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DESCRIPCION

Procedimiento de purificacion para la citolisina bacteriana.
Campo técnico

La presente invencién se refiere al campo de la purificaciéon de la citolisina bacteriana y, en particular, a un pro-
cedimiento de purificacién de neumolisina. La neumolisina es una proteina de Streptococcus pneumoniae con buenas
propiedades antigénicas, que es adecuada como un componente de vacuna contra la infeccién por S. pneumoniae u
otitis media. El procedimiento de la invencién describe una etapa infrecuente y ventajosa de purificar la neumolisi-
na en una Unica etapa cromatografica mediante su unién a una columna de interaccién hidrofébica en presencia de
detergente y niveles elevados de sales. El procedimiento ha uso de forma ventajosa de la propiedad de las citolisi-
nas bacterianas de tener una afinidad elevada por los compuestos aromdticos similares al colesterol, particularmente
cuando estdn en un estado agregado y, por tanto, generalmente serd aplicable para la purificacién de miembros de
esta familia de toxinas. Otro aspecto ventajoso de la invencién es la preparacion de la muestra a cargar en la columna
mediante un procedimiento de rotura mecdanica y prefiltracion.

Las citolisinas activadas por tiol forman un grupo prominente de toxinas bacterianas de las que la estreptolisina O
es el prototipo (Billington y col. FEMS Microbiol Lett. (2000), 182; 197-205). Estas toxinas son liticas para las células
eucaridticas mediante la formacion de poros en la membrana celular. Los agentes oxidantes afectan de forma adversa a
su actividad citolitica, mientras que los agentes reductores pueden restablecer la actividad. Los miembros de este grupo
muestra una similitud del 30-60% en la secuencia aminoacidica primaria y contienen una secuencia undecapeptidica
casi invariable cerca del extremo C. El colesterol es el principal receptor celular diana para estas toxinas. Las citolisinas
se unen a las membranas que contienen colesterol y se oligomerizan para formar poros transmembranales de hasta 30
nm de didmetro y compuestas por 40-80 subunidades monoméricas. La unién del colesterol de membrana induce un
cambio conformacional en el mondmero de la toxina y dirige los posteriores sucesos de oligomerizacion, insercién en
membrana y formacién de poros.

Streptococcus pneumoniae es el agente causante de varias enfermedades humanas, incluidas neumonia, bacterie-
mia, meningitis, otitis media y sinusitis. En ocasiones, estas enfermedades pueden producir muertes a pesar de la
disponibilidad de antibidticos. La aparicién de cepas resistentes a antibiéticos de S. pneumoniae ha agravado los pro-
blemas causados por este patégeno. En este contexto, es importante desarrollar vacunas eficaces contra S. pneumoniae.

Las vacunas neumocdcicas polivalentes que contienen polisacaridos capsulares purificados han estado disponibles
durante varios afios. Su aplicacién estd limitada por la mala inmunogenicidad, en particular en grupos de alto riesgo,
incluidos lactantes, ancianos y los enfermos con anemia drepanocitica, mieloma mudltiple, cirrosis o alcoholismo.
También proporcionan proteccion especifica de serotipo y s6lo 23 de 90 serotipos conocidos estdn cubiertos por
las formulaciones existentes. Esto conferird proteccién contra el 90% de los serotipos encontrados en la poblacién
de EE.UU,, pero sélo contra aproximadamente el 70% de los serotipos encontrados en las poblaciones asidticas.
Recientemente se ha dispuesto una vacuna conjugada heptavalente, que de igual modo tiene problemas para proteger
contra todas las cepas neumocdcicas.

La neumolisina (Ply) es una citolisina actividad por tiol de 53 kDa que se encuentra en todas las cepas de S.
pneumoniae, que se libera con autolisis y contribuye a la patogenia de S. pneumoniae. Esta altamente conservado
con sé6lo unas pocas sustituciones de aminodcidos que se producen entre las proteinas Ply de diferentes serotipos.
El alto grado de conservacién de la neumolisina y su inmunogenicidad la convierten en un posible candidato como
componente de vacuna. No obstante, la Ply de tipo salvaje no es adecuada para su incorporacién en vacunas para usar
en seres humanos por su toxicidad. La Ply causa dafios en las membranas celulares a través de su interaccidon con
el colesterol unido a la membrana y la oligomerizacién para formar poros en la membrana. Un motivo conservado
que contiene cisteina encontrado cerca del extremo C se ha implicado en la actividad litica. Se ha sugerido que las
mutaciones de Ply reducen esta toxicidad (documentos WO 90/06951, WO 99/03884).

Lock y col. (Microbial Pathogenesis (1996) 21: 71-83) han descrito un procedimiento de dos etapas para la pu-
rificacion de la neumolisina. La neumolisina recombinante se purifica a partir de un cultivo de E. coli usando una
combinacién de cromatografia de intercambio i6nico y filtracién en gel. El procedimiento implica las etapas de pre-
parar un extracto y pasarlo a través de una columna de DEAE-Sefarosa, seguida por una columna de Sephacryl S200-
HR. Este procedimiento podria usarse para purificar neumolisina recombinante o nativa.

Kuo y col. describen un procedimiento de purificar la proteina de fusién recombinante GST-neumolisina (Infection
and Immunity (1995) 63; 2706-2713). La proteina de fusion se expresa en un cultivo de E. coli y un lisado celular se
carga en un gel de agarosa con glutatién. La proteina de fusién eluye con glutatién y la trombina puede usarse para
escindir la proteina de fusién. Las proteinas se pasaron a través de una columna de glutatidén-sefarosa de nuevo para
eliminar el GST, La neumolisina purificada por afinidad se purificé después usando una columna de hidroxiapatito.

Mitchell y col. (BBA (1989) 1007; 67-72) describen un procedimiento para purificar la neumolisina usando cro-
matografia de interaccién hidrofébica. En las condiciones que usan (NaCl 250 mM), la neumolisina no se pudo unir
fuertemente a la columna, aunque se retras6 su progreso y la neumolisina eluyé en forma de un pico ancho. Eran
necesarias etapas adicionales para determinar qué fracciones contenian neumolisina pura, concentrar las fracciones
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positivas, recargar la columna y eluir con un volumen pequefio de agua, para superar el problema de la falta de unién
fuerte de la neumolisina al material de la columna.

Sigue existiendo una necesidad continua de vacunas mejores contra S. pneumoniae. La incorporacién de un com-
ponente Ply es prometedora, aunque la toxicidad de la proteina sigue siendo un problema. También se requiere el
desarrollo de un procedimiento rapido y eficaz para la purificacion en masa de la neumolisina. Procedimientos descri-
tos previamente implican el uso de multiples etapas de purificacion con ensayo intermedio y etapas de concentracion.
La presente invencién proporciona un procedimiento de purificaciéon mas eficaz, que usa de forma ventajosa una tnica
etapa de cromatografia, que se puede usar para purificar grandes lotes de neumolisina.

Descripcion de las figuras

Figura 1- geles de SDS-PAGE que muestran la purificacién de la neumolisina. Los paneles A y B muestran la
purificacion de la neumolisina siguiendo el procedimiento del ejemplo 1. El panel A muestra el gel tras la tincién con
azul de coomassie. El panel B muestra el gel después de un procedimiento de Western blot usando anticuerpos anti-E.
coli como sondas para proteinas contaminantes.

Las muestras siguientes se sometieron a geles de SDS-PAGE: calle 1- patrones de peso molecular, calle 2- sobrena-
dante de extractos celulares, calle 3- flujo de fenil-sefarosa, calle 4 primer lavado de la fenil sefarosa, calle 5- segundo
lavado de la fenil-sefarosa, calle 6 lavado de la fenil sefarosa con NaCl 0,5M, calle 7 elucion de fenil-sefarosa con
tampén con bajos niveles de sales, calle 8 neumolisina después de las etapas de desnaturalizacién/repliegue, calle 9-
neumolisina después de la filtracion esterilizante.

El panel C muestra un gel de tincién con coomassie, que muestra la purificacién de neumolisina siguiendo el
procedimiento del ejemplo 2.

Las muestras siguientes se sometieron a geles de SDS-PAGE: - calle 1, patrones de peso molecular, calle 2- caldo
de fermentacion Rannie tratados, calle 3- filtro de caldo clarificado, calle 4- muestra clarificada de filtros diluida a
DO60, calle 5- flujo en fenil-sefarosa, calle 5 lavado de fenil-sefarosa, calle 7 lavado de fenil sefarosa con NaCl 0,5M,
calle 8 elucion en fenil sefarosa con tampdn de bajo nivel de sales, calle 9- neumolisina tras filtracion esterilizante.

Figura 2- Andlisis en SDS-PAGE de GMBS (éster de N-(y-maleimidobutiriloxi)succinimida) neumolisina modifi-
cada- con tincién de azul de coomassie.

