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DESCRIPCION
Mutantes de neumolisina y métodos de uso de los mismos

Las citolisinas dependientes del colesterol (CDC) son una gran familia de toxinas formadoras de poros que son
producidas por mas de 20 especies de los géneros Clostridium, Streptococcus, Listeria, Bacillus,y
Arcanobacterium. El mecanismo formador de poros de estas toxinas presenta dos caracteristicas distintivas: una
dependencia absoluta de la presencia de colesterol de membrana y la formacién de un poro extraordinariamente
grande. Cada CDC se produce como una proteina monomérica soluble que, con la excepcién de un miembro, se
secreta por un sistema de secrecién de tipo Il. Al encontrar una célula eucariota, las CDC experimentan una
transformacién de una proteina monomérica soluble a un complejo de poros supramolecular incluido en la membrana.
La conversién de los monémeros en un complejo oligomérico de poros insertado en la membrana requiere algunos
cambios extraordinarios en la estructura del monémero.

Aunque las CDC son bien conocidas como proteinas beta-hemoliticas, se ha hecho cada vez mas evidente que los
patégenos bacterianos usan estas proteinas de maneras mucho mas sofisticadas que como hemolisinas simples o
agentes liticos celulares generales. La estructura de las CDC también muestra una plasticidad que ha permitido la
evolucién de caracteristicas Unicas para algunas CDC, sin comprometer el mecanismo fundamental de formacién de
poros. Algunas de estas caracteristicas se reflejan en las CDC que activan el complemento, que utilizan un receptor
no de esterol, que presenta un mecanismo formador de poros sensible al pH, o que pueden funcionar como un canal
de translocacién de proteinas.

Las CDC son proteinas de cuatro dominios ricas en ldminas B. Un undecapéptido rico en triptéfano altamente
conservado esta presente en el dominio 4, que participa en la unién de algunas CDC a membranas ricas en colesterol.
Ademas, se ha mostrado que otros tres bucles hidréfobos cortos (bucles L1, L2 y L3) yuxtapuestos al undecapéptido
en la punta del dominio 4 también se insertan en la superficie de la membrana y anclan la CDC a la membrana en una
orientacién perpendicular. Después de la unién a la membrana, los monémeros de CDC se difunden lateralmente para
iniciar la formacién del oligbmero de membrana.

Una vez que el complejo de preporo alcanza un tamafio grande, presumiblemente una estructura de anillo completa,
realiza entonces la transicién al complejo de poros. El poro transmembrana se forma cuando dos haces a-helicoidales
en el dominio 3 de cada monémero dentro del complejo preporo se convierten en dos horquillas B transmembrana
anfipaticas extendidas (TMH). Tras la conversién del preporo en el poro, la altura de la estructura de preporo
experimenta un colapso vertical de aproximadamente 40 Angstroms. El colapso de la estructura de preporo lleva las
TMH del dominio 3 dentro de una distancia sorprendente de la superficie de la membrana, punto en donde sufren una
insercién concertada en la membrana que da como resultado la formacidn del poro de barril B transmembrana grande.
El poro CDC es grande: estd compuesto de 35 a 50 mondmeros y presenta un didmetro de 250 a 300 Angstroms.

Durante el proceso de interaccién del monémero de CDC con la membrana, el undecapéptido y los otros tres bucles
cortos (L1, L2 y L3) en la punta del dominio 4 se insertan en sandwich B en la membrana tras la interaccidén de los
mondémeros de CDC con la superficie de la membrana. Estos bucles no penetran profundamente en la membrana y
aparentemente no participan directamente en la estructura del poro transmembrana. Una funcidn de los bucles parece
ser anclar los mondémeros a la membrana en una posicién vertical. El dominio 4 existe en una orientacién perpendicular
a la membrana y esta rodeado por el medio acuoso, incluso en el estado oligomérico.

El dominio 4 de las CDC media en el reconocimiento de membrana, ya sea a través del colesterol u otro receptor,
como en el caso de ILY (Intermedilisina).

Las CDC también son capaces de la lisis de una amplia variedad de tipos de células nucleadas in vitro, y esta
capacidad ha sido a su vez utilizada por muchos investigadores para permeabilizar diversos tipos de células eucariotas
con CDC. A pesar de la capacidad de estas toxinas para funcionar como agentes liticos celulares generales in vitro,
todavia no se ha demostrado que la lisis celular sea una funcién primaria de las CDC durante una infeccién. La
contribucién de las CDC a la infecciéon ha sido estudiada, por ejemplo, en Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Arcanobacterium pyogenes, y Clostridium perfringens. Los resultados de
algunos de estos estudios sugieren que las bacterias usan las CDC de maneras mas sofisticadas que como agentes
citoliticos generales. También parece que la estructura de las CDC ha sufrido algunas transformaciones evolutivas
Unicas que facilitan el mecanismo patdégeno de estas especies bacterianas.

Streptococcus pneumoniae es un agente importante de la enfermedad en los seres humanos, especialmente entre
bebés, ancianos, personas con enfermedad crdnica y personas inmunocomprometidas. Es una bacteria aislada
frecuentemente de pacientes con enfermedades invasivas tales como bacteriemia/septicemia, neumonia y meningitis
con alta morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Incluso con una terapia antibiética apropiada, las infecciones
neumocdcicas todavia dan como resultado muchas muertes. Aunque la aparicién de farmacos antimicrobianos ha
reducido la mortalidad global por enfermedad neumocécica, la presencia de cepas neumocoécicas resistentes se ha
convertido en un problema importante en el mundo hoy en dia y subraya la necesidad de tratar y prevenir la infeccion
neumocdécica mediante métodos ademas de antimicrobianos. Las vacunas neumocécicas eficaces podrian tener un
impacto importante en la morbilidad y mortalidad asociadas con la enfermedad por S. pneumoniae. Dichas vacunas
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también serian potencialmente Utiles para prevenir la otitis media en bebés y nifios pequefios. Se necesitan claramente
nuevas vacunas neumocécicas inmunogénicas que proporcionen inmunidad a largo plazo, especialmente para nifios
de menos de 2 afios de edad, porque la incidencia de la enfermedad es alta y las respuestas de anticuerpos a los
antigenos de vacunas de polisacéridos son pobres en este grupo de edad.

Cada afio en los Estados Unidos, la enfermedad neumocécica representa una estimacién de 3.000 casos de
meningitis, 50.000 casos de bacteriemia, 500.000 casos de neumonia y 7 millones de casos de otitis media.

Las infecciones neumocécicas graves resultan de la diseminacién de bacterias al torrente sanguineo y al sistema
nervioso central. En 1997, los datos de estudios basados en comunidad indicaron que la incidencia anual global de
bacteriemia neumocécica en los Estados Unidos fue una estimacién de 15-30 casos por 100.000; la tasa fue mayor
para personas mayores de o con 65 afios de edad (50-83 casos por 100.000) y para nifios menores de o con 2 afios
de edad (160 casos por 100.000). En adultos, el 60 %-87 % de bacteriemia neumocécica estaba asociado con
neumonia; en nifios pequefios, los sitios primarios de infeccién frecuentemente no se identificaron.

En los Estados Unidos, el riesgo de adquirir bacteriemia es menor entre las personas blancas que entre las personas
en otros grupos raciales/étnicos (es decir, negros, Nativos de Alaska e Indios Americanos). Los adultos negros tienen
una incidencia global de bacteriemia de tres veces a cinco veces mayor (49-58 casos por 100.000) que los blancos.
Las tasas de enfermedad neumocdécica invasiva son excepcionalmente altas entre los Nativos de Alaska e Indios
Americanos. La incidencia anual ajustada por edad de infeccién neumocoécica invasiva entre Nativos de Alaska y nifios
Nativos de Alaska de menos de 2 afios se determiné mediante un estudio de vigilancia prospectivo que era de 74
casos y 624 casos por 100.000, respectivamente. Las tasas para meningitis y neumonia bacteriémica son ocho veces
a diez veces mayores para Nativos de Alaska de todas las edades que para otros grupos de poblacién de EE. UU.
Las tasas de incidencia mas altas para cualquier poblacién de EE. UU. se han informado entre grupos especificos de
Indios Americanos (por ejemplo, Apaches). La incidencia anual global para tales grupos es 156 casos por 100.000; la
incidencia para nifios de 1-2 afios de edad en estos grupos es de 2.396 casos por 100.000.

En los Estados Unidos, la incidencia anual global estimada de meningitis neumocécica es de uno a dos casos por
100.000. La incidencia de meningitis neumocécica es mayor entre nifios de 6-24 meses de edad y personas de mas
de o igual a 65 afios de edad. Las tasas para negros son dos veces mas altas que las de blancos e hispanos. Debido
a que la incidencia de meningitis por Haemophilus influenzae tipo b (Hib) en nifios disminuy6 rapidamente después de
la introduccién de vacunas conjugadas con Hib, S. pneumoniae se ha convertido en la causa mas comun de la
meningitis bacteriana en los Estados Unidos (26).

Cepas de S. pneumoniae resistentes a farmacos (DRSP) se han hecho cada vez mas comunes en los Estados Unidos
y en otras partes del mundo. En algunas areas, se ha informado que hasta el 35 % de los aislados neumocécicos
tienen una resistencia a la penicilina de nivel intermedio (concentracién inhibidora minima {MIC} igual a 0,1-1,0 pg/ml)
o nivel alto (MIC mayor de o igual a 2 pg/ml). Muchos neumococos resistentes a penicilina también son resistentes a
otros farmacos antimicrobianos (por ejemplo, eritromicina, trimetoprim-sulfametoxazol y cefalosporinas de espectro
extendido). La resistencia a penicilina y resistencia a multiples farmacos de alto nivel complican a menudo la gestion
de la infeccion neumocécica y hacen cada vez mas dificil la eleccién de la terapia antimicrobiana empirica para casos
sospechosos de meningitis, neumonia y ofitis media. El tratamiento de pacientes infectados con organismos no
sensibles puede requerir el uso de agentes antimicrobianos alternativos caros y puede dar como resultado una
hospitalizacién prolongada y costes médicos aumentados. El impacto de la resistencia antimicrobiana sobre la
mortalidad no estd claramente definido. La aparicién de resistencia antimicrobiana enfatiza adicionalmente la
necesidad de prevenir infecciones neumocdécicas por vacunacion.

Las vacunas neumocdcicas disponibles actualmente, PNEUMOVAX®23 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, N.J.) y PNU-
IMMUNE®23 (Lederle-Praxis Biologicals, Pearl River, NY), incluyen 23 antigenos polisacaridos capsulares purificados
de S. pneumoniae (serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F y 33F). Estas vacunas se autorizaron en los Estados Unidos en 1983 y reemplazaron una formulacién 14-valente
anterior que se autorizé en 1977. Una dosis (0,5 ml) de la vacuna 23-valente contiene 25 ug de cada antigeno
polisacarido capsular disuelto en solucién salina isoténica con fenol (0,25 %) o timerosal (0,01 %) afiadidos como
conservante y sin adyuvante. A partir de 1997, los 23 tipos capsulares en la vacuna representaron al menos el 85 %-
90 % de los serotipos que causan infecciones neumocécicas invasivas entre nifios y adultos en los Estados Unidos.
Los seis serotipos (6B, 9V, 14, 19A, 19F y 23F) que causaron con mayor frecuencia infeccién neumocécica invasiva
resistente a farmacos en los Estados Unidos a partir de 1997 estan representados en la vacuna 23-valente. Como se
indica més adelante, la conveniencia de una vacuna compuesta Unicamente de polisacaridos capsulares es limitada.

La neumolisina, en particular, es un componente clave en la patogénesis de la neumonia estreptocécica, que mata a
més de un millén de seres humanos al afio en todo el mundo. El uso de neumolisina como parte de una vacuna para
las infecciones pulmonares por Streptococcus pneumoniae y la otitis media podria proporcionar beneficios
importantes, ya que las vacunas basadas en el polisacarido capsular estan perdiendo eficacia debido a la variacién
genética y son dificiles de generar, ya que hay méas de 90 serotipos capsulares diferentes de Streptococcus
pneumoniae. La inmunidad frente a un tipo capsular no protege frente a otro tipo capsular. La vacuna neumocoécica
actualmente disponible analizada anteriormente, que comprende 23 polisacaridos capsulares de las cepas que mas
frecuentemente causan enfermedad, tiene deficiencias significativas relacionadas principalmente con la escasa
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inmunogenicidad de algunos polisacaridos capsulares, la diversidad de los serotipos y las diferencias en la distribucion
de serotipos a lo largo del tiempo, &reas geograficas y grupos de edad. Actualmente, se ha usado una variante de
mutacién puntual de neumolisina para el desarrollo de vacunas. Este mutante de neumolisina (denominado "Pd-B")
contiene una Unica mutacién en la posicion 433 (en donde el residuo de triptéfano nativo se ha cambiado a una
fenilalanina). Esta mutacién en la neumolisina esta en el undecapéptido conservado del Dominio 4, la estructura dentro
de las citolisinas dependientes del colesterol (CDC) que se habia pensado durante mucho tiempo que mediaba en la
unién a membranas de mamiferos.

Aunque el mutante Pd-B de neumolisina se usa convencionalmente para el desarrollo de vacunas, esta proteina
todavia puede experimentar una variedad de transiciones estructurales que se producen después de la unién a la
membrana de las células de mamiferos. Estos cambios alteran drasticamente su estructura y pueden disminuir su
capacidad para estimular una respuesta inmunitaria neutralizante eficaz en un paciente, principalmente porque la
estructura de la neumolisina que el sistema inmunitario del paciente puede "ver" sera la del complejo oligomérico unido
a la célula terminal en lugar de la estructura inicial de la neumolisina monomérica soluble. Mas importante aun, la
neumolisina convertida genéticamente en toxoide actual estd aun dificultada por un nivel inaceptable de toxicidad. La
base para esta toxicidad no esté todavia clara, pero probablemente resulta del hecho de que este toxoide todavia
puede unirse ay oligomerizarse en células de mamiferos. US 8 128 939 divulga polipéptidos de neumolisina mutantes.

Por lo tanto, los mutantes de citolisinas dependientes de colesterol, tales como (pero sin limitarse a) neumolisina, que
tienen toxicidad reducida y actividad hemolitica reducida, pero que todavia estimulan una respuesta inmunitaria contra
organismos patolégicos correspondientes, serian de gran beneficio.

Los dibujos adjuntos no pretenden limitar el alcance de la invencién. Las figuras no estan necesariamente a escala, y
ciertas caracteristicas y ciertas vistas de las figuras pueden mostrarse exageradas respecto a la escala o0 en esquemas
en interés de la claridad y la concision.

Las Figuras 1A-E contienen una comparacién de alineamiento de aminoécidos de secuencias de aminoéacidos nativas
de diversas citolisinas dependientes del colesterol. Las secuencias de aminoéacidos de cada proteina identificada en
la presente memoria corresponden a las SEQ ID NO en la Tabla 1 en la presente memoria; por ejemplo, la cereolisina
en la Fig. 1A-E corresponde en la SEQ ID NO: 2 en la Tabla 1, y la SEQ ID NO: 18 (PAF) en la Tabla 1 corresponde
a la viridanolisina en la Fig. 1A-E.

La Figura 2 muestra la estructura cristalina de ILY (Intermedilisina) y una comparacién de las estructuras cristalinas
D4 de ILY y PFO (Perfringolisina). En (a) se muestra una representacion en cinta de la estructura cristalina de ILY%
denotando las posiciones de diversas estructuras y residuos a los que se hace referencia en estos estudios. En (b) se
muestra una superposiciéon de una representaciéon en cinta de las estructuras D4 de ILY y PFO basandose en las
estructuras cristalinas de ambas proteinas® 4. Se muestran las localizaciones relativas del undecapéptido tanto para
las proteinas como para los residuos de los bucles L1-L3 de ILY y PFO (el Ultimo entre paréntesis). Las imagenes
estructurales se generaron usando VMD?5.

