eliminado o sustituido puede seleccionarse de entre los aminodcidos 195 a 201 de Hin47 y
especificamente puede ser la serina-197, que puede ser eliminada o sustituida por alanina. Ademads, por lo menos un
aminodcido eliminado o sustituido puede ser His-91 y puede ser eliminado o sustituido por alanina, lisina o arginina.
Ademds, por lo menos un aminoécido eliminado o sustituido puede ser Asp-121 y puede ser eliminado o sustituido
por alanina.

En la patente US n° 5.869.302, asignada al cesionario de la misma, se describen miltiples mutaciones efectuadas
en diferentes aminodcidos de la proteina Hin47 natural para proporcionar el andlogo de Hin47 no proteolitico.

En la presente invencion, la mutacién de histidina 91 en alanina (denominada a veces en la presente memoria
“H91A”) se emplea como ilustracién de la proteina Hin47 mutante, si bien pueden utilizarse otros mutantes de Hin47
con actividad de proteasa reducida como los descritos en la patente mencionada anteriormente y en la solicitud.

La preparacion de la proteina HMW de manera recombinante (rHMW) se describe en el documento WO 00/20609
mencionado anteriormente.

La composicién de vacunas multicomponente es critica. Los componentes de la vacuna pueden ser compatibles y
pueden combinarse en proporciones apropiadas para impedir la interferencia antigénica y optimizar algunas sinergias
posibles. Si se administra con otras vacunas implantadas, no deben interferir con la proteccién proporcionada por la
vacuna contra otra(s) enfermedad(es).
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En la experimentacién especifica realizada en la presente memoria, se compararon varias relaciones de antigeno
para una vacuna de dos componentes HO1A Hin47 + tHMW, en dos especies animales. Se observo la interferencia
antigénica aumentando las cantidades de H91A Hin47 cuando se combinaban con una dosis baja de rHMW, sin
embargo, este efecto desaparecié a dosis mayores de rHMW. Hubo un efecto sinérgico observado para aumentar las
cantidades de rHMW en la respuesta primaria del anticuerpo a una dosis baja de H91A Hin47 y H91A Hin47 mejord
la respuesta primaria a rtHMW, si la rtHMW no estaba presente en baja dosis. Estos descubrimientos son sorprendentes
porque un solo antigeno (H91A Hin47) pueden ser tanto sorprendentes como un efecto potenciador en el otro antigeno
(rtHMW) dependiendo de la dosis de rHMW presente. Fue también sorprendente que rHMW aumentasen la respuesta
vigorosa del anticuerpo a H91A Hin47, ya que es un inmundgeno mds débil.

Con referencia a la Fig. 1, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones al antigeno Hin47 de H91A de los dos
componentes H91A Hin47 + vacuna rHMW. Las valoraciones de anticuerpo elevado se consiguen con todas las com-
binaciones de la vacuna en la extraccién de sangre final, pero para la respuesta primaria a dosis baja de H91A Hin47,
parece existir una diferencia entre las muestras con y sin rHMW. En relacién con la Fig. 2, se ilustra los andlisis esta-
disticos del efecto sinérgico observado en la respuesta inmunitaria primaria a H91 A Hin47, al aumentar las cantidades
de rtHMW que se afiaden a una dosis de 0,3 pg de HO1A Hin47.

Con referencia a la Fig. 3, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones al antigeno rtHMW de los dos componentes
HO1A Hin47 + vacuna rHMW. Las valoraciones de anticuerpo elevado se consiguen en la extraccion de sangre final
con todas las combinaciones de la vacuna excepto en las que contienen la dosis mas baja de rHMW. Parece existir
una disminucion drdstica en la respuesta al anticuerpo cuando la dosis mayor de rtHMW se combina con cantidades
crecientes de H91A Hin47. En relacion con la Fig. 4, se ilustra el andlisis estadistico del efecto sinérgico efectuado
en la respuesta inmunitaria primaria a una dosis de 10 ug de rtMHV combinada con cantidades crecientes de H91A
Hin47.

Con referencia a la Figura 5, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas para el componente Hin47 de H91A de
las vacunas de combinacién de Hin47 de H91 A + rHMW. No existe diferencia estadistica en la respuesta de Hin47
anti-H91A a cualquiera de las vacunas. En relacién con la Fig. 6, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas al
componente rHMW de las vacunas de la combinaciéon H91A Hin47 + rtHMW: no existe diferencia estadistica en la
respuesta anti-HMW a ninguna de las vacunas.