Las muestras siguientes se sometieron a un gel de SDS-PAGE: -calle 1- patrones de peso molecular, calle 2-
neumolisina no modificada, calle 3- PLY tratada con GMBS en una proporcién molar de GMBS/lisina de 4/1, calle
4- PLY tratada con GMBS en una proporcién molar de GMBS/lisina de 4/1 e incubada durante 7 dias a 37°C, calle
5- PLY tratada con GMBS en una proporciéon molar de GMBS/lisina de 8/1, calle 6-PLY tratada con GMBS en una
proporcién molar de GMBS/lisina de 8/1 tras la incubacién durante 7 dias a 37°C, calle 7- PLY tratada con sulfo-
acetato de NHS en una proporcién molar de NHS/lisina de 10/1, calle 8- PLY tratada con NEM, calle 9- PLY tratadas
con NEM tras 7 dias de incubacién a 37°C.

Figura 3- Toxicidad de neumolisina tratada con GMBS administrada a ratones por via intranasal. La linea marcada
con rombos indica un indice de supervivencia de los ratones expuestos a 2 ug de neumolisina nativa. La linea marcada
con cuadrados indica el indice de supervivencia de los ratones expuestos a 10 ug de neumolisina tratada con GMBS.

Figura 4- Proteccién inducida por neumolisina tratada con GMBS en ratones expuestos por via intranasal a neumo-
lisina nativa. La linea marcada con rectdngulos muestra el indice de supervivencia en ratones a los que se ha inoculado
el adyuvante solo. La linea marcada con rombos indica el indice de supervivencia para ratones a los que se ha inocu-
lado neumolisina nativa. La linea marcada con cuadrados indica el indice de supervivencia para ratones a los que se
ha inoculado neumolisina tratada con GBMS.

Figura 5- Proteccién inducida mediante inoculacién de PhtD y neumolisina tratada con GMBS en ratones expues-
tos por via intranasal a la cepa neumocdcica de tipo 2 D39. La linea marcada con rombos representa el indice de
supervivencia de ratones a los que se ha inoculado PhtD. La linea marcada con cuadrados representa el indice de
supervivencia de ratones a los que se ha inoculado PhtD y neumolisina tratada con GMBS.

Figura 6- Resultados del ELISA, que muestran los niveles de anticuerpos IgG anti-polisacdridos tras la inoculacién
del polisacarido simple tetravalente o de polisacéridos tetravalentes conjugados con neumolisina destoxificada con
GMBS. El panel A muestra los niveles de IgG anti-PS8. El panel 8 muestra los niveles de IgG anti-PS12F. El panel C
muestra los niveles de IgG anti-PS19F. El panel B muestra los niveles de IgG anti-PS22F.

Figura 7- GMT Opsono-fagocitosis tras la inoculacién del polisacarido simple tetravalente o de polisacaridos
tetravalentes conjugados con neumolisina destoxificada con GMBS. El panel A muestra los resultados de un ensayo
de opsono-fagocitosis anti tipo 8. El panel B muestra los resultados de un ensayo de opsono-fagocitosis anti tipo 12F.
El panel C muestra los resultados de un ensayo de opsono-fagocitosis anti tipo 19F. El panel B muestra los resultados
de un ensayo de opsono-fagocitosis anti tipo 22F.
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Descripcion detallada
Procedimientos

El procedimiento de la invencién es un procedimiento para purificar una citolisina bacteriana tal como neumoli-
sina. Una citolisina, por ejemplo neumolisina, se purifica usando una tnica etapa de cromatografia en columna. La
proteina se une en forma agregada a una columna de interaccidn hidrofébica en presencia de detergente y sales. Pocas
proteinas se unen a la columna en estas condiciones y permiten la purificacién de una citolisina en una unica etapa.
El procedimiento de la invencion es particularmente aplicable a la purificacién en masa de una citolisina dado que
en una forma de realizacién preferida de la invencién no se usa una centrifuga durante la preparacién de un lisado a
cargar en la columna. El uso de una centrifuga a menudo es una etapa limitante en el procedimiento de produccién. En
otras formas de realizacién preferidas de la invencion, la etapa de desnaturalizacién/renaturalizacidn se lleva a cabo a
concentraciones de citolisina normalmente superiores a 100 pg/ml.

Para los fines de la invencién, un agregado soluble de una citolisina, preferentemente neumolisina, es una forma
agregada de la citolisina que permanece en el sobrenadante después de la centrifugacién a 30.000 g durante 20 minutos.
El agregado soluble queda retenido en el material de cromatografia por interaccion hidrofébica, preferentemente fenil-
sefarosa, en presencia de un detergente y niveles elevados de sales, preferentemente 1M. Opcionalmente, el agregado
soluble es coloidal.

La concentracion de sales incluye la concentracion de todas las sales, incluidas sales de tamponamiento, presentes
en una solucién o suspension.

Para los fines de la invencién, condiciones de niveles bajos de sales tienen una conductividad inferior a 5 mS/cm,
preferentemente 1-2 mS/cm. Las condiciones de niveles elevados de sales tienen una conductividad superior a 30
mS/cm, preferentemente superior a 50 mS/cm, mas preferentemente de 60-80 mS/cm.

La citolisina, preferentemente neumolisina, se une a la columna en forma de un agregado soluble. Es infrecuente
cargar agregados en una columna por varios motivos, incluida la obstruccién de filtros o columnas y la pérdida de
material. No obstante, usando un detergente, preferentemente a un pH alcalino, que reduce el tamafio de los agregados
para formar un agregado soluble, se ha descubierto que estos agregados se unen fuertemente a la columna en condicio-
nes con detergente pero pueden eluir a una pureza de al menos 50%, 60%, 70%, 80%, preferentemente 90%, 95%, més
preferentemente 97%, 98% o 99%, segiin se evalia mediante andlisis en SDS-PAGE sin que afecte de forma adversa
a los filtros de la columna. Preferentemente, el procedimiento da un rendimiento de al menos 100, 200, 500, 700, mas
preferentemente 1000, 1500, 1700 o 1900 mg de citolisina, preferentemente neumolisina por litro de fermentacion.
Preferentemente, al menos un 1%, 2%, 5%, 7%, 9% o 10% de la proteina del cultivo de fermentacién se recupera en
forma de citolisina purificada, preferentemente neumolisina.

El procedimiento explota la capacidad de las citolisinas, tales como neumolisina, para unirse al colesterol y a otros
compuestos aromaticos. Esta unién es particularmente fuerte cuando la citolisina est4 agregada, lo que permite que la
citolisina se una en presencia de detergente. El procedimiento se puede extender a otros miembros de la familia de las
citolisinas, ya que todos los miembros comparten la capacidad para unirse a compuestos arométicos y formar poros.
De hecho, el procedimiento podria usarse para purificar otras familias de proteinas que se unen al colesterol o a otros
compuestos aromaticos y/o formar poros, preferentemente ambos.

En consecuencia, en una primera forma de realizacién se proporciona un procedimiento para la purificacién de
citolisinas bacterianas, que comprende las etapas de:

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

b) romper mecanicamente el cultivo de células para formar un extracto;

c) prefiltrar el extracto;

d) unir la citolisina bacteriana agregada soluble contenida en el extracto en presencia de detergente (preferen-
temente detergente alifdtico) a un material de cromatografia de interaccion hidrofébica en condiciones de
niveles elevados de sal (preferentemente 0,5-2M);

e) eluir la citolisina bacteriana en presencia de detergente (preferentemente detergente alifdtico) en condicio-
nes de niveles bajos de sal (preferentemente 0-0,2M).

En una segunda forma de realizacion se proporciona un procedimiento para la purificacién de citolisina bacteriana,
que comprende las etapas de:

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

b) romper mecanicamente el cultivo de células para formar un extracto;
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c) prefiltrar el extracto;

d) unir la citolisina bacteriana agregada soluble contenida en el extracto en presencia de una solucién que
contiene sal 0,5-2M o 0,7-1,5M, preferentemente 0,8-1,2M y detergente 0,1%-1,5%, preferentemente 0,5-
1,2%;

e) eluir la citolisina bacteriana usando una solucion de niveles bajos de sal (preferentemente sal 0-0,2M) que
contiene un 0,1-1,5%, preferentemente 0,5-1,2% de detergente.

En cualquiera de las formas de realizacion anteriores, el procedimiento de la invencién comprende, preferentemen-
te, las otras etapas de:

f) eliminar el detergente de la citolisina bacteriana
g) solubilizar la citolisina bacteriana mediante la adicién de un desnaturalizante:

h) eliminar el desnaturalizante de la citolisina bacteriana.

La siguiente descripcion de la invencidn se aplica a cualquiera de las formas de realizacién enumeradas en lo que
antecede.

