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DESCRIPCION

Vacuna multicomponente para la proteccién contra la enfermedad provocada por Haemophilus influenzae y Mora-
xella catarrhalis.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la vacunologia y, en particular, a una vacuna multicomponente que
comprende proteinas recombinantes de Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.

Antecedentes de la invencion

Haemophilus influenzae es la causa de varias enfermedades humanas graves, tales como la meningitis, la epigloti-
tis, la septicemia y la otitis media. Existen seis serotipos de H. influenzae, denominados a a f, que estdn identificados
por su polisacdrido capsular. H. influenzae de tipo b (Hib) era la causa principal de la meningitis bacteriana hasta la in-
troduccién de varias vacunas conjugadas de Hib en la década de los 80 (ref. 1. A lo largo de la solicitud, se citan varias
referencias entre paréntesis para describir con mayor detalle el estado de la técnica al que se refiere la presente inven-
cion. Toda la informacidn bibliografica para cada cita se encuentra al final de la memoria, inmediatamente antes de las
reivindicaciones). Las vacunas basadas en el polisacarido capsular de H. influenzae de tipo b conjugado con el toxoide
diftérico (ref. 2), el toxoide tetanico (ref. 3 y patente US n° 4.496.538) o la proteina de la membrana externa de Neisse-
ria meningitidis (ref. 4) han sido eficaces para reducir la meningitis producida por H. influenzae de tipo b. Los demds
serotipos de H. influenzae estan asociados a la enfermedad invasiva con bajas frecuencias, aunque parece existir un
aumento en la frecuencia de la enfermedad causado por estas cepas ya que la incidencia de la enfermedad por Hib des-
ciende (refs. 5y 6). H. influenzae no encapsulada o no tipificable (NTHi) son también responsables de una amplia gama
de enfermedades humanas que incluyen la otitis media, la epiglotis, la neumonia y la traqueobronquitis. La frecuencia
de la enfermedad producida por NTHi no se ha visto afectada por la introduccién de las vacunas con Hib (ref. 7).

La otitis media es la enfermedad mds frecuente de la primera infancia, con 60 a 70% de todos los nifios menores de
2 afios de edad, que experimentan entre una y tres infecciones de oido (ref. 8). La otitis cronica media es responsable de
deficiencias auditivas, de habla y cognitivas en los nifios. Las infecciones por H. influenzae totalizan aproximadamente
el 30% de los casos de otitis aguda o media y aproximadamente 60% de otitis crénica media. Las infecciones por M.
catarrhalis totalizan otro 15 a 20% de otitis aguda media. Unicamente en los Estados Unidos, el tratamiento de la
otitis media cuesta entre 1 y 2 billones de délares al afio en antibiéticos y procedimientos quirdrgicos tales como
amigdalectomias, adenoidectomias e insercién de tubos de timpanostomia. Se estima que otros 30 billones de $ se
gastan al afio en terapias asociadas tales como logopedia y clases especiales de educacion. Moraxella (Branhamella)
catarrhalis es la tercera causa mds frecuente de otitis media y de sinusitis en los nifios, responsables del 15 al 20% de la
enfermedad. Se ha asociado también a la enfermedad del aparato respiratorio inferior en nifios y adultos, incluyendo la
neumonia y la bronquitis crénica y con menos frecuencia puede producir bacteremia y meningitis (refs. 9, 10y 11). No
hay vacunas disponibles para proteger contra la enfermedad por M. catarrhalis. Ademas, muchos de los organismos
causantes de la otitis media se estan volviendo resistentes al tratamiento con antibidticos. Por lo tanto es muy deseable
una vacuna profilactica eficaz contra la otitis media.

Durante la infeccién natural, las proteinas de la membrana externa expuestas en superficie que estimulan una
respuesta al anticuerpo son en potencia importantes dianas para anticuerpos bactericidas y/o protectores y por consi-
guiente potenciales candidatos de vacunas. Barenkamp y Bodor (ref. 12) demostraron que los sueros de nifios con-
valecientes que padecen otitis media debida a NTHi, contenian anticuerpos contra proteinas de alto peso molecular
(HMW). Aproximadamente del 70 al 75% de las cepas de NTHi expresa las protefnas HMW y la mayoria de estas
cepas contienen dos grupos génicos denominados hmwIABC'y hmw2ABC (refs. 13 y 14). Se ha demostrado que las
proteinas HMWA son adhesinas que median el acoplamiento a las células epiteliales humanas (ref. 15). La inmuniza-
cién con una mezcla de proteinas naturales HMW1A y HMW?2A produjo la proteccion parcial en el modelo de prueba
de prolongacidn intravesicular en chinchilla de la otitis media (ref. 16).

La patente US n° 5.603.938 (Barenkamp), concedida a la St. Louis University y a la Washington University, des-
cribe la clonacidn, expresion y secuenciado de los genes que codifican las proteinas HMW1 y HMW2 de la cepa
12 de Haemophilus no tipificable. Las proteinas HMW son una familia de proteinas procedente de Haemophilus no
tipificable de peso molecular comprendido entre aproximadamente 120 y 125 kDa que se encuentran en las cepas no
tipificables de Haemophilus. Las proteinas HMW estan ausentes en las cepas encapsuladas de Haemophilus.

La produccién de proteinas HMW naturales de cepas de H. influenzae es muy baja y un método para producir
proteinas HMW recombinantes (rHMW) protectoras se ha descrito en el documento WO 00/20609, publicado el 13
de abril de 2000, cedido a su cesionario. Se ha desarrollado especificamente un modelo de colonizacién nasofaringea
de chinchilla para demostrar la eficacia de la vacuna de las adhesinas (ref. 17) y las proteinas rHMW son protectoras
en este modelo, tal como se describe en el documento WO 00/20609 mencionado anteriormente. Se demuestra que
las proteinas rtHMW1A y rHMW?2A proporcionan una proteccion equivalente a cada una de las demds y la proteina
rHMW 1A se selecciond para posteriores estudios de la vacuna. En esta solicitud, tHMW se refiere a HMW 1A recom-
binante procedente de la cepa 12 de NTHi, aunque la proteina HMW 1A recombinante correspondiente procedente de
otras cepas de NTHi y la proteina rHMW2A correspondiente procedente de las cepas NTHi pueden utilizarse. Pueden
utilizarse las proteinas naturales correspondientes.
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Una segunda familia de proteinas de adhesién de peso molecular alto se ha identificado en aproximadamente el
25% de NTHi y en las cepas de H. influenzae encapsuladas (refs. 18, 19 y 20). La patente US n° 5.646.259 (St.
Geme, III ef al.), concedida a la St. Louis University y a la Washington University, describe la clonacién, expresion
y las secuencias de los genes que codifican las que se denominan en la presente memoria proteinas HA1 y HA2, que
presentan homologia limitada a las proteinas HMW1 y HMW?2 de la patente US n° 5.603.938.

El miembro NTHi de esta segunda familia se denomina adhesina de Haemophilus influenzae o Hia (HA1) y la
proteina homoéloga encontrada en cepas encapsuladas se denomina proteina fibrilar de superficie de Haemophilus in-
fluenzae o Hsf (HA2). El gen hia se clond originalmente en un banco de expresion que utiliza sueros de un paciente
convaleciente de otitis media, lo que indica que es un inmunégeno importante durante la enfermedad. El prototipo
de proteinas Hia y Hsf demuestra aproximadamente 82% de similitud de secuencia, aunque la proteina Hsf es con-
siderablemente mayor. Las proteinas se componen de terminales amino y carboxi conservados y varios motivos de
repeticion con Hsf que contiene mds secuencias repetidas que Hia.

Las versiones completas y truncadas en el terminal N de la proteina Hia (rHia) en E. coli protegen contra la
bacteremia causada por organismos de H. influenzae de tipo a y tipo b, y proporcionan proteccion parcial contra la
colonizacién nasofaringea por H. influenzae no tipificable. En esta solicitud, rHia se refiere a V38 rHia de la cepa 11 de
NTHi, aunque pueden utilizarse otras proteinas Hia completas y truncadas en el terminal N recombinantes procedentes
de otras cepas de NTHi. Pueden utilizarse asimismo las correspondientes proteinas naturales.

Una adhesina de alto peso molecular identificada en M. catarrhalis, ha sido denominada 200 kDa y se describe en
la patente US n°® 5.808.024 (Sasaki et al.), cedida a su cesionario asi como (documento WO 96/34960) publicado el
7 de noviembre de 1996 cedida a su cesionario. La proteina de 200 kDa se ha identificado en 96 de cada 109 cepas
de M. catarrhalis, incluyendo 73 de cada 74 cepas procedentes de la otitis media y se supone que es un factor de
virulencia. Existe homologia de secuencia entre la proteina de 200 kDa de M. catarrhalis y las proteinas Hia y Hsf de
H. influenzae. Ademas, el anticuerpo antinatural de 200 kDa reconoci6 la proteina rHia en una inmunotransferencia,
lo que indica el parentesco antigénico.

No existe ningin modelo animal adecuado para la infeccién y enfermedad por M. catarrhalis, pero se ha des-
arrollado un andlisis para el anticuerpo bactericida como andlisis sustituto, tal como se describe en la patente US n°®
5.808.024 mencionada anteriormente. Una proteina V56 1200 kDa truncada en el terminal N se ha expresado en E.
coli y el anticuerpo obtenido contra V56 1200 kDa se ha demostrado que es bactericida contra las cepas homélogas y
heter6logas de M. catarrhalis, indicando de este modo su utilidad como antigeno para vacuna. La proteina V56 1200
kDa procedente de la cepa 4223 de M. catarrhalis se utiliza en esta referencia si bien pueden utilizarse otras proteinas
200 kDa recombinantes completas y truncadas en el terminal N procedentes de otras cepas de M. catarrhalis. Pueden
utilizarse también las proteinas naturales correspondientes.

Cuando estdn bajo sobrecarga ambiental, tal como temperatura elevada, los organismos sobreproducen respuesta
a la sobrecarga o proteinas de choque térmico (hsps). Se ha demostrado que las hsps bacterianas son inmundgenos
importantes, que estimulan tanto a los linfocitos B como a los linfocitos T (ref. 21). Las proteinas bacterianas del
choque térmico HtrA o DegP se expresan en condiciones de sobrecarga y la proteina HtrA o Hin47 de H. influenzae se
ha demostrado que es un antigeno parcialmente protector en el modelo de la prueba de provocacién intravesicular de la
otitis media (ref. 22). Las proteinas HtrA son serina proteasas y su actividad proteolitica las hace inestables. Ademas,
como componente de una vacuna multicomponente; la proteina HtrA natural degradard los antigenos mezclados. La
mutagénesis dirigida al sitio del gen htrA de H. influenzae (denominado hin47) y las propiedades de los mutantes se
han descrito completamente en la patente US n°® 5.506.139 (Loosmore et al.), cedida a su cesionario.