Con relacién a la Fig. 7, se ilustra la proteccién proporcionada por una vacuna de la combinacién H91A Hin47
+ rHMW en el modelo de la prueba de provocacién intravesicular de la otitis media, en comparacién con la proteina
proporcionada por el componente H91A Hin47 solo. Ambas vacunas son protectoras en parte. Con relacién a la Fig.
8, se ilustra la proteccién proporcionada por una vacuna de la combinacién H91A Hin47 + tHMW en el modelo de
colonizacién nasofaringeo, en comparacién con la proteccién por el componente rHMW solo. Ambas vacunas son
muy protectoras.

En relacién con la Fig. 9, se ilustra el perfil de estabilidad de la vacuna H91A Hin47 + rHMW los dias O y 14. Los
dos antigenos permanecen adsorbidos en la alimina en el dltimo punto de tiempo y no se degradan.

Con relacién a las Figs. 10A y 10B, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas, a los antigenos H91 A Hin47
y tHMW de la vacuna de H. influenzae de dos componentes proporcionada sola o administrada conjuntamente con
Pentacel® (toxoide diftérico + toxoide tetdnico + polio tipo 1 + polio tipo 2 + polio tipo 3 + PRP-T + vacuna contra
la tos ferina acelular compuesta de toxoide de la tos ferina + hemoaglutinina filamentosa + pertactina de 69 kDa
+ aglutinégenos estriados). Se ilustra asimismo la respuesta inmunitaria a los antigenos de Pentacel® administrados
solos o administrados conjuntamente con la vacuna de H. influenzae de dos componentes. No existe ningtin efecto
sinérgico o supresor significativo de las vacunas multicomponentes administradas conjuntamente.

En el documento WO 98/00167, asignado al cesionario del mismo, se describen las formulaciones de Pentacel®.
Depdsitos bioldgicos

Determinados vectores que contienen el 4cido nucleico que codifica una proteina de alto peso molecular de una
cepa no tipificable de Haemophilus que se describen y se refieren a la que se ha depositado en la presente memoria
con la American Type Culture Collection (ATCC) situada en 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-
2209, Estados Unidos, de acuerdo con el Tratado de Budapest y antes de la presentacion de la presente solicitud. Las
muestras de los vectores depositados estardn disponibles al puiblico y todas las limitaciones impuestas o el acceso a
los depdsitos se recibirdn en el momento de la concesién de una patente basada en la presente solicitud de patente de
Estados Unidos. Ademds, el depdsito se sustituird si las muestras viables no pueden ser distribuidas por el depositario.

Sumario del depdsito

Plasmido ATCC Fecha de depésito
BK-76-1-1 203261 25 de septiembre de 1998
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Ejemplos

La exposicion anterior describe de forma general la presente invencién. Una comprensién mds completa puede
conseguirse con relacion a los Ejemplos especificos siguientes.

Los métodos de genética molecular, bioquimica de proteinas, tecnologia de inmunologia y fermentacion utilizados,
pero no descritos de manera explicita en esta exposicion y estos Ejemplos, se divulgan ampliamente en la bibliografia
cientifica y estdn comprendidos dentro de la capacidad de los expertos en la materia.

Ejemplo 1
Este Ejemplo describe la preparacién del componente de la vacuna H91A Hin47.

El mutante H91A Hin47 se prepar6 como se describe en la patente US n°® 5.506.139. En resumen, se sintetiz6
un oligonucledtido 5 ATCAATAACAGCATTATTGGT 3’ (SEC. ID n°: 1) que cambiaria el resto de histidina en la
posicion 91 en la proteina Hin47 por una alanina (ref. 17).

El plasmido JB-1276-1-2 es un plasmido a base de pUC que contiene el gen T7/hin47 en un fragmento EcoR 1y
se utilizo para clonar el gen hin47 en M13mp18 para la mutagénesis dirigida al sitio con el kit de mutagénesis dirigida
al sitio in vitro de Amersham. La preparacion del pldsmido JB-1276-1-2 se describe en la patente US n° 5.506.139. La
mutacién del codén de His91 en Ala91 se confirmé por secuenciado local. El gen hin47 mutante de H91 A se subclond
en pT7-7 para generar el plasmido DS-127-19 (Fig. 11).

El plasmido con expresiéon de H91A Hin47 (DS-1277-19) utiliza la seleccién de ampicilina. Se cloné el gen hin47
de T7/H91A en pBR328 de modo que pudo utilizarse la seleccién de tetraciclina. El vector DS-1312-12 era por lo
tanto un pldsmido a base de pBR328 que contenian las secuencias del gen hin47 de T7/H91A entre las secuencias
EcoR 1y Clal, con los genes operativos con resistencia a la ampicilina y tetraciclina y que contiene una repeticién de
las secuencias Hind III-BamH I que se encuentran tanto en pBR328 como en pEVvrfl.