El procedimiento de la invencién puede usarse de forma ventajosa para purificar neumolisina neumocdcica. Otras
citolisinas que se pueden purificar mediante el procedimiento de la invencién incluyen piolisina de A. pyogenes, ce-
reolisina de B. cereus, turingiolisina de B. thuringeiensis, laterosporolisina de B. latersporus, bifermentolisina de
C. bifermentans, botucinolisina de C. botulinum, chauveolisina de C. chauvoel, histoliticolisina de C. hystolyticum,
edematolisina de C. novyi tipo A, perfringolisina de C. perfringens, septicolisina de C. septicum, soderlilisina de C.
sordeilii, tetanolisina de C. tetani, ivanolisina de L. ivanovi, listeriolisina de L. monocytogenes, seeligerilisina de L.
seeligeri, alveolisina de P. alvei, estreptolisina O de S. pyogenes, S. canis o S. equisimilis, internedilisina de S. inter-
medius, suilisina de S. suis o neumolisina de S. pneumoniae, que pueden ser de tipo salvaje o ser toxinas modificadas
genéticamente con niveles menores de toxicidad, tal como PdA y PdB (documentos W(O90/06951, W099/03884).

Por neumolisina o Ply se quiere decir: neumolisina nativa de neumococos o neumolisina recombinante, neumoli-
sina de tipo salvaje o mutantes de neumolisina (p. €j., los descritos en los documentos W0O90/06951 y W(099/03884).
Opcionalmente, neumolisina también puede significar cualquier fragmento de neumolisina o cualquier variante de neu-
molisina que comparta al menos el 70, 80, 90 0 95% de identidad en la secuencia de aminodcidos con una secuencia
de neumolisina de tipo salvaje (como se describe en Walter y col., 1987, Infect. Immun. 55; 1184-9 o Mitchell y col.,
1990, Nucleic Acids Res. 18; 4010), que todavia retiene la capacidad de ser purificada mediante los procedimientos
de la invencién, como un experto determinard con facilidad.

En formas preferidas de realizacién de la invencién, el mismo detergente estd presente en las etapas b) y d), b)
y e), d) y e), mds preferentemente en las etapas b), d) y e). Preferentemente, el mismo detergente estd presente en
la etapa c), como estd presente en las etapas b) y d), b) y e) o d) y e), mas preferentemente en las etapas b), d) y
e). Preferentemente, el detergente estd presente a una concentracién de 0,1%-1,5% (p/v), més preferentemente 0,5%-
1,2% (p/v) o alrededor del 1% (p/v). Para los fines de la invencidn, un detergente alifatico se define como un detergente
sustancialmente alifatico con insuficiente cardcter aromdtico para prevenir la unién de citolisina a la columna en la
etapa d). Preferentemente, el detergente tendrd uno o menos anillos arométicos, méas preferentemente no tiene ningin
anillo aromético. Durante la etapa b), es ventajoso para el detergente romper agregados mds grandes de citolisina en
agregados mas pequefios que forman un agregado soluble. Durante las etapas d) y e), el detergente retiene de forma
ventajosa el estado de agregacion soluble de la citolisina, lo que le permite unirse a la columna en condiciones de
niveles elevados de sal con afinidad elevada.

La citolisina, preferentemente neumolisina, se expresa en un cultivo de células bacterianas, preferentemente S.
pneumoniae, E. coli, o, como alternativa, de células de levadura, células de insecto, células de mamifero o cualquier
otro sistema de expresion adecuado para su expresion. En los sistemas de expresion que producen rendimientos ele-
vados de neumolisina, la neumolisina a menudo se agrega espontdneamente y el procedimiento de la invencién es
ideal para su purificacién. Preferentemente, la neumolisina se expresa en rendimientos elevados, de modo que suma
mas de 2, 3, 4, 5, 7 o 10% de la proteina total en el sistema de expresién. Preferentemente, la neumolisina estd en
forma agregada y/o en su mayor parte desprovista de actividad hemolitica. Por ejemplo, la expresion en E. coli en un
fermentador bajo el promotor del fago A o de otros promotores que permiten una expresion elevada es bien conocida
por el experto en la materia.

Preferentemente, la citolisina se extrae del sistema de expresiéon en forma de un agregado. Como alternativa,
un sistema de expresion de menor rendimiento puede proporcionar citolisina soluble. En este caso, el extracto que
contiene citolisina, preferentemente neumolisina, se ajusta a un pH inferior a 7,5 que permite que la citolisina se
agregue durante un periodo de al menos 8 horas, preferentemente de al menos 24 horas.
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La rotura mecdnica en la etapa b) implica, preferentemente, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez o mds etapas de rotura mecénica de las células (opcionalmente mediante pases de Rannie) y/o tratar las célu-
las con detergente. Si se ha preparado con un procedimiento de rendimiento elevado, la neumolisina permanece en
forma de agregados, pero los agregados deberian ser lo bastante pequefios como para que permanezcan en el sobrena-
dante tras la centrifugacién de la muestra en condiciones necesarias para sedimentar los residuos celulares insolubles.
Preferentemente, el detergente usado en la invencién es un detergente alifatico que no contiene anillos aromaticos, pre-
ferentemente un detergente i6nico, mas preferentemente un detergente catiénico o aniénico, y mds preferentemente,
el detergente es sarcosinato de lauroilo sédico. Los detergentes preferidos pueden solubilizar la neumolisina mientras
la dejan en forma de agregados pequefios que se unen a la columna de interaccién hidrofébica sin causar bloqueo de
los filtros unidos a la columna. Los detergentes preferidos pueden reducir el tamafio de los agregados de neumolisi-
na, lo que permite que los agregados de neumolisina sean lo suficientemente pequefios como para que permanezcan
en el sobrenadante tras la centrifugacién de la muestra a 30.000 g durante 20 minutos. Tales agregados solubles son
purificables como tales en la columna de interaccién hidrofébica. El detergente estd presente a una concentracion de
entre 0,1% y 1,5%, preferentemente 0,5% y 1,2% (p/v), mas preferentemente alrededor de 1%. Preferentemente, el
detergente es dializable.

Tras la alteracién mecénica y/o con detergente del cultivo en la etapa b), el procedimiento de la invencién incluye
una etapa de prefiltracién c) para eliminar el material agregado mds grane que podria bloquear la columna en las
etapas siguientes. Preferentemente, la etapa de prefiltracién usa un filtro con un tamafio de poro de 0,4 um, 0,65
um, 1,2 um, 2,45 um o 5 um. Preferentemente, el filtro tiene un tamafio de poro de 0,45-2,5 um o 0,6-1,2 ym.
Preferentemente, las etapas de rotura mecanica y de prefiltracién permiten que el procedimiento de la invencion evite
el uso de centrifugacion.

Opcionalmente, el procedimiento de la invencién contiene una etapa de preincubacién en la que el cultivo de
células se incuba con detergente antes de romper mecanicamente el cultivo de células. La etapa de preincubacién
implica la adicién de los detergentes descritos en lo que antecede durante al menos 1, 5, 10, 20, 30, 60 6 120 minutos
antas de la rotura mecanica del cultivo de células.

Preferentemente, la etapa b) y/o c) se lleva a cabo a pH alcalino, preferentemente a un pH de 8-10, 8,5-9,5 o de
alrededor de 9. Preferentemente, las etapas f), g) y h) se llevan a cano a un pH alcalino, preferentemente a un pH de 8-
10, 8,5-9,5 o de alrededor de 9. Preferentemente, la etapa d) y/o e) se lleva a cabo a pH neutro, preferentemente a un
pH de 6-8, 6,5-7.,5 o de alrededor de 7. Preferentemente, la etapa b) y/o c¢) se lleva a cabo a una concentracion de sal
de 0-0,1M, mads preferentemente de 10-50 mM o de 20-30 mM. Preferentemente, las etapas f), g) y h) se llevan a cabo
a una concentracién de sal de 0-0,1M, mads preferentemente de 10-50 mM o de 20-30 mM.

El procedimiento de la invencién usa cromatografia de interaccién hidrofébica para purificar la neumolisina en
una unica etapa. El material de columna usado en la etapa d) contiene, preferentemente, grupos aromaticos, preferen-
temente grupos fenilo y, mds preferentemente, es fenil-sefarosa.

La solucién usada en la etapa d) y/o la etapa e) durante la carga y elucién de la columna comprende un detergente
iénico, preferentemente un detergente catiénico o anidnico, preferentemente un detergente que es soluble a concentra-
ciones de sal por encima de 0,5M, mas preferentemente el detergente es sarcosinato de lauroilo sédico. El detergente
usado es uno que reducird el tamafio de la citolisina, preferentemente neumolisina, agregados, que permiten que la
citolisina esté presente en la muestra en forma de un agregado soluble de modo que se una al material de columna de
interaccidn hidrofébica sin quedar atrapado irreversiblemente en la columna. El detergente estd presente a una con-
centracién de, preferentemente, entre 0,1% y 1,5%, preferentemente de 0,5% y 1,2% (p/v), mas preferentemente entre
0,75% y 1,2%, mas preferentemente alrededor de 1%.