La patente US n° 5.506.139 (Loosmore et al.) describe la preparacién de andlogos de la proteina Hin47 de Haemop-
hilus influenzae que presenta una actividad de proteasa disminuida que es inferior aproximadamente al 10% de la de la
proteina Hin47 natural y que preferentemente presenta sustancialmente las mismas propiedades inmunoldgicas que la
proteina Hin47 natural. La patente describe también el aislamiento, la purificacién y la caracterizacién de moléculas
de 4cido nucleico que codifican los andlogos de Hin47. La proteina Hin47 natural se conserva inmunoldgicamente
entre las cepas no tipificables y encapsuladas de H. influenzae. La secuencia de aminodcidos de la proteina natural
Hin47 y la secuencia nucleotidica 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 aminoacido
diferente por lo menos un aminoécido de la Hin47 natural que contribuye a la actividad de la proteasa o insertando por
lo menos un aminoécido en la proteina Hin47 natural, tal como se describié especificamente en la presente memoria.
El amino4cido por lo menos eliminado o sustituido puede seleccionarse de entre los aminodcidos 195 a 201 de Hin47
y especificamente puede ser Serina-197, que puede eliminarse o sustituirse por alanina. Ademads, el aminodcido por
lo menos eliminado o sustituido puede ser His91 y puede ser eliminado o sustituido por alanina, lisina o arginina.
Ademds, el aminodcido por lo menos eliminado o sustituido puede ser Asp-121 y puede ser eliminado o sustituido por
alanina.

En la patente US n° 5.869.302, cedida a su cesionario, se han descrito multiples mutaciones efectuadas en diferentes
aminodcidos de la proteina Hin47 natural para proporcionar el andlogo de Hin47 no proteolitico.
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En la presente invencion, la mutacién de histidina 91 a alanina (denominada a veces en la presente memoria
“H91A”) se emplea como ilustracion de la proteina mutante Hin47, si bien pueden utilizarse otros mutantes de Hin47
con actividad de proteasa reducida tal como se describe en la patente y solicitud mencionadas anteriormente.

El andlogo no proteolitico de HtrA, H91A Hin47, se ha demostrado que es un antigeno protector contra la bacte-
remia causada por H. influenzae de tipo b y contra la otitis media causada por H. influenzae no tipificable (ref. 22).
HtrA se encontré en todas las cepas de H. influenzae examinadas, incluyendo las cepas encapsuladas. Existian también
pruebas de reactividad cruzada con una proteina especifica procedente de M. catarrhalis en la inmunotransferencia, lo
que sugiere la posibilidad de un andlogo de HtrA en este organismo.

El principal objetivo de una vacuna profildctica contra la otitis media consiste en impedir la implantacién de la
colonizacién nasofaringea incluyendo adhesinas como inmundgenos. Las proteinas HMW y Hia de H. influenzae son
adhesinas que se ha demostrado que evitan la colonizacién. Sin embargo, ya que puede existir un pequefio porcentaje
de cepas de H. influenzae que no contienen los genes hmw o hia, el antigeno H91 A Hin47 se ha afiadido para
proporcionar proteccion contra dichas cepas, aunque puede utilizarse cualquier otro andlogo de Hin47 no proteolitico.
La adicién de una o mas adhesinas de 200 kDa de M. catarrhalis proporciona proteccion frente a la colonizacién de
este organismo. La presente invencién proporciona una vacuna multicomponente para proteger contra la colonizacién
y la enfermedad causada por organismos H. influenzae y M. catarrhalis encapsulados o no encapsulados.

Seria deseable proporcionar una combinacion de vacunas eficaz que comprenda los componentes de H. influenzae
y M. catarrhalis que contienen cantidades relativas seleccionadas de antigenos seleccionados.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicién inmunégena multivalente para proporcionar proteccién en un
huésped contra la enfermedad provocada por la infeccion con Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis, que
se caracteriza por lo menos por cuatro antigenos diferentes, que comprende por lo menos un antigeno procedente de
Haemophilus influenzae y por lo menos un antigeno procedente de Moraxella catarrhalis, tres de cuyos antigenos por
lo menos son adhesinas y uno de cuyos antigenos por lo menos procede de Moraxella catarrhalis.

Uno de los antigenos que es una adhesina puede ser una proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa no
tipificable de Haemophilus, particularmente una proteina HMW1 o HMW?2 de la cepa no tipificable, que puede ser
producida de manera recombinante.

Otro de los antigenos que es una adhesina puede ser una proteina adhesina (Hia) de Haemophilus influenzae de una
cepa no tipificable de Haemophilus influenzae o de una proteina fibrilar de superficie (hsf) de Haemophilus influenzae
de una cepa tipificable de Haemophilus influenzae que puede producirse de manera recombinante.

Un antigeno de Haemophilus influenzae que no es una adhesina puede ser una proteina no proteolitica de choque
térmico de una cepa de Haemophilus influenzae, que puede ser un andlogo de la proteina Hind7 de Haemophilus
influenzae que presenta una actividad disminuida de proteasa que es inferior a aproximadamente el 10% de la de la
proteina natural Hin47.

Uno de los antigenos que es una adhesina puede ser una proteina de la membrana externa de Moraxella catarrhalis
que tiene una masa molecular aparente de aproximadamente 200 kDa, determinada por SDS-PAGE, y puede producirse
de manera recombinante.

Segtin una forma de realizacién preferida de la presente invencion, se aporta una composicién inmundgena multi-
valente para proporcionar proteccion en un huésped contra la enfermedad producida tanto por Haemophilus influenzae
como por Moraxella catarrhalis, que comprende: (a) un andlogo de la proteina Hind7 de Haemophilus influenzae
con actividad de proteasa disminuida que es menor que aproximadamente el 10% de la proteina natural Hin47, (b)
una proteina adhesina de Haemophilus influenzae (Hia) de una cepa no tipificable de Haemophilus influenzae, (c) una
proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa de Haemophilus influenzae no tipificable, y (d) una proteina
de la membrana externa de Moraxella catarrhalis con una masa molecular aparente de aproximadamente 200 kDa,
determinada por SDS-PAGE.

En dicha composicioén las proteinas Hin47, Hia, HMW y 200 kDa pueden estar presentes en cantidades que no pro-
porcionen inmunogenicidades individuales de las proteinas, de modo que no exista interferencia entre los componentes
con respecto a sus inmunogenicidades individuales.

El andlogo de la proteina Hin47 puede ser uno en el que por lo menos un aminodcido de la proteina Hin47 na-
tural que contribuye a la actividad de la proteasa se ha eliminado o sustituido por un aminodcido diferente y que
sustancialmente tiene las mismas propiedades inmundgenas que la proteina natural Hin47.

Por lo menos dicho aminoécido puede seleccionarse de entre el grupo constituido por los aminodcidos 91, 121 y
195 a 207 de la proteina Hin47 natural. Pueden utilizarse mutantes especificos incluyendo serina-197 sustituido por
alanina, Histidina-91 sustituido por alanina, lisina o arginina y Asp-121 sustituido por alanina.
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La proteina HMW de la cepa no tipificable de Haemophilus influenzae puede ser una proteina HMW1 o HMW2
y puede producirse de manera recombinante. Las proteinas HMW1 y HMW?2 proceden de las respectiva cepa de
Haemophilus influenzae no tipificable y poseen los pesos moleculares respectivos indicados en la Tabla I siguien-
te:

Peso molecular (kDa) de la cepa de H. influenzae no tipificable
12 JoyC K21 LCDC2 PMH1 15
Proteina madura: HMW1 125 125,9 104,4 114,0 102,4 103,5
HMW2 120 100,9 111,7 103,9 121,9

Las proteinas Hia y 200 kDa pueden producirse de manera recombinante y pueden comprender truncamientos N-
terminales, V38 rHia y V56 r200 kDa respectivamente.

La composicién inmundgena de la presente invencién puede formularse ademds con un adyuvante. Dicho adyu-
vante para su utilizacion en la presente invencién puede incluir (pero no limitarse a) fosfato de aluminio, hidréxido de
aluminio, QS21, Quil A, derivados y componentes de los mismos, matriz ISCOM, fosfato de calcio, hidréxido de cal-
cio, hidréxido de cinc, un andlogo de glucolipido, un éster de octadecilo de un aminodcido, un dipéptido de muramilo,
polifosfaceno, ISCOPREP, DC-chol, DDBA y una lipoproteina y otros adyuvantes. Las combinaciones de adyuvan-
tes ventajosas se describen en la patente US n° 5.837.250 (documento WO 95/34308, publicado el 21 de noviembre
de 1995). El adyuvante puede comprender preferentemente fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio (conocido
comunmente como altimina).

Los componentes de la composicion pueden estar presentes en cantidades apropiadas para proporcionar la respues-
ta inmunitaria deseada. Los componentes pueden formularse como vacuna para la administracién in vivo al hospeda-
dor. La composicién de la vacuna puede comprender:

(a) aproximadamente del 25 a aproximadamente 100 ug del andlogo de la proteina Hin47,
(b) aproximadamente 25 a aproximadamente 100 ug de la proteina Hia,

(c) aproximadamente 25 a aproximadamente 100 ug de la proteina HMW, y

(d) aproximadamente 25 a aproximadamente 100 g de la proteina de 200 kDa.

Las composiciones inmunégenas pueden formularse con otros componentes antigénicos para proporcionar una
vacuna multivalente en la que el/los componente(s) antigénicos adicionales proporcionen proteccion contra la enfer-
medad producida por otro(s) patégeno(s). Dichos antigenos adicionales deberian ser tales que y estar presentes en
cantidades que la inmunogenicidad de los componentes individuales de la vacuna resultante no sea proporcionada
por otros componentes individuales de la composicién. Dichos antigenos adicionales son preferentemente antigenos
purificados en cantidades definidas para producir un componente de la vacuna.

Dichos antigenos adicionales pueden ser los hallados tradicionalmente en las vacunas protectoras multivalentes,
tales como el toxoide diftérico, toxoide tetdnico y antigenos de la tos ferina, incluyendo toxoide de tos ferina, hemoa-
glutinina filamentosa, pertactina y/o aglutinbgenos.

La vacuna multivalente resultante puede contener también poliovirus no virulento, 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
ademds un conjugado de un toxoide tetdnico o antidiftérica y un polisacarido capsular de Haemophilus influenzae,
preferentemente PRP-T.

La invencién se extiende a un método de inmunizacién de un huésped contra la enfermedad producida por la
infeccién tanto con Haemophilus influenzae como con Morexella catarrhalis, que incluye la otitis media, que com-
prende administrar al huésped una cantidad inmunoeficaz de la composicién inmundgena proporcionada en la presente
memoria.

Las ventajas de la presente incluyen una vacuna multivalente que puede proporcionar proteccion contra las enfer-
medades por Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis no encapsuladas de manera segura y eficaz.