Se construyé un nuevo pldsmido basado en DS-1312-12 que utiliza la seleccién de kanamicina. En la Figura 11
se presenta el esquema de construccién. Se digirié el ADN del plasmido procedente de DS-1312-12 con Hind 111
generando dos fragmentos. El fragmento mayor de 5,9 kb contenia un gen fefR sin activador, el gen ampR y el gen
hin47 de T7/H91A y se volvi6 a ligar en el propio vector DS-2140-3 de autocreacion. Se digiri6 el plasmido DS-
2140-3 con Pst 1 y el gen kanR procedente del plasmido pUC-4K (P-L Biochemicals) se insert en la secuencia Pst I,
generando el plasmido DS-2150-1 que es kanR y sensible tanto a la ampicilina como a la tetraciclina.

Se prepar6 el ADN del plasmido de DS-2150-1 en 50 ml de cultivo utilizando un protocolo basado en el procedi-
miento de Holmes y Quigley (ref. 18) y que incluia extracciones con fenol y cloroformo. Las células BL21 (DE3) de
E. coli se hicieron electrocompetentes de la forma siguiente. En resumen, se inocularon 10 ml de cultivo de toda la
noche en 500 ml de medio YT y se cultivaron las células a 37°C con agitacion hasta que alcanzaron una Ag,=0,540.
Se enfri6 el cultivo en hielo durante 30 min., se centrifugé a 5.000 rpm durante 15 min. y el sedimento celular se
volvié a poner en suspension en 500 ml de agua esterilizada enfriada en hielo. La suspension celular se centrifugd
como anteriormente y el sedimento celular se volvid a poner en suspension en 250 ml de agua esterilizada enfriada
en hielo. Se centrifugé la suspensién celular de nuevo, y las células se volvieron a poner en suspensién en 10 ml de
glicerol al 10%. La suspension de glicerol se centrifugd, y las células se volvieron a poner en suspension en 1,5 ml de
glicerol al 10%, se tomaron alicuotas como muestras de 40 ul y se almacenaron a -70°C.

Una alicuota de las células BL21 (DE3) electrocompetentes se descongeld en hielo y se afadieron aproximada-
mente 9 ng de ADN de DS-2150-1. Se incubaron las muestras en hielo durante 3 min., a continuacién se transfirieron
a una cubeta con electrodo Gene Pulser de BioRad y se sometieron a un impulso eléctrico. Se afiadieron 900 ul de
SOC y la mezcla se transfiri6 a un tubo de cultivo donde se incub6 a 37°C durante 1 hora antes de colocarse en placas
con YT agar-agar que contenian 25 ug/ml de kanamicina. La placa se incubé durante la noche a 37°C y se utilizaron
colonias aisladas para los estudios de expresion.

Se cultivaron clones aislados en medio NZCYM a una Agy .n de aproximadamente 0,3 y se afiadi6 lactosa al 1%
para producir la expresion. Se cultivaron las células durante 4 horas, a continuacion se recogieron y se analizaron por
SDS PAGE. Se seleccioné el clon DS-2171-1-1 como clon representativo que expresaba grandes concentraciones de
H91A Hin47.

La E. coli que contiene DS-2171-1-1 se cultivé en 2 matraces de 2 1 que contenfan 250 ml de ECGM (que contenia
8 g/l de glucosa, pH 6,5) y se incubaron agitando a 37°C durante aproximadamente 9 horas en la oscuridad a 250
rpm. El fluido del cultivo (2X250 ml) se incubé en un fermentador de 10 1y se cultivo el cultivo a 37°C. Después de
aproximadamente 10 horas de incubacidn, se afiade lactosa al 1% (concentracién final) para la induccién, seguido de
4 horas mds de incubacion.

El fluido de cultivo se recogié en botellas esterilizadas de transferencia, se concentrd y se filtr6 por didlisis de
filtracion en flujo cruzado frente al tampén Tris/HCI 50 mM, pH 8,0. Se lisan las células en el concentrado utilizando
un homogeneizador a alta presion (2 pasadas a 15.000 psi) para liberar la proteina Hin47 H91A. El residuo celular se
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eliminé por centrifugacién a 15.000 rpm durante 1,5 horas. El sobrenadante se clarificé mas por centrifugacién y se
filtré a través de un filtro con extremo inactivo de 0,22 um. Los productos pueden congelarse almacenados a -70°C
hasta el tratamiento posterior.

Se anadi6 cloruro sdédico (NaCl) a la muestra clarificada hasta una concentracién final de 100 mM. La muestra se
purificé a continuacién en una columna de cromatografia de intercambio aniénico (TMAE-Fractogel) equilibrada con
Tris 50 mM pH 8,0 que contenia NaCl 100 mM. Se obtuvo la proteina HO1A Hin47 en flujo a través.