La solucién usada en la etapa d) y/o e) contiene una sal, preferentemente una sal seleccionada del grupo compuesto
por cloruro sédico, cloruro de magnesio, cloruro aménico, sulfato sédico, sulfato magnésico, sulfato amonico, fosfato
sodico, fosfato de magnesio, fosfato aménico, y esta tamponada, preferentemente, a un pH 6-8, preferentemente a un
pH de alrededor de 7. Puede usarse cualquier tampdn capaz de mantener el pH a un valor establecido de pH entre 6 y
9.

La solucién usada para unir la neumolisina a la columna en el procedimiento de la invencién contiene una elevada
concentracion de sal, preferentemente 0,6-2M, mds preferentemente de alrededor de 1M. La concentracion de sal se
escoge de modo que la neumolisina esté en una forma agregada soluble y que pueda unirse al material de cromatografia
hidrofébica.

Normalmente una tinica columna de purificacién puede purificar una citolisina, preferentemente neumolisina, hasta
obtener una pureza de al menos 90, 92, 94, 96, 98 0 99%. No obstante, en algunas formas de realizacién de la invencion,
en las que se usa un tamafo de columna pequeiio o en las que se carga en la columna una cantidad grande de citolisina,
preferentemente neumolisina, para obtener niveles mas elevados de pureza se pueden usar 1, 2, 3 0 mds pases por una
columna similar en las condiciones descritas antes.

Opcionalmente, la etapa d) puede contener una etapa adicional de lavado de la columna a concentraciones inter-
medias de sal de alrededor de una concentracion de sal de 0,5M o a una concentracién de sal capaz de eliminar todas
las impurezas con unién escasa.
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El procedimiento de la invencién usa un gradiente decreciente de sal para eluir la neumolisina de la columna.
Preferentemente, la solucién con concentraciones bajas de sal usada para preparar el gradiente de sal en la etapa e)
contiene una concentracion de sal entre 0-0,1M, mds preferentemente de 0-40 mM. Como alternativa se puede usar
una elucién escalonada con el tamp6n de niveles bajos de sales usado en la etapa e) que contiene niveles de sales de
entre 0-0,2M, mds preferentemente niveles de sales de 0-40 mM.

Si se prefiere desnaturalizar la neumolisina y volverla a plegar después mediante la eliminacién del desnaturali-
zante ce pueden afiadir etapas opcionales al procedimiento de la invencion. Estas etapas opcionales garantizan que se
obtiene citolisina, preferentemente neumolisina, pura con una estructura nativa y/o actividad bioldgica (p. ej., hemo-
lisis de eritrocitos). La primera etapa opcional f) implica la eliminacién del detergente mediante diafiltracion, didlisis
o dilucién. Preferentemente, esta etapa implica diafiltracién/didlisis contra un tampén de pH 8-10, preferentemente
de aproximadamente 9, més preferentemente el tamp6én es uno que puede tamponar a valores de pH alcalino, mas
preferentemente el tampoén es dietanolamina (DEA). Preferentemente, la solucién es de baja fuerza iénica, preferen-
temente de 10-50 mM, mds preferentemente de alrededor de 25 mM. La diafiltracién o la didlisis se lleva a cabo,
preferentemente, a 4°C, pero como alternativa se lleva a cano a temperatura ambiente.

En una segunda etapa opcional, la citolisina, preferentemente neumolisina, se desnaturaliza y solubiliza mediante
la adicién de un desnaturalizante. Preferentemente, el desnaturalizante usado en la etapa g) es clorhidrato de guanidina,
mds preferentemente clorhidrato de guanidina 5-8M, mds preferentemente clorhidrato de guanidina aproximadamente
6M. La neumolisina se incuba con clorhidrato de guanidina durante al menos 10 minutos, preferentemente durante al
menos 1 hora, més preferentemente durante aproximadamente una hora.

A continuacion, durante la etapa g) la citolisina, preferentemente neumolisina, se pone en contacto con urea 5-
9 M, preferentemente urea de alrededor de 8M. Esto se consigue mediante diafiltracién o didlisis de la citolisina,
preferentemente neumolisina, contra urea. Preferentemente, durante el intercambio de desnaturalizante se mantienen
el mismo tampén y pH. Preferentemente, durante el intercambio de desnaturalizante se afiade un agente reductor (DTT,
2-mercaptoetanol o glutatién).

Preferentemente, la etapa g) implica poner en contacto la citolisina, preferentemente neumolisina, con clorhidrato
de guanidina 5-8M, seguido por intercambio de clorhidrato de guanidina por urea 5-9M.

Con el fin de evitar la formacioén de enlaces disulfuro inadecuados mientras se desnaturaliza la citolisina, prefe-
rentemente neumolisina, es ventajoso asegurar que estd presente un agente reductor durante al menos parte de las
etapas g) y h). Un agente reductor preferido es 0,1-10 mM de DTT, preferentemente DTT a alrededor de 1 mM. Como
alternativa se usa glutatién o 2-mercaptoetanol. La concentracion preferida de glutatién es de 1-20 mM o de 5-15 mM,
mads preferentemente de 5-10 mM.

La etapa h) opcional implica la eliminacién del desnaturalizante con el fin de volver a plegar la citolisina, prefe-
rentemente neumolisina, preferentemente mediante diafiltracion o didlisis contra un tampdn con niveles bajos de sales
de pH 6-10, preferentemente de aproximadamente 9. Preferentemente, el desnaturalizante se elimina de modo lineal
en lugar del modo logaritmico normalmente asociado con la didlisis o la diafiltracion. Es decir, el desnaturalizante
se elimina a une velocidad mas lenta al comienzo de la etapa de diafiltracion que al final. Esto contrasta con la ma-
yoria de los procedimientos en los que el desnaturalizante se elimina a una velocidad mds répida hacia el principio
del procedimiento. Esto se consigue llevando a cabo la diafiltracién a caudales de recirculacién progresivamente mas
elevados o la didlisis contra soluciones que contienen progresivamente menos desnaturalizante. Por ejemplo, la diafil-
tracion se puede llevar a cabo a velocidades de entre 50 ml/hora y 500 ml/hora y la velocidad de diafiltracion se puede
incrementar 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 o mas veces. Preferentemente, la concentracion de citolisina, preferentemente
neumolisina, se mantiene a al menos 100 pg/ml, preferentemente entre 100 ug/ml y 1000 pg/ml, més preferentemente
a aproximadamente 500 pg/ml. Opcionalmente, la diafiltracion o la diélisis se realizan contra un tamp6n que contiene
propilenglicol entre el 10 y el 30%, preferentemente a aproximadamente un 15%. Preferentemente, durante la etapa h)
se mantiene un agente reductor como se ha descrito en lo que antecede. Preferentemente, la diafiltracion o la dialisis se
llevan a cabo a 4°C, pero, como alternativa, se lleva a cabo a temperatura ambiente. El procedimiento de replegamiento
es aplicable a otras proteinas.

Otra etapa (i) opcional implica la eliminacién del agente reductor después del replegamiento de la citolisina, pre-
ferentemente neumolisina. Esto se consigue, preferentemente, mediante diafiltracién o didlisis contra un tampén con
niveles bajos de sales de pH 7-10, preferentemente a pH de aproximadamente 9. Opcionalmente, la diafiltracién o la
dialisis se realizan contra un tamp6n que contiene propilenglicol entre el 10 y el 30%, preferentemente a aproximada-
mente un 15%. Preferentemente, la diafiltracién o la didlisis se llevan a cabo a 4°C, pero, como alternativa, se lleva a
cabo a temperatura ambiente.

En procedimientos preferidos de la invencion, la citolisina, preferentemente neumolisina, se vuelve a plegar de
modo que su actividad hemolitica se restablezca por encima del 25%, 50%, 75%, mds preferentemente a por encima
del 90% de la de la misma cantidad de la proteina adecuadamente plegada. Para los fines de la invencidn, la proteina
“plegada” es una proteina que tiene la estructura terciaria de la proteina preparada mediante un procedimiento no
desnaturalizante. En el caso de la neumolisina de tipo salvaje, la actividad hemolitica prevista de la neumolisina que
se ha vuelto a plegar seria 500.000-1.000.000 unidades hemoliticas/mg de neumolisina. En el caso de neumolisina con
mutacién puntual con una actividad hemolitica menor, la actividad hemolitica de la neumolisina que se ha vuelto a
plegar serfa correspondientemente menor.
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Destoxificacion de una toxina

La citolisina purificada mediante el procedimiento de la invencidn, preferentemente neumolisina, puede someterse
a otra etapa opcional de destoxificaciéon mediante tratamiento quimico. Esta etapa adicional es particularmente venta-
josa si la citolisina, preferentemente neumolisina, se ha de administrar a un animal o a un ser humano. La neumolisina
de tipo salvaje es altamente toxica. Se han aislado varias proteinas de neumolisina mutadas que tiene una toxicidad
reducida, aunque estds siguen conservando una toxicidad residual que puede suponer un problema cuando la neumo-
lisina se administra internamente (documentos W099/03884, W(090/06951). Como alternativa, se puede destoxificar
mediante conjugacién con sacdridos (documento W0O96/05859).