Breve descripcion de los dibujos

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

La Figura 1, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias de Hin47 anti-H91A para vacunas de la
combinacién H91A Hind47+ rHMW + rHia + r200 kDa en ratones. En el panel A, los componentes HO1A Hind7+
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rHMW + rHia estaban en una concentracién de 0,3 ug cada uno y, en el panel B, estaban en una concentracién de 3,0
ug cada uno. Se anadieron cantidades crecientes de 1200 kDa a razén de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug;

la Figura 2, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias de anti-rHMW para vacunas de la combi-
nacién H91 A Hind7+ rHMW + rHia + r200 kDa en ratones. En el panel A, los componentes H91 A Hind7+ tHMW
+ rHia estaban en una concentracién de 0,3 pg cada uno y, en el panel B, estaban en una concentracién de 3,0 ug cada
uno. Se afiadieron cantidades crecientes de 1200 kDa a razén de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug;

la Figura 3, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias de anti-rHia para vacunas de la combinacién
H91 A Hin47+ rHMW + rHia + 1200 kDa en ratones. En el panel A, los componentes H91 A Hin47+ rHMW + rHia
estaban en una concentracion de 0,3 pg cada uno y, en el panel B, estaban en una concentracién de 3,0 ug cada uno.
Se afiadieron cantidades crecientes de r200 kDa a razén de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug;

la Figura 4, con los paneles A, B, C y D, presenta las respuestas inmunitarias de anti-r200 kDa para vacunas de la
combinacién H91 A Hin47+ tHMW + rHia + r200 kDa en ratones. En el panel A, se afiadieron cantidades crecientes
de H91 A Hin47+ rHMW + rHia en 0, 0,3 6 3,0 ug de cada uno a 0,3 ug de r200 kDa. En el panel B, se afiadieron
cantidades crecientes de H91 A Hin47+ rHMW + rHia en 0, 0,3 6 3,0 ug de cada uno a 1,0 ug de r200 kDa. En el
panel C, se afadieron cantidades crecientes de H91 A Hin47+ rHMW + rHia en 0, 0,3 6 3,0 ug de cada uno a 3,0 ug
de r200 kDa. En el panel D, se anadieron cantidades crecientes de H91 A Hin474+ rHMW + rHiaen 0, 0,3 6 3,0 ug de
cada uno a 10,0 ug de r200 kDa;

la Figura 5, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias de Hin47 anti-H91A para vacunas de la
combinaciéon H91 A Hin47+ rHMW + rHia + r200 kDa en cobayas. En el panel A, los componentes H91 A Hin47+
rHMW + rHia estaban en una concentracién de 25 ug cada uno y, en el panel B, estaban en una concentraciéon de 50
g cada uno. Se afiadieron cantidades crecientes de 1200 kDa a razén de 0, 25, 50 y 100 ug;

la Figura 6, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias anti-HMW para vacunas de la combinacién
H91 A Hin47+ rHMW + rHia + 1200 kDa en cobayas. En el panel A, los componentes H91 A Hin47+ rHMW + rHia
estaban en una concentracién de 25 ug cada uno y, en el panel B, estaban en una concentracién de 50 pg cada uno. Se
afiadieron cantidades crecientes de r200 kDa a razén de 0, 25, 50 y 100 ug;

la Figura 7, con los paneles A y B, presenta las respuestas inmunitarias anti-Hia para vacunas de la combinacién
H91 A Hin47+ rHMW + rHia + 1200 kDa en cobayas. En el panel A, los componentes H91 A Hin47+ rHMW + rHia
estaban en una concentracién de 25 ug cada uno y, en el panel B, estaban en una concentracién de 50 ug cada uno. Se
afladieron cantidades crecientes de 1200 kDa a razén de 0, 25, 50 y 100 ug;

la Figura 8, con los paneles A, B y C, presenta las respuestas inmunitarias anti-200 kDa para vacunas de la com-
binaciéon H91 A Hin47+ rHMW + rHia + r200 kDa en cobayas. En el panel A, se afladieron cantidades crecientes de
H91 A Hind7+ rHMW + rHia a razén de 0, 25 6 50 ug de cada uno a 25 pg de r200 kDa. En el panel B, se afladieron
cantidades crecientes de H91 A Hin47+ rHMW + rHia a razén de 0, 25 6 50 ug de cada uno a 50 ug de r200 kDa. En
el panel C, se anadieron cantidades crecientes de H91 A Hind7+ rHMW + rHia a razén de 0, 25 6 50 ug de cada uno
a 100 ug de r200 kDa;

la Figura 9 presenta la proteccién de la vacuna de la combinacién H91A + Hin47 + tHMW + rHia + r200 kDa en el
modelo de chinchilla de colonizacién nasofaringea. La proteccion proporcionada por la vacuna de cuatro componentes
se compara con la de una vacuna rHMW monocomponente, con una vacuna de dos componentes rtHMW + H91 A
Hin47, con una vacuna de tres componentes tHMW + H91 A Hin47 + rHia y con las referencias de convalecientes;

la Figura 10 ilustra la proteccién proporcionada por la vacuna de la combinacién H91 A Hin47 + rHMW + rHia +
r200 kDa en el modelo de chinchilla de la prueba de provocacién intravesicular. La proteccién proporcionada por la
vacuna de cuatro componentes se compara con la de una vacuna H91 A Hin47 (H91 A) monocomponente, con una
vacuna de dos componentes rtHMW + H91 A Hin47, con una vacuna de tres componentes tHMW + H91 A Hind7 +
rHia y con las referencias de alimina;

la Figura 11 es una ilustracién esquematica del esquema de construccion para producir el plasmido DS-2150-1 que
contiene el gen que codifica el andlogo Hin47 de H91;

la Figura 12 es una ilustracién esquematica del esquema de construccidn para producir el plasmido BK-76-1-1 que
contiene el grupo génico hmw1ABC de la cepa 12 de NTHi;

la Figura 13 es una ilustracion esquemadtica del esquema de construccién para producir el plasmido BK-96-2-11que
contiene el gen que codifica Hia truncada por V38 con N truncado de la cepa 11 de NTHi; y

las Figuras 14A y 14B son una ilustracion esquemdtica de un esquema de construccién para producir el pldsmido
pKS348 que contiene el gen que codifica r200 kDa de V56 truncado en N de la cepa 4223 de M. catarrhalis.
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Descripcion general de la invencion

La produccién y purificacién de antigenos de H. influenzae recombinantes rHMW, rHia y H91 A Hin47 ha si-
do totalmente descrita en el documento WO 00/20609 mencionado anteriormente y en la patente US n° 5.506.139
mencionada anteriormente, respectivamente.

La colonizacién de la nasofaringe en la primera etapa en el desarrollo de la enfermedad para muchos patégenos
bacterianos o viricos y vacunas que contienen moléculas de adhesina deberian proteger contra esta primera etapa en la
evolucidon de la enfermedad. Las proteinas de alto peso molecular (HMW), encontradas en aproximadamente el 75%
de H. influenzae no tipificable, se ha demostrado que son adhesinas que son protectoras contra la colonizacién cuando
se administran en una composiciéon de vacuna. Las proteinas HMW no estdn presentes en cepas de H. influenzae
encapsulada o en aproximadamente el 25% de cepas de H. influenzae no tipificables, de este modo no son suficientes
para una vacuna completamente eficaz con proteccion en toda la cepa.

Asimismo se ha demostrado que las proteinas Hia/Hsf son adhesinas y estdn presentes en todas las cepas de H. in-
Sfluenzae encapsuladas y en la mayoria de las cepas de H. influenzae no tipificables que no producen proteinas de HMW.
La proteina rHia es protectora contra la colonizacién por NTHi y contra la bacteremia causada por organismos de tipo
ay tipo b de H. influenzae. Existe un pequefio porcentaje de cepas de NTHi que no producen proteinas HMW ni Hia.

La proteina HtrA o Hin47 se encuentra en todas las cepas encapsuladas y no tipificables de H. influenzae. Hin47 o
su mutante proteolitica HO1A Hin47, protege contra la bacteremia causada por H. influenzae de tipo b y la otitis media
causada por H. influenzae no tipificable, pero no evita la colonizacion. Hin47 es proteolitica y no puede utilizarse en
formulaciones de proteinas. Una vacuna de combinacién que comprende antigenos rtHMW, rHia y H91 A Hin47 puede
formularse para proteger contra la enfermedad por H. influenzae, incluyendo la otitis media.

La proteina de 200 kDa de M. catarrhalis estd relacionada desde un punto de vista genético y antigénico con la
familia Hia/Hsf de adhesinas. La inmunizacion con la proteina r200 kDa produce anticuerpos bactericidas interreac-
tivos. Puede formularse una vacuna de combinacién que comprende los tres antigenos de H. influenzae y la proteina
1200 kDa de M. catarrhalis para proteger contra la enfermedad por H. influenzae y M. catarrhalis, incluyendo la otitis
media.

La composicién de vacunas multicomponentes es importante. Los componentes de la vacuna deben ser compatibles
y deben combinarse en proporciones apropiadas para evitar la interferencia antigénica y optimizar cualquier sinergia
posible. Si se administran con otras vacunas probadas, no deben interferir en la proteccion proporcionada por la vacuna
contra otra(s) enfermedad(es).

La preparacion inmundgena y las propiedades protectoras de la vacuna de dos componentes tHMW + H91A Hin47,
se describi6 en el documento WO 00/35477, publicado el 22 de junio de 2000.

Se compararon varias proporciones de antigeno con la vacuna de cuatro componentes H91 A Hin47 + rtHMW +
rHia + 1200 kDa y se comparé la inmunogenicidad en dos especies animales. En los ratones, la adicién del componente
1200 kDa a la vacuna de tres componentes a baja dosis (0,3 ug de cada uno), potencié la respuesta primaria de anti-H91
A Hin47, sin embargo la respuesta de la vacuna a una dosis mayor (3,0 ug de cada uno), no fue afectada. En cobayas,
la respuesta de anti-H91 A Hin47 para la vacuna de 3 6 4 componentes fue equivalente. En ratones la respuesta anti-
rHMW a la vacuna de tres componentes a baja dosis con o sin afiadir antigeno r200 kDa fue muy escasa. No parecia
existir un efecto sinérgico o de inhibicién sobre la respuesta anti-rHMW en la adicién del componente r200 kDa a la
vacuna a alta dosis. No hubo ningtin efecto evidente sobre la respuesta anti-rHia en la adicién del componente 1200
kDa a la vacuna de tres componentes a baja o alta dosis. La respuesta inmunitaria al componente r200 kDa con o
sin afiadir vacuna de tres componentes, fue generalmente mds escasa que la observada para otros componentes. A la
dosis de 1,0 ug de r200 kDa, la adicién de la vacuna de tres componentes a 3 ug de cada uno, disminuyé la respuesta
inmunitaria a 1200 kDa. Sin embargo, a dosis mas altas, la respuesta anti-r200 kDa no fue afectada por la presencia de
los demds componentes. En los cobayas, la respuesta inmunitaria a cada antigeno no fue afectada por la presencia de
los otros tres.