Se carg6 la capa acuosa en una columna cerdmica de hidroxiapatito tipo 1 (CHTP-1) equilibrada con tamp6n de
fosfato sédico 10 mM pH 8,0. Se lavé a continuacién la columna con tampén de fosfato sédico 150 mM pH 8,0 y se
eluy6 Hin47 H91A con tampdn de fosfato sédico 175 mM, pH 8,0 que contenia NaCl 1 M.

La protefna purificada Hin47 H91A se concentré utilizando una membrana del corte de peso molecular 10 kDa
seguido de diafiltracion con aproximadamente 10 volimenes de solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,5.

La proteina purificada Hin47 H91A en PBS se pasé a través de un adsorbedor con membrana Q600 sartobind.
Después de pasar la solucidn, se regenerd la membrana utilizando KCI 1,0 M/NaOH 1,0 M seguido de lavado con KC1
1 M y equilibrando a continuacién con PBS. Se repitid el proceso dos veces. La proteina Hind7 H91A concentrada
diafiltrada se esteriliz por filtracion a través de un filtro con membrana de 0,22 um. La proteina esterilizada Hin47
H91A se enriqueci6 con fosfato de aluminio. El concentrado purificado adsorbido se diluy6 para producir la masa
adsorbida a 100 ug/ml.

Ejemplo 2
Este Ejemplo describe la preparacion del componente de vacuna rtHMW.

La produccién y purificacién de la proteina HMW se ha descrito en la solicitud de patente US n® 09/167.568 en
tramite presentada el 7 de octubre de 1998.

En resumen, el plasmido pHMW 1-15 (ref. 10) contiene una secuencia Xba I en la secuencia del activador T7 y una
unica secuencia BamH 1 en la secuencia de codificacion de la proteina madura HMW 1A de la cepa 12 no tipificable
de Haemophilus. El fragmento Xba I-BamH 1 de 1,8 kb de pHMWI-15 se elimind y se sustituy6 por un fragmento Xba
I-BamHI de aproximadamente 114 bp generado a partir de los oligonucleétidos. El plasmido DS-1046-1-1 resultante
de 11,3 kb, por lo tanto contiene el activador T7 unido en el marco con el operéon hmwlIABC que codifica la proteina
madura HMW1A de 125 kDa (Fig. 11).

El plasmido DS-1046-1-1 contiene el casete del gen hmwIABC de T7 y tiene una secuencia tnica Bg! II fuera de la
zona de codificacion del gen HMW 1A maduro. El plasmido DS-2224-1-4 contiene el gen cer de E. coli situado en un
fragmento de BamH 1. Se aisl6 este fragmento y se ligd en la secuencia Bg/ II del plasmido DS-1046-1-1 para producir
el pldsmido BK-35-4 (Fig. 11). El casete con resistencia a la kanamicina fue escindido de pUC 4K por la restriccién
Sal 1y se ligé en el plasmido BK-35-4 restringido por Sal I para producir el plasmido BK-76-1-1.

Se introdujeron los pldsmidos en las células BL21 (DE3) de E. coli por electroporacién utilizando un aparato con
BioRad. Se cultivaron las cepas a 37°C en medio NZCYM a una densidad 6ptica de As,3=0,3, a continuacién fueron
inducidas mediante la adicién de lactosa al 1,0% durante 4 horas. Las muestras se ajustaron a una D.O. 0,2/ul con lisis
por SDS-PAGE + tampo6n de carga y se cargd la misma cantidad de muestra de proteina en los geles de SDS-PAGE.

La proteina recombinante HMW se expres6 como cuerpos de inclusion en E. coli, y se purificaron por el mismo
procedimiento (Figura 12). Los sedimentos de las células de E. coli procedentes de 500 ml de cultivo se volvieron a
poner en suspensién en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contenia NaCl 0,1 M y se descompusieron por trata-
miento con ultrasonidos. El extracto se centrifugé a 20.000 g durante 30 min y se descarté el sobrenadante resultante.
Se extrajo mas el sedimento, en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 que contenia Triton X-100 al 0,5% y EDTA 10
mM, a continuacién se centrifugéd a 20.000 g durante 30 min. y se descarté el sobrenadante. Se continud extrayendo
el sedimento en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, que contenia octilglucésido al 1%, a continuacién se centrifugd a 20.000
g durante 30 min. y se descart6 el sobrenadante.