La Figura 3 ilustra que el undecapéptido ILY se inserta en membranas deplecionadas de colesterol. El residuo de ILY
Ala-486 se mutd a una cisteina (ILYA%85C) y se derivatiz6 con NBD (yodoacetamido-N,N'-dimetil-N-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazolil)etilen-diamina). La emision de fluorescencia del NBD se determind cuando ILYA488C-NBD ge incubéd solo
(linea continua), con glébulos rojos humanos (hRBC-linea discontinua), o con hRBC deplecionados de colesterol (linea
de puntos).

La Figura 4 ilustra que los bucles L1, L2 y L3 de ILY no se insertan en membranas deplecionadas de colesterol. Cada
residuo del bucle D4 conocido por insertarse en la membrana se sustituyé por una cisteina y se modific6 con NBD.
[LYA428C-NBD (g) | YA4B4C-NBD () o |LYL518C-NBD (¢) se incubo solo (linea continua), con hRBC (linea discontinua) o con
hRBC deplecionados de colesterol (linea discontinua). A continuacién, se restauré el colesterol de la membrana y se
determiné la insercion de los bucles L1, L2 y L3. ILYA428C-NBD (d) | LYA484C-NBD (g) g |LYLS18C-NBD () se incubd solo (linea
continua) o con membranas repletas de colesterol (linea discontinua).

La Figura 5 muestra que los bucles L1-L3 median la unién de PFO a liposomas ricos en colesterol, (a) anélisis de SPR
de la unién de PFO nativo (linea continua) y modificado con NEM (linea discontinua), (b) analisis de SPR de la unién
de PFO nativo (linea continua), PFOA4°D (linea discontinua larga), PFOA* (linea discontinua corta) y PFOX9'D (linea
de puntos).

La Figura 6 ilustra que la modificacién quimica del sulfhidrilo de cisteina del undecapéptido PFO bloquea la insercidn
en la membrana de los triptéfanos del undecapéptido y la conversién del preporo en poro. El aumento en la emision
de fluorescencia intrinseca de los triptéfanos del undecapéptido PFO se ha usado para medir su insercién en la
membrana®® 2!, (a) El aumento en la emision de fluorescencia intrinseca de los triptéfanos en PFO nativo se muestra
a medida que se mueve desde su forma soluble (linea continua) a su estado unido a la membrana (linea discontinua).
(b) EI mismo experimento mostrado en (a) se repitié con PFO nativo que se habia modificado en Cys-459 con NEM.

La Figura 7 muestra la respuesta inmunogénica en ratones inmunizados con un polipéptido de neumolisina mutante y
una neumolisina de tipo salvaje inoculados después con S. pneumoniae.
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A menos que se defina lo contrario en la presente memoria, los términos cientificos y técnicos tendran los significados
que entienden comunmente los expertos en la técnica. Ademés, a menos que el contexto requiera lo contrario, los
términos singulares incluirdn pluralidades y los términos plurales incluirdn el singular. Generalmente, las
nomenclaturas utilizadas en relacién con, y las técnicas de, cultivo celular y tisular, biologia molecular, y quimica e
hibridacién de proteinas y oligo o polinucledtidos descritas en la presente memoria son las bien conocidas y
comlUnmente usadas en la técnica. Se usan técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos,
y cultivo y transformacién de tejidos (por ejemplo, electroporacién, lipofeccién). Las reacciones enzimaticas y las
técnicas de purificacién se realizan segln las especificaciones del fabricante 0 como se logra cominmente en la
técnica o como se describe en la presente memoria. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan
generalmente seglin métodos convencionales bien conocidos en la téchica y como se describe en diversas referencias
generales y més especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por
ejemplo, Green y Sambrook (Molecular Cloning: A Laboratory Manual (4a ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. (2012)) y Coligan et al. (Current Protocols in Immunology, Current Protocols, Wiley
Interscience (1994)). Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de,
quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas en la presente memoria son
las bien conocidas y comUnmente usadas en la técnica. Se usan técnicas estandar para sintesis quimicas, analisis
quimicos, preparacién farmacéutica, formulacién y administracién, y tratamiento de pacientes.

Cualquier referencia en la descripcidon a métodos de tratamiento o diagnéstico in vivo se refiere a los compuestos,
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de tratamiento del
cuerpo humano o animal mediante terapia o para diagnéstico in vivo.

Todas las patentes, solicitudes de patente publicadas y publicaciones no de patente mencionadas en la presente
memoria descriptiva son indicativas del nivel de experiencia de los expertos en la técnica.

Se entendera que los siguientes términos, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

El uso de la palabra "un" o "una" cuando se usa junto con el término "que comprende" en las reivindicaciones y/o la
memoria descriptiva puede significar "uno", pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al menos
uno" y "uno o mas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para significar "y/o" a menos que se
indique explicitamente que se refiere a alternativas solamente o las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque
la divulgacién soporta una definicién que se refiere a alternativas solamente e "y/o". A lo largo de esta solicitud, el
término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacién inherente de error para el dispositivo,
el método que se esta empleando para determinar el valor, o la variacién que existe entre los sujetos del estudio. Por
ejemplo, pero no a modo de limitacién, cuando se utiliza el término "aproximadamente”, el valor designado puede
variar mas 0 menos en un doce por ciento, u once por ciento, o diez por ciento, 0 nueve por ciento, u ocho por ciento,
o siete por ciento, o seis por ciento, o cinco por ciento, o cuatro por ciento, o tres por ciento, o dos por ciento, o uno
por ciento. Se entendera que el uso del término "al menos uno" incluye uno, asi como cualquier cantidad mas de uno,
incluyendo, pero sin limitarse a, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 100, etc. El término "al menos uno" puede extenderse
hasta 100 0 1.000 o0 més, dependiendo del término al que esté unido; ademas, las cantidades de 100/1.000 no deben
considerarse limitantes, ya que los limites superiores también pueden producir resultados satisfactorios. Ademas, se
entendera que el uso del término "al menos uno de X, Y y Z" incluye X solo, Y solo y Z solo, asi como cualquier
combinacién de X, Y y Z. El uso de terminologia de nimeros ordinales (es decir, "primero", "segundo", "tercero",
"cuarto”, etc.) es Unicamente con el propésito de diferenciar entre dos 0 més elementos y no pretende implicar ninguna
secuencia u orden o importancia a un elemento sobre otro o cualquier orden de adicién, por ejemplo.

Como se usa en esta memoria descriptiva y reivindicacién(es), las palabras "que comprende" (y cualquier forma de
que comprende, tal como "comprenden” y "comprende"), "que tiene" (y cualquier forma de que tiene, tal como "tienen"
y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, tal como "incluye” e "incluyen") o "que contiene" (y cualquier
forma de que contiene, tal como "contiene" y "contienen") son inclusivos o abiertos y no excluyen elementos o etapas
de método adicionales, no citados.

El término "o combinaciones de los mismos", como se usa en la presente memoria, se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los elementos enumerados que preceden al término. Por ejemplo, "A, B, C, o
combinaciones de los mismos" pretende incluir al menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC 0 ABC, y si el orden es importante
en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con este ejemplo, se
incluyen expresamente combinaciones que contienen repeticiones de uno o0 més elementos o términos, tales como
BB, AAA, AAB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, y asi sucesivamente. El experto en la técnica entendera que
tipicamente no hay limite en el nimero de elementos o términos en cualquier combinacién, a menos que sea evidente
de otro modo a partir del contexto.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entendera
que los términos "sustancialmente" y "aproximadamente" no se limitan a los términos especificos cualificados por estos
adjetivos/adverbios, sino que se entendera que indican un valor que incluye la variacién inherente de error para el
dispositivo, empleédndose el método para determinar el valor y/o la variacién que existe entre sujetos de estudio. Por
lo tanto, dichos términos permiten pequefias variaciones y/o desviaciones que no dan como resultado un impacto
significativo en los mismos. Por ejemplo, en ciertos casos, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un
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valor incluye la variacién inherente de error para el dispositivo, el método que se estd empleando para determinar el
valor y/o la variacién que existe entre los sujetos del estudio. De manera similar, el término "sustancialmente” también
puede referirse al 80 % o superior, tal como el 85 % o superior, 0 el 90 % o superior, o el 95 % o superior, 0 el 99 % o
superior, y similares.

Los términos "proteina purificada" o "proteina aislada" como se usan en la presente memoria significan que la proteina
o fragmento estd suficientemente libre de contaminantes o componentes celulares con los que la proteina
normalmente existe, para distinguir la proteina de los contaminantes o componentes celulares. No se contempla que
"purificada" necesite tener una preparacioén que sea técnicamente totalmente pura (homogénea), sino que purificada
como se usa en la presente memoria significa que la proteina o fragmento polipeptidico esta suficientemente separado
de los contaminantes o componentes celulares con los que normalmente existe, para proporcionar la proteina en un
estado en el que puede usarse en un ensayo, tal como inmunoprecipitacién o ELISA. Por ejemplo, la proteina
purificada puede estar en un gel electroforético.

El término "mutante”, cuando se usa en la presente memoria para describir un polipéptido, se refiere a un polipéptido
que es menos del 100 % idéntico a una secuencia de aminoacidos del polipéptido de tipo silvestre (nativo)
correspondiente, y en particular a un polipéptido sintético o recombinante en donde se han sustituido una o mas
posiciones de residuos de aminoacidos del polipéptido de tipo silvestre. El término "variante" puede usarse
indistintamente con el término "mutante".

Las CDC mutantes descritas en la presente memoria pueden combinarse con uno o més excipientes
farmacéuticamente aceptables, incluyendo portadores, vehiculos y diluyentes, para formar composiciones
inmunogénicas. La expresion excipiente farmacéuticamente aceptable pretende referirse a disolventes u otros
materiales en donde las CDC mutantes (por ejemplo, polipéptidos de neumolisina mutantes) pueden disponerse para
mejorar la solubilidad, la capacidad de suministro, la dispersién, la estabilidad y/o la integridad conformacional. Los
ejemplos de tales excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas
(tales como soluciones salinas fisiol6gicas y soluciones salinas tamponadas a pH neutro tales como solucién salina
tamponada con fosfato (PBS)), etanol, azlcares, dextrosa, glicerol y/o polialcoholes (tales como manitol y sorbitol).
Otros tipos de vehiculos incluyen liposomas o polimeros y similares.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material que no es indeseable biolégicamente o de otro
modo, es decir, el material puede administrarse a un individuo junto con el compuesto seleccionado sin provocar
ningun efecto bioldgico indeseable o interactuar de una manera indeseable con cualquiera de los otros componentes
de la composicion farmacéutica en donde esta contenido.

Las CDC mutantes o las composiciones inmunogénicas que contienen dichas CDC mutantes pueden combinarse
ademas con un adyuvante tal como (pero sin limitarse a) adyuvante incompleto de Freund, adyuvante completo de
Freund, alumbre, monofosforil lipido A, fosfato o hidréxido de alumbre, QS-21, sales, es decir, AIK(SOu4)2, AINa(SO4)z2,
AINH4(SOa4)2; silice, caolin y/o polinucleétidos de carbono (es decir, poli IC y poli AU). Los ejemplos no limitantes de
adyuvantes incluyen QuilA, Alhydrogel y similares. El término "adyuvante" se refiere a una sustancia que es capaz de
potenciar, acelerar o prolongar una respuesta inmunitaria cuando se da con el inmundgeno de la composicion.
Opcionalmente, las CDC mutantes pueden combinarse con inmunomoduladores e inmunoestimulantes, tales como,
pero sin limitarse a, interleucinas, interferones y similares. Los expertos en la técnica conocen muchas vacunas y otras
formulaciones farmacéuticas.

Por "biol6gicamente activo" se quiere decir la capacidad de modificar el sistema fisiolégico de un organismo. Una
molécula puede ser bioldgicamente activa a través de sus propias funcionalidades, o puede ser biolégicamente activa
baséndose en su capacidad para activar o inhibir moléculas que tienen su propia actividad biolégica.

El término “inmunogénico” cuando se usa en la presente memoria pretende referirse a la capacidad de una sustancia
para incitar una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, una "composicién inmunogénica" es una composicién que
comprende una CDC mutante, tal como un polipéptido de neumolisina mutante, que puede incitar una respuesta
inmunitaria en un animal sujeto, tal como la produccién de anticuerpos, cuando se administra al mismo. El término
"vacuna" se refiere a una composicién inmunogénica para la administraciéon a un sujeto para incitar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno particular. Por ejemplo, una vacuna que comprende uno o mas de los polipéptidos de
neumolisina mutantes es una vacuna para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién causada por la
bacteria Streptococcus pneumoniae.

El término "paciente" o "sujeto", como se usa en la presente memoria, incluye sujetos humanos y veterinarios.
"Mamifero" para fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo (pero sin
limitarse a) seres humanos, animales domésticos (tales como, pero sin limitarse a, perros y gatos), animales de granja
(tales como, pero sin limitarse a, vacas, caballos, cerdos, cabras y ovejas), animales de laboratorio (tales como, pero
sin limitarse a, ratones, ratas, conejos, cobayas y chinchillas), primates no humanos y cualquier otro animal que tenga
tejido mamario.

"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas. Los que
necesitan tratamiento incluyen, pero no se limitan a, individuos que ya tienen una afeccién o trastorno particular, asi
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como individuos que estan en riesgo de adquirir una afeccién o trastorno particular (por ejemplo, los que necesitan
medidas profilacticas/preventivas). El término "tratar" se refiere a administrar un agente a un paciente con fines
terapéuticos y/o profilacticos/preventivos.

Una "composicién terapéutica" o "composicién farmacéutica" se refiere a un agente que puede administrarse in vivo
para provocar un efecto terapéutico y/o profilactico/preventivo.

La expresidn "administrar una cantidad terapéuticamente eficaz" o "administrar una cantidad profilacticamente eficaz"
pretende proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento, reduccidén en la aparicién, prevencidén o gestién de
una enfermedad. La cantidad especifica que es terapéuticamente eficaz puede ser determinada facilmente por el
médico normal, y puede variar dependiendo de factores conocidos en la técnica, tales como el tipo de
enfermedad/cancer, el historial y edad del paciente, el estadio de la enfermedad, y la coadministracién de otros
agentes.

Un "trastorno” es cualquier afeccién que se beneficiaria del tratamiento con el polipéptido. Esto incluye trastornos o
enfermedades crénicas y agudas que incluyen aquellas afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al
trastorno en cuestién.

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de una molécula o conjugado o derivado de la
misma biolégicamente activo suficiente para mostrar un efecto terapéutico deseado sin efectos secundarios adversos
indebidos (tales como toxicidad, irritacién y respuesta alérgica) en proporcién con una relacién beneficio/riesgo razonable
cuando se usa de la manera de los conceptos de la invencidn. El efecto terapéutico puede incluir, por ejemplo, pero no a
modo de limitacién, inhibir el crecimiento de tejido no deseado o células malignas. La cantidad eficaz para un sujeto
dependera del tipo de sujeto, el tamafio y la salud del sujeto, la naturaleza y gravedad de la afeccién a tratar, el método
de administracién, la duracién del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), las formulaciones
especificas empleadas y similares. Por lo tanto, no es posible especificar una cantidad efectiva exacta por adelantado.
Sin embargo, la cantidad eficaz para una situacién dada puede ser determinada por un experto en la técnica usando
experimentacién rutinaria basada en la informacién proporcionada en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, el término "terapia concurrente" se usa indistintamente con los términos "terapia
de combinacién" y "terapia adyuvante”, y se entendera que significa que el paciente que necesita tratamiento se trata
o se le administra otro farmaco para la enfermedad junto con las composiciones farmacéuticas. Esta terapia
concurrente puede ser terapia secuencial, donde el paciente se trata primero con un farmaco y luego con el otro, o los
dos farmacos se administran simultaneamente.

Los términos "administracién" y "administrar", como se usan en la presente memoria, se entenderéa que incluyen todas
las vias de administracién conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, las vias oral, topica, transdérmica,
parenteral, subcuténea, intranasal, mucosal, intramuscular, intraperitoneal, intravitrea e intravenosa, incluyendo
aplicaciones tanto locales como sistémicas. Ademas, las composiciones (y/o los métodos de administracién de las
mismas) pueden disefiarse para proporcionar liberacién retardada, controlada o sostenida usando técnicas de
formulacidén que son bien conocidas en la técnica.