La proteccién proporcionada por la vacuna de cuatro componentes fue evaluada en el modelo de chinchilla de
colonizacién nasofaringea. Los animales fueron bien protegidos contra la colonizacién, a niveles equivalentes a una
vacuna monocomponente de tHMW, a una vacuna de dos componentes THMW + H91 A Hin47 o a una vacuna de tres
componentes THMW + rHia + H91 A Hin47. La proteccién proporcionada por la vacuna de cuatro componentes se
evalu6 también en el modelo de la otitis media de prueba de provocacién intravesicular en chinchilla. Los animales
fueron protegidos contra la otitis media, a niveles equivalentes a una vacuna monocomponente de H91 A Hin47, a
una vacuna de dos componentes H91 A Hin47 + rHMW o a una vacuna de tres componentes H91 A Hin47 + tHMW
+ rHia. Estos datos demuestran que la adicién de mds antigenos a la vacuna no tenia un efecto perjudicial sobre la
proteccion proporcionada por un solo componente.

En cuanto a la Fig. 1, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones, al antigeno H91 A Hin47 de una vacuna de tres
o cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + tHMW + rHia se fijan a 0,3 6 3,0 ug cada uno y se
afiade r200 kDa a concentraciones de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros
de la extraccion final de todas las combinaciones.
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En cuanto a la Fig. 2, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones, al antigeno rHMW de una vacuna de tres o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + tHMW + rHia se fijan a 0,3 6 3,0 ug cada uno y se
afiade r200 kDa a concentraciones de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug. La respuesta inmunitaria a la vacuna a baja dosis es
muy escasa, pero se obtienen titulos altos en anticuerpos en el suero de extraccidn final para las vacunas de tres o
cuatro componentes a alta dosis.

En cuanto a la Fig. 3, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones, al antigeno rHMW de una vacuna de tres o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rtHMW + rHia se fijan a 0,3 6 3,0 ug cada uno y se
afiade r200 kDa a concentraciones de 0, 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros
de la extraccion final de todas las combinaciones.

En cuanto a la Fig. 4, se ilustra la respuesta inmunitaria en ratones, al antigeno r200 kDa de una vacuna de uno o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rtHMW + rHia se fijan a 0, 0,3 6 3,0 ug cada uno y
se aflade r200 kDa a concentraciones de 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 ug. La respuesta inmunitaria del componente r200 kDa
es muy escasa a las dosis de 0,3 ug y de 1,0 ug. A las dosis mayores de 3 6 10 ug de 1200 kDa, se obtienen titulos
altos en anticuerpo para los sueros de la extraccién final, con independencia de la presencia o ausencia de los demas
componentes.

En cuanto a la Fig. 5, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas, al antigeno H91 A Hin47 de una vacuna de
tres o cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rHMW + rHia se fijan a 25 6 50 ug de cada uno
y se afiade 1200 kDa a concentraciones de 0, 25, 50 6 100 pg. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros
de la extraccion final de todas las combinaciones.

En cuanto a la Fig. 6, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas, al antigeno rHMW de una vacuna de tres o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rHMW + rHia se fijan a 25 6 50 ug de cada uno y se
afiade r200 kDa a concentraciones de 0, 25, 50 6 100 ug. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros de la
extraccion final de todas las combinaciones.

En cuanto a la Fig. 7, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas, al antigeno rHia de una vacuna de tres o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rHMW + rHia se fijan a 25 6 50 ug de cada uno y se
afiade 1200 kDa a concentraciones de 0, 25, 50 6 100 ug. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros de la
extraccion final de todas las combinaciones.

En cuanto a la Fig. 8, se ilustra la respuesta inmunitaria en cobayas, al antigeno r200 kDa de una vacuna de uno o
cuatro componentes en la que los componentes H91 A Hin47 + rHMW + rHia se fijan a 0, 25 6 50 ug de cada uno y
se afiade r200 kDa a concentraciones de 25, 50 6 100 ug. Se obtienen anticuerpos de titulo elevado en los sueros de la
extraccion final de todas las vacunas.

En cuanto a la Fig. 9, se ilustra la proteccién proporcionada por la vacuna de cuatro componentes H91 A Hind7 +
rHMW + rHia + r200 kDa contra la colonizacién nasofaringea en un modelo de chinchilla. La proteccién es compara-
ble a la proporcionada por una vacuna monovalente rHMW, una vacuna de dos componentes H91 A Hin47 + tHMW
y una de tres componentes H91 A Hin47 + rtHMW + rHia.

En cuanto a la Fig. 10, se ilustra la proteccién proporcionada por la vacuna de cuatro componentes H91 A Hin47 +
rHMW + rHia + r200 kDa contra la colonizacion nasofaringea en un modelo de chinchilla. La proteccion es compara-
ble a la proporcionada por una vacuna monovalente rHMW, una vacuna de dos componentes H91 A Hin47 + tHMW
y una de tres componentes H91 A Hin47 + rtHMW + rHia.

Ejemplos

La exposicion anterior describe de forma general la presente invenciéon. Puede obtenerse una comprensiéon mas
completa haciendo referencia a los siguientes Ejemplos especificos. Estos Ejemplos se describen Gnicamente a titulo
ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencién. Los cambios en la forma y la sustitucién de equivalentes se
contemplan como circunstancias que pueden sugerirse o ser convenientes. Aunque en la presente memoria se han
empleado términos especificos, dichos términos se proporcionan con un sentido descriptivo y no a titulo limitativo.

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

Ejemplo 1
Este Ejemplo describe la preparacién del componente H91 A Hin47 de la vacuna.
Se prepard el mutante de H91 A Hin47 tal como se describe en la patente US n° 5.506.139 mencionada ante-

riormente. En resumen, se sintetizé el oligonucleétido 5> ATCAATAACAGCATTATTGGT 3’ (SEC. ID. n° 1) que
cambiaria el resto de histidina en 91 por una alanina (ref. 17).
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El plasmido JB-1276-1-2 es un plasmido a base de pUC que contiene el gen T7/hin47 en un fragmento de 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 preparacién del pldsmido JB-1276-1-2 se describe en la patente US n° 5.506.139. La
mutacion del codén 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-1277-19 (Fig. 11).

El plasmido de expresiéon H91 A Hin47 (DS-1277-19) utiliza seleccién de ampicilina. Se cloné el gen hin47 de
T7/H91 A en pBR328 de modo que pudo utilizarse la seleccion de tetraciclina. El vector DS-1312-12 era por lo tanto
un plasmido a base de pBR328 que contenia las secuencias del gen hin47 de T7/H91 A entre las secuencias EcoRI
y Clal, con genes funcionales con resistencia a la ampicilina y a la tetraciclina que contienen una repeticion de las
secuencias Hindlll - BamHI que se encuentran tanto en pBR328 como en pEVvrfl.

Se construyd un nuevo plasmido basado en DS-1312-12 que utiliza la seleccion de kanamicina. En la Figura 11
se presenta el esquema de construccion. Se digirié el ADN plasmido de DS-1312-12 con HindlIll generando dos
fragmentos. El fragmento mayor de 5,9 kb contenia un gen tetR sin activador, el gen ampR y el gen hin47 de T7/H91
Ay se volvié a ligar en el propio vector de creacién DS-2140-3. Se digiri6 el plasmido DS-2140-3 con el gen Pstl y
el kanR del plasmido pUC-4K (P-L Biochemicals) se inserté en la secuencia Pstl, generando el pldsmido DS-2150-1
que es kanR y sensible tanto a la ampicilina como a la tetraciclina.

Se prepar6 el ADN plasmido de DS-2150-1 procedente de un cultivo de 50 ml que utiliza un protocolo basado en
el procedimiento de Holmes y Quigley (ref. 23) y que incluye 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
durante la noche en 500 ml de medio YT y se cultivaron las células a 37°C con agitacién hasta que alcanzaron una
As20=0,540. El cultivo se enfrié 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 con hielo frio. La suspensién celular se centrifu-
g6 como anteriormente y el sedimento celular se volvié a poner en suspensioén en 250 ml de agua esterilizada enfriada
con hielo. La suspension celular se centrifugd de nuevo, y se volvieron a poner las células en 10 ml de glicerol al 10%.
La suspension en 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.

Se descongeld en hielo una alicuota de células BL21 electrocompetentes (DE3) y se le afiadieron aproximadamente
9 ng de ADN de DS-2150-1. Las muestras se incubaron en hielo durante 3 min., a continuacién se transfirieron a una
cubeta con electrodo Gene Pulser de BioRad a -20°C y se sometieron a una pulsacién eléctrica. Se afiadieron 900 pl
de medio SOC y la mezcla se transfirié a un tubo de cultivo en el que se incubé a 37°C durante 1 hora antes de ser
colocada en placas en agar-agar YT que contenian 25 ug/ml de kanamicina. La placa se incubd durante la noche a
37°C y se utilizaron colonias aisladas para estudios de expresion.

Se cultivaron clones individuales en medio NZCYM a una A4y ., de aproximadamente 0,3 y se afiadi6 lactosa al
1% para producir la expresion. Se cultivaron las células durante 4 horas, se recogieron a continuacién y se analizaron
por SDS PAGE. Se seleccioné el clon DS-2171-1-1 como clon representativo que expresa altos niveles de H91 A
Hin47.

La E. coli que contenia DS-2171-1-1 se cultivé en matraces 2 X 2 1 que contenian 250 ml de ECGM (que contenia
8 g/l de glucosa, pH 6,5) y se incub6 agitando a 37°C durante aproximadamente 9 horas a la oscuridad a 250 rpm.
Se inoculd el fluido de cultivo (2 X 250 ml) en un fermentador de 10 1y se desarroll6 el cultivo a 37°C. Después de
aproximadamente 10 horas de incubacidn, se afiade lactosa al 1% (concentracién final) para induccién, seguido de una
incubacién de 4 horas adicionales.

Se recogi6 el fluido de cultivo en botellas de transferencia estériles, se concentrd y se filtré por didlisis en flujo
cruzado frente a tampén Tris/HC1 50 mM, pH 8,0. Las células en el concentrado se lisan utilizando un homogenei-
zador a alta presion (2 pasadas 15.000 psi) para liberar la proteina H91 A Hin47. El residuo celular se eliminé por
centrifugacion a 15.000 rpm durante 1,5 horas. El sobrenadante se clarificé mds por centrifugacion y se filtré a través
de un filtro sin salida de 0,22 ym. Los productos pueden almacenarse congelados a -70°C hasta el tratamiento ulterior.