El sedimento resultante, obtenido después de las extracciones anteriores, contiene los cuerpos de inclusion. El sedi-
mento se solubilizé en 6 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina 6 M y DTT 5 mM. Se afiadieron doce
ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 a esta solucién y la mezcla se centrifugé a 20.000 g durante 30 min. El sobrenadante
se precipitd con polietilenglicol (PEG) 4.000 a una concentracién final del 7%. El sedimento resultante se eliminé por
centrifugacioén a 20.000 g durante 30 min. y se precipité el sobrenadante con (NH,),SO, a una saturacién del 50%.
Después de la adicion de (NH,),SOy,, la solucién experiment6 la separacion de fases yendo la proteina a la fase supe-
rior, que se someti6 continuacion a centrifugacién a 20.000 g durante 30 min. El sedimento resultante se disolvié en 2
ml de Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina HC1 6 M y DTT 5 mM vy la solucidn transparente se purificd
en una columna de filtracién con gel Superdex 200 equilibrada en Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina
HCI 2 M. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE y las que contenian la rHMW 1 purificada se agruparon y se
dializaron durante la noche a 4°C frente a PBS, a continuacién se centrifugaron a 20.000 g durante 30 min. La proteina
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permanecié soluble en estas condiciones y se afiadi6 glicerol a la preparacién de rHMW 1 a una concentracién final
del 20% para almacenamiento a -20°C.

La concentracion del componente de la vacuna rHMW se ajust6 a 400 ug ml™' en PBS (pH 7,3) y se enriqueci6 con
fosfato de aluminio hasta una concentracion final de 3 mg ml~!. Se prepararon diferentes dosis diluyendo la solucién
madre con 3 mg ml~' de fosfato de aluminio en PBS.

Ejemplo 3
Este Ejemplo describe la combinacién de H91A Hin47 y tHMW como una vacuna de dos componentes.

Se prepararon las vacunas que comprendian combinaciones de H91A Hin47 y rtHMW como se publica en la Tabla
II siguiente:

TABLA 11
pug rHMW — ug H91A | 0 0,3 1,0 3,0 10 25 50 100
0 m m m m ap ap ap
0,3 m m m m m
1,0 m m m m m
3.0 m m m m m
25 ap ap ap ap
20 ap ap ap ap
100 ap ap ap ap
Notas: m indica que la vacuna se utilizé para inmunizar ratones.
gp indica que la vacuna se utilizé para inmunizar cobayas.

Se combinaron los componentes de la vacuna el dia 0, se mezclaron durante la noche a 4°C y se tomaron alicuotas
el dia 1. Las vacunas combinadas se almacenaron a 4°C durante todo el periodo de inmunizacion.

Ejemplo 4
Este Ejemplo describe el andlisis de la inmunogenicidad de las vacunas multicomponentes en animales.

Se inmunizaron por via subcutdnea (s.c.) grupos de cinco ratones BALB/c (Charles River, Quebec) los dias 1, 29
y 43 con una de las vacunas para ratén descritas en el Ejemplo 3. Se extrajeron muestras de sangre los dias 0, 14, 28,
42y 56.

Se inmunizaron por via intramuscular (i.m.) grupos de 5 cobayas Hartley destetados (Charles River, Quebec) los
dias 1, 29 y 43 con una de las vacunas para cobayas descrita en el Ejemplo 3. Se extrajeron muestras de sangre los
dias 0, 14, 28, 42 y 56.

Se determinaron los titulos de anticuerpo de IgG de Hin47 anti-H91A y de anti-rHMW por ensayos de inmunosor-
bente con enzima ligada (ELISA). Se cubrieron pocillos de microvaloraciéon (NuncMAXISORB, Nunc, Dinamarca)
con 50 ul de solucién de proteinas (0,4 g ml~' para HO1A Hin47 0 0,4 ug ml~' para rtHMW). Los anticuerpos secun-
darios utilizados eran fragmentos F (ab’), de anticuerpos IgG anti-ratén de cabra purificados por afinidad (especificos
para Fc) o IgG de anticobaya (especificos para Fc) conjugados con peroxidasa de rdbano picante (Jackson Immuno-
Research Labs, Mississauga, Ontario). Las reacciones se desarrollaron utilizando tetrametilbencidina (TMB/H202,
ADI, Mississauga, Ontario) y se midieron las absorbancias a 450 nm (utilizando 540 nm como longitud de onda de
referencia) en un lector de microplacas Flow Multiskan MCC (ICN Biomedicals, MIssissauga, Ontario). El titulo re-
activo de un antisuero se definié como la reciproca de la dilucién que presenta continuamente un aumento al doble de
la absorbancia sobre el obtenido con la muestra de suero preextraido.