Los términos "sustitucién", "insercién", "adiciéon" y "delecién" se usan en la presente memoria con referencia a
secuencias de aminoacidos o nucleétidos. Una "sustitucién" se refiere a un reemplazo de uno o méas nucleétidos o
aminoécidos por diferentes nucleétidos o aminoacidos, respectivamente. Una "insercién" o "adicién" es el cambio en
una secuencia de nucledtidos o aminoacidos que ha dado como resultado la adicién de uno o mas residuos de
nucleétidos 0 aminoacidos, respectivamente, en comparacidén con la secuencia natural. Una "delecién" se define como
un cambio en la secuencia de nucleétidos o aminoéacidos en donde estan ausentes uno o mas residuos de nucleétidos
0 aminoacidos, respectivamente.

Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos individuales; las inserciones seran usualmente del
orden de aproximadamente 1 a 20 aminoacidos, aunque pueden tolerarse inserciones considerablemente mayores.
Las deleciones varian de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 residuos, aunque en algunos casos las
deleciones pueden ser mucho mayores.

Pueden usarse sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacién de las mismas para llegar a un
polipéptido mutante final. Generalmente, se cambian unos pocos aminoacidos para minimizar la alteracién de la
molécula. Sin embargo, en ciertas circunstancias, pueden tolerarse cambios mayores.

Las sustituciones de aminoacidos pueden ser el resultado de reemplazar un aminoacido por otro aminoacido que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas similares, tales como el reemplazo de una isoleucina por una valina, es decir,
reemplazos conservativos de aminoécidos. Las inserciones o deleciones pueden estar opcionalmente en el intervalo
de 1 a 5 aminoécidos.

Las sustituciones pueden realizarse segln "sustituciones conservativas" conocidas. Una "sustituciéon conservativa" se
refiere a la sustitucién de un aminoéacido en una clase por un aminoacido en la misma clase, donde una clase se define
por las propiedades fisicoquimicas comunes de la cadena lateral de los aminoéacidos y las altas frecuencias de
sustitucidén en proteinas homdlogas encontradas en la naturaleza.
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Por el contrario, las sustituciones pueden ser no conservativas. Una "sustitucién no conservativa" se refiere a la
sustitucién de un aminoacido en una clase con un aminoacido de otra clase.

El término "polipéptido", como se usa en la presente memoria, se refiere a un compuesto constituido por una cadena
Unica de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. El término "proteina”, como se usa en la presente
memoria, puede ser sinénimo del término "polipéptido" o puede referirse, ademas, a un complejo de dos o mas
polipéptidos.

El término "molécula de acido nucleico" incluye moléculas de ARN, ADN y ADNc. Se entendera que, como resultado
de la degeneracién del codigo genético, se puede producir una multitud de secuencias de nucleétidos que codifican
una proteina CDC mutante dada. Se incluye cada secuencia de nucleétidos variante posible, todas las cuales son
posibles dada la degeneracién del cédigo genético.

Una construccién o secuencia de 4acido nucleico “heterdloga” tiene una porciéon de la misma que no es nativa para la
célula en donde se expresa. El término "heteréloga", con respecto a una secuencia de control, se refiere a una
secuencia de control (es decir, promotor o potenciador) que no funciona en la naturaleza para regular el mismo gen
cuya expresion esta regulando actualmente. Generalmente, las secuencias de acido nucleico heterélogas no son
endégenas para la célula o no son parte del genoma en donde estén presentes; mas bien, las secuencias heterélogas
se han afiadido a la célula, tal como mediante infeccién, transfeccién, transformacién, microinyeccién, electroporacion
o similares. Una construccién de acido nucleico "heteréloga" puede contener una combinacién de secuencia de
control/secuencia codificante de ADN que es la misma que, o diferente de, una combinacién de secuencia de
control/secuencia codificante de ADN encontrada en la célula nativa.

Como se usa en la presente memoria, el término "vector' se refiere a una construccién de acido nucleico disefiada
para la transferencia entre diferentes células huésped. Un "vector de expresion" se refiere a un vector que tiene la
capacidad de incorporar y expresar fragmentos de ADN heter6logos en una célula extrafia. Muchos vectores de
expresion procariotas y eucariotas estédn disponibles comercialmente. La seleccidén de vectores de expresion
apropiados estéd dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

Por consiguiente, un "casete de expresion" o "vector de expresién" es una construccién de acido nucleico generada
recombinantemente o sintéticamente, con una serie de elementos de é&cido nucleico especificados que permiten la
transcripcién de un é&cido nucleico particular en una célula diana. El casete de expresién recombinante puede
incorporarse en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de pléastido, virus o fragmento de acido nucleico.
Tipicamente, la porcidon de casete de expresidon recombinante de un vector de expresién incluye, entre otras
secuencias, una secuencia de acido nucleico que se va a transcribir y un promotor.

Como se usa en la presente memoria, el término "plasmido” se refiere a una construccién de ADN bicatenario (ds)
circular usada como vector de clonacién, y que forma un elemento genético autorreplicante extracromosémico en
muchas bacterias y algunos eucariotas.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "secuencia de nucleétidos que codifica un marcador seleccionable”
se refiere a una secuencia de nucleétidos que es capaz de expresarse en células y en donde la expresién del marcador
seleccionable confiere a las células que contienen el gen expresado la capacidad de crecer en presencia de un agente
selectivo correspondiente, o en condiciones de crecimiento selectivo correspondientes.

Como se usa en la presente memoria, el término "promotor” se refiere a una secuencia de acido nucleico que funciona
para dirigir la transcripcién de un gen en 3’. El promotor sera generalmente apropiado para la célula huésped en donde
se expresa el gen diana. El promotor, junto con otras secuencias de acido nucleico reguladoras de la transcripcién y
traduccién (también denominadas "secuencias de control"), es necesario para expresar un gen dado. En general, las
secuencias reguladoras de la transcripcion y la traduccién incluyen, pero no se limitan a, secuencias promotoras, sitios
de unién ribosdmica, secuencias de inicio y detencién de la transcripcién, secuencias de inicio y detencién de la
traduccién y secuencias potenciadoras o activadoras.

Los términos "gen quimérico" o "construccién de acido nucleico heterélogo", como se utilizan en la presente memoria,
se refieren a un gen no nativo (es decir, uno que se ha introducido en un huésped) que puede estar compuesto por
partes de diferentes genes, incluyendo elementos reguladores. Una construccion génica quimérica para la
transformaciéon de una célula huésped estd compuesta tipicamente por una regién reguladora de la transcripcién
(promotor) unida operativamente a una secuencia codificante de proteina heteréloga, o, en un gen quimérico de
marcador seleccionable, a un gen de marcador seleccionable que codifica una proteina que confiere resistencia a
antibiético a las células transformadas. Un gen quimérico tipico para la transformacién en una célula huésped incluye
una regién reguladora de la transcripcién que es constitutiva o inducible, una secuencia codificante de proteina, y una
secuencia terminadora. Una construccién génica quimérica también puede incluir una segunda secuencia de ADN que
codifica un péptido sefial si se desea la secrecién de la proteina diana.

Un &cido nucleico est4 "unido operativamente” cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, el ADN que codifica un lider secretor esta unido operativamente al ADN de un polipéptido si se
expresa como una preproteina que participa en la secrecién del polipéptido; un promotor o potenciador estd unido
operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcidén de la secuencia; o un sitio de unién a ribosoma
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esta unido operativamente a una secuencia codificante si se sitia de modo que facilita la traduccién. Generalmente,
"unido operativamente" significa que las secuencias de ADN que se unen son contiguas y, en el caso de un lider
secretor, contiguas y en el marco de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La unién se
realiza mediante ligacién en sitios de restricciébn convenientes. Si no existen tales sitios, se usan adaptadores,
enlazadores o cebadores oligonucleotidicos sintéticos para PCR segun la practica convencional.

Como se usa en la presente memoria, el término "gen" significa el segmento de ADN implicado en la produccién de
una cadena polipeptidica, que puede o no incluir regiones anteriores y posteriores a la regién codificante, por ejemplo,
secuencias 5' no traducidas (5' UTR) o "lider" y secuencias 3' UTR o "remolque”, asi como secuencias intermedias
(intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones).

Como se usa en la presente memoria, el término "recombinante" incluye la referencia a una célula o vector que se ha
modificado mediante la introduccién de una secuencia de &cido nucleico heterdloga; ademas, el término
"recombinante” también puede referirse a una célula que se deriva de una célula asi modificada. Asi, por ejemplo, las
células recombinantes expresan genes que no se encuentran en forma idéntica dentro de la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresan genes nativos que de otro modo se expresan de manera anormal, se
subexpresan o no se expresan en absoluto como resultado de la intervencién humana deliberada.

Como se usan en la presente memoria, los términos "transformada”, "transformada de manera estable" o "transgénica”,
con referencia a una célula, significan que la célula tiene una secuencia de 4cido nucleico no nativa (heterdloga) integrada
en su genoma o tiene un plasmido episomal que se mantiene a través de multiples generaciones.

Como se usa en la presente memoria, el término "expresidén" se refiere al proceso mediante el cual se produce un
polipéptido basandose en la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye tanto transcripcion como
traduccién.

El término "introducida”, en el contexto de la insercién de una secuencia de acido nucleico en una célula, se refiere a
cualquier método de insercién de una secuencia de acido nucleico en una célula, incluyendo, pero sin limitarse a, métodos
de "transfeccién", "transformacién" y/o "transduccién". El término "introducida" también incluye la referencia a la
incorporacién de una secuencia de acido nucleico en una célula eucariota o procariota en donde la secuencia de acido
nucleico puede incorporarse en el genoma de la célula (por ejemplo, cromosoma, plasmido, plastido o ADN mitocondrial),
convertirse en un replicén autbnomo o expresarse de manera transitoria (por ejemplo, ARNm transfectado).

Segun un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona una neumolisina mutante purificada, como se define
en la reivindicacién 1.

Segun un ejemplo no reivindicado, se proporciona una neumolisina mutante purificada que comprende: un polipéptido
que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia
de aminoacidos comprende una primera sustitucion de aminoacidos de G293S en la posicién 293 de la SEQ ID NO:
1y una segunda sustitucién de aminoacidos de L460D en la posicién 460 de la SEQ ID NO: 1.

Vista desde un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicién inmunogénica que comprende
la neumolisina mutante purificada de la invencién dispuesta en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones pueden usarse, por ejemplo, en vacunas dirigidas contra patégenos de enfermedades
correspondientes, o pueden usarse en métodos de diagnéstico o cribado u otros métodos analiticos tales como
métodos de deteccion.

Vista desde otro aspecto mas, la presente invencién proporciona una vacuna que comprende la composicién
inmunogénica de la invencion.

Vista desde otro aspecto méas adicional, la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico que
codifica la neumolisina mutante purificada de la invencién.

Vista desde otro aspecto aln mas adicional, la presente invencidn proporciona una célula huésped que comprende la
secuencia de 4cido nucleico de la invencién.

Los organismos que producen las formas nativas de CDC tienen varios efectos patoldgicos, incluyendo, pero sin
limitarse a, los enumerados a continuacion.

Clostridium perfringens es un agente causante de diversas enfermedades humanas y animales, a menudo
caracterizadas por enterotoxemia o infecciones de tejidos blandos tales como gangrena gaseosa. La evidencia
experimental sugiere un papel de la perfringolisina O en la mitigacién de la respuesta inmunitaria afectando a la funcién
de los neutréfilos.

Bacillus cereus (fuente de cereolisina O) es una causa infrecuente de infecciébn no gastrointestinal grave,
particularmente en adictos a drogas, los pacientes inmunodeprimidos, neonatos y posquirdrgicos, especialmente
cuando se insertan implantes protésicos tales como derivaciones ventriculares. Las infecciones oculares son los tipos
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méas comunes de infeccién grave, incluyendo endoftalmitis, anoftalmitis y queratitis, normalmente con la formacién
caracteristica de abscesos del anillo corneal.

Bacillus alvei puede causar endoftalmitis y puede causar neumonia y empiema.

Se ha mostrado que Streptococcus dysgalactiae subesp. equisimilis esta implicado en muchos tipos diferentes de
sindromes de enfermedades humanas.

Streptococcus canis tipicamente causa enfermedad en animales, principalmente perros. Puede causar enfermedad
en seres humanos, lo mas a menudo infecciones de tejidos blandos, bacteriemia, infecciones urinarias, infecciones
6seas 0 heumonia.

Streptococcus causa una variedad de enfermedades que incluyen infeccién de garganta, fiebre reumética, infecciones
de tejidos blandos (es decir, las bacterias comedoras de carne) y muchas otras. Se ha mostrado que la estreptolisina
O es un factor patégeno principal en muchas de estas enfermedades.

La tetanolisina es producida por Clostridium tetanus que es la causa del tétanos.
Listeria ivanovii es una infeccién de animales y provoca principalmente aborto en ovejas.

Listeria monocytogenes causa enfermedad portada en alimentos en los seres humanos; la enfermedad portada por
alimentos més grave causada por la misma es una meningitis. Es especialmente problematico para mujeres
embarazadas en donde la infeccién puede ser subclinica en la madre, pero fatal para el feto. La listeriolisina es un
factor patégeno critico para estas enfermedades, sin ella, la bacteria es avirulenta.

Streptococcus suis es una causa de septicemia, meningitis, endocarditis, artritis y, ocasionalmente, otras infecciones
en cerdos, y es cada vez méas un problema en los seres humanos, se estan notificando cada vez mas brotes con
sintomas que incluyen fiebre alta, malestar, nduseas y vémitos, seguido de sintomas nerviosos, hemorragia
subcutanea, choque séptico y coma.

Se divulgan mutantes no tdéxicos de neumolisina nativa (tipo silvestre) ("PLY;" SEQ ID NO: 1) de S. pneumoniae
(codificada por mutantes de la SEQ ID NO: 20). Estos mutantes de PLY presentan varias ventajas potenciales sobre
el mutante de neumolisina (Pd-B) que se ha usado previamente para el desarrollo de vacunas, particularmente porque
carecen sustancialmente de actividad hemolitica en comparacién con la proteina PLY de tipo silvestre. Por ejemplo,
las PLY mutantes de la presente invencidn carecen de la capacidad de unirse a membranas de mamiferos y, por tanto,
no sufrirdn ninglin cambio estructural que normalmente resulta cuando la toxina PLY de tipo silvestre se une a la
membrana (como lo hace el mutante Pd-B (Trp433Phe) descrito anteriormente).

Los mutantes de neumolisina eliminan cualquier actividad téxica de la toxina, ya que no pueden unirse a células de
mamiferos. Aunque el mutante de neumolisina Pd-B es aproximadamente 21.000 veces menos toxico que la
neumolisina nativa, todavia presenta suficiente toxicidad para ser probleméatico en el desarrollo de cualquier vacuna
que lo incluya. Parece que el desarrollo moderno de vacunas contra S. pneumoniae se centra en usar neumolisina
con otras proteinas derivadas de S. pneumoniae; asi, parece que, independientemente de las otras proteinas utilizadas
en la vacuna, se incluird una neumolisina en todas las vacunas efectivas contra S. pneumoniae debido a su importancia
para el establecimiento y la progresién de la enfermedad.