Se afiadi6 cloruro sédico (NaCl) a la muestra clarificada hasta una concentracién final de 100 mM. La muestra
se purificé a continuacién en una columna de cromatografia por intercambio anidnico (TMAE-Fractogel) equilibrada
con Tris 50 mM pH 8,0 que contiene NaCl 100 mM. La proteina H91 A Hin47 se obtuvo en el ensayo preliminar.

Se cargd la capa acuosa en una columna de hidroxiapatito cerdmico tipo 1 (CHTP-1) equilibrada con tampén de
fosfato sédico 10 mM pH 8,0. La columna se lavé a continuacién con tampén fosfato sédico 150 mM pH 8,0 y 1a H91
A Hin47 se eluy6 con tamp6n de fosfato sédico 175 mM, pH 8,0 que contenia NaCl 1 M.

La proteina purificada H91A Hin47 se concentré utilizando una membrana para corte a peso molecular 10 kDa
seguido de filtracion por didlisis con aproximadamente 10 volimenes de solucién salina tamponada con fosfato (PBS),
pH7,5.

La proteina H91 A Hin47 purificada en PBS se paso a través de un adsorbedor de membrana Q600 Sartobind.
Después de pasar la solucidn, se regener6 la membrana utilizando KCI 1,0 M/NaOH 1,0 M seguido de lavado con KC1
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1 M equilibrando a continuacién con PBS. El procedimiento se repitié dos veces. La proteina H91 A Hin47 filtrada
por didlisis concentrada se filtré esterilizada a través de un filtro con membrana de 0,22 ym. La proteina H91 A Hin47
esterilizada se enriquecid con fosfato de aluminio. El concentrado purificado adsorbido se diluy6 para producir la masa
adsorbida a 400 ug/ml.

Ejemplo 2
Este Ejemplo describe la preparacién del componente rHMW de la vacuna.

La produccién y purificacion de la proteina rHMW se ha descrito en el documento WO 00/20609, publicado el 13
de abril de 2000.

En resumen, el plasmido pHMW 1-15 (ref. 13) contiene una secuencia Xbal en la secuencia del activador T7 y una
secuencia inica BamHI en la secuencia de codificacién de la proteina HMW 1A madura de la cepa 12 de Haemophilus
no tipificable. El fragmento Xbal-BamHI de 1,8 kb del pHMW 1-15 se eliminé y se sustituyd por un fragmento Xbal-
BamHI de 114 bp generado a partir de oligonucleétidos. El plasmido DS-1046-1-1 de 11,3 kb resultante, por lo tanto
contiene el activador T7 unido al marco con el operén hmwIABC que codifica la proteina madura HMWI1A de 125
kDa (Figura 12).

El plasmido DS-1046-1-1 contiene la casete del gen T7hmwlIABC y tiene una Unica secuencia Bg/II fuera de la
zona de codificacién del gen HMW 1A maduro. El plasmido DS-2224-1-4 contiene el gen cer de E. coli situado en un
fragmento de BamHI. Este fragmento se aislo y se ligd en la secuencia Bg/II del plasmido DS-1046-1-1 para producir
el plasmido BK-35-4 (Fig. 12). La casete con resistencia a kanamicina se escindié de pUC 4K por la restriccién Sall
y se lig en el plasmido BK-35-4 restringido por Sal I para producir el plasmido BK-76-1-1 (Fig. 12).

Se prepar6 el ADN plasmido de BK-76-1-1 procedente de un cultivo de 50 ml que utiliza un protocolo basado en
el procedimiento de Holmes y Quigley (ref. 23) y que incluye extracciones con fenol y cloroformo. E1 ADN pldsmido
se introdujo en células BL21 (DE3) de E. coli por electroporacion utilizando un aparato de BioRad. Se cultivaron las
cepas a 37°C en medio NZCYM a una densidad 6ptica de As;s = 0,3, a continuacién se estimularon mediante adicién
de lactosa al 1,0% durante 4 horas. Las muestras se ajustaron a 0,2 D.O./ul con lisis por SDS-PAGE + tampén de carga
y la misma cantidad de muestra de proteina se cargé en geles SDS-PAGE. Se seleccion6 el clon BK-116-1-1 como
clon representativo que expresaba buenos niveles de rHMW.

La proteina HMW recombinante se expresé como cuerpos de inclusién en E. coli, y se purificé de la forma si-
guiente. Los sedimentos celulares de E. coli de 500 ml de cultivo se volvieron a poner en suspension en S0 ml de Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0, que contenian NaCl 0,1 M y se descompusieron por tratamiento con ultrasonidos. El extracto se
centrifugé a 20.000 g durante 30 min. y se descart6 el sobrenadante resultante. El sedimento se continué extrayendo 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 centrifugé a
20.000 g durante 30 min y se descarté el sobrenadante. El sedimento se continué extrayendo en 50 ml de Tris-HCI1 50
mM, pH 8,0 que contenia octilglucésido al 1%, a continuacion se centrifugd a 20.000 g durante 30 min y se descart6
el sobrenadante.

El sedimento resultante, obtenido tras las extracciones anteriores, contiene los cuerpos de inclusion. El sedimento
se solubilizé en 6 ml de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina 6 M y DTT 5 mM. Se afiadieron 12 ml
de Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 a esta solucién y la mezcla se centrifugd a 20.000 g durante 30 min. El sobrenadante
se precipit6 con polietilenglicol (PEG) 4000 a una concentracién final de 7%. El sedimento resultante se eliminé por
centrifugacioén a 20.000 g durante 30 min y el sobrenadante se precipité mediante (NH,),SO, a 50% de saturacion.
Tras la adicién de (NH,),SO, la solucién experiment6 la separacion de fases yendo la proteina a la fase superior, la
cual se someti6 a continuacién a centrifugacioén a 20.000 g durante 30 min. El sedimento resultante se disolvi6 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 en 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
permanecid soluble en estas condiciones y se afiadié glicerol a la preparacion rHMW 1 a una concentracion final del
20% para almacenaje a -20°C.

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

Ejemplo 3

Este Ejemplo ilustra la preparacién del componente rHia de la vacuna.

En resumen, el pldsmido DS-1843-2 es un pldsmido a base de pBR328 en el que se ha introducido una secuencia
de clonacién multiple y dos terminadores de transcripcién en oligonucledtidos, entre las secuencias EcoRI y Pstl,
destruyendo de este modo los genes con resistencia tanto al cloranfenicol como a la ampicilina (Fig. 6B). El gen con

resistencia a la kanamicina procedente del pUC-4K se insertd en la secuencia Sal I, para generar los plasmidos DS-
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2147-1 que son resistentes a la kanamicina y sensibles a la tetraciclina. El pldsmido DS-2224-1-4 es un plasmido pUC
que contiene el gen sintético cer de E. coli (ref. 15) construido a partir de oligonucleétidos y flanqueado por secuencias
BamHlI. El fragmento BamHI de 290 bp del gen cer se inserté en la secuencia BamHI de DS-2147-1 creando el
plasmido BK-2-1-2. Este plasmido basado en pBR contiene por lo tanto una secuencia de clonacién mdltiple, el gen
con resistencia a kanamicina y el gen cer. El plasmido BK-2-1-2 se linealiz6 con Bgl I y se desfosforil6. El pldsmido
DS-2186-2-1 se digirié con Bglll y BamHI y el fragmento T7 V38 hia de 3,6 kb se insert6 en BK-2-1-2, creando el
plasmido BK-96-2-11 (Fig. 13).

Se prepar6 el ADN plasmido de BK-96-2-11 procedente de un cultivo de 50 ml que utiliza un protocolo basado en
el procedimiento de Holmes y Quigley (ref. 23) y que incluye extracciones con fenol y cloroformo. E1 ADN pldsmido
se introdujo en células BL21 (DE3) de E. coli electrocompetentes por electroporacion utilizando un electroporador
de BioRad. Se cultivaron las cepas a 37°C en medio NZCYM utilizando la seleccién de antibidticos apropiada a una
densidad Optica de Assg de 0,3 antes de la induccién mediante adicion de lactosa al 1,0% durante 4 horas. Las muestras
se ajustaron a 0,2 D.O./ul con lisis por SDS-PAGE + tampén de carga y la misma cantidad de muestra de proteina se
cargo en geles SDS-PAGE. Se selecciond el clon BK-131-1-1 como clon representativo que expresaba buenos niveles
de V38 rHia (Fig. 13).

La proteina Hia truncada recombinante se expresé como cuerpos de inclusién en E. coli, y se purificé de la forma
siguiente. Los sedimentos celulares de E. coli de 500 ml de cultivo se volvieron a poner en suspensién en 50 ml de
Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, que contenian NaCl 0,1 M y se descompusieron por tratamiento con ultrasonidos. El extracto
se centrifugd a 20.000 g durante 30 min. y se descart6 el sobrenadante resultante. El sedimento se continu6 extrayendo
en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 que contenia Triton X-100 al 0,5% y EDTA 10 mM, a continuacion se centrifugd
a20.000 g durante 30 min y se descart6 el sobrenadante. El sedimento se continué extrayendo en 50 ml de Tris-HCI 50
mM, pH 8,0 que contenia octilglucésido al 1%, se centrifugé a continuacién a 20.000 g durante 30 min y se descart6
el sobrenadante.

El sedimento resultante, obtenido tras las extracciones anteriores, contiene los cuerpos de inclusion. El sedimento
se disolvié en 6 ml de Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina 6 My DTT 5 mM. Se afiadieron 12 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) 4000 a una concentracién final de 7%. El sedimento resultante se eliminé por centrifugacién
a20.000 g durante 30 min y el sobrenadante se precipité mediante (NH,),SO, a 50% de saturacién. El precipitado de
(NH,),SO, se recogi6 a continuacion a centrifugacion a 20.000 g durante 30 min. El sedimento resultante se disolvié
en 2 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina HC1 6 M y DTT 5 mM y la solucién transparente se
purificé en una columna de filtracién en gel Superdex 200 equilibrada en Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, que contenia
guanidina HCI 2 M. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE y las que contenian la rHia 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 permanecié soluble en estas condiciones y se afiadié glicerol a la preparacion rHia a una concentracion final
del 20% para almacenaje a -20°C.

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

Ejemplo 4
Este Ejemplo ilustra la preparacién del componente r200 kDa de la vacuna.