En las Figuras 1 a 6 se ilustran los resultados de los estudios de inmunogenicidad. Como se muestra en la Figura
1, los sueros finales extraidos obtenidos de ratones inmunizados con 0,3, 1,0 6 3,0 ug de H91 A Hin47 tenian todos
titulos de anticuerpo elevados para H91 A Hin47, con independencia de la cantidad de rtHMW presente (0 a 10 ug). Sin
embargo, existe una diferencia estadisticamente significativa en las respuestas primarias de Hin47 anti-H91A. Como
se muestra en la Figura 2, existe un aumento de la respuesta primaria para H91A Hin47 en presencia de cantidades cre-
cientes de tHMW. Estos descubrimientos son sorprendentes e indican que rHMW estd presentando un efecto sinérgico
en la respuesta inmunitaria primaria a H91A Hin47.
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Como se muestra en la Figura 3, los sueros finales extraidos de la sangre extraida de ratones inmunizados con
1,3 6 10 ug de rtHMW tenian todos un titulo de anticuerpo elevado para rtHMW, independientemente de la cantidad
de H91A Hin47 presente (0 a 3 ug). Sin embargo, a la dosis inferior de tHMW (0,3 ug), existe una inhibicién esta-
disticamente significativa de la respuesta inmunitaria a rHMW con cantidades crecientes de H91A Hin47 afiadidas.
Este descubrimiento es sorprendente y sugiere que H91 A Hin47 actda como supresor inmunitario a bajas dosis de
rHMW. Por el contrario, a la dosis mayor de rtHMW (10 pg), 1a adicion de H91A Hin47 aumenta de manera significa-
tiva la respuesta inmunitaria a rtHMW (Fig. 4). Estos descubrimientos en los ratones, indican que cantidades relativas
de los dos componentes, H91A Hin47 y rtHMW son criticas para obtener una buena respuesta inmunitaria a ambos
antigenos.

A partir de los datos presentados en la presente memoria, pareceria que aproximadamente de 3 a aproximadamente
10 g de rtHMW, maés preferentemente aproximadamente 10 ug, presentan el efecto aumentado con aproximadamente
1 a aproximadamente 3 ug de H91 A Hin47.

La Figura 5 presenta los titulos de anticuerpo de Hin47 anti-H91A obtenidos en cobayas. La adicién de rHMW
no ejerce efecto sobre los titulos de anticuerpo de Hin47 anti-H91A. Asimismo, la adicién de H91A Hin47 no ejerce
ningtn efecto sobre los titulos de anticuerpo anti-rHMW en cobayas (Fig. 6).

Ejemplo 5

Este Ejemplo describe la capacidad protectora de una vacuna multicomponente en modelos de animal de la enfer-
medad.

H91A Hin47 es parcialmente protectora en el modelo de chinchilla de otitis media, tal como se describié en
la patente US n° 5.506.139 mencionada anteriormente. En este modelo, se inmunizan i.m. chinchillas de 1 a 2 afios
(Moulton Chinchilla Ranch, Rochester, Minnesota) los dias 0, 14 y 28 con 30 g de H91A Hin47 adsorbida en alimina,
y se sometieron a la prueba de provocacion el dia 44 con 50 a 350 cfu de los organismos vivos administrados en el
espacio del oido medio a través de la vesicula epitimpdnica (ref. 11). Los animales se controlan por timpanometria y
se recoge el fluido del oido medio 4 dias después de la prueba de provocacion, se mezcla con 200 ul de medio BHI
y las diluciones se colocan en placas de agar-agar con chocolate que se incuban durante 24 h a 37°C. Los animales
convalecientes o los pseudoinmunizados con alimina sola, se utilizan como referencias. Para el estudio de la vacuna
multicomponente, se mezclan 50 ug de H91A Hin47 con 50 pug de rtHMW como se describe en el Ejemplo 3 y las
chinchilla se inmunizaron tal como se describid. Los resultados del estudio de proteccién se presentan en la Figura 7
que indican que existe una proteccion parcial proporcionada en el modelo de la prueba de provocacion intravesicular
mediante la combinacién de H91 A Hin47 - rtHMW.

Se ha demostrado en chinchillas jévenes que la colonizacién nasofaringea con H. influenzae no tipificable conduce
a otitis media (ref. 14). rHMW es parcialmente protectora en un modelo de prueba de provocacién de coloniza-
cion nasofaringea de chinchilla, descrito en el documento WO 00/20609 mencionado anteriormente. En este modelo,
se inmunizan i.m. animales los dias 0, 14 y 28 con 25, 50 6 100 ug de rtHMW adsorbida en altimina, y la prue-
ba de provocacion el dia 44 con 10® cfu de bacterias vivas suministradas por via intranasal (50 ul por los orificios
nasales).