Como se describe mas adelante, en la perfringolisina, una toxina relacionada con la neumolisina, se muestra que el
undecapéptido de la proteina no media la unién de estas toxinas a la célula de mamiferos, al contrario que el
conocimiento convencional. Las estructuras que si median la unién son tres bucles hidréfobos cortos que estan
yuxtapuestos al undecapéptido. Segun la invencidn, se sabe ahora que si un residuo de aspartato o glutamato cargado
negativamente (por ejemplo) se coloca dentro de cualquier bucle hidréfobo individual (en una posicién que no
comprende ya un aspartato o glutamato), la unién de la neumolisina a la membrana se bloquea. Por lo tanto, esta
mutacién puntual Unica elimina la unién de la neumolisina a membranas de mamiferos. Por ejemplo, un Unico residuo
de asparagina o glutamato sustituido por leucina 460 de neumolisina anula virtualmente por completo su actividad
hemolitica. Puesto que en otros sistemas (descritos mas adelante) se sabe que esta mutacién bloquea la unién a la
membrana de las células, elimina sustancialmente cualquier actividad téxica (haciéndolo al menos 200 veces menos
téxico que el mutante Pd-B, por ejemplo), pero también elimina cualquier posible efecto secundario que podria estar
causado por su unién a la superficie de las membranas de los mamiferos.

Las neumolisinas mutantes de la presente invencién carecen de la actividad hemolitica y de la capacidad formadora
de poros presentes en una proteina neumolisina de S. pneumoniae natural. Generalmente, el componente
polipeptidico exhibe menos de aproximadamente un 30 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos de
aproximadamente un 10 %, menos de aproximadamente un 5 %, menos de aproximadamente un 1 %, menos de
aproximadamente un 0,1 %, menos de aproximadamente un 0,001 % o menos de la actividad hemolitica de una
proteina neumolisina de S. pneumoniae natural.
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Las neumolisinas mutantes pueden tener sustituciones en uno o mas de tres residuos que flanquean cualquier lado
de las posiciones 293, 370, 406 o 460, incluyendo las posiciones 290, 291, 292, 294, 295, 296, 367, 368, 369, 371,
372, 373, 403, 404, 405, 407, 408, 409, 457, 458, 459, 461, 462 y 463.

Por ejemplo, estos residuos pueden sustituirse con un aminoacido cargado negativamente, glutamato o aspartato
(excepto en la posicion 403, que ya comprende aspartato), o un aminoacido cargado positivamente lisina, arginina o
histidina (excepto en las posiciones 367 y 407, que ya comprende residuos de histidina). Alternativamente, estos
residuos pueden sustituirse con cualquier otro aminoacido natural (incluyendo gly, ala, leu, ile, val, pro, trp, asn, gin,
phe, tyr, met, cys, thr, o ser) que suprime la actividad de unién, formacién de poros, y/o actividad hemolitica del
mutante.

Como se ha indicado anteriormente, la secuencia de aminoacidos para la neumolisina de tipo silvestre es la SEQ ID
NO: 1, y el complemento inverso del ADNc que codifica la neumolisina de la SEQ ID NO: 1 se muestra como la SEQ
ID NO: 20. Los ADNc de neumolisinas mutantes (y complementos inversos de las mismas) se sustituyen segun sea
necesario para codificar las proteinas sustituidas (mutantes) descritas o habilitadas de otro modo en la presente
memoria, y pueden comprender a su vez cualquier sustituciéon de base conservativa (nucleétido) para preparar ADNc
que codifican tales mutantes.

Se apreciara que las secuencias de polinucleétidos que codifican los polipéptidos pueden alterarse con codones
degenerados, pero codifican todavia los polipéptidos mutantes de la presente invencién. Por consiguiente, los
polinucleétidos que hibridan con las secuencias de polinucleétidos descritas en la presente memoria (o las secuencias
complementarias de las mismas) pueden tener al menos un 90 % de identidad entre secuencias, 0 al menos un 95 %
de identidad, o al menos un 99 % de identidad.

Las Figuras 1A a 1E muestran un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las versiones nativas de las CDC
identificadas en la presente memoria. Las secuencias se alinean a lo largo de los tres bucles hidréfobos
correspondientes a las posiciones 367-373 (segundo bucle, L2), 403-409 (tercer bucle, L3) y 457-463 (primer bucle,
L1) de neumolisina, representadas en la Fig. 1A-E como posiciones 586-592 (segundo bucle, L2), 622-628 (tercer
bucle, L3) y 676-682 (primer bucle, L1). Como se indicé anteriormente, ciertos ejemplos particulares (pero no
limitantes) pueden comprender sustituciones en una o mas de estas posiciones por los aminoacidos cargados
negativamente, acido glutamico o acido aspartico (excepto en donde la posicién ya tiene un acido aspértico), o por los
aminoécidos cargados positivamente histidina, lisina o arginina (excepto por una histidina cuando la posicién ya tiene
una histidina, por una lisina cuando la posicién ya tiene una lisina, o por una arginina cuando la posicién ya tiene una
arginina) o por cualquiera de los otros 15 aminoécidos naturales indicados anteriormente.

Los mutantes pueden comprender ademéas mas de una de las sustituciones descritas en la presente memoria de
manera que el mutante tenga 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 residuos sustituidos en un Unico bucle (L1, L2, L3), o el mutante puede
tener uno o més (1 a 7) residuos sustituidos en dos de los bucles (por ejemplo, L1y L2, L1y L3, L2y L3), 0 uno o méas
residuos sustituidos (1 a 7) en cada uno de los tres bucles (L1, L2 y L3), en donde las sustituciones se seleccionan de
las enumeradas en la presente memoria; por ejemplo, el mutante puede tener 1 a 7 sustituciones en el primer bucle
(L1) y/o 1 a 7 sustituciones en el segundo bucle (L2) y/o 1 a 7 sustituciones en el tercer bucle (L3). Por ejemplo, cuando
el residuo nativo esta cargado positivamente, el residuo sustituido puede estar cargado negativamente, y cuando el
residuo nativo esté cargado negativamente, el residuo sustituido puede estar cargado positivamente. Alternativamente,
el aspartato puede sustituirse con glutamato, histidina, arginina o lisina, o el glutamato puede sustituirse con aspartato,
lisina, histidina o asparagina, o la arginina puede sustituirse con un aminoacido cargado positivamente diferente.

Las posiciones de aminoéacidos del Bucle 1, Bucle 2 y Bucle 3 de cada CDC descrita en la presente memoria se
enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1: Posiciones de aminoacidos correspondientes a bucles del dominio 4

""""""""""""""""""""""""" SEQIDNO. . Bucle!1 | Bucle2 | Bucle3d |
Neumolisina | 1 457463 | 367373 403-409
Cereolisina 2 498504 | - 408-414 | 444-450 |
—— e N T e
ST P e T
Perfringolisina 5 488-494 398-404 434-440
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SEQ ID NO. Bucle 1 Bucle 2 Bucle 3
A|veo||s|na 6 ........................ 4 90_496 .............. 400_406436_442 ........
Caniolisina 7 562-568 | 472478 | ! 508-514 |
Equisimilisina | 8 559-565 | 469-475 505-511
Estreptolisnao. 9 559565 | - 469475 | 505-511 |
Nov|o||s|na ........................... 10 ..................... 502-508 ................. 4 12_418 ............... 448-454
Tetanohsma ....................... 11 514_520 ............... 4 24_430 .............. 460-466
Ivanolisina 12 512-518 422-428 458-464
gListerioIisina O 13 | 513-519 423-429 | 459-465
‘Seeligeriolisina | 14| 514520 | 24430 | 460466 |
Su|||s|na 15 ....................... 4 84_490 .............. 395_401431_437 ........
Mitiisina N 457463 | 367373 | - 403-409 |
Intermedilisina | 17 515-521 | 425-431 461-467
[ 18 651657 | 561-567 | 597.603 |
P|o||s|na ................................. 19 ..................... 521_527 ................. 4 31_437 ............... 467-473 .........

Los mutantes o fragmentos antigénicos de los mismos pueden usarse en métodos analiticos para detectar la presencia
de formas alternativas de las proteinas en muestras biol6gicas usando técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo,
ELISA.

Se divulgan acidos nucleicos que codifican variantes alélicas de los mutantes de proteina, en donde las variantes
alélicas de los mutantes de proteina difieren de los mutantes de proteina en menos del 15 % de su identidad de
aminoécidos, por ejemplo, al menos el 85 % de los aminoécidos de la variante alélica son idénticos al mutante de
proteina, y el 100 % de los aminoacidos en el primer, segundo y tercer bucles (L1, L2 y L3) son idénticos a los del
mutante de proteina. Por ejemplo, las variantes alélicas pueden diferir de los mutantes de proteina en menos del 12
% de su identidad de aminoéacidos, en menos del 10 % de su identidad de aminoacidos, en menos del 8 % de su
identidad de aminoacidos, en menos del 6 % de su identidad de aminoéacidos, en menos del 4 % de su identidad, en
menos del 2 % de su identidad de aminoacidos, 0 en menos del 1 % de su identidad de aminoacidos de los mutantes
de proteina descritos en la presente memoria.

Puede realizarse un alineamiento de secuencias seleccionadas con el fin de determinar el "% de identidad" entre dos
0 mas secuencias, usando, por ejemplo, el programa CLUSTAL-W en MacVector version 6.5, operado con parametros
por defecto, incluyendo una penalizacién por apertura de hueco de 10,0, una penalizacidén por extensién de hueco de
0,1 y una matriz de similitud BLOSUM 30.

El término "identidad de secuencia", como se usa en la presente memoria, significa que las secuencias se comparan
como sigue. Las secuencias se alinean usando la versién 9 del GAP (programa de alineamiento global) del Grupo de
Computacion Genética, usando la matriz por defecto (BLOSUM®62) (valores -4 a +11) con una penalizacién por
apertura de hueco de -12 (para el primer nulo de un hueco) y una penalizacién por extensién de hueco de -4 (por cada
nulo consecutivo adicional en el hueco). Después del alineamiento, se calcula el porcentaje de identidad expresando
el niumero de coincidencias como un porcentaje del nimero de aminoacidos en la secuencia reivindicada.

Las composiciones inmunogénicas pueden incluir formulaciones de vacuna que se pueden usar en una cantidad eficaz
para incitar (estimular) una respuesta inmune protectora en un animal. Por ejemplo, la generacidén de una respuesta
inmune protectora puede medirse mediante el desarrollo de anticuerpos. Las cantidades de las neumolisinas mutantes
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que pueden formar una respuesta inmune protectora estan tipicamente en una forma de dosificacién unitaria de
aproximadamente 0,001 ug a 100 mg por kg de peso corporal, tal como, pero no limitado a, de aproximadamente 0,01
Mg a 1 mg/kg de peso corporal, o de aproximadamente 0,1 ug a aproximadamente 10 pg/kg de peso corporal, por
ejemplo, en un intervalo de aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

Cualquiera de las composiciones inmunogénicas puede administrarse a un paciente infectado con un organismo
patolégico o predispuesto a infeccién con el organismo patolégico. La composicién inmunogénica es sustancialmente
no téxica (o sustancialmente no téxica en comparacidn con la proteina PLY nativa), no se une sustancialmente a las
membranas celulares, es sustancialmente no hemolitica y/o es tan estable como o es sustancialmente mas estable
que la proteina PLY.

Cualquiera de las composiciones inmunogénicas puede administrarse a un paciente infectado o a un paciente
predispuesto a infeccién. La composicién inmunogénica es sustancialmente no téxica (o sustancialmente no tdxica en
comparacién con la proteina PLY nativa), no se une sustancialmente a las membranas celulares, es sustancialmente
no hemolitica y/o es tan estable como o es sustancialmente mas estable que la proteina PLY nativa. Los polipéptidos
de neumolisina mutantes pueden tener aproximadamente 100.000 veces menos actividad hemolitica que el polipéptido
de neumolisina de tipo silvestre. Los polipéptidos de neumolisina mutantes pueden tener aproximadamente 150.000
veces menos actividad hemolitica que el polipéptido de neumolisina de tipo silvestre. Los polipéptidos de neumolisina
mutantes pueden tener aproximadamente 200.000 veces menos actividad hemolitica que el polipéptido de neumolisina
de tipo silvestre. Los polipéptidos de neumolisina mutantes tienen aproximadamente 250.000 veces menos actividad
hemolitica que el polipéptido de neumolisina de tipo silvestre. Los polipéptidos de neumolisina mutantes purificados
tienen un rendimiento aumentado tras la purificacién sobre un polipéptido de neumolisina mutante que tiene una
sustitucién en sélo una de las posiciones de aminoacidos 293, 294, 458, 459 y 460. El rendimiento recombinante
aumentado puede ser, por ejemplo, al menos aproximadamente 10X, al menos aproximadamente 15X, al menos
aproximadamente 17X o al menos aproximadamente 20X.

Las composiciones inmunogénicas pueden administrarse a animales que estan infectados o pueden infectarse por los
organismos patoldgicos descritos en la presente memoria, incluyendo, pero sin limitarse a, perros, gatos, conejos,
roedores, caballos, ganado (por ejemplo, ganado vacuno, ovejas, cabras y cerdos), animales de zool6gico, ungulados,
primates y seres humanos.

Como se ha indicado anteriormente, la composicién inmunogénica (tal como, pero sin limitarse a, una vacuna) puede
administrarse a un sujeto para estimular una respuesta inmunogénica en el sujeto. La composicién/vacuna
inmunogénica puede comprender otras proteinas o subunidades de proteinas de S. pneumoniae, o puede comprender
material polisacarido capsular combinado con o conjugado con los mutantes de neumolisina u otras proteinas en la
composicién/vacuna inmunogénica. Por ejemplo, el material capsular puede derivarse de uno cualquiera 0 mas de los
serotipos de S. pneumoniae los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A,
19F, 20, 22F, 23F, 24F, 27, 33F o 34, u otros conocidos en la técnica. Como se ha indicado, la composicién/vacuna
inmunogénica puede comprender un adyuvante y/u otros excipientes farmacéuticamente aceptables. Los
polisacaridos pueden conjugarse con el mutante, por ejemplo, a través de un enlace monomérico (solo un extremo del
polisacarido esta unido al polipéptido), un enlace en bucle (un tnico polipéptido estd unido a polisacaridos en bucle)
0 un enlace cruzado (multiples polisacéridos unidos a multiples polipéptidos).

Las composiciones o vacunas inmunogénicas que contienen neumolisinas mutantes de la presente invencién o
fragmentos de las mismas, pueden usarse para tratar enfermedades y afecciones relacionadas con Streptococcus
pneumoniae, tales como, pero no limitadas a, neumonia, meningitis, bacteriemia y otitis media.

En ciertas realizaciones, las neumolisinas mutantes son Utiles para provocar la estimulacién de la proliferacién de las
células T o la generacidn de anticuerpos a través de la estimulacién de las células B.

Como se ha indicado anteriormente, una composicién inmunogénica de la presente invenciéon puede formarse
combinando las neumolisinas mutantes con un excipiente farmacéuticamente (fisiolégicamente) aceptable, tal como
(pero no limitado a) solucién salina fisiolégica o soluciones salinas tamponadas a pH neutro (tal como solucién salina
tamponada con fosfato).

Por ejemplo, para composiciones de vacuna, los fragmentos son lo suficientemente grandes como para estimular una
respuesta inmune protectora. El componente polipeptidico debe tener una longitud suficiente para inducir dicha
respuesta inmunitaria potenciada. Para fragmentos de una proteina CDC de origen natural, los fragmentos tienen una
longitud de al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 25, al menos
aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente
125, al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 175, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350, al menos aproximadamente
400, al menos aproximadamente 425, al menos aproximadamente 450, al menos aproximadamente 460, al menos
aproximadamente 465 o0 més aminoacidos.

Los fragmentos pueden comprender porciones peptidicas de diferentes localizaciones de los mutantes que se han
unido entre si. Los fragmentos pueden incluir uno o mas de los tres bucles analizados en la presente memoria.
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Las neumolisinas mutantes también son Utiles para generar anticuerpos neutralizantes que pueden usarse como suero
inmunitario pasivo para tratar o mejorar sintomas en pacientes. Una composicién inmunogénica como se describié
anteriormente podria administrarse a un animal (tal como un caballo o un ser humano) hasta que se genere una
respuesta de anticuerpos neutralizantes. Estos anticuerpos neutralizantes pueden recogerse después, purificarse y
utilizarse para tratar pacientes que presentan sintomas.