El procedimiento de la invencion puede destoxificar la citolisina de tipo salvaje o mutada, por ejemplo neumolisina
mediante tratamiento quimico. Formas de realizacién preferidas usan un agente de reticulacién, mas preferentemente
que contengan uno o mds compuestos quimicos seleccionados del grupo compuesto por formaldehido, glutaraldehido
y un reactivo de reticulacion que contiene un éster de N-hidroxisuccinimido y/o un grupo maleimida (p. ej., GMBS).

Los propios procedimientos de destoxificacion son un aspecto de la invencién y pueden usarse para destoxificar
las toxinas bacterianas, preferentemente neumolisina preparada mediante otros procedimientos.

En una forma de realizacidn, el procedimiento de destoxificacién de la invencidn describe la destoxificacion de
una toxina bacteriana, que comprende tratar la toxina con un compuesto quimico, preferentemente un reactivo de re-
ticulacion que es reactivo, preferentemente preferencialmente reactivo, mas preferentemente especificamente reactivo
con grupos amina, mas preferentemente grupos amina primarias.

Para los fines de esta aplicacion, un reactivo de reticulacién se define como un compuesto con al menos dos
grupos reactivos, al menos uno de los cuales puede reaccionar con al menos un grupo de la toxina bacteriana. Otro
grupo reactivo puede reaccionar con un grupo cualquiera de los de la toxina bacteriana o un compuesto distinto (por
ejemplo, un aminodcido, péptido, polipéptido, azicar o polisacérido).

Preferentemente, el compuesto quimico o el reactivo de reticulacioén es reactivo, mas preferentemente preferen-
cialmente reactivo, mas preferentemente especificamente reactivo con grupos amina y sulthidrilo. Preferentemente, el
compuesto quimico reacciona con un grupo amino primario de lisina, més preferentemente, el reactivo de reticulacién
reacciona con un grupo amino primario de lisina y el grupos sulfhidrilo de cisteina. Este procedimiento es particu-
larmente ventajoso cuando la neumolisina se destoxifica, ya que la modificacién de los residuos de cisteina y lisina
conduce a una disminucion sinérgica al nivel de hemdlisis en comparacién con la actividad de hemdlisis residual en la
que el reactivo de reticulacion reacciona con sélo lisina o cisteina.

Por tanto, una forma de realizacion alternativa proporciona un procedimiento de destoxificacion de toxinas bacte-
rianas, que comprende modificar un residuo de cisteina (opcionalmente cerca del extremo C de la toxina) implicado
en la actividad téxica de la toxina (preferentemente, la actividad litica), que comprende tratar la toxina con un reactivo
de reticulacién (preferentemente un reactivo de reticulacién heterobifuncional) que reticula los grupos sulthidrilo con
otro aminodcido de la toxina, preferentemente alejado mds de 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40 aminodcidos de la cisteina en la
estructura primaria. Preferentemente, el otro aminoécido contiene un grupo amino primario y, mas preferentemente,
el aminodcido es lisina.

En algunas formas de realizacién, mds del 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de la toxina conserva un peso mo-
lecular dentro del 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90%, mas preferentemente entre 1-50%, mas
preferentemente entre 5-10%, de su peso molecular original tras el tratamiento, evaluado mediante SDS-PAGE. Pre-
ferentemente, la toxina adquiere un peso molecular ligeramente superior tras el tratamiento de destoxificaciéon debido
a que varios residuos aminoacidicos se modifican mediante unién covalente al compuesto quimico. No obstante, pre-
ferentemente, el procedimiento de la invencién no implica una amplia conjugacién de la toxina, bien mediante unién
covalente a otras moléculas de toxina de modo que se forma una toxina con una estructura cuaternaria monomérica,
bien mediante unién covalente de la toxina a otras proteinas, polisacdridos o lipopolisacdridos grandes. Mas prefe-
rentemente, los procedimientos, proteinas o productos descritos en el documento WO96/05859 no estin cubiertos por
esta invencion.

Los procedimientos de la invencidn pueden usarse para destoxificar las toxinas bacterianas. Entre las toxinas pre-
feridas se incluyen las citolisinas activadas por tiol, piolisina de A. pyogenes, cereolisina de B. cereus, turingiolisina de
B. thuringeiensis, laterosporolisina de B. latersporus, bifermentolisina de C. bifermentans, botucinolisina de C. botu-
linum, chauveolisina de C. chauvoel, histoliticolisina de C. hystolyticum, edematolisina de C. novyi tipo A, perfringo-
lisina de C. perfringens, septicolisina de C. septicum, soderlilisina de C. sordeilii, tetanolisina de C. fetani, ivanolisina
de L. ivanovi, listeriolisina de L. monocytogenes, seeligerilisina de L. seeligeri, alveolisina de P. alvei, estreptolisina
O de S. pyogenes, S. canis o S. equisimilis, internedilisina de S. intermedius, suilisina de S. suis o neumolisina de S.
pneumoniae, que pueden ser de tipo salvaje o ser toxinas modificadas genéticamente con niveles menores de toxicidad,
tal como PdA y PdB (documentos WO90/06951, W099/03884).

El procedimiento también se puede usar para destoxificar las toxinas de Neisseria FrpA, FrpC (documento W92/
01460), FrpB (Microbiology 142; 3269-3274, (1996); J. Bacterial. 181; 2895-2901 (1999)) NM-ADPRT (Decimoter-
cera Conferencia Internacional sobre Neisseria patogénica 2002 Masignani y col., pag. 135). FrpA y FrpC contienen
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una regidn que estd conservada entre estas dos proteinas y un fragmento preferido de las toxinas serfa un polipéptido
que contiene este fragmento conservado, que comprende, preferentemente, los aminodcidos 227-1004 de la secuencia
de FrpA/C.

El procedimiento también se puede usar para destoxificar las toxinas de Bordetella, incluidas la adenilato cicla-
sa (CyaA) (Glaser (1988) Mol. Microbiol. 2, 19-30), la toxina dermonecrética (Livey (1984) J. Med. Microbiol. 17;
91-103) y la toxina pertussis (TP) (Munoz y col. (1981) Infect Immun 33; 820-826). El procedimiento de la inven-
cién también es Ttil para destoxificar la toxina del tétanos (TT) y la toxina diftérica (TD) y la toxina de S. aureus
y S. epidermidis, incluidas las autolisinas (AtlE, amidasa y glucosaminidasa), proteina de unioén sialoproteina de
unién al hueso (HarA) y hemolisina (documentos WO 01/98499; WO 02/59148; W0O03/11899 locus 1, 2, 3, 5, 7,
78, 84).

Los procedimientos de la invencién conducen a una reduccién de la cantidad de toxicidad y/o la actividad hemo-
liticas de la toxina de al menos un 90%, preferentemente un 95%, 96%, 98%, 99%, 99,5%, 99,9% o 99,99%. (La
actividad hemolitica se mide usando el procedimiento del Ejemplo 3 y la toxicidad puede medirse mediante el pro-
cedimiento del Ejemplo 5.). La neumolisina nativa tiene una actividad hemolitica de 500.000-1.000.000 unidades por
mg de neumolisina. Algunas variantes de la neumolisina con mutacién puntual tienen una toxicidad y una actividad
hemolitica reducidas. La destoxificacién de una variante de neumolisina puede no ser capaz de conseguir una disminu-
cién del porcentaje tan elevada de la actividad hemolitica debido a la menor forma del punto de partida cuya actividad
hemolitica estd reducida, no obstante se ha previsto que la mayor parte de la actividad hemolitica se elimina mediante
los procedimientos de la invencidn.

La etapa de destoxificaciéon del procedimiento de la invencién proporciona, preferentemente, una reaccién de
reticulaciéon que es sustancialmente no reversible. La reversibilidad se evalda mediante la monitorizacién del nivel
de actividad hemolitica de la toxina destoxificada directamente tras la destoxificacidon y después de incubar a una
temperatura por encima de 25°C, preferentemente por encima de 30°C, mds preferentemente por encima de 35°C,
mas preferentemente por encima de 37°C durante al menos 5, 6, 7, 8, 9 6 10 dias. Una reaccién sustancialmente no
reversible tiene como resultado una destoxificacidn sustancialmente no reversible y se define como una reaccién en
la que el nivel de actividad hemolitica se eleva en menos de un 100%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% tras la incubacién
a una temperatura elevada, como se ha descrito en lo que antecede. Muchos procedimientos de destoxificacién, por
ejemplo mediante el uso de tratamiento con formaldehido, tienen como resultado una destoxificacién que no es estable
pero incrementa la toxicidad con el tiempo.