La patente US n° 5.808.024, cedida a su cesionario y el documento WO 96/34960 describen el aislamiento de
un banco genémico de M. catarrhalis en el fago lambda, un clon 8II del fago lambda que expresa la proteina de
aproximadamente 200 kDa. Se extrajo ADN y se prepard una serie de vectores de pldsmido a partir de fragmentos de
ADN. Se construy6 el plasmido pKS348 como se muestra esquematicamente en las Figuras 14 y 14B. El plasmido
pKS47, que contiene un fragmento Kpnl/Xhol de 1,1 kb, se digiri6 con Xhol y Kpnl y se separé por electroforesis en
gel de agarosa. Se aislo el fragmento de 1,1 kb del gel y se inserté en el plasmido pKS5 que contiene un fragmento
Xhol/Sall de 4,9 kb, que habia sido digerido anteriormente con las mismas dos enzimas y se purificé para formar
pKS80. Un fragmento Pstl de aproximadamente 5,8 kb de pKS80 se insert6 en el vector pT7-7 (ref. 24) que habia
sido digerido con Pstl y se desfosforild. La orientacién de la insercion se determind mediante andlisis con enzima de
restriccion y se seleccion6 el pKS122 para la construccion ulterior (véase la Figura 14A).

Una zona 5° de aproximadamente 500 bp del gen de 200 kDa se ampli6 por PCR a partir de la cepa 4223 de
M. catarrhalis del ADN cromosémico utilizando los cebadores 5471.KS (CGCTCGCTGTCCATATGATCGGTG-
CAACGCTCA - SEC. ID. n° 2) y 4257.KS (GACCCTGTGCATATGACATGGCT - SEC. ID. n° 3). El producto de
PCR se digiri6 con Ndel purificado e insertado en Ndel digerido y pKS122 desfosforilado para proporcionar pKS348
(véase la Figura 14B). El plasmido pKS348 fue confirmado por andlisis con enzima de restriccién y secuenciando la
pieza de ADN ampliada por PCR y sus zonas de unién. Dicho plasmido contiene dcido nucleico que codifica una pro-
tefna truncada en N de aproximadamente 200 kDa en la que el codén que codifica el aminoacido V56 estd sustituido
por un codén de iniciacién que codifica el aminoacido M56 (proteina M56 1200 kDa).
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Una colonia aislada de E. coli, BL21 (DE3)/pLysS, (KS358) que transport6 el pKS348, se puso en suspension
en 5 ml de caldo de cultivo BHI que contenfa Amp (100 uM) y 0,4% de glucosa y se cultivé durante la noche a
37°C. Se afiadieron 2,5 ml de cultivo de la noche a 250 ml de LB caldo de cultivo (Luria-Bertani) que contiene Amp
(100 uM) y Cm (50 uM) y se cultivé en agitacion a 37°C a Ag=0,26 a 0,44. Se provocé la expresién génica de
los cultivos por adicién de IPTG (concentracién final: 4 mM). Las bacterias se cultivaron y se recogieron a diferen-
tes puntos de tiempo por centrifugacion. La expresion del gen de la proteina de 200 kDa en el cultivo se confirmé
por andlisis de SDS-PAGE utilizando tincién de azul Coomassie y por andlisis de transferencia Western utilizando
suero de proteina anti-200 kDa de cobaya, tal como se describe en la patente US n° 5.808.024 y en el documento
WO 96/34960.

Cuando se transformé BL21 (DE3)/pLysS de E. coli con pKS348, los transformantes se desarrollaron bien in-
cluso en placas de agar-agar LB y en caldo de cultivo LB que contenia antibidticos a 37°C. Después de la induc-
cién con IPTG, estos clones produjeron una gran cantidad de proteina 1200 kDa truncada en el terminal N. La
proteina r200 kDa truncada en el terminal N se purificé en el cultivo de E. coli, tal como se muestra en la Figura
13.

Se obtuvieron sedimentos celulares de E. coli de cultivos preparados por centrifugacion y se volvieron a poner en
suspension en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contenia NaCl 0,1 M y se descompusieron mediante tratamiento
con ultrasonidos. El producto tratado con ultrasonidos se centrifugé a 20.000 X g durante 30 min. y se descarté el
sobrenadante resultante. El sedimento se extrajo 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 centrifugé a 20.000 x g durante 30 min. y se descart6 el sobrenadante. Se
extrajo mds el sedimento en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, que contenia glucésido de octilo al 1%, a continuacién
se centrifugd a 20.000 X g durante 30 min. y se descart6 el sobrenadante.

El sedimento resultante contenia los cuerpos de inclusion. El sedimento se solubilizé en 6 ml de Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, que contenia guanidina 6 M y DTT 5 mM. Se afiadieron 12 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 a esta solucién y la
mezcla se centrifugé a 20.000 g durante 30 min. y se descarté el sobrenadante. El sobrenadante se precipit6 afiadiendo
polietilenglicol (PEG) 4000 a una concentracién final de 5% y se incub6 a 4°C durante 30 min. El sedimento resultan-
te se elimind por centrifugacién a 20.000 x g durante 30 min. El sobrenadante se precipit6 a continuacién mediante
(NH,4),SO4 a 60% de saturacion a 4°C durante la noche. Después de la adicién de (NH,),SO,, la solucién experi-
ment6 la separacién de fases yendo la proteina a la fase superior (considerada por la turbidez de la capa). Se recogid
la fase superior, a continuacién se sometié a centrifugacién a 20.000 x g durante 30 min. El sedimento resultante
se recogid y se disolvié en 2 ml de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, que contenia guanidina HC1 6 M y DTT 5 mM. La
solucién transparente se purificé en una columna de filtracién en gel Superdex 200 equilibrada en Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, que contenia guanidina HC1 2 M. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE y las que contenian la 1200
kDa purificada se agruparon. La fraccidn agrupada se concentré 5 a 10 veces utilizando una centriprep 30 y a con-
tinuacién se dializaron durante la noche a 4°C frente a PBS, y se centrifugaron a 20.000 x g durante 30 min para
clarificar.

La proteina permaneci6 soluble en estas condiciones y se afiadi6 glicerol a la preparacién M56 r200 kDa a una
concentracion final del 20% para almacenaje a -20°C. El rendimiento medio de la proteina purificada M56 1200 kDa
es aproximadamente de 10 mg 17! de cultivo.

La concentracién del componente r200 kDa de la vacuna se ajusté a 400 ug ml™' en PBS (pH 7,3) y se enriquecié
con fosfato de aluminio hasta una concentracién final de 3 mg ml™'. Se prepararon diferentes dosis diluyendo la
solucién madre con 3 mg ml™' de fosfato de aluminio en H,O.

Ejemplo 5

Este Ejemplo describe la combinacién de H91 A Hin47 + rHMW + rHia + 1200 kDa como una vacuna de cuatro
componentes.

En resumen, se prepararon vacunas que comprendian la combinacién de rHia con una vacuna de dos componentes
H91 A Hin47 y rtHMW, preparada tal como se describe en el documento WO 00/35477 publicado el 22 de junio de
2000. Se combinaron los componentes 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 inmunizacién.

Se prepararon vacunas que comprendian las siguientes combinaciones de r200 kDa con la vacuna de tres compo-
nentes como en la Tabla II:
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TABLA 11

ug de r200 kDa — 0 0,3 1,0 3,0 10,0 25 50 | 100
Ug de 3componentes]

0 m m m m ap gp | gp
03+0,3+0,3 m m m m m

30+30+30 m m m m m

25 +25+25 _gp ap ap | gp
50 + 50 + 50 ap ap gp [ 9p

Notas: 3 componentes se refiere a H91 A Hin47 + rtHMW + rHia
m indica que la vacuna se utilizé para inmunizar ratones.
gp indica que la vacuna se utilizé para inmunizar cobayas.

Los componentes de la vacuna en la Tabla II se combinaron el dia 0, se mezclaron durante la noche a 4°C y se
tomaron alicuotas el dia 1. Todas las vacunas se almacenaron a 4°C durante todo el periodo de inmunizacién.

Ejemplo 6
Este Ejemplo describe el andlisis de la inmunogenicidad de las vacunas multicomponentes en animales.

La inmunogenicidad de una vacuna de tres componentes compuesta por H91A Hin47 + rtHMW + rHia se ha
descrito en la solicitud de patente US n° 09/261.182 pendiente de trdmite mencionada anteriormente.

Grupos de cinco ratones BALB/c (Charles River, Quebec) se inmunizaron por via subcutdnea (s.c.) los dias 1, 29
y 43 con una de las vacunas para ratones descrita en el Ejemplo 5. Se extrajeron muestras de sangre los dias 0, 14, 28,
42y 56.

Grupos de cinco cobayas Hartley no consanguineos (Charles River, Quebec) se inmunizaron por via intramuscular
(i.m.) los dias 1, 29 y 43 con una de las vacunas para cobayas descritas en el Ejemplo 5. Se extrajeron muestras de
sangre los dias 0, 14, 28, 42 y 56.

Se determinaron los titulos de los anticuerpos anti-H91 A Hin47, anti-rHMW, anti-rHia y anti-r200 kDa IgG
por ensayos de inmunosorbente ligado a la enzima especifica para el antigeno (ELISA). Pocillos de microvaloracién
(NuncMAXISORB, Nunc, Dinamarca) se recubrieron con 100 ul de solucién de proteina (0,2 ug ml™"). Los anticuer-
pos secundarios utilizados eran fragmentos F(ab’), purificados por afinidad de IgG antirratén de cabra (especifico para
Fc) o anticuerpos IgG anti-cobaya (especifico para Fc) conjugados con peroxidasa de rabano picante (Jackson Immu-
noResearch Labs, Mississauga, Ontario). Se desarrollaron las reacciones utilizando tetrametilbencidina (TMB/H,0,,
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 MCC de Flor Multiskan (ICN Biomedicals, Mississauga, Ontario). El titulo
reactivo de un antisuero se definié como el reciproco de la dilucién que muestra constantemente un aumento al doble
de la absorbancia sobre el obtenido con la muestra de suero extraida previamente.

Los resultados de los estudios de inmunogenicidad se ilustran en las Figuras 1 a 8. Como se muestra en la Figura
1, paneles A y B, el suero de la extraccién final obtenido de ratones inmunizados con 0,3 ug o 3,0 ug de cada H91
A Hin47 + tHMW + rHia con 0, 0,3, 1,0, 3,0 6 10,0 ug de 1200 kDa afiadido, todos tenian titulos altos de anticuerpo
para el componente H91 A Hin47. Con la dosis baja la vacuna de tres componentes, puede existir un efecto sinérgico
en la respuesta primaria anti-H91 A Hin47 con r200 kDa afadido.

Como se muestra en la Figura 2, paneles A y B, el suero de extraccion final obtenido de ratones inmunizados con 3
ug de cada H91 A Hind7 + rtHMW + rHia con 0, 0,3, 1,0, 3,0 6 10,0 ug de r200 kDa afnadido, todos tenian anticuerpos
con valor alto para el componente rHMW. La vacuna a baja dosis fue poco inmunégena. No hubo mejora o efecto de
inhibicién aparentes en la respuesta a anti-rHMW con la adicién del componente r200 kDa.

Como se muestra en la Figura 3, paneles A y B, el suero de extraccién final obtenido de ratones inmunizados con 3
ug de cada H91 A Hind7 + rHMW + rHia con 0, 0,3, 1,0, 3,0 6 10,0 ug de r200 kDa afiadido, todos tenian anticuerpos
con valor alto contra el componente rHia. No hubo mejora o efecto de inhibicidn aparentes en la respuesta a anti-rHia
con la adicién del componente 1200 kDa.