Tales anticuerpos neutralizantes se administran a pacientes que presentan sintomas de enfermedad en una cantidad
eficaz para neutralizar el efecto del patégeno. Los anticuerpos neutralizantes pueden administrarse por via
intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutanea y similares. Una via particular es intravenosa, o para infeccién
localizada, tépicamente en el sitio de dafio tisular con desbridamiento. El anticuerpo neutralizante también puede
administrarse junto con terapia antibidtica. El anticuerpo neutralizante puede administrarse hasta que se obtenga una
disminucién en el choque o dafio tisular en una dosis Unica o dosis multiples. La cantidad de anticuerpos neutralizantes
administrada tipicamente es de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1.000 mg de anticuerpo por kg de peso
corporal, tal como, pero sin limitarse a, de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 200 mg de anticuerpo por kg
de peso corporal.

Las composiciones inmunogénicas pueden prepararse como una composicion farmacéutica que contiene una cantidad
inmunoprotectora no téxica de al menos una de las neumolisinas mutantes en un excipiente estéril y no téxico
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar al sujeto apropiado de cualquier manera adecuada conocida
en la técnica, incluyendo (pero sin limitarse a) por via oral, intramuscular, intravenosa, sublingual, mucosal,
intraarterial, intratecal, intradérmica, intraperitoneal, intranasal, intrapulmonar, intraocular, intravaginal, intrarectal y/o
subcutanea. Pueden introducirse en el tracto gastrointestinal o el tracto respiratorio, por ejemplo, mediante inhalacién
de una solucién o polvo que contiene la composicidén inmunogénica. La administraciéon parenteral, si se usa, se
caracteriza generalmente por inyeccién. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, bien como
soluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para solucién o suspension en liquido antes de la
inyeccién, o como emulsiones.

Una composicién inmunogénica (por ejemplo, una vacuna) se administra en una cantidad suficiente para incitar la
produccién de anticuerpos como parte de una respuesta inmunogénica. La dosificacién para cualquier paciente dado
depende de muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, la salud general, el sexo, el rea de superficie
corporal, la edad, el compuesto particular que se va a administrar, el tiempo y la via de administracién, y otros farmacos
que se administran simultaneamente. La determinacién de la dosificacién éptima esta dentro de las capacidades de
un farmacélogo con conocimientos ordinarios. Un intervalo no limitante de cantidades eficaces de una neumolisina
mutante que puede administrarse a un sujeto es, por ejemplo, de aproximadamente 10 ng de proteina a 100 mg por
kg de peso corporal, tal como de aproximadamente 0,1 ug de proteina a aproximadamente 1 mg por kg de peso
corporal. En al menos una realizacién no limitante, la dosificacidn proporcionada estd en un intervalo de
aproximadamente 0,25 ug a aproximadamente 25 pg de proteina, con o sin adyuvantes.

Cuando la composicién inmunogénica se administra por via parenteral, a través de la via intramuscular o subcutanea
profunda, la neumolisina mutante puede (en ciertas realizaciones particulares, pero no limitantes) mezclarse o
absorberse con cualquier adyuvante convencional para atraer o potenciar la respuesta inmunitaria. Tales adyuvantes
incluyen, pero no estan restringidos a, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, dipéptido de muramilo,
lipopolisacaridos bacterianos y derivados y saponinas purificadas de QuilA. La proteina también puede presentarse al
sistema inmunitario dentro de microparticulas tales como liposomas o complejos inmunoestimulantes (ISCOM). Como
se ha indicado, una formulacién que contiene los fragmentos de proteina/péptido mutante puede disefiarse para
ingestion oral o intranasal.

La dosis terapéuticamente eficaz y no tdxica de las composiciones inmunogénicas puede ser determinada por un
experto en la técnica. Por ejemplo, la dosis especifica para cualquier sujeto puede depender de una variedad de
factores que incluyen (pero no se limitan a) edad, salud general, dieta del paciente, tiempo y via de administracién,
efectos sinérgicos con otros farmacos que se estan administrando, y si la composicién inmunogénica se administra
repetidamente. Si es necesario, la composicién inmunogénica se administrara repetidamente con intervalos de uno a
tres meses entre cada dosis y con una dosis de refuerzo opcional méas tarde en el tiempo. Los métodos reales de
preparacién de las formas de dosificacién apropiadas son conocidos, o seran evidentes, para los expertos en esta
técnica; véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Ultima edicion.

Los polinucleétidos que codifican los polipéptidos mutantes y fragmentos activos pueden estar en forma de ARN o en
forma de ADN (incluyendo, pero sin limitarse a, ADNc, ADN gendmico y ADN sintético). EI ADN puede ser bicatenario
0 monocatenario, y si es monocatenario, puede ser la hebra codificante o la hebra no codificante (antisentido).

En la Tabla 2 se muestran secuencias de ADN (y secuencias de aminoéacidos correspondientes) que codifican
directamente (o codifican mediante el complemento inverso) las secuencias nativas de los CDC vy, por lo tanto, que
también pueden mutarse para formar las formas mutantes.
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Tabla 2: Secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos de formas nativas de CDC

SEQ ID NO: (Aminoacidos)

SEQ ID NO: (Acido nucleico)

Neumolisina

i Thuringiolisina
Perfringolisina 5 24
Alveolisina 6 25

Estreptolisina O

‘Noviolisina

Ivanolisina 12 31

L|ster|o||s|nao .................................................................. 13 ........................................................................................ 32 ..........................................
?Seeligeriolisina 14 33

?Suilisina 15 34
|\/||t|||s|na16 ........................................................................................ 35 ......................................
|ntermed|||s|na17 ........................................................................................ 36 ......................................
PAF L ® =
gPioIisina 19 38

Las células huésped se modifican por ingenieria genética (transducidas, transformadas y/o transfectadas) con los
vectores que comprenden un polinucleétido que codifica un polipéptido mutante de la presente invencién. El vector
puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula viral, un fago, etc. Las células huésped modificadas
por ingenieria genética pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales que pueden modificarse segln sea
apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar los polinucleétidos que codifican tales
polipéptidos. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son las usadas previamente con la
célula huésped seleccionada para la expresion, y seran evidentes para el experto en la técnica. Los vectores incluyen
secuencias de ADN cromosémicas, no cromosdémicas y sintéticas, por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos
bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y
ADN de fago, ADN viral tal como vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar y pseudorrabia. Sin embargo, puede
usarse cualquier otro vector siempre que sea replicable y viable en el huésped.
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La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante una variedad de procedimientos. En general,
la secuencia de ADN se inserta en un sitio sitios de endonucleasa de restriccién apropiado por procedimientos
conocidos en la técnica. Tales procedimientos y otros se consideran dentro del alcance de los expertos en la técnica.

La secuencia de ADN en el vector de expresion estd unida operativamente a una secuencia o secuencias de control
de la expresién apropiadas (promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Como ejemplos representativos de tales
promotores, se pueden mencionar: promotor LTR o SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor PL del fago lambda, y
otros promotores conocidos para controlar la expresién de genes en células procariotas o eucariotas o sus virus. El
vector de expresién también contiene un sitio de unién a ribosoma para el inicio de la traduccién y un terminador de la
transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

Ademas, los vectores de expresiébn pueden contener uno o més genes de marcadores seleccionables para
proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccién de células huésped transformadas tales como resistencia a
dihidrofolato reductasa o neomicina para cultivo de células eucariotas, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina
en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se ha descrito anteriormente en la presente memoria,
asi como una secuencia promotora o de control apropiada, se puede emplear para transformar un huésped apropiado
para permitir que el huésped exprese las proteinas.

Como ejemplos representativos (pero no limitantes) de huéspedes apropiados, se pueden mencionar: células
bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium;, células fngicas, tales como levadura; células
de insecto, tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales, tales como CHO, COS o melanoma de
Bowes; adenovirus; células vegetales, etc. La seleccién de una célula huésped apropiada se considera que esté dentro
del alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de la presente memoria.

Las construcciones recombinantes pueden comprender una o més de las secuencias como se describe y permite en
la presente memoria. Las construcciones comprenden un vector, tal como un plasmido o vector viral, en donde se ha
insertado una secuencia de polinucleétidos en una orientacién directa o inversa. La construccién puede comprender
ademas secuencias reguladoras, incluyendo, por ejemplo, un promotor unido operativamente a la secuencia. Los
expertos en la técnica conocen grandes numeros de vectores y promotores adecuados, y estan disponibles
comercialmente. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo no limitante. Bacteriano: pQE70, pQE&0,
pQE-9 (Qiagen, Inc., Hilden, Alemania), pBS, pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pBS, pNH8A, pNH164a,
pNH18A, pNH46A (Stratagene, San Diego, CA); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia,
Estocolmo, Suecia). Eucariota: pWWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene, San Diego, CA), pSVKS3, pBPV,
pMSG, pSVL (Pharmacia, Estocolmo, Suecia). Sin embargo, puede usarse cualquier otro plasmido o vector siempre
que sean replicables y viables en el huésped.

Las regiones promotoras pueden seleccionarse de cualquier gen deseado usando vectores CAT (cloranfenicol
transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son pKK232-8 y pCM7. Los
promotores bacterianos nombrados particulares incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pr, PL, y TRP. Los promotores
eucariotas incluyen CMV temprano inmediato, timidina quinasa de HSV, SV40 temprano y tardio, LTR de retrovirus, y
metalotioneina-l de ratén. La seleccidn del vector y promotor apropiados esta dentro del nivel de experiencia ordinaria
en la técnica.

Las células huésped que contienen las construcciones descritas anteriormente pueden ser una célula eucariota
superior, tal como (pero sin limitarse a) una célula de mamifero; una célula eucariota inferior, tal como (pero sin
limitarse a) una célula de levadura; o una célula procariota, tal como (pero sin limitarse a) una célula bacteriana. La
introduccién de la construccion en la célula huésped puede efectuarse mediante transfeccion con fosfato de calcio,
transfeccién mediada por DEAE-dextrano, electroporacién (Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986)
Elsevier Science Publishing Co., Inc., Nueva York, NY), o cualquier otra técnica adecuada.

Las construcciones en las células huésped pueden usarse de una manera convencional para producir el producto
génico codificado por la secuencia recombinante. Alternativamente, los polipéptidos pueden producirse sintéticamente
mediante sintetizadores de péptidos convencionales.

Las proteinas maduras pueden expresarse en células de mamifero, levadura, bacterias u otras células bajo el control
de promotores apropiados. También se pueden emplear sistemas de traduccién libres de células para producir tales
proteinas usando ARN derivados de las construcciones de ADN. Los vectores de clonacidén y expresién apropiados
para su uso con huéspedes procariotas y eucariotas se describen por Green y Sambrook (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cuarta Edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., (2012)).

La transcripcidn del ADN que codifica los polipéptidos mutantes por eucariotas superiores puede aumentarse
insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos de ADN que actian en cis,
normalmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actlan sobre un promotor para aumentar su transcripcién. Los
ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacién pb 100 a 270, un potenciador del
promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacién y
potenciadores de adenovirus.
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Generalmente, los vectores de expresidn recombinantes incluiran origenes de replicacién y marcadores
seleccionables que permitan la transformacién de la célula huésped, por ejemplo, el gen de resistencia a ampicilina
de E. coli y el gen TRP1 de S. cerevisiae, y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dirigir la
transcripcién de una secuencia estructural en 3. Dichos promotores pueden derivarse de operones que codifican
enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), factor a, fosfatasa acida o proteinas de choque térmico,
entre otros. La secuencia estructural heter6loga se ensambla en fase apropiada con secuencias de iniciacién y
terminacion de la traduccion. Opcionalmente, la secuencia heter6loga puede codificar una proteina de fusiéon que
incluye un péptido de identificacién N-terminal que confiere caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacién o
purificacién simplificada del producto recombinante expresado.

Los vectores de expresién Utiles para uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de ADN estructural que
codifica una proteina deseada junto con sefiales de iniciacién y terminacién de la traduccién adecuadas en fase de
lectura operativa con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas marcadores seleccionables fenotipicos
y un origen de replicacién para asegurar el mantenimiento del vector y para, si se desea, proporcionar la amplificacién
dentro del huésped.

Como ejemplo representativo, pero no limitante, los vectores de expresién Utiles para uso bacteriano pueden
comprender un marcador seleccionable y un origen de replicacién bacteriano derivados de plasmidos disponibles
comercialmente que comprenden elementos genéticos del vector de clonacién bien conocido pBR322 (ATCC 37017).
Tales vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J., EE.
Uu.) y pGEM1 (Promega, Madison, Wis., EE. UU.). Estas secciones de “esqueleto” de pBR322 se combinan con un
promotor apropiado y la secuencia estructural que se va a expresar.

Después de la transformacién de una cepa huésped adecuada y el crecimiento de la cepa huésped a una densidad
celular apropiada, el promotor seleccionado se induce por medios apropiados (por ejemplo, cambio de temperatura o
induccién quimica), y las células se cultivan durante un periodo adicional.

Las células se recogen tipicamente por centrifugaciéon, se rompen por medios fisicos o quimicos, y el extracto bruto
resultante se retiene para purificacién adicional.

Las células microbianas empleadas en la expresiéon de proteinas pueden romperse mediante cualquier método
conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-descongelacién, sonicacidén, una prensa de French, ruptura mecénica
o uso de agentes de lisis celular, tales métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica. Sin embargo, puede
ser deseable (pero no limitante) usar células huésped que secretan los polipéptidos y permiten la recuperacién del
polipéptido del medio de cultivo.

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar la proteina
recombinante. Los ejemplos de sistemas de expresién de mamiferos incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de
rifiédn de mono, descritas por Gluzman (Cell (1981) 23:175) y otras lineas celulares capaces de expresar un vector
compatible, por ejemplo, las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HelLa y BHK. Los vectores de expresién de mamiferos
comprenderan un origen de replicacién, un promotor y potenciador adecuados, y también cualquier sitio de unidén a
ribosomas necesario, sitio de poliadenilacién, sitios donadores y aceptores de corte y empalme, secuencias de
terminacion de la transcripcidn y secuencias no transcritas flanqueantes en 5'. Las secuencias de ADN derivadas de
los sitios de corte y empalme y poliadenilacién de SV40 pueden usarse para proporcionar los elementos genéticos no
transcritos requeridos.

Los polipéptidos pueden recuperarse y/o purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes mediante métodos de
recuperacién y purificacién de proteinas bien conocidos. Dicha metodologia puede incluir precipitacién con sulfato de
amonio o etanol, extraccion con é&cido, cromatografia de intercambio aniénico o catibnico, cromatografia en
fosfocelulosa, cromatografia de interaccidn hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxilapatita y
cromatografia en lectina. Las etapas de replegamiento de proteinas pueden usarse, segln sea necesario, para
completar la configuracién de la proteina madura. A este respecto, se pueden usar chaperonas en dicho procedimiento
de replegamiento. Finalmente, se puede emplear cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para las etapas de
purificacion finales.

Los polipéptidos mutantes que son utiles como inmundgenos en la presente invencién pueden ser productos de
procedimientos sintéticos quimicos, o productos de técnicas recombinantes de un huésped procariota o eucariota (por
ejemplo, mediante células bacterianas, de levadura, vegetales superiores, de insecto y de mamifero en cultivo), como
se explicd anteriormente. Dependiendo del huésped empleado en un procedimiento de produccién recombinante, los
polipéptidos mutantes pueden estar glicosilados o pueden estar no glicosilados.

Los polipéptidos expresados individualmente pueden aislarse mediante métodos de expresion/aislamiento
recombinante que son bien conocidos en la técnica. Los ejemplos tipicos para tales métodos de aislamiento pueden
utilizar un anticuerpo frente a un area conservada de la proteina o frente a una etiqueta His o lider o cola escindible
que se expresa como parte de la estructura de la proteina.