En una etapa de destoxificacion preferida del procedimiento de la invencién mas del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95% o 98% de la toxina conserva una estructura cuaternaria monomérica tras la reaccién de reticulacién. Muchos
reactivos de reticulacién forman reticulaciones intermoleculares (por ejemplo formaldehido y glutaraldehido). Esto
puede afectar a las propiedades inmunoldgicas de la toxina, ya que algunos epitopos estardn escondidos en el interior
del agregado. Los procedimientos de la invencién implican, preferentemente, simplemente modificar los residuos de
aminodcidos, preferentemente los grupos sulthidrilo y/o de amino primarios de los aminoécidos y/o la formacién
de reticulaciones principalmente intramoleculares. La estructura cuaternaria monomérica resultante permite que los
epitopos permanezcan expuestos en la superficie de la toxina.

En una forma de realizacién preferida de la etapa de destoxificacion, el reactivo de reticulacion es heterobifun-
cional. Los reactivos de reticulacién preferidos contienen un grupo éster de N-hidroxisuccinimida que reacciona
preferencialmente, més preferentemente especificamente, con grupos amina primarias. Preferentemente, el reactivo
de reticulacién contiene un grupo maleimida que reacciona preferencialmente, mds preferentemente especificamente,
con grupos sulthidrilo. A un pH de aproximadamente 7, un grupo maleimida reacciona 1000 veces mds rdpido con
los grupos sulfhidrilo de lo que lo hace con las aminas. Preferentemente, el reactivo de reticulacion contiene un grupo
éster de N-hidroxisuccinimida y un grupo maleimida. Preferentemente, el agente de reticulacién no se puede escindir
usando un agente reductor, ya que esto conduce a una destoxificacién menos eficaz.

La distancia entre los grupos reactivos del reactivo de reticulacion puede afectar a la eficacia de la destoxificacion.
Preferentemente, la distancia entre los grupos del reactivo de reticulaciéon que son reactivos con los grupos amina
y sulfhidrilo estd entre 1,5 y 20 Angstroms, mds preferentemente entre 5 y 15 Angstroms y mds preferentemente
alrededor de 10 Angstroms en el procedimiento de la invencién. Preferentemente, los residuos aminoacidicos en la
toxina bacteriana se modifican mediante la adicién de un grupo de una longitud de aproximadamente 5, 7, 10, 12, 15,
18, 20, 50, 100, 500 Angstroms. Preferentemente, el grupo modificante tiene un tamafio de entre 5 y 100 Angstroms,
mads preferentemente de entre 10 y 20 Angstroms.

La etapa de destoxificacién del procedimiento de la invencién permite la modificaciéon de suficientes residuos,
de modo que la interferencia estedrica y/o los cambios conformacionales inhiben la funcién de la toxina bacteriana.
Preferentemente se modifican al menos 5, 7, 10, 12, 14, 15, 20 6 25 residuos aminoacidicos de la toxina bacteriana.
Cuanto en el reactivo de reticulacion estdn presentes grupos de maleimida sin reaccionar se puede usar una reaccién de
Ellman para estimar (indirectamente) el niimero de moléculas reticuladoras unidas a cada molécula de toxina (Ellman
1959 Arch. Biochem. Biophys, 82; 70).

Reactivos de reticulacion preferidos son SMPT, Sulfa-LC SMPT, Sulfa-KMUS, LC-SMCC, KMUA, Sulfo-LC-
SPDP, LC-SPDP, SMPB, Sulfa-SMPB, SMPH, Sulfa-SMCC, SMCC, SIAB, Sulfa-SIAB, GMBS (éster de N-(y-
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maleimidobutiriloxi) succinimida), Sulfa-GMBS, MBS, Sulfa-EMCS, EMCA, EMCS, BMPS, SPDP, SBAP, BMPA,
AMAS, SATP y SIA (Pierce).

En un procedimiento preferido de la invencidn, la toxina se trata con el compuesto quimico o reactivo de reticu-
lacion en condiciones de pH de entre 5,0 y 9,0, preferentemente 6,5 a 8,0, mds preferentemente de 7,0 a 7,8. En los
tratamientos en los que se estimula la reaccién de un grupo maleimida con un grupo sulthidrilo, el pH preferido de la
reaccién es 6,0 y 8,0, mas preferentemente de 6,5 y 7,5. La concentracion preferida de sales durante la reaccion estd
entre 100 mM y 1 M, mas preferentemente 150 mM y 500 mM, mas preferentemente entre 200 mM y 300 mM. No
obstante, los inventores han descubierto que en ocasiones es preferible realizar la reaccion a un nivel bajo de sales sin
afiadir cloruro sédico ni otra sal. Cuando la reaccion se efectia a un pH entre 7,6 y 7,8, la reaccién se puede llevar a
cabo, opcionalmente, sin la adicién de sal. De igual modo, el uso de proporciones superiores de GMBS vy la toxina se
puede realizar sin la adicién de sal a valores de pH entre 7,0 y 8,0.

Preferentemente se usa un exceso molar del compuesto quimico o del reactivo de reticulacién de 50-500 veces mads,
més preferentemente de 130-350 o de 350-900, m4s preferentemente de 250. La neumolisina neumocdcica contiene
31 residuos de lisina. Por tanto, un exceso molar de 248 veces del compuesto quimico o del reactivo de reticulacién
sobre la neumolisina es equivalente a un exceso molar de 8 veces del compuesto quimico o el reactivo de reticulacién
con respecto a cada residuo de lisina. Preferentemente, en los procedimientos de la invencién se usa una proporcién
molar entre el compuesto quimico o el reactivo de la reticulacién y los residuos de lisina 2-20 veces mayor, mds
preferentemente 4-15 veces o 15-30 veces, mds preferentemente de aproximadamente 8 veces.

El tratamiento con el reactivo de reticulacién progresa durante al menos 15 minutos, preferentemente durante al
menos 30 minutos, mas preferentemente durante alrededor de una hora a entre 4°C y 40°C, preferentemente a 15°C
y 25°C, mds preferentemente a temperatura ambiente. El procedimiento de la invencién puede ademds comprender
una etapa de inactivacién usando un compuesto que contiene un grupo sulthidrilo, preferentemente el compuesto
inactivador tiene un peso molecular de alrededor de 50, 100 6 120, mas preferentemente el reactivo inactivador es
un aminoécido tal como cisteina. Como alternativa, los grupos pueden hacerse reaccionar con un péptido o resto
polisacdrido capaz de reaccionar con maleimida, por ejemplo un péptido que contiene un residuo de cisteina. Esto
es particularmente adecuado cuando los grupos de maleimida sin reaccionar estdn presentes antes de la etapa de
inactivacion.

La etapa de destoxificacién es adecuada para usar sobre toxinas bacterianas tal y como se ha descrito en lo que
antecede. Preferentemente, la toxina bacteriana es de Streptococcus pneumoniae, mas preferentemente la toxina es
neumolisina. La neumolisina es una proteina nativa o recombinante o una proteina que se ha sometido a ingenieria
genética para reducir su toxicidad (como se ha descrito en lo que antecede). Las proteinas de fusién de las toxinas,
preferentemente neumolisina o fragmentos de toxinas, preferentemente neumolisina, pueden destoxificarse usando el
procedimiento de la invencion.

Por tanto, en una forma de realizacion preferida, una toxina (como neumolisina) se destoxifica con un reactivo de
reticulacién que es, preferentemente, heterobifuncional que tiene grupos que son reactivos con residuos de lisina y de
cisteina, y que es de un determinado tamafio, mas preferentemente que tiene entre los grupos reactivos hay un espacio
de 10-20 Angstroms, de modo que se producen las dos situaciones siguientes o, preferentemente, ambas:

a) entre 5y 30, preferentemente alrededor de 12-14, residuos aminoacidicos de la toxina son modificados por
la unién covalente de una molécula de reticulacién preferentemente a un residuo de lisina o de arginina
(preferentemente, medida indirectamente mediante una reaccién de Ellman), habiéndose inactivado el otro
extremo (preferentemente con cisteina) y/o;

b) una cadena lateral de cisteina implicada en la actividad txica de la toxina (preferentemente situada hacia el
extremo C de la toxina) estd reticulada con otra cadena lateral de la toxina (preferentemente con un residuo
de lisina o de arginina), que estd separada del residuo de cisteina en la secuencia primaria de la toxina por,
preferentemente, més de 2, 5, 10, 20, 30 o 40 aminoacidos.

En otra forma de realizacion preferida, una toxina (preferentemente neumolisina) se destoxificada con un com-
puesto quimico monofuncional que reacciona, preferentemente, con los aminoacidos que contienen un grupo amino
primario, méis preferentemente lisina, y es de un tamafio determinado, mas preferentemente de 10-00 Angstroms, de
modo que la toxina esté cubierta con entre 5 y 30, mds preferentemente con alrededor de 14, compuestos quimicos
unidos a los residuos aminoacidicos.