El lavado nasofaringeo se realiza 4 dias después de la prueba de provocacion utilizando 1 ml de solucién salina
esterilizada como lavado. Se colocan 25 u de lavado en agar-agar con chocolate en presencia de estreptomicina y las
placas se incuban a 37°C durante 24 h. (La cepa de la prueba de provocacién se hizo resistente a la estreptomicina por
atenuacion en serie, a fin de facilitar la cuantificacion de las bacterias recuperadas en presencia de la flora natural que
es destruida por la estreptomicina). Los animales convalecientes o los que fueron pseudoinmunizados con alimina
sola, se utilizan como referencias. Para el estudio de la vacuna multicomponente, se mezclaron 50 ug de tHMW con
50 ug de H91 A Hin47 como se describe en el Ejemplo 3 y se inmunizaron las chinchillas tal como se describe. Los
resultados del estudio de proteccidn se presentan en la Figura 8 que indica que existe todavia excelente proteccién
proporcionada en el modelo de la prueba de provocacién de colonizacién nasofaringea mediante la combinacién de
H91A Hin47 + rtHMW.

Ejemplo 6
Este Ejemplo describe el andlisis de la estabilidad de la vacuna de dos componentes.

La H91A Hin47 adsorbida (400 ug de proteina + 3 mg de fosfato de aluminio por ml) y rtHMW (400 ug de
proteina + 3 mg de fosfato de altimina por ml) se mezclaron 1:1 hasta una concentracién final de 100 ug de cada
proteina + 3 mg de fosfato de alimina por ml como se describe en el Ejemplo 3. Las proteinas HO91A Hin47 y
rHMW adsorbidas de forma individual se ajustaron también a una concentracién final de 100 ug de proteina + 3
mg de fosfato de aluminio/ml. Las muestras se almacenaron a 4°C y se tomaron alicuotas de 0,5 ml el dia O y cada
dos semanas para andlisis por SDS-PAGE. Se microcentrifugaron las alicuotas a 10.000 rpm durante 10 min para
separar el sobrenadante del sedimento de alimina. Se disolvi6 el sedimento en tampdn de muestra de SDS-PAGE vy el
sobrenadante se precipité en primer lugar con acetona, después se disolvié en tampdn de muestra de SDS-PAGE. Se
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analizaron cantidades equivalentes de sobrenadante y sedimento suponiendo que la proteina se adsorbia al 100% o no
se adsorbia. En la Fig. 9 se presentan los resultados del estudio de estabilidad los cuales indican que después de dos
semanas, no existe degradacion de las proteinas y ambas son todavia completamente adsorbidas en la alimina.

Ejemplo 7

Este Ejemplo ilustra la respuesta inmunitaria para administracion conjunta de la vacuna de H. influenzae de dos
componentes con Pentacel®.

Se inmunizaron i.m. grupos de 5 cobayas Hartley (Charles River, Quebec) los dias 1 y 21 con una vacuna de
dos componentes H91A Hin47 + rHMW, vacuna Pentacel (vacuna comercial de Connaught Laboratories Limited que
contiene PT + FHA + 69 kDa + Aggs en pesos de 20:20:5:3 ug; toxoide diftérico a 15 Lf; toxoide tetdnico a 5 Lf; [PV
que contiene los tipos 1, 2 y 3 de poliovirus inactivado a 40, 8 y 32 unidades de D-antigeno respectivamente; 10 ug
de conjugado PRP-T de polisacdrido de tipo B de H. influenzae conjugado con toxoide tetdnico a 20 ug) o vacuna de
dos componentes H91A Hin47 + rtHMW + Pentacel. La vacuna de dos componentes contenia 50 ug de cada uno de
H91 A Hin47 y tHMW. Los animales recibieron las vacunas de dos componentes + Pentacel se les inyecté en ambas
ijadas. Se extrajeron muestras de sangre el dia 1, antes de la inyeccién y después el dia 28.

Se determinaron los titulos de anticuerpo IgG anti-H91A Hin47 y anti-rHMW por ELISA como se describe en el
Ejemplo 4. Los titulos de anticuerpo IgG del componente anti-Pentacel fueron determinados por ELISA, esencialmente
tal como se describe en el Ejemplo 4. Se recubrieron placas de microvaloracién con 5 ug ml™' de antigeno para PT,
FHA 69 kDa, Aggs y PRP; la dilucién 1/20 de 2,5 Lf ml™! para toxoide diftérico; 1,3 Lf ml™! de toxoide tetdnico;
dilucién 1/50 de 25,6 EU ml~! de polio tipo 1; o dilucién 1/50 de 15,1 EU ml~! de polio tipo 2. No pudo demostrarse una
relacién de sefal a ruido para la polio tipo 3. El anticuerpo secundario utilizado fue fragmentos F(ab), de IgG (H+L)
anticobaya de mono conjugado con peroxidasa de rdbano picante (Jackson Immuno Research Labs). Las referencias
negativas fueron los sueros preextraidos o el antisuero contra un antigeno irrelevante del RSV. Los resultados se
observan en las Figuras 10A y 10B.