Como se muestra en la Figura 4, paneles A a D, el suero de extraccién final obtenido de ratones inmunizados con
10 ug de r200 kDa afiadido a 0, 0,3, 6 3,0 ug de cada H91 A Hin47 + rHMW + rHia, todos tenfan anticuerpos con
titulo alto contra el componente r200 kDa. No hubo mejora o efecto de inhibicién aparentes en la respuesta a anti-r200
kDa con la adicion de los demas componentes de la vacuna. Sin embargo, a dosis menores de r200 kDa, la vacuna fue
poco inmundgena y a la dosis de 1,0 ug, existe un efecto inhibidor de los componentes afadidos a la respuesta a anti-
r200 kDa.
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Los datos en ratones demuestran que la naturaleza preferida de la composicién de una vacuna multicomponente
impidiendo la supresion a las respuestas a antigenos individuales.

La inmunogenicidad en cobayas se ilustra en las Figuras 5 a 8. Como se muestra en la Figura 5, paneles A y B, el
suero de extraccion final obtenido de cobayas inmunizados con 25 ug o 50 ug de cada H91 A Hin47 + rtHMW + rHia
con 0, 25, 50 6 100 ug de r200 kDa anadido, tenian en su totalidad anticuerpos con titulo alto contra el componente
H91 A Hin47. No hubo mejora o efecto de inhibicion aparentes en la respuesta a anti-H91 A Hin47 con la adicién del
antigeno r200 kDa.

Como se muestra en la Figura 6, paneles A y B, el suero de extraccién final obtenido de cobayas inmunizados
con 25 ug o 50 pug de cada H91 A Hin47 + rHMW + rHia con 0, 25, 50 6 100 ug de 1200 kDa afiadido, tenian en su
totalidad anticuerpos con titulo alto contra el componente rHMW. No hubo mejora o efecto de inhibicién aparentes en
la respuesta a anti-rHMW con la adicién del antigeno 1200 kDa.

Como se muestra en la Figura 7, paneles A y B, el suero de extraccion final obtenido de cobayas inmunizados
con 25 pg o 50 ug de cada H91 A Hind47 + rtHMW + rHia con 0, 25, 50 6 100 pg de r200 kDa afiadido, tenian en su
totalidad anticuerpos con titulo alto contra el componente rHia. No hubo mejora o efecto de inhibicién aparentes en la
respuesta a anti-rHia con la adicién del antigeno 1200 kDa.

Como se muestra en la Figura 8, paneles A, B y C el suero de extraccidn final obtenido de cobayas inmunizados
con 25, 50 6 100 pg de r200 kDa con 0, 25 6 50 ug ahadido de cada H91 A Hin47 + rHMW + rHia, tenfan en su
totalidad anticuerpos con titulo alto contra el componente 1200 kDa. No hubo efecto estadisticamente significativo
sobre los titulos del anticuerpo anti-r200 kDa para alguna de las extracciones intermedias, al aumentar las cantidades
de los demds componentes afiadidos. Sin embargo, no hubo ningin efecto significativo sobre las extracciones finales.

Ejemplo 7

Este Ejemplo describe la capacidad protectora de una vacuna multicomponente en los modelos animales de la
enfermedad.

En chinchillas jévenes, se ha demostrado que la colonizacién nasofaringea con H. influenzae no tipificable conduce
a la otitis media (ref. 17). tHMW es parcialmente protectora en un modelo de prueba de provocacién de colonizacién
nasofaringea, tal como se describe en la solicitud de patente US 09/167.568 mencionada anteriormente. En este mo-
delo, se inmunizan i.m. los animales los dias 0, 14 y 28 con 25, 50 6 100 ug de rHMW adsorbida en alimina, y se
someten a prueba de provocacion el dia 44 con 10® cfu de bacterias vivas administradas por via intranasal (50 ul por
nariz). El lavado nasofaringeo se realiza 4 dias después de la prueba de provocacion utilizando 1 ml de solucién salina
como lavado. Se colocan en placas 25 ul de lavado en agar-agar con chocolate en presencia de estreptomicina y se
incuban las placas a 37°C durante 24 h. (La cepa de la prueba de provocacién se hizo resistente a la estreptomicina
por pasadas en serie, para facilitar la cuantificacion de las bacterias recuperadas en presencia de la flora natural que es
destruida por la estreptomicina). Se utilizan como referencias animales convalecientes o los pseudoinmunizados con
s6lo aliminas. Para el estudio de la vacuna multicomponente, se mezclaron 50 pg de cada H91 A Hin47, rHMW, rHia
y 1200 kDa tal como se describe en el Ejemplo 5 y se inmunizaron las chinchillas tal como se describié anteriormente.
Los resultados del estudio de proteccion se presentan en la Figura 9 que indica que existe todavia excelente proteccién
proporcionada en el modelo de la prueba de provocacién de colonizacidn nasofaringea por la combinacién de rHMW
+ rHia + H91 A Hin47 + 1200 kDa.

HO1 A Hin47 es parcialmente protectora en el modelo de chinchilla de la otitis media, tal como se describi6 en la
patente US n° 5.506.139 mencionada anteriormente. En este modelo, chinchillas de 1 a 2 afios (Moulton Chinchilla
Ranch, Rochester, Minnesota) se inmunizan i.m. los dias 0, 14 y 28 con 30 ug de H91 A Hin47 adsorbida en aliimina,
y se sometieron a la prueba de provocacion el dia 44 con 50 a 350 cfu de organismos vivos administrados en el espacio
del oido medio por la vesicula epitimpanica (ref. 14). Los animales se controlan por timpanometria y se recoge fluido
del oido medio 4 dias después de la prueba de provocacién, 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. Se utilizan como referencias
animales convalecientes o los pseudoinmunizados con alimina solo. Para el estudio de la vacuna multicomponente,
se combinaron 50 pg de cada H91 A Hin47, tHMW, rHia y 1200 kDa tal como se describe en el Ejemplo 5 y se inmu-
nizaron las chinchillas tal como se describié anteriormente. Los resultados del estudio de proteccidn se presentan en
la Figura 10 que indica que existe todavia proteccién parcial proporcionada en el modelo de la prueba de provocacién
intravesicular por la combinacién de rtHMW + rHia + H91 A Hin47 + r200 kDa.

Ejemplo 8

Este Ejemplo ilustra las propiedades bactericidas de la composicion.

No existe ningiin modelo animal aplicable para la infeccidén por Moraxella catarrhalis pero se ha desarrollado un
ensayo bactericida de anticuerpos como un ensayo sustituto. En resumen, se cultivé la cepa 4223 de M. catarrhalis

durante la noche en caldo de cultivo de infusion térmica de cerebro (BHI) (Difco Laboratories, Detroit, MI) a 37°C.
El cultivo de la noche se subcultivé en 10 ml de caldo de cultivo BHI y se desarroll6 a Asy=0,5.
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Se diluyeron las bacterias (107 6 107*) en solucién salina tamponada Veronal (VBS, pH 7,6) que contenfa NaCl
140 mM, NaHCO; 93 mM, barbiturato sédico 2 mM, 4cido barbitirico 4 mM, MgCl,-6H,0 0,5 mM, CaCl,-2H,0
0,4 mM vy albiimina de suero bovino al 0,1%. Se calentaron suero anti-r200 kD de cobaya y suero de referencia
preinmunitario a 56°C durante 30 min. para inactivar el complemento endégeno. El suero y el antisuero se diluyeron
en VBS y se colocaron en hielo.

Se afiadieron 25 ul de suero preinmune diluido o antisuero de ensayo a los pocillos de una placa de microvaloracién
Nuncion de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Se afiadieron 25 ul de células bacterianas diluidas a cada uno de
los pocillos. Se diluy6 1:10 en VBS un complemento para cobayas (BioWhittaker, Walkerville, MD), y se afiadieron
porciones de 25 ul a cada pocillo. Se incubaron las placas durante 60 min., agitando suavemente a 70 rpm en una
plataforma rotatoria. Se colocaron en placas de agar-agar Mueller Hinton (Becton-Dickinson, Cockeysville, MD)
50 ul de cada mezcla de reaccién. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas y a continuacion se dejaron a
temperatura ambiente durante 24 horas mds. Se hizo el recuento del niimero de colonias por placa y se estimaron los
valores promediados de las colonias por placa en pares por duplicado.

Cuando se comparan las placas de suero preinmune con las placas de referencia de PBS (sin suero), el suero
preinmune no presentaba ningtin efecto bactericida sobre la cepa homéloga 4223. Por consiguiente, se supone que el
nimero de colonias por placa en las placas de suero preinmune representaba el 100% de viabilidad para cada cepa y
se calcul6 el porcentaje de destruccidn bactericida de la manera siguiente:

[nimero promedio de colonias por placa en grupo de antisuero anti r200 kD x 100%]

100% - - : :
nimero promedio de colonias por placa en grupo de suero preinmune

Utilizando este andlisis, se compararon la actividad relativa del anticuerpo bactericida de los antisueros anti-
r200 kDa y anti-4 componentes (H91 A Hind7 + tHMW + rHia + r200 kDa) y se descubrié que eran equivalen-
tes. Estos datos, publicados en las Tablas III y IV a continuacién, indican que no existe ningin efecto desfavora-
ble sobre la actividad bactericida del anticuerpo anti-r200 kDa cuando estdn presentes anticuerpos contra antigenos
adicionales.

Sumario de la exposicion

En el sumario de esta exposicion, la presente invencién proporciona una vacuna multivalente contra la enfermedad
producida tanto por Haemophilus influenzae como por Moraxella catarrhalis, incluyendo la otitis media, que presenta
un amplio espectro de eficacia y que comprende tres antigenos diferentes de Haemophilus influenzae, dos de cuyos
antigenos diferentes son una adhesina y un antigeno de Moraxella catarrhalis, que estd relacionado antigénicamente
con uno de los antigenos de Haemophilus influenzae. Es posible introducir modificaciones dentro del alcance de la
presente invencion.