Conjugados de polisacdridos

Un problema asociado con el enfoque polisacarido de la vacunacion es el hecho de que los polisacaridos per
se son malos inmundgenos. Para superar esto, los polisacaridos pueden estar conjugados con portadores proteicos,
que proporcionan ayuda de las células T adyacentes. El procedimiento de la invencién puede contener de un modo
ventajoso otra etapa de conjugacién de la citolisina, preferentemente neumolisina, a un polisacdrido bacteriano, por
ejemplo un lipo-oligosacérido o, preferentemente, un polisacarido capsular.
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Un conjugado preferido comprende citolisina, preferentemente neumolisina, obtenida mediante el procedimiento
de la invencién conjugada a polisacdridos capsulares derivados de Streptococcus pneumoniae. Los antigenos polisacé-
ridos capsulares neumocdcicos se seleccionan, preferentemente, de los 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 (m4s preferentemente de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19F y 223F) o mezclas de dos o mds de dichos conjugados (4, 7, 9, 11, 13 6 23).

La citolisina, preferentemente neumolisina, purificada mediante el procedimiento de la invencién, también se con-
juga, preferentemente, a los polisacaridos o lipopolisacéridos o lipooligosacaridos capsulares de otras cepas de bacte-
rias. Tales polisacaridos pueden aislarse de, por ejemplo, H. influenzae, H. influenzae de tipo B (Hib), N. meningitidis,
estreptococos distintos a S. prneumoniae (p. €j., estreptococos del grupo B, S. pyogenes, etc.), estafilococos (p. €j., S.
aureus, S. epidermidis), E. coli, enterococos (p. €j., E, faecalis y E. faecium), etc. Preferentemente, los polisacaridos
son de H. Influenzae de tipo B (Hib) y/o de N. meningitidis de los grupos A, C, W135 y/o Y. Entre los lipooligosaca-
ridos preferidos se incluyen los de N. meningitidis (inmunotipos L2, L3, L4 y/o L6), M. catarrhalis y H. Influenzae.

El polisacdrido puede unirse a la citolisina, preferentemente neumolisina, mediante cualquier procedimiento co-
nocido (por ejemplo por Likhite, patente de EE.UU. 4.372.945 y por Armor y col., patente de EE.UU. 4.474.757).
Preferentemente se efectia la conjugacién CDAP (documento WO 95/08348). Para estimular la inmunogenicidad, los
polisacaridos pueden adyuvarse y/o liofilizarse. Los polisacaridos de la invencién pueden ser de tamafio completo o
reducirse su tamafio después de la purificacién a polisacdridos u oligosacdridos més pequefios.

En otro aspecto de la invencion, la citolisina, preferentemente neumolisina, puede combinarse con cualquiera de
los polisacaridos u oligosacdridos descritos en lo que antecede, sin conjugar la citolisina al polisacédrido u oligosacarido
para formar una composicién inmunogénica o vacuna.

El procedimiento de la invencién comprende, preferentemente, otra etapa de formulacién de citolisina, preferente-
mente neumolisina, en una vacuna.

El término “polisacdrido” incluye la forma de longitud completa de los polisacaridos aislados del organismo y
abarca polisacaridos, lipopolisacaridos y lipooligosacdridos capsulares. También abarca polisacéridos y oligosacaridos
de tamafo ajustado.

En la presente memoria descriptiva, con los términos “que comprende”, “comprenden” y “comprende” los inven-
tores pretenden que sean opcionalmente sustituibles con los términos “que estdn compuestos por” “compuestos por”
y “compuesto por”, respectivamente, en cada caso.

Proteinas y composiciones inmunogénicas

Ademais se describe la citolisina, preferentemente neumolisina, purificada mediante el procedimiento de la inven-
cién. Esto incluye un conjugado de neumolisina-polisacdrido capsular bacteriano hecho mediante el procedimiento de
la invencion.

Ademais se describe una composicién inmunogénica que comprende citolisina, preferentemente neumolisina o neu-
molisina-polisacdrido capsular bacteriano obtenidos mediante el procedimiento de la invencién (como se ha descrito
en lo que antecede).

La composicién inmunogénica, preferentemente comprende ademds uno o mds miembros de la familia de las pro-
tefnas neumocdcicas de unidn a colina, preferentemente la proteina A de unién a colina o un fragmento inmunogénico
de la misma y/o uno o mas miembros de la familia de la triada de polihistidina (incluidas sus proteinas de fusién),
preferentemente PhtA, PhtB, PhtD o PhtE, o un fragmento inmunogénico de los mismos.

Concerniente a la familia de proteinas de unién a colina (CbpX), loe miembros de esta familia se identificaron
originariamente como proteinas neumocdcicas que podrian purificarse mediante cromatografia de afinidad por colina.
Todas las proteinas de unién a colina estan unidas de un modo no covalente a restos de fosforilcolina del 4cido teicoico
de la pared celular y del dcido lipoteicoico asociado a la membrana. Estructuralmente, tienen varias regiones en comuin
con la familia entera, aunque la naturaleza exacta de las proteinas (secuencia de aminoécidos, longitud, etc.) puede
variar. En general, las protefnas de unién a colina comprenden una regién N terminal (N), regiones de repeticiones
conservadas (R1 y/o R2), una regién rica en prolina (P) y una regién de unién a colina conservada (C), formada
por miiltiples repeticiones, que comprende aproximadamente la mitad de la proteina. Como se usa en esta solicitud, el
término “Familia de proteinas de unidén a colina (CbpX)” se selecciona del grupo compuesto por las proteinas de unién
a colina como se identifican en el documento W097/41151, PbcA, SpsA, PspC, CbpA, CbpD y CbpG. La CbpA se
describe en el documento W0O97/41151. CbpD y CbpG se describen en el documento WO00/29434. PspC de describe
en el documento WO97/09994. PbcA describe en el documento WO98/21337. SpsA es una proteina de unién a colina
descrita en el documento W098/39450. Preferentemente, las proteinas de unién a colina se seleccionan del grupo
compuesto por CbpA, PbcA. SpsA y PspC.

Ademais se describen fragmentos de CbpX en los que “CbpX” se ha definido en lo que antecede y “fragmentos” se
refiere a proteinas CbpX que crecen del 50% o mds de la regién de unién a colina (C). Preferentemente, tales proteinas
carecen de toda la regién de unidn a colina. Mds preferentemente, tales fragmentos proteicos carecen de (i) la regién
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de unién a colina e (ii) también una porcién de la mitad N terminal de la proteina, aunque conservan al menos una
region de repeticion (R1 o R2), Todavia més preferentemente, el fragmento tiene 2 regiones de repeticion (R1 y R2),
mas preferentemente el fragmento conserva la region rica en prolina (P). Ejemplos de tales fragmentos son NR1xR2 y
R1xR2 como se ilustra en los documentos W099/51266 o0 W099/51188 y NR1xR2P, no obstante, dentro del alcance
de esta invencién también se contemplan otras proteinas de unién a colina que carecen de una regién similar de unién
a colina.

La familia LytX consta de proteinas asociadas a la membrana relacionadas con la lisis celular. EL. dominio en el
extremo N comprende dominio(s) de unién a colina, no obstante, la familia LytX no posee todas las caracteristicas
encontradas en la familia CbpA indicadas anteriormente y, por tanto, la familia LytX se considera distinta a la familia
CbpX. En contraste con la familia CbpX, el dominio del extremo C contiene el dominio catalitico de la familia de
proteinas Lytx. La familia comprende LytA, B y C. Con respecto a la familia Lytx, LytA se describe en Ronda y col.,
Eur J Biochem, 164: 621-624 (1987). LytB se describe en el documento W098/18930 y también se denomina Sp46.
LytC también se describe en el documento W0O98/18930 y también se denomina Sp91. Un miembro preferido de dicha
familia es LytC.

Ademéds se describen fragmentos de LytX en los que “Lytx” se define como en lo que antecede y “fragmentos” se
refiere a proteinas LytX que carecen del 50% o mds de la regién de unidn a colina. Preferentemente, tales proteinas
carecen de toda la regién de unién a colina. Un ejemplo de tales fragmentos se puede encontrar en la seccién Ejemplos
de esta invencion.

Ademds se describen las proteinas quiméricas (o de fusion) fragmento de CbpX-fragmento de Lytx. Preferente-
mente, esto comprende NR1XR2 (o R1XR2 o NR1XR2P) de CbpX y la porcién del extremo C (Cterm, es decir, que
carece de los dominios de unién a colina) de LytX (p. ej., LytCCterm o Sp91 Cterm). Mds preferentemente, CbpX se
selecciona de grupo compuesto por CbpA, PbcA, SpsA y PSpC. Todavia mas preferentemente es CbpA. Preferente-
mente, LytX es LytC (también denominada Sp91).