Sumario de la exposicion

En el sumario de esta exposicidn, la presente invencidn proporciona una vacuna multicomponente contra Haemop-
hilus influenzae que presenta un amplio espectro de eficacia y que comprende dos antigenos diferentes de Haemophilus
influenzae como se ha descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién inmundgena para conferir proteccion en un huésped contra la enfermedad producida por Haemop-
hilus influenzae, que comprende:

25 a 100 pg de un andlogo de la proteina Hind7 de Haemophilus influenzae que presenta una actividad de
proteasa disminuida que es inferior a aproximadamente 10% de la de la proteina Hin47 de tipo salvaje, y 25 a
100 ug de una proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa de Haemophilus influenzae no tipificable.

2. Composicion segun la reivindicacién 1, en la que dicho andlogo de la proteina Hind7 es aquel en el que por lo
menos un aminodcido de la proteina Hin 47 de tipo salvaje que contribuye a la actividad de proteasa se ha eliminado
o sustituido por un aminodcido diferente y que tiene sustancialmente las mismas propiedades inmundgenas que la
proteina Hin47 de tipo salvaje.

3. Composicidn seglin la reivindicacion 2, en la que dicho por lo menos un aminoécido se selecciona de entre los
aminodcidos 91, 121 y 195 a 201 de la proteina Hin47 de tipo salvaje.

4. Composicién segtin la reivindicacion 2, en la que dicho andlogo de la proteina Hin47 es aquel en el que la serina-
197 se sustituye por alanina; la histidina-91 se sustituye por alanina, o por lisina o arginina; o Asp-121 se sustituye
por alanina.

5. Composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha proteina HMW es una proteina
HMWI1 o HMW?2 de una cepa no tipificable de Haemophilus influenzae, produciéndose dicha proteina HMW de
manera recombinante o de otra manera.

6. Composicion segun la reivindicacion 5, en la que dichas proteinas HMW1 y HMW?2 proceden de las cepa res-
pectiva de Haemophilus influenzae no tipificable y poseen los pesos moleculares respectivos indicados a continuacién:

Cepa de H. influenzae no tipificable 12 JoyC K21 LCDC2 PMHA1 15
Proteina madura: HMW1 125kD 1259kD 1044kD 114,0kD 102,4kD 103,5kD
HMW2 120 kD 100,9 kD 111,7kD 103,9kD 121,9kD

7. Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores y que comprende hidroxido de aluminio, fos-
fato de aluminio u otro adyuvante.

8. Composicidn segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores y que comprende como por lo menos un com-
ponente antigénico adicional para conferir proteccion contra la infeccién producida por otro patégeno, (i) toxoide
diftérico, (ii) toxoide tetdnico, (iii) toxoide de la tos ferina, hemoaglutinina filamentosa, pertactina y aglutin6genos;
(iv) poliovirus no virulento; (v) PRP-T o (vi) uno o varios otros compuestos antigénicos para conferir dicha proteccion.

9. Composicién inmunogénica segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su utilizacién como vacuna.
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Titulos del anticuerpo anti-H91A Hin47 en ratones
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Respuestas del anticuerpo anti-H91A Hin47 primario en ratones
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Se inmunizaron grupos de 5 ratones con 0,3 ug de H31A Hind7 el dia 1 en
presencia de varias cantidades de rHMW. Se extrajeron muestras de sangre

los dias 14y 28.
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TITULOS DE ANTICUERPO ANTI-HMV EN RATONES
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RESPUESTAS DEL ANTICUERPO ANTI-rHMV PRIMARIO EN RATONES
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Se inmunizaron grupos de 5 ratones con 10 ug de rHMW el dia 1 en presencia de varias
cantidades de H91A Hin47. Se extrajeron muestras de sangre los dias 14 y 28
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4 Titulos del anticuerpo anti-rHMW en cobayas
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Capacidad protectora de una vacuna de H, influenzae de dos componentes
frente a la prueba de provocacién intravesicular con la capa 12 de NTHi en
chinchillas
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Capacidad protectora de una vacuna de H, influenzae de dos componentes
frente a la colonizacién de NP con la capa 12 de NTHi en chinchillas
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( Estabilidad de H91A Hind47 y rHMW absorbidas en alumina:
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Titulos del ahticuerpo anti-H91A y HMW1 en cobayas
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Titulos del anticuerpo del componente anti-Pentacel en cobayas
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Digestion con pHMW1-15Xb/B
Oligo Xb- B para eliminar la secuencia
contigua 5’ y la secuencia mayor

ApR
DS-2224-1-4

cer BBgXbH

RB
pUCfcer

ApR
pUC-4K RBS
KanR

S RBS

pUC/KanR

FIG.12

Xo B
pT7 hmwiABC (125)/cer/KanR

28



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