Un fragmento es un polipéptido variante que tiene una secuencia de aminoacidos que es completamente la misma
que una parte, pero no toda, de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos nativos o mutantes. Los fragmentos
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pueden ser "independientes" o estar contenidos dentro de un polipéptido més grande del que el fragmento forma una
parte o una region, tal como (pero sin limitarse a) como una Unica regién continua. Los fragmentos no limitantes
particulares son fragmentos bioldgicamente activos que son aquellos fragmentos que median actividades de los
polipéptidos incluyendo aquellos con actividad similar o actividad mejorada o con una actividad disminuida. También
se incluyen aquellos fragmentos que son antigénicos o inmunogénicos en un animal, particularmente un ser humano.
Los fragmentos de una CDC mutante pueden tener, por ejemplo (pero no a modo de limitacién), una longitud de al
menos aproximadamente 20-100 aminoacidos, o una longitud de aproximadamente 100-200 aminoécidos.

Los &cidos nucleicos que codifican mutantes de CDC pueden hibridarse con la secuencia nativa correspondiente en
condiciones de hibridacién de alta astringencia. Un ejemplo de condiciones de alta astringencia incluye la hibridacion
a aproximadamente 42 °C en formamida al 50 %, 5 X SSC, solucién de Denhardt 5 X, SDS al 0,5 % y 100 pg/ml de
ADN portador desnaturalizado seguido de lavado dos veces en 2 X SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente y
dos veces adicionales en 0,1 X SSC y SDS al 0,5 % a 42 °C.

Construcciones de 4cido nucleico/vectores de expresién

Como se ha indicado, los &cidos nucleicos pueden incorporarse en construcciones o vectores de acidos nucleicos
heterélogos que son capaces de introducirse y replicarse en una célula huésped. Puede usarse cualquier vector
siempre que sea replicable y viable en las células en donde se introduce. Los expertos en la técnica conocen grandes
nimeros de vectores y promotores adecuados, y estan disponibles comercialmente. La secuencia de ADN apropiada
puede insertarse en un plasmido o vector (denominados colectivamente en la presente memoria "vectores") mediante
una variedad de procedimientos. En general, la secuencia de ADN se inserta en un sitio o sitios apropiados de
endonucleasa de restriccidn por procedimientos estdndar. Tales procedimientos y los procedimientos de subclonacion
relacionados se consideran dentro del alcance del conocimiento de los expertos en la técnica.

Las construcciones de acido nucleico heterdlogo pueden incluir la secuencia codificante para las neumolisinas
mutantes o fragmentos de las mismas: (i) aisladamente; (ii) en combinacién con secuencias codificantes adicionales,
tales como (pero sin limitarse a) secuencias codificantes de proteinas de fusién o péptidos sefial, en donde la
secuencia codificante de CDC mutante es la secuencia codificante dominante; (iii) en combinacién con secuencias no
codificantes, tales como (pero sin limitarse a) intrones y elementos de control, tales como elementos promotores y
terminadores o regiones no traducidas en 5' y/o 3', eficaces para la expresiéon de la secuencia codificante en un
huésped adecuado; y/o (iv) en un vector o entorno del huésped en donde la secuencia codificante de CDC mutante
es un gen heterdlogo.

Los vectores apropiados estan equipados tipicamente con una secuencia de acido nucleico codificante de un marcador
seleccionable, sitios de insercion y elementos de control adecuados, tales como secuencias promotoras y de
terminacion. El vector puede comprender secuencias reguladoras, incluyendo, por ejemplo, secuencias no codificantes
tales como intrones y elementos de control, es decir, elementos promotores y terminadores o regiones no traducidas
en 5'y/o 3', eficaces para la expresién de la secuencia codificante en células huésped (y/o en un vector o entorno de
célula huésped en donde una secuencia codificante de antigeno de proteina soluble modificada no se expresa
normalmente), unidas operativamente a la secuencia codificante. Los expertos en la técnica conocen grandes nimeros
de vectores y promotores adecuados, muchos de los cuales estan disponibles comercialmente.

Los promotores ejemplares incluyen tanto promotores constitutivos como promotores inducibles, ejemplos de los
cuales incluyen un promotor de CMV, un promotor temprano de SV40, un promotor de RSV, un promotor de EF-1q,
un promotor que contiene el elemento sensible tet (TRE) en el sistema tet activado o tet desactivado, el promotor de
beta actina y el promotor de metalotioneina que puede regularse al alza mediante la adicién de ciertas sales metalicas.
Una secuencia promotora es una secuencia de ADN que es reconocida por la célula huésped con fines de expresion.
Esta unida operativamente a la secuencia de ADN que codifica el polipéptido mutante.

A menos que se indique lo contrario, la practica de las composiciones y métodos emplea técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la experiencia de un experto
en la técnica.

Ejemplos

A continuacién, se proporcionan ejemplos en la presente memoria. Sin embargo, las realizaciones de la presente
invencién no estan limitadas en su aplicaciéon a la experimentacion especifica, resultados y procedimientos de
laboratorio descritos en la presente memoria. Los Ejemplos pretenden ser ejemplares, no exhaustivos.

Ejemplo 1 no es segln la invencién.

Las citolisinas dependientes del colesterol (CDC) son una gran familia de toxinas polipeptidicas formadoras de poros
producidas por méas de 20 especies diferentes de bacterias Gram-positivas®. Inicialmente, las bacterias secretan estas
toxinas como monémeros solubles en agua estables. El monémero se une a membranas y experimenta una secuencia
especifica de cambios estructurales, que promueve la oligomerizacién y la formacién de poros. Como indica el nombre,
el mecanismo de formacidén de poros de las CDC depende absolutamente del colesterol de la membrana para su
mecanismo de formacién de poros. El dogma durante varias décadas ha sido que el colesterol es el receptor de estas
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toxinas y que el undecapéptido conservado, localizado en el dominio 4 (D4) de las CDC (Fig. 2), es importante para la
interaccion de las CDC con el colesterol>*. Sin embargo, otros estudios han sugerido que el undecapéptido no media
la unioén inicial de estas CDC a membranas ricas en colesterol>8. Por lo tanto, los componentes estructurales de estas
CDC que median su unién al colesterol han sido confusos antes del presente trabajo.

La sensibilidad del mecanismo de las CDC a la oxidacién se conoce desde hace mas de 80 afios’ y este rasgo fue
responsable del titulo de “citolisinas activadas por tiol” que se dio originalmente a estas toxinas (revisado en la
referencia 8). La oxidacién de este grupo tiol da como resultado una pérdida significativa de actividad citolitica, a
menudo > 99 %?2. Posteriormente, se mostré mediante andlisis de secuencia de un gran nimero de las CDC que la
cisteina que tiene el grupo tiol sensible residia en el undecapéptido conservado (ECTGLAWEWWR-SEQ ID NO: 39),
ya que esta es la Unica cisteina presente en la mayoria de las CDC secuenciadas. Se ha sugerido que la pérdida de
la oxidacién asociada a la actividad citolitica de este grupo tiol resulta de alteraciones en la unién a membranas ricas
en colesterol?, estableciendo asi una vinculacion putativa entre la uniéon a membrana y el undecapéptido. La naturaleza
altamente conservada del undecapéptido también sugirié una funcidén altamente conservada, quizds mediando una
interaccién directa con el colesterol de la membrana.

El dogma de que el colesterol es el receptor para las CDC se complicé por el descubrimiento de la intermedilisina
(ILY), una CDC que es secretada por Streptococcus intermedius. En contraste con otras CDC, ILY es especifica de
las células humanas®'°, una caracteristica que se explica por su capacidad para unirse especificamente a CD59
humano, un inhibidor especifico de especie del complejo de ataque a la membrana del complemento' "2, en lugar de
membranas ricas en colesterol’®. Por lo tanto, existen ahora al menos dos clases de CDC, ILY que se une a un receptor
no esterol especifico y CDC de tipo PFO que se unen directamente a membranas ricas en colesterol. Sin embargo,
los mecanismos citoliticos de ambos tipos de CDC son sensibles al colesterol de la membrana y ninguno es activo en
membranas que estan sustancialmente deplecionadas de colesterol'. Estos estudios, por lo tanto, presentaron un
enigma; ¢ el colesterol contribuye al mecanismo de ILY de una manera significativamente diferente que las CDC de
tipo PFO, o existe una base molecular unificadora para la contribucién del colesterol a ambas clases de CDC?

Giddings et al.’ mostré que la deplecion de colesterol de las membranas de hRBC bloqueaba la conversién de preporo
a poro para todas las CDC, pero también afectaba la unién de las CDC de tipo PFO, a la membrana. Soltani et al.’®
mostré que la disrupcidn de la insercién en la membrana de los bucles L1-L3 de D4 (Fig. 2) de ILY bloquea también la
conversion de preporo a poro. Por lo tanto, dos fenémenos distintos bloquean la conversién de preporo a poro en ILY, la
deplecion del colesterol de la membrana' y la disrupcién de la insercion en la e membrana de los bucles L1-L35.

Basandose en estas observaciones, se realizé una investigacion detallada de la interaccidn de los bucles de D4 y el
undecapéptido de ILY y PFO con membranas. Los resultados de estos estudios indican que los bucles L1-L3 en la
base del dominio 4 son las estructuras primarias que reconocen membranas ricas en colesterol, en lugar del
undecapéptido. La interaccidén de estos bucles con membranas ricas en colesterol media la interaccién de PFO con
membranas ricas en colesterol, mientras que su insercién en la membrana también es necesaria para la conversion
de preporo a poro tanto de PFO como de ILY. Por lo tanto, estos resultados proporcionan ahora la base estructural
para la sensibilidad al colesterol de las CDC y proporcionan una explicacién unificadora para el efecto del colesterol
tanto en las CDC de tipo ILY como PFO, que usan diferentes receptores de membrana.

Materiales y métodos del Ejemplo 1

Cepas bacterianas, plasmidos y productos quimicos

Los genes para ILY y PFO se clonaron en pTrcHisA (Invitrogen) como se ha descrito previamente'#'®. Todas las
mutaciones se hicieron en el fondo de ILY nativo (sin cisteina natural) o en PFO sin cisteina (PFO®*°4). El PFO nativo
contiene una cisteina en el residuo 459 que se ha cambiado a alanina para generar el derivado de PFO sin cisteina
PFOC4%  Tanto PFO como PFO®4%°A muestran actividades citoliticas similares'®. Todos los productos quimicos y
enzimas se obtuvieron de Sigma, VWR, y Research Organics. Todas las sondas fluorescentes se obtuvieron de
Molecular Probes (Invitrogen).

Generacion y purificacién de ILY y sus derivados

Usando mutagénesis QuikChange de PCR (Stratagene), se realizaron diversas sustituciones de aminoacidos en ILY
nativo o0 PFOC4%94 | as secuencias de ADN de las versiones mutantes del gen de ILY se analizaron por la Instalacion
de Secuenciacién de ADN Central de la Oklahoma Medical Research Foundation. La expresion y purificacién de ILY
recombinante y sus derivados de Escherichia coli se llevaron a cabo como se ha descrito'>'®. La proteina eluida se
dializd en tampén (NaCl 300 mM, MES 10 mm, EDTA 1 mM, pH 6,5) durante la noche a 4 °C. La proteina se almacend
después en DTT 5 mM y glicerol estéril al 10 % (vol/vol) a -80 °C.

Modificacién quimica de ILY y PFO y sus derivados con reactivos especificos de sulfhidrilo.

Los derivados cisteina de ILY se modificaron con la sonda ambientalmente sensible yodoacetamido-N,N'-dimetil-N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazolil)etilen-diamina (NBD) a través del grupo sulfhidrilo. La reaccién se llevé a cabo como se ha
descrito previamente'. La proteina modificada se almacend en glicerol estéril al 10 % (volfvol), se congeld rapidamente
en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C. Las proteinas se marcaron con una eficiencia del 75 % o superior.
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Mediciones de fluorescencia

Todas las mediciones de intensidad de fluorescencia se realizaron usando un espectrofluorimetro de recuento de
fotones SLM-8100 como se ha descrito previamente'®. Para las mediciones de NBD, se usaron una longitud de onda
de excitaciéon de 460-480 nm y una longitud de onda de emisién de 540 nm con un paso de banda de 4 nm. Se
realizaron exploraciones de emisién de 500-600 nm para cada muestra a una resolucién de 1 nm con un tiempo de
integracién de 1 s. Las muestras que contenian 10 pg de toxina total se incubaron con membranas de glébulos rojos
humanos fantasma (hRBC) (equivalente a 303,25 ug de proteina de membrana) en PBS [Na2HPO410 mM, KH2PO42
mM, NaCl 137 mM, KCI 3 mM (pH 7,5)] a 37 °C durante 5-10 minutos antes de realizar las mediciones espectrales.

Preparacién de liposomas

Se prepararon liposomas que contenian 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC; Avanti Polar Lipids) y
colesterol en una proporcién de 45:55 % en moles tal como se describio6.

Preparacién de membrana fantasma de HRBC

Se prepararon membranas fantasmas de HRBC como se describié previamente. El contenido de proteina de
membrana se cuantificé usando el método de Bradford (Ensayo de Proteinas Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories, Inc.)
también descrito previamente'416,

Deplecién y replecién de colesterol

La extraccién de colesterol se realizé con metil-B-ciclodextrina (MBCD) como se describié previamente'. Brevemente,
se incubaron membranas de huRBC fantasma humano con una concentracién final de MBCD 20 mM-40 mM (recién
preparada para cada uso) a 37 °C durante 2 horas. Las membranas se lavaron tres veces mediante centrifugacion
repetida (14.000 rpm durante 20 min a 4 °C) y se resuspendieron en PBS para eliminar el exceso de MBCD. Las
membranas fantasmas se suspendieron finalmente en PBS. El contenido de colesterol se midié usando el kit de
cuantificacién de colesterol/éster de colesterilo (Calbiochem, Billerica, MA). Tipicamente, el contenido de colesterol de
las membranas disminuyé >90 % mediante este método.

La replecién de colesterol se realiz6 usando MPBCD cargado con colesterol. Este método se ha descrito
anteriormente’®. Brevemente, se afiadié MBCD recién preparado al tampon A (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, KHoPO4 5
mM, MgSO41 mM, HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, pH 6,5) hasta una concentracidn final de 5 mM. Se prepar6 una
solucién madre 100 mM de colesterol en una mezcla 1:2 (vol/ivol) de cloroformo:metanol. Se calent6 tampén A+ MBCD
hasta 80 °C en un recipiente de vidrio. Una vez calentado hasta 80 °C, se afiadié colesterol suspendido a una
concentracién final de 4 mM. La soluciéon se homogeneizé por sonicacion (4 x 20 s). Después, la solucién se filtrd
usando un filtro de .22 um. Se afladié¢ MBCD cargado con colesterol a membranas fantasma sedimentadas
deplecionadas de colesterol y se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Las membranas se lavaron mediante
centrifugacién repetida como antes y finalmente, se resuspendieron en PBS.

Inmovilizacién de liposomas en un chip sensor L1 de SPR

La resonancia de plasmén superficial (SPR) se midi6é con un sistema BlAcore 3000 usando un chip sensor L1 (BlAcore,
Uppsala, Suecia). El chip sensor L1 contiene una matriz de dextrano a la que se unen covalentemente residuos hidréfobos
y se ha usado rutinariamente para la inmovilizacién de liposomas. En la preparacién del chip L1 para liposomas, se
inyectaron 10 pl de CHAPS 20 mM a un caudal de 10 pl/min. Los liposomas (concentracién de lipido final 0,5 mM) se
inyectaron después al mismo caudal durante 10 min. Después de la inyeccion de liposomas, se inyecté NaOH 50 mM
durante 3 min para eliminar las multiples capas de lipidos. Esto fue seguido por inyeccién de 0,1 mg/ml de BSA para
recubrir los sitios de unién no especifica. Todas las inyecciones se realizaron a 25 °C. El chip L1 se regenerd y se retiraron
los liposomas mediante inyecciones repetidas de CHAPS 20 mM y NaOH 50 mM hasta que se alcanzé la lectura original
de RU. El procedimiento de regeneracién no dio como resultado pérdida de la capacidad de unién del chip sensor.