TABLA III
Destruccion en porcentaje de 4223 por GP 1409-13 a r200 kD (aliimina) y GP 1449-53 rH91, « Hia, HMW, r200 kD
(aliimina)
DILUCION DE ANTISUERO
1/32 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048

GP 1409-13 83% | 57% | 32% | 25% 20%
a r200 kD (alumina)
GP 1449-53 1% | 47% 15% 17% 5%
a rHia, rHMW, r200 kD,
rH91 A (alimina)
GP 1338-43 100% | 99% 99% 96% 78%
ar200 kD

LM613, 11.12.98
Referido a log;, = -4 dilucién de 4223
El recuento medio de colonias de la extraccion previa fue 482
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TABLA IV

Destruccion en porcentaje de 4223 por combinacion de antisueros

Bact. Dil = logyo -4 Bact. Dil = logy, -3
Dilucién de antisuero: | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | 1/4096 | 1/64 | 1/256 | 1/1024 | 1/409
GP 1631-36 a rHia 72% | 41% 49% 43% {12% | 0% 30% 9%
rH91 A, rHMW, r200 kD
(FCAJFIA)
GP 1637 -40 90% | 76% 59% 38% |88% | 715 26% 3%
a r200 kD (FCA/FIA)
GP 1651-55 a rHia 79% | 37% 66% 43% | 65% | 0% 5% 0%
rH91 A, rHMW, r200 kD
(alimina)
GP 1656-60 a r200 kD | 86% | 79% 74% 54% | 77% | 25% 22% 4%
(alimina)
GP 1338-43ar200kD | 975 | 95% 84% 59% | 92% | 89% 77% 47%
(referencia)

LM615, 16.12.98
El recuento promedio de colonias extraidas previamente a dilucién log;y-4 de 4223 fue 720
El recuento promedio de colonias extraidas previamente a dilucion logy-3 fue 58
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REIVINDICACIONES

1. Composicién inmundgena multivalente para proporcionar proteccion en un huésped contra la enfermedad pro-
vocada tanto por Haemophilus influenzae como por Moraxella catarrhalis, caracterizada por:

por lo menos por cuatro antigenos diferentes que comprenden por lo menos un antigeno procedente de Haemo-
philus influenzae y por lo menos un antigeno procedente de Moraxella catarrhalis, siendo por lo menos tres de dichos
antigenos adhesinas y por lo menos uno de dichos antigenos procede de Moraxella catarrhalis.

2. Composicién inmundgena segtin la reivindicacién 1, en la que uno de dichos antigenos que es una adhesina es
una proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa no tipificable de Haemophilus influenzae, preferentemente
una proteina HMW1 o HMW?2 de la cepa no tipificable de Haemophilus influenzae, preferentemente producida de
manera recombinante.

3. Composicién inmundgena segun la reivindicacién 2, en la que dichas proteinas HMW1 y HMW?2 derivan de la
cepa respectiva de Haemophilus influenzae no tipificable y poseen los pesos moleculares respectivos indicados en la
Tabla siguiente:

Peso molecular (kDa) de la cepa de H. influenzae no tipificable
12 JoyC K21 LCDC2 PMH1 15
Proteina madura: HMWA1 125 125,9 104.4 114,0 102,4 103,56
HMW?2 120 100,9 111,7 103,9 121,9

4. Composicién inmundgena segin la reivindicacién 1 6 2, en la que otro de los antigenos que es una adhesina
es una proteina adhesina de Haemophilus influenzae (Hia) de una cepa no tipificable de Haemophilus influenzae o de
una proteina fibrilar de superficie de Haemophilus influenzae (Hsf) de una cepa tipificable de Haemophilus influenzae,
producida preferentemente de manera recombinante.

5. Composicion inmundgena segtin la reivindicacién 4, en la que dicha proteina Hia producida de manera recom-
binante es una V38 rHia con truncamiento en el terminal N.

6. Composicién inmundgena segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que un antigeno de Haemophilus
influenzae que no es una adhesina es una proteina no proteolitica de choque térmico de una cepa de Haemophilus
influenzae, preferentemente un andlogo de la proteina Hind7 de Haemophilus influenzae que presenta una actividad
disminuida de proteasa que es inferior al 10% de la que presenta la proteina natural Hin47.

7. Composiciéon inmundgena segun la reivindicacién 6, en la que dicho andlogo de la proteina Hin47 es uno
en el que por lo menos un aminodcido de la proteina Hin47 natural que contribuye a la actividad de la proteasa
se ha eliminado o sustituido por un aminodcido diferente y que presenta sustancialmente las mismas propiedades
inmunégenas que la proteina natural Hin47.

8. Composicién inmundgena segun la reivindicacién 7, en la que dicho por lo menos un amino4cido se selecciona
de entre el grupo constituido por los aminodcidos 91, 121 y 195 a 207 de la proteina Hin47 natural, preferentemente
la serina-197 se sustituye por alanina, la histidina-91 se sustituye por alanina, lisina o arginina y Asp-121 se sustituye
por alanina.

9. Composicién inmundgena segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que uno de dichos antigenos que
es una adhesina es una proteina de la membrana externa de Moraxella catarrhalis que presenta una masa molecular
aparente de 200 kDa, como se ha determinado por SDS-PAGE, producida preferentemente de manera recombinante.

10. Composicién inmundgena segin la reivindicacién 9, en la que la proteina de 200 kDa producida de manera
recombinante es una V56 r200 kDa con truncamiento en el terminal N.

11. Composicién inmundgena segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende:

(a) un andlogo de la proteina Hin47 de Haemophilus influenzae con actividad de proteasa disminuida que es
inferior al 10% que la de la proteina Hin47 natural,

(b) una proteina adhesina de Haemophilus influenzae (Hia) de una cepa no tipificable de Haemophilus influen-
zae,

(c) una proteina de alto peso molecular (HMW) de una cepa de Haemophilus influenzae no tipificable, y
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(d) una proteina de la membrana externa de Moraxella catarrhalis con una masa molecular aparente de 200
kDa, como se ha determinado por SDS-PAGE.

12. Composicién inmunégena segtin la reivindicacion 11, en la que dichas proteinas Hin47, Hia, HMW y 200 kDa
estan presentes en cantidades que no proporcionan las inmunogenicidades individuales de las proteinas.

13. Composicién inmundgena segun la reivindicacién 11 6 12, que comprende:
(a) 25 a 100 ug del andlogo de la proteina Hind7, y
(b) 25 a 100 ug de la proteina Hia,
(c) 25a 100 ug de la proteina HMW, y
(d) 25 a 100 ug de la proteina de 200 kDa.

14. Composicién inmundgena segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende ademds un adyu-
vante, preferentemente hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio.

15. Composicion inmundgena segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende ademas por 1o menos
un componente antigénico adicional para proporcionar proteccion contra la infeccién provocada por otro patégeno,
preferentemente seleccionado de entre el grupo constituido por toxoide diftérico, toxoide tetdnico y antigenos de tos
ferina, poliovirus no virulento y PRP-T, seleccionandose més preferentemente dichos antigenos de tos ferina de entre
el grupo constituido por toxoide de tos ferina, hemaglutinina filamentosa, pertactina y aglutinégenos.

16. Composicién inmundgena multivalente que comprende por lo menos cuatro antigenos diferentes, que com-
prende por lo menos un antigeno procedente de Haemophilus influenzae y por lo menos un antigeno procedente de
Moraxella catarrhalis, siendo por lo menos tres de dichos antigenos adhesinas y por lo menos una de las adhesinas
procede de Moraxella catarrhalis para su utilizacién en proporcionar proteccion en un huésped contra la enfermedad
provocada por Haemophilus influenzae como por Moraxella catarrhalis.

17. Composicién inmundgena segtin la reivindicacion 16, en la que dichos por lo menos cuatro antigenos diferentes
son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 15.

18. Utilizacion de por lo menos cuatro antigenos diferentes, que comprende por lo menos un antigeno procedente
de Haemophilus influenzae y por lo menos un antigeno procedente de Moraxella catarrhalis, siendo por lo menos
tres de dichos antigenos una adhesina y por lo menos una de dichas adhesinas procede de Moraxella catarrhalis en la
preparacién de una composicién inmunégena multivalente destinada a proporcionar proteccién en un huésped contra
la enfermedad provocada tanto por Haemophilus influenzae como por Moraxella catarrhalis.

19. Utilizacién segun la reivindicacion 18, en la que dichos por lo menos cuatro antigenos diferentes son como se
define en las reivindicaciones 2 a 15.
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Titulos de anticuerpo anti-rHMW en ratones \
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Titulos de anticuerpo anti-rH91A en ratones
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Titulos de anticuerpo anti-r200 kDa en ratones
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Titulos de anticuerpo anti-H91 A Hin47 en cobayas
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Titulos de anticuerpo anti-rHia en cobayas
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Titulos de anticuerpo anti-r200 kDa en cobayas
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Titulos de anticuerpo anti-r200 kDa en cobayas
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ES 2280230 T3

Capacidad protectora de la vacuna de cuatro componentes contra
la colonizacion por NP compuesto la cepa 12 de NTHi en chinchillas
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Capacidad protectora de cuatro componentes contra la prueba de
provocacion con la cepa 12 de NTHi en chinchillas

000 ®
800
600 ©
400 /e
@]
2004 o ‘% T - N <<
O @)
0 (QD Gﬁj) g) ©
l RN { H ]

HI1A HI1A HI1A HI1A alam.
+alum.  +HMW1  +tHMW  +tHMW
+alam. +rHia +rHia

+alum.  +r200kDa
+alum.

FIG.10

30



ES 2280230 T3

elL1'Old

aX 6
N 8 10/6g

nax  ba

1OHAX8Y

L1G'Y/

61-221-50
54
Ll gdv

0¢

H/aX

0’0 1°G/0

grdwg iy
- — o

sisaugbeinw £-186-SQ ua H/ ¢-\-8/ei-gr

puly

L-¢-15¢1-80a

L

02

2'6/0

2'6/0
dzy

HIO\

g
L b'2

Lbuiy

31



ES 2280230 T3

qli'oid

84
HID

LUy

basg

1-8621-50
L'
Lpuy sd

¢-90€1-Sa

ydy

dvd/g

32



ES 2280230 T3

N

I g

giel .

£

Lpuly

U

~ ¢i-cigi-sa

0

L

's

HIO JeBy/H '

84

Sd

OL1OI4

Sd

d/l
Huey]

1-0612-SQ
WAL

N 8 o

ydy dvarsd / sd

£-0v1e-Sa

Lyuly

33



ES 2280230 T3

DS-2224-1-4

pUClcer

pT7 hmwlABC (125)/cer/KanR

FIG.12

34



ES 2280230 T3

PCR amplia hia (11) ApR
pli-7
N/B
Bg XbNRBXbPsH

HPsB
AR

hia(11)

PCR ampli
ol cloann:e’:\la DS-2153-3-5
pCRII N/St KanR
5'V38 hia(11)
\@y RN
pT7 hia (1) pCRII 5'V38 hia(11)
HBg

HPsB
V38 hia(11)

DS-2186-2-1

RSmKXhoBgXbPs
AP t\fl‘lhe y
9
AP
pT7 V38hia(11) Bg/B § Bg/CAP pBR MCSAvVcer/KanR
HB g
BgXhoKSmR SPs

BK-96-2-11
V38hia(11)

XbPs
pBR T7 V38hia(11)/cer/KanR

FIG.13

35



ES 2280230 T3

Construccion de pKS348
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