Anélisis de SPR

Todos los analisis de interaccidén entre los liposomas y los derivados de PFO se realizaron en HBS a 25 °C. Se
inyectaron PFO de tipo silvestre (50 ng/pl) y los mutantes de aspartato de PFO (50 ng/ul) sobre el chip recubierto de
liposomas a un caudal de 30 pl/min durante 4 minutos.

Resultados del Ejemplo 1

Estrategia experimental. La unién a membranas nativas de ILY no depende del colesterol de la membrana, pero su
mecanismo sigue siendo sensible al colesterol. A diferencia de las CDC de tipo PFO que no se unen a membranas
que carecen de colesterol, la unién al receptor y la oligomerizacién de ILY todavia se producen en membranas
deplecionadas de colesterol’™. Por lo tanto, se us6 ILY para identificar en primer lugar estructuras que eran
responsables de su dependencia del colesterol. Una vez identificadas las estructuras de ILY que eran sensibles al
colesterol de la membrana, se examiné el efecto de la disrupcién de estas estructuras en PFO sobre su capacidad
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para unirse a membranas liposomales ricas en colesterol. De esta manera, se podria determinar si las mismas
estructuras tanto en ILY como en PFO eran responsables de su dependencia del colesterol.

No se requiere colesterol para la insercidén en la membrana del undecapéptido de /LY. Estudios previos con ILY han
mostrado que el undecapéptido debe insertarse en la membrana con el fin de que se forme el preporo™. Por lo tanto,
se determiné si su insercidn era sensible o no al colesterol de la membrana. Se sustituy6 un residuo de cisteina por
Ala-486, que se localizaba dentro del undecapéptido, y se marcd con NBD a través de su grupo sulfhidrilo. Se ha
mostrado que este residuo se inserta en la membrana en ILY nativa'™. La intensidad de fluorescencia del NBD en
ILYA486C-NBD ge midié en ausencia y presencia de membranas que contenian colesterol o membranas deplecionadas
de colesterol. Como se muestra en la Fig. 3, en presencia de membranas fantasma de hRBC, el undecapéptido se
inserta en la membrana como se muestra por el aumento en la intensidad de emisién de fluorescencia en comparacion
con la observada para ILY en su estado soluble. Cuando la membrana se depleciona de colesterol, se observa el
mismo aumento en la emisién de fluorescencia. Estos resultados demuestran que la insercién en la membrana de la
regiéon del undecapéptido cercana a Ala-486 es independiente del contenido de colesterol en la membrana.

Se requiere colesterol para la insercién de los bucles L1, L2 y L3. La insercién en la membrana de los tres bucles
hidréfobos cortos en la punta de D4 (Fig. 2) se produce en concierto y se requiere para anclar y orientar
apropiadamente los mondmeros de CDC sobre la membrana®™'?. Su insercién, en concierto con la insercién del
undecapéptido, es necesaria para la posterior insercién en la membrana de las horquillas  transmembrana (TMH) de
D3 que conduce a la formacion del poro de barril g transmembrana'. El colesterol también se requiere para la insercion
de las TMH y la formacion del complejo de poro™. Por lo tanto, tanto el colesterol de la membrana como la insercién
en la membrana de los bucles L1-L3 son requisitos previos para la conversion de preporo a poro'15. Puesto que la
insercion en la membrana de los bucles L1-L3 precede a la insercién de las TMH de D3, parecia razonable que la
deplecién del colesterol de la membrana puede bloquear la insercién de los bucles L1-L3 que, a su vez, impediria la
insercion de las TMH de D3 y bloquearia la transicién de preporo a poro. Por lo tanto, se planteé la hipétesis de que
se requiere colesterol para la inserciéon en la membrana de los bucles L1-L3.

Para probar esta hipétesis, se midié individualmente la insercién en la membrana de los bucles L1-L3 en membranas
fantasma de huRBC nativas y deplecionadas de colesterol. Recientemente, se ha mostrado que los residuos de ILY
Leu-518, Ala-424 y Ala-464, situados dentro de los bucles L1, L2 y L3, respectivamente, se insertan en la membrana'’.
Para medir la insercién de cada bucle, se muté un residuo en cada bucle a una cisteina (ILYA428C |LYA484C || YL518CY15
y el grupo sulfhidrilo se derivatizé con NBD. A medida que el NBD localizado en estos sitios entra en la membrana, su
intensidad de emisién de fluorescencia aumenta significativamente'.7. La intensidad de emision del NBD se compard
entre toxina monomérica soluble, toxina unida a membranas fantasma de huRBC y toxina unida a membranas
fantasma deplecionadas de colesterol.

En marcado contraste con el aumento en la intensidad de emisién de fluorescencia observado cuando cada bucle se
inserta en la membrana de fantasmas de hRBC nativos, la deplecién de aproximadamente el 90 % del colesterol de
la membrana suprime la insercién en la membrana de los tres bucles (Fig. 4, paneles a-c). La restauracién del
colesterol en las membranas deplecionadas de colesterol restaura la capacidad de los bucles para insertarse en la
membrana (Fig. 4, paneles d-f). Por lo tanto, se requiere colesterol en la membrana para la insercidén de los bucles L1-
L3y, como se ha mostrado previamente, esta insercion es necesaria para la conversion de preporo a poro'#15,

La sustitucién de aspartato de los residuos en los bucles L1-L.3 de PFO evita su unién a membranas ricas en colesterol.
La insercién en la membrana de los bucles L1-L3 de ILY fue sensible a la deplecién de colesterol en membranas
nativas, lo que sugiere que, en PFO, estos mismos bucles podrian mediar su unién directamente a membranas ricas
en colesterol. Sin embargo, este problema no pudo abordarse en la PFO de una manera similar a la usada con ILY,
ya que la deplecidén de colesterol disminuye la unién de PFO a la membrana. Por lo tanto, se determiné el efecto de
mutar estos mismos bucles sobre la unién de PFO a liposomas ricos en colesterol. Esto se llevé a cabo mediante la
introduccién de aspartato en los bucles L1-L3 de PFO, que, previamente se habia mostrado en ILY, que evita su
insercion en la membrana’®. La insercion de los bucles L1-L3 se acopla en ILY, y la introduccién de un aspartato para
cualquier residuo de bucle Unico, Ala-428 (L2), Ala-464 (L3) o Leu518 (L1), bloqueaba su insercién en la membrana.
Por lo tanto, se predijo que, si se sustituyera aspartato por uno cualquiera de los residuos analogos en PFO, Ala-401,
Ala-437 o Leu-491, se alteraria la unién de PFO a liposomas ricos en colesterol.

La sustitucién individual de los residuos anélogos en PFO, Ala-401 (L2), Ala-437 (L3) y Leu-491 (L1), dio como
resultado una pérdida mayor del 99,7 % de la actividad hemolitica para cada mutante (datos no mostrados). La unién
de los mutantes de PFO a liposomas de colesterol-PC se midié por resonancia de plasmén superficial (SPR). Como
se muestra en la Fig. 5a, estas mutaciones redujeron significativamente la unién a liposomas de colesterol-PC cuando
se examinaron por SPR. La sustitucién de aspartato por Ala-401 (L2) o Leu-491 (L1) suprimié completamente la unién
de PFO a las membranas de los liposomas, y la unién por el aspartato sustituido con Ala-437 (L3) fue menor del 7 %
de la de tipo silvestre (Fig. 5b). Este resultado indica que los bucles L1-L3 de D4 son criticos para la interaccién de las
CDC de tipo PFO con membranas ricas en colesterol.

La modificacién de Cys-459 de PFO bloquea la insercién en la membrana de los residuos de triptéfano del
undecapéptido, pero no la unién a la membrana de PFO. Se ha pensado desde hace tiempo que el undecapéptido
conservado de las CDC de tipo PFO participa en su unién a membranas ricas en colesterol, principalmente porque se
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informd que la modificacién quimica del grupo sulfhidrilo de la cisteina nativa (Cys-459) del undecapéptido afecta
significativamente a la unién de PFO a niimeros celulares bajos de RBC de oveja, pero no a nimeros celulares altos?
Otros, sin embargo, han mostrado que su modificacion no parece afectar la unién de otras CDC a las células®®. Por
lo tanto, se compararon por SPR las capacidades de PFO nativos y PFO modificados a través del grupo sulfhidrilo de
Cys-459 del undecapéptido para unirse a liposomas de colesterol-PC.

La modificacién del tiol de Cys-459 del undecapéptido de PFO con el reactivo especifico de sulfhidrilo N-etilmaleimida
(NEM) redujo la actividad hemolitica en un 99 % (datos no mostrados), similar a otros informes en donde el sulfhidrilo
de cisteina de PFO y SLO se modificaron quimicamente?'®. La tasa y grado de la union, sin embargo, de la toxina
modificada con NEM aumenté con respecto a la de la toxina nativa, segin se determiné mediante anélisis de SPR
(Fig. 6A-B). Por lo tanto, la modificacién quimica de Cys-459 no disrumpi6 la unién de PFO a la membrana.

Si la modificacién de la Cys-459 no afectaba a la unidn, se planteaba la cuestién de lo que esta modificacién hacia a
PFO que bloqueaba eficazmente su actividad. Desde el descubrimiento de las CDC hace casi 90 afios, se sabe que
su mecanismo citolitico era sensible a la oxidacién. El residuo sensible a la oxidacién se vinculd finalmente al residuo
de cisteina del undecapéptido altamente conservado®. Los efectos estructurales de la modificacion de la cisteina sobre
el PFO se examinaron adicionalmente para determinar si su modificaciéon evitaba un cambio estructural en PFO que
podria afectar a su actividad. La insercién en la membrana de los triptéfanos de undecapéptido 464, 466 y 467 esta
conformacionalmente acoplada a la insercién de los TMH de D3. Estudios previos han mostrado que las mutaciones
en los residuos de TMH1 de D3 que aumentan su tasa de insercién también aumentan la tasa de insercién en la
membrana de los residuos de triptéfano del undecapéptido™. Puesto que Cys-459 esté yuxtapuesta a los residuos de
triptéfano, se determiné si la modificacién quimica del grupo tiol de la cisteina bloqueaba la insercién en la membrana
de los residuos de triptéfano.

La insercién en la membrana de los residuos de triptéfano del undecapéptido puede monitorizarse mediante el
aumento en su intensidad de fluorescencia intrinseca a medida que se mueven al entorno no polar de la membrana2-2",
La insercion de estos triptéfanos se midié en el PFO modificado con NEM y nativo (Fig. 6a y 6b). La modificacién de
Cys-459 bloqued la insercién de los triptéfanos del undecapéptido, pero no le impidié formar un oligémero resistente
a SDS, similar al PFO nativo (datos no mostrados). Por lo tanto, estos datos muestran que el cambio conformacional
en la estructura de PFO que se refleja por la pérdida de la insercidén de los residuos de triptéfano del undecapéptido
afecta a la posterior conversidn del oligémero de preporo en el complejo de poro.

Inmunizacién con el mutante de neumolisina Leu 460Asp

Se inmunizaron ratones CBA/CAHN-XID por via subcutanea con 5 pg de neumolisina 0 mutante de neumolisina, usando
alumbre (hidréxido de aluminio) como adyuvante en los dias 0y 14. El dia 21, los ratones se inmunizaron con las proteinas
en diluyente solo (sin adyuvante). Todas las inyecciones se administraron en un volumen de 0,2 ml. El dia 35, los ratones
se pulsaron con la cepa 19F de tipo capsular EF3030. Siete dias después, los ratones se sacrificaron con gas diéxido de
carbono. Los pulmones se homogeneizaron y se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en los
pulmones de cada ratén sembrando en placas el tejido homogeneizado en placas de agar sangre. Los ratones también
se sangraron. No se observaron neumococos en la sangre, demostrando que este es un modelo de neumonia y no
neumonia y sepsis. Los resultados muestran que tanto la neumolisina de tipo silvestre como la mutante eran capaces de
proteger contra la neumonia en un modelo de neumonia focal en ratones (Fig. 7).

Dos caracteristicas distintivas consolidadas de las CDC son la dependencia de su mecanismo formador de poros en
la presencia de colesterol de membrana y la inactivacion reversible de la mayoria de las CDC por oxidacién de la
cisteina del undecapéptido. Los estudios de la presente memoria resuelven la base molecular para ambos fenémenos.
Sin desear estar limitado por la teoria, la insercién en la membrana de los bucles L1-L3, localizados en la base del
dominio 4, parece ser el evento principal que es sensible a la presencia de colesterol en la membrana para ILY. Tras
la deplecién del colesterol, estos bucles no se insertan en la membrana y, como se ha mostrado previamente, la
extraccion de colesterol de las membranas de hRBC'® evita la conversion de preporo a poro de ILY. Estos resultados
indican que ambos efectos resultan también de la incapacidad de estos bucles para insertarse en membranas
deplecionadas de colesterol. Estos datos indican ademas que la oxidacién de la cisteina conservada en PFO, y
presumiblemente otras CDC de tipo PFO, bloquea la insercién en la membrana de los residuos de triptéfano que
atrapan PFO en un estado preporo, pero no afecta a la unién a liposomas ricos en colesterol.

El descubrimiento de ILY, una toxina especifica de células humanas present6 un enigma de cémo podria discriminar
ILY entre células humanas y animales si el colesterol fuera su receptor. La especificidad celular humana de ILY se
explicé por el descubrimiento de que CD59 humano, una etapa tardia, inhibidor del complemento especifico de
especie, era su receptor’®. Aunque el colesterol no era el receptor de ILY, su mecanismo formador de poros
permanecia sensible al colesterol de la membrana’ y mostré que se requeria colesterol para una etapa mucho mas
tardia del mecanismo formador de poros en ILY; la deplecién sustancial del colesterol de la membrana bloqued la
conversion de preporo a poro. Curiosamente, esto también se observo para SLO y PFO' dos CDC que pueden unirse
directamente a membranas ricas en colesterol. Aunque la depleciéon del colesterol de la membrana de hRBC
bloqueaba la conversidén de preporo a poro de PFO, también disminuia la unién de PFO. Por lo tanto, el colesterol es
necesario para la conversién de preporo a poro para las tres CDC y ademés también contribuye a la unién a la
membrana por las CDC de tipo PFO.
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Recientemente, Soltani et al.’® mostré que la insercién en la membrana de los bucles L1-L3 de D4 de ILY es necesaria
para la conversién de preporo a poro. Por lo tanto, tanto el colesterol como la insercién en la membrana de los bucles
L1-L3 eran necesarios para la conversion de preporo a poro de ILY. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, los
datos presentados en la presente memoria indican que una explicacién unificadora para estas observaciones es que
la insercién en la membrana de estos bucles solo se produce en membranas ricas en colesterol, y esta insercién es
necesaria para la conversion de preporo a poro de tanto de tipo ILY como de las CDC tipo PFO. Ademas, la capacidad
de estos bucles para insertarse en membranas ricas en colesterol también media la unién inicial de PFO, y
presumiblemente las CDC de tipo PFO, a superficies de membrana ricas en colesterol. Por lo tanto, estos datos indican
que tanto en ILY como en CDC de tipo PFO, los bucles L1-L3 deben insertarse en la membrana con el fin de la
formacién exitosa del complejo de poros. En el caso de ILY, la unidén esta mediada primero por huCD59 seguido de la
insercion de los bucles L1-L3 en membranas ricas en colesterol, mientras que estos dos eventos, unién e insercion,
son uno y el mismo en PFO y estan mediados principalmente por los bucles L1-L3.

Tradicionalmente, se ha aceptado que el undecapéptido de las CDC de tipo PFO contribuia o mediaba directamente
el reconocimiento de membranas ricas en colesterol2321, Los estudios de la presente memoria indican que los bucles
L1-L3 son las estructuras primarias que median la interaccién entre las CDC y las membranas ricas en colesterol.
Aunque la modificacién quimica de la cisteina del undecapéptido de PFO con NEM disminuye su actividad hemolitica
en mas del 99 %, su unién a liposomas de colesterol-PC esté en gran medida inalterada. Por lo tanto, en contraste
con el dogma existente, la interaccién de PFO, y otras CDC de tipo PFO, esta mediada principalmente por los bucles
L1-L3 y no por el undecapéptido. Las mutaciones dentro del undecapéptido podrian influir en la interaccién de L1-L3
con membranas ricas en colesterol. Se ha mostrado que la mutacién del Trp-491 del undecapéptido de ILY bloquea
la insercion de L1-L3'% y la estructura alterada del undecapéptido de ILY nativo aparentemente evita la interaccion
directa de L1-L3 con membranas ricas en colesterol, permitiendo asi que se una primero a huCD59. Esta Gltima idea
se refuerza por el hecho de que cuando la estructura del undecapéptido consenso se introduce en ILY, permite que
se una a células no humanas?.

Es curioso por qué los bucles L1-L3 de ILY no median la unién a membranas ricas en colesterol de manera similar a
PFO. Como se ha sugerido anteriormente, parece que la principal diferencia en el dominio 4 entre ellos es la estructura
primaria del undecapéptido altamente conservado. Esta claro que ILY ha perdido la capacidad de unirse directamente
a membranas ricas en colesterol; de lo contrario, no exhibiria la especificidad por células humanas mediada por
huCD59. Las estructuras cristalinas de D4 de ILY y PFO pueden proporcionar una explicacién de esta diferencia en
los bucles L1-L3 para mediar la unidén directa de estas dos CDC a membranas ricas en colesterol. La localizacién y
orientacién de los residuos de L1-L3 (Leu-518, Ala-428, y Ala-464) de ILY son casi idénticas a los residuos anélogos
en PFO (Leu-491, Ala-401, y Ala-437) (Fig. 4b). De hecho, la mayor parte de la estructura de D4 de las dos CDC es
casi idéntica (desviacién rms de menos de 0,6 A, referencia 23), con la excepcién del bucle del undecapéptido y una
estructura de lengua B en la parte superior del dominio 4. El bucle del undecapéptido de ILY se extiende hacia abajo
desde la base de D4 4-5A més alla del undecapéptido de PFO. Por lo tanto, el undecapéptido de ILY puede impedir
estéricamente la interaccién de los bucles L1-L3 de ILY con la superficie rica en colesterol. Quizas sélo después de la
unidn al receptor, la estructura del undecapéptido de ILY se altera de tal manera que permite la insercidn de los bucles
L1-L3.

La presente divulgacién revela una base estructural para el efecto severo sobre la actividad que muestra la oxidacion
de la cisteina del undecapéptido sobre el mecanismo citolitico de PFO, y presumiblemente otras CDC de tipo PFO.
Originalmente, las CDC se denominaron citolisinas activadas por tiol debido a esta caracteristica, pero la base
molecular para este efecto era desconocida. Estudios iniciales sugirieron que la unién a RBC se vio afectada, pero al
mismo tiempo la unién al colesterol no se vio afectada, y aln se observaron oligdmeros no liticos en la superficie de
las células?. Como se muestra en la presente memoria, esta modificacion evita la insercion de los triptéfanos del
undecapéptido y da como resultado una estructura oligomérica atrapada en preporo. Aunque no se conoce la base
estructural precisa para este efecto, estudios previos han mostrado que la insercién en la membrana de las TMH del
dominio 3, que forman el poro de barril B transmembrana, esta conformacionalmente acoplada a la insercidén en la
membrana de los residuos de triptéfano del undecapéptido del dominio 4'°. Por lo tanto, evitar la insercién en la
membrana de estos triptéfanos puede evitar la insercién de los TMH del dominio 3, atrapando asi PFO en el estado
de preporo.

Ejemplo 2

Se purificaron PLY4ipo sivestre Yy Mutantes de PLY (PLY 4500 ¥ PLY L4600/6203s) etiquetados con His usando una columna
de afinidad. El rendimiento promedio de proteinas fue PLY'ipo sivestre: 1 mg/ml, PLY L4600: 1 mg/ml, y PLY L46onic203s. 4
mg/ml. Las proteinas purificadas se ensayaron para determinar su actividad hemolitica por incubacién de toxinas
tituladas en serie con gldbulos rojos humanos (RBC). La CEso (la concentracién eficaz requerida para lisar el 50 % de
los RBC) se calcul6 para cada proteina a partir de una curva sigmoidea no lineal de respuesta a la dosis. Se determiné
las veces de cambio de PLY de tipo silvestre para cada mutante (veces de cambio = CEso tipo silvestre/CEso mutante).
Los resultados se informan para los dos mutantes de PLY como que son més de una cierta veces menos activos que
PLY de tipo silvestre ya que la lisis de del 100 % de RBC requerida para una curva de respuesta a la dosis precisa no
se pudo obtener a las concentraciones de proteina méas altas de estos derivados. La disminucién en la actividad
hemolitica del mutante en comparacién con la proteina de tipo silvestre (veces menos activa que PLYiipo silvestre) para
PLY 480D fue > 10.000 veces y para PLY L4s00/6203s > 260.000 veces.
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La estabilidad relativa de una proteina se deduce del calculo de la temperatura de fusiéon (Tm Celsius), la temperatura
a la que el 50 % de la proteina se ha desplegado. Las curvas de fusién de proteinas se generaron usando un kit de
Colorante de Ensayo de Desplazamiento Térmico de Proteinas (Applied Biosystems). A medida que aumenta la
temperatura, la proteina se despliega y el colorante es capaz de unirse a regiones hidréfobas expuestas y emitir
fluorescencia. La Tm para PLYtpo sivestre, PLYL460D, ¥ PLYL4s0DiG203s fue 47,50 = 0,2, 47,69 + 0,2, 47,97 + 0,2,
respectivamente. Las diferencias insignificantes en las Twm reportadas para las tres proteinas PLY indican que la
introduccién de las mutaciones indicadas en PLYtipo sivestre N0 tuvo ninglin efecto sobre la estabilidad de las proteinas.

Como se indicé anteriormente, la neumolisina es un mutante doble designado como PLY-L460D/G293S
(PLYL4s0D/6203s) €n donde la L de la posicion 460 se sustituye con Dy la G de la posicién 293 se sustituye con S. Por
si misma, la sustitucion G2938S solo disminuye la actividad hemolitica del mutante de PLY en aproximadamente 50
veces. La sustitucién L460D, por si misma, disminuye la actividad del mutante de PLY en aproximadamente 5.000-
10.000 veces. Pero en un mutante de PLY con ambas sustituciones, la disminucién en la actividad supera 260.000
veces menos que la toxina PLY nativa. Esta es una disminucién geométrica, no meramente una disminucién "aditiva"
en la actividad.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, esta disminucidén abrupta de la actividad se debe al bloqueo de dos funciones
esenciales de PLY. En primer lugar, la sustitucién L460D bloquea la unién al colesterol y, en segundo lugar, la
sustitucidén G293S atrapa PLY en un estado de preporo que no puede insertar el poro del barril B (el preporo se define
como mondémeros unidos a la membrana que se han oligomerizado en la estructura similar a un anillo, pero no puede
insertar el poro del barril B). Por lo tanto, el efecto inhibidor es geométrico: 50 X 5.000-10.000 >250.000 veces menos
téxico (menos hemolitico), que esta de acuerdo con mediciones que indican que es >260.000 veces menos téxico que
PLY nativo. La sustitucion G293S también estabiliza la estructura monomérica de la proteina mutante L460D y
aumenta el rendimiento tras la purificacién. Por ejemplo, tras la purificacién a partir de un cultivo de E. coli de 1,0 litro,
el rendimiento del mutante PLY-L460D/G293S fue de aproximadamente 52 mg frente a 3 mg del mutante PLY-L460D
(aproximadamente 17X mayor).

El polipéptido de neumolisina mutante de la invencién tiene actividad hemolitica reducida y actividad formadora de
poros reducida en comparacién con un polipéptido de neumolisina de tipo silvestre. La secuencia de aminoacidos de
la neumolisina mutante purificada comprende la SEQ ID NO: 40. El polipéptido de neumolisina mutante tiene un
rendimiento aumentado con respecto a una neumolisina de tipo silvestre o con respecto a un polipéptido de
neumolisina mutante que tiene una sustituciéon en sélo una de las posiciones de aminoacidos 293, 294, 458, 459 y
460. El polipéptido de neumolisina mutante puede tener aproximadamente 250.000 veces menos actividad hemolitica
que un polipéptido de neumolisina de tipo silvestre.

En otros aspectos de la invencién, la neumolisina mutante segln la reivindicaciéon 1 se dispone en un excipiente
farmacéuticamente aceptable para formar una composicién inmunogénica. Una vacuna incluye la composicién
inmunogénica y opcionalmente contiene un adyuvante. Una secuencia de &cido nucleico codifica cualquiera del
polipéptido de neumolisina mutante segun la reivindicacién 1. Una célula huésped incluye dicha secuencia de &cido
nucleico.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2993430 7T3

REFERENCIAS

Las siguientes referencias son procedimientos ejemplares u otros detalles suplementarios a los expuestos en la
presente memoria.

1. Alouf, J.E., Billington, S.J. y Jost, B.H. Repertoire and general features of the cholesterol-dependent cytolysins en
Bacterial Toxins: A Comprehensive Sourcebook (eds. Alouf, J. E. y Popoff, M. R.) 643-658 (Academic Press, Londres,
2005).

2. lwamoto, M., Ohno-lwashita, Y. y Ando, S. Role of the essential thiol group in the thiol-activated cytolysin from
Clostridium perfringens. Eur J Biochem 167, 425-430 (1987).

3. Sekino-Suzuki, N., Nakamura, M., Mitsui, K.I. y Ohno-lwashita. Y. Contribution of individual tryptophan residues to
the structure and activity of theta-toxin (perfringolysin o), a cholesterol-binding cytolysin. Eur J Biochem 241, 941-947
(1996).

4. Jacobs, T. et al. The conserved undecapeptide shared by thiol-activated cytolysins is involved in membrane binding.
FEBS Lett. 459, 463-466 (1999).

5. Vazquez-Boland, J.A., Dominguez, L., Rodriguez-Ferri, E.F., Femandez-Garayzabal, J.F. y Suarez, G. Preliminary
evidence that different domains are involved in cytolytic activity and receptor (cholesterol) binding in listeriolysin O, the
Listeria monocytogenes thiol-activated toxin. FEMS Microbiol Lett 53, 95-9 (1989).

6. Saunders, F.K., Mitchell, T.J., Walker, J.A., Andrew, P.W. y Boulnois, G.J. Pneumolysin, the thiol-activated toxin of
Streptococcus pneumoniae, does not require a thiol group for in vitro activity. Infect. Immun. 57, 2547-2552 (1989).

7. Neill, .M. y Fleming, W.L. Studies on the oxidation and reduction of immunological substances: || The hematoxin of
the Welch bacillus. J. Exp. Med. 44, 215-226 (1926).

8. Alouf, J.E. y Geoffrey, C. Structure activity relationships in the sulfhydryl-activated toxins, en Bacterial Protein Toxins
(eds. Alouf, J.E., Fehrenbach, F.J., Freer, J.H. y Jeljaszewicz, J.) 165-171 (Academic Press, Londres, 1984).

9. Nagamune, H. et al. Intermedilysin. A cytolytic toxin specific for human cells of a Streptococcus intermedius isolated
from human liver abscess. Adv Exp Med Biol 418, 773-775 (1997).

10. Nagamune, H. et al. Intermedilysin, a novel cytotoxin specific for human cells secreted by Streptococcus
intermedius UNS46 isolated from a human liver abscess. Infect Immun 64, 3093-3100 (1996).

11. Rollins, S.A., Zhao, J., Ninomiya. H. y Sims, P.J. Inhibition of homologous complement by CD59 is mediated by a
species-selective recognition conferred through binding to C8 within C5b-8 or C9 within C5b-9. J Immunol 146, 2345-
51 (1991).

12. Rollins. S.A. y Sims, P.J. The complement-inhibitory activity of CD59 resides in its capacity to block incorporation
of C9 into membrane C5b-9. J Immunol 144, 3478-83 (1990).

13. Giddings, K.S., Zhao, J., Sims, P.J. y Tweten, R.K. Human CD59 is a receptor for the cholesterol-dependent
cytolysin intermedilysin. Nat Struct Mol Biol 12, 1173-1178 (2004).

14. Giddings, K.S., Johnson, AEE. y Tweten, R.K. Redefining cholesterol's role in the mechanism of the cholesterol-
dependent cytolysins. Proc Natl/ Acad Sci U S A 100, 11315-11320 (2003).

15. Soltani, C.E., Hotze, E.M., Johnson, A.E. y Tweten, R.K Specific protein-membrane contacts are required for
prepore and pore assembly by a cholesterol-dependent cytolysin. J. Biol. Chem. Articulo en prensa 282 (21), 15709-
15716, abr. 5, 2007.

16. Shepard, L. A. et al. Identification of a membrane-spanning domain of the thiol-activated pore-forming toxin
Clostridium perfringens perfringolysin O: an a-helical to 4-sheet transition identified by fluorescence spectroscopy.
Biochemistry 37, 14563-14574 (1998).

17. Ramachandran, R., Heuck, A.P., Tweten, R.K. y Johnson, A.E. Structural insights into the membrane-anchoring
mechanism of a cholesterol-dependent cytolysin. Nat Struct Biol 9, 823-7 (2002).

18. Harris, J.R., Adrian, M., Bhakdi, S. y Palmer, M. Cholesterol-Streptolysin O Interaction: An EM Study of Wild-Type
and Mutant Streptolysin O. J Struct Biol 121, 343-55 (1998).

19. Heuck, A.P., Hotze, E., Tweten, R.K. y Johnson, A.E. Mechanism of membrane insertion of a multimeric b-barrel

protein: Perfringolysin O creates a pore using ordered and coupled conformational changes. Molec. Cell 6, 1233-1242
(2000).

25



10

ES 2993430 7T3

20. Heuck, A.P., Tweten, R.K. y Johnson, A.[E. Assembly and topography of the prepore complex in cholesterol-
dependent cytolysins. J Biol Chem 278, 31218-31225 (2003).

21. Nakamura, M., Sekino, N., lwamoto, M. y Ohno-lwashita, Y. Interaction of theta-toxin (perfringolysin O), a
cholesterol-binding cytolysin, with liposomal membranes: change in the aromatic side chains upon binding and
insertion. Biochemistry 34, 6513-6520 (1995).

22. Nagamune, H. et al. The human-specific action of intermedilysin, a homolog of streptolysin o, is dictated by domain
4 of the protein. Microbiol Immunol 48, 677-92 (2004).

23. Polekhina, G., Giddings, K.S., Tweten, R.K. y Parker, M.W. Insights into the action of the superfamily of cholesterol-
dependent cytolysins from studies of intermedilysin. Proc Nat/ Acad Sci 102, 600-605 (2005).

24. Rossjohn, J., Feil, S.C., McKinstry, W.J., Tweten, R.K. y Parker, M.W. Structure of a cholesterol-binding thiol-
activated cytolysin and a model of its membrane form. Cel/ 89, 685-692 (1997).

25. Humphrey, W., Dalke, A. y Schulten, K. VMD: visual molecular dynamics. J Mol Graph 14, 33-8, 27-8 (1996).

26. Anénimo: Prevention of Pneumococcol Disease: Recommendations of the Advisory Committee on Immunization
Practices (ACIP). Morbidity and Mortality Weekly Report-Recommendations and Reports: 46:1-24 (abr. 4, 1997).

26



[© NS

ES 2993430 7T3

REIVINDICACIONES

. Una neumolisina mutante purificada que comprende una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 40.

. Una composicién inmunogénica que comprende:

la neumolisina mutante purificada de la reivindicacién 1; y

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica de la reivindicacién 2.
. La vacuna de la reivindicacién 3 que comprende ademas un adyuvante.
. Una secuencia de &cido nucleico que codifica la neumolisina mutante purificada de la reivindicacién 1.

. Una célula huésped que comprende la secuencia de &cido nucleico de la reivindicacion 5.
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