Ademéds se describe PspA o PsaA, o fragmentos que carecen del dominio de unién a colina (C) expresados opcio-
nalmente como una proteina de fusién con Lytx. Preferentemente, LytX es LytC.

La familia de Pht (Trfada de polihistidina) comprende las proteinas PhtA, PhtB, PhtD y PhtE. La familia se ca-
racteriza por una secuencia de lapidacion, dos dominios separados por una regién rica en prolina y varias triadas de
histidina, posiblemente implicados en la unién a metal o a nucleésidos o la actividad enzimadtica, regiones superhélice
(3-5), un extremo N conservado y un extremo C heterogéneo. Estd presente en todas las cepas de neumococos anali-
zadas. También se han encontrado proteinas homélogas en otros estreptococos y Neisseria. Miembros preferidos de
la familia comprende PhtA, PhtB y PhtD. M4s preferentemente, comprende PhtA o PhtD. No obstante, cabe entender
que los términos PhtA, B, D y E se refieren a proteinas de las que se han descrito sus secuencias en las citas que
figuran a continuacién, asi como variantes naturales (y fabricadas por el ser humano) de las mismas que tienen una
homologia de secuencia que es al menos un 90% idéntica a las proteinas referenciadas. Preferentemente es al menos
un 95% idénticas y, mds preferentemente, un 97% idénticas.

La composicién inmunogénica puede incorporar proteinas de fusién de proteinas de triada de histidina. Estas
incluyen proteinas de fusién con una proteina de trfada de histidina o un fragmento de la misma unida a una segunda
proteina de la triada de histidina o un fragmento de la misma. Proteinas de fusién preferidas contienen i) PhtD o un
fragmento de la misma unida a PhtE o a un fragmento de la misma, o ii) PhtB o un fragmento de la misma unida a
PhtE o un fragmento de la misma.

Con respecto a las proteinas PhtX, la PhtA se describe en el documento WO 98/18930, y también se denomina
Sp36. Como se ha indicado en lo que antecede, es una proteina de la familia de la triada de polihistidina y tiene el
motivo de sefial de tipo II de LXXC.

La PhtD se describe en el documento WO 00/37105 y también se denomina Sp036D. Como se ha indicado antes,
también es una proteina de la familia de la triada de polihistidina y tiene el motivo de sefial de tipo II LXXC. La PhtB
se describe en el documento WO00/37105 y también se denomina Sp036B. Otro miembro de la familia de PhtB es el
polipéptido de degradacion C3, como se describe en el documento WO00/17370. Esta proteina también es de la familia
de la triada de polihistidina y tiene el motivo de sefial de tipo II LXXC. Un equivalente preferido inmunoldgicamente
funcional es la proteina Sp42 descrita en el documento EO 98/18930. Un fragmento de PhtB (de aproximadamente
(79 kD) se describe en el documento W099/1567, que también se considera un miembro de la familia de PhtX.

PhtE se describe en el documento WO00/30299 y se denomina BVH-3.

Con el fin de generar una composicién inmunogénica capaz de provocar una respuesta inmunitaria contra mas
de un patégeno implicado en la otofios media, es ventajoso para las composiciones inmunogénicas de la invencién
comprender ademds un antigeno de uno o més (2, 3, 4, 5, 6) de S. pneumoniae, Haemophilus influenzae no tipificable,
Moraxella catarrhalis, VRS, virus de la parainfluenza y/o virus de la gripe.

La presente invencion también describe vacunas de combinacién que proporciona proteccion contra un abanico de
patégenos diferentes. En la actualidad, muchas vacunas pediétricas se administran como una vacuna de combinacién
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de modo que reducen el nimero de inyecciones que ha de recibir un nifio. Por ejemplo, las vacunas de la invencion se
pueden formular (o administrar por separado pero al mismo tiempo) con la vacuna de combinacién “trivalente” bien
conocida que comprende el toxoide diftérico (TD), el toxoide del tétanos (TT) y componentes de pertussis [toxoide
de pertussis normalmente destoxificado (TP) y hemaglutinina filamentosa (FHA) con pertactina opcional (PRN) y/o
aglutinina 142], por ejemplo la vacuna comercializada INFANRIX-DTPa™ (SmithKlineBeecham Biologicals) que
contiene antigenos de TD, TT, TO, FHA y PRN, o con un componente pertussis de célula entera, por ejemplo co-
mo ha comercializado SmithKlineBeecham Biologicals S.A. como Tritanrix™. La vacuna combinada puede también
comprender otro antigeno, como el antigeno de superficie de hepatitis B (HbsAg), antigenos del virus de la polio
(por ejemplo, virus trivalente inactivado de la polio-VPI), proteinas de membrana externa de Moraxella catarrhalis,
proteinas no tipificables de Haemophilus influenzae, proteinas de la membrana externa de N. meningitidis B.

Ejemplos de antigenos proteicos preferidos de Moraxella catarrhalis que se pueden incluir en una vacuna de
combinacién (especialmente para la prevencion de la otitis media) son: OMP106 [documento WO 97/41731 (An-
tex) y el documento W096/34960 (PMC)]; OMP21; LbpA y/o LbpB [documento W098/55606 (PMC)]; TbpA y/o
TbpB [documento WO 97/13785 y documento WO 97/32980 (PMC)]; CopB [Helminen ME, y col. (1993) Infect.
Immun. 61:2003-2010]; UspAl y/o UspA2 [documento WO 93/03761 (Universidad de Texas)]; OmpCD; HasR
(PCT/EP99/03824); PilQ (PCT/EP99/03823); OMPS85 (PCT/EP00/01468); lipo06 (documento GB 9917977.2); li-
pol0 (documento GB 9918208.1); lipoll (documento GB 9918302.2); lipo 18 (documento GB 9918038.2); P6
(PCT/EP99/03038); D15 (PCT/EP99/03822); OmplA1 (PCT/EP99/06781); Hly3 (PCT/EP99/03257); y OmpE. Ejem-
plos de antigenos no tipificables de Haemophilus influenzae que se pueden incluir en una vacuna de combinacién
(Especialmente para la prevencion de la otitis media incluyen: proteina fimbrina [(documento US 5766608- Ohio
State Research Foundation)] y fusiones que comprenden péptidos de los mismos [p. €j., fusiones de péptidos LB1
(f); documento US 5843464 (OSU) o documento W099/64067]; OMP26 [documento WO 97/01638 (Cortecs)]; P6
[documento EP 281673 (State University de Nueva York)]; TbpA y/o TbpB; Hia; Hsf; Hind7; Hif; Hmw1; Hmw2;
Hmw3; Hmw4; Hap; D15 (documento WO 94/12641); proteina D (documento EP 594610); P2; y P5 (documento
94/26304).

Otras combinaciones contempladas en la citolisina, preferentemente neumolisina, de la invencién en combinacién
con antigenos virales, por ejemplo virus de la gripe (atenuado, dividido o subunidad [p. ej., neuraminidasa glicopro-
teica de superficie (NA) y hemaglutinina (HA). Véase, por ejemplo, Chaloupka 1 y col., Eur. Journal Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 1996, 15: 121-127], VRS (p. ¢j., antigenos F y G o fusiones F7G, véase, por ejemplo, Schmidt A.C. y col.,
J Virol, mayo 2001, pag. 4594-4603), virus de la parainfluenza 3 (VPI3) (p. ej., proteinas HN y F, véase Schmidt y
col, ant.), virus de la varicela (p. ej., atenuado, glucoproteinas I-V etc.), y cualquiera (o todos) los componentes de la
vacuna triple virica (sarampion, paperas, rubéola).

Vacunas

Ademds se describe una vacuna que comprende citolisina, preferentemente neumolisina o un conjugado de neu-
molisina-polisacarido capsular bacteriano, obtenida mediante el procedimiento de la invencién y un excipiente farma-
céuticamente aceptable y, opcionalmente, un adyuvante.

Una vacuna puede comprender las composiciones inmunogénicas descritas anteriormente y un excipiente farma-
céuticamente aceptable.

Las vacunas son capaces de generar una respuesta inmunolégica protectora contra la infeccién por S. pneumoniae
y/o la otitis media.

Otra forma de realizacion de la invencién incluye un procedimiento de preparar una vacuna tomando una citolisina,
preferentemente neumolisina, hecha mediante el procedimiento de la invencién y formuldndola como una vacuna con
un excipiente farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, con uno o mas de los otros antigenos descritos en lo que
antecede.

Ademds se describe un procedimiento de tratamiento o prevencion de infeccidn bacteriana, preferentemente de
infeccién por Streptococcus pneumoniae o de otitis media, que comprende la administracién de la vacuna o la compo-
sicién inmunogénica.

Ademds se describe el uso de la citolisina, preferentemente neumolisina y/o conjugado neumolisina-polisacarido
capsular bacteriano, cualquiera de los cuales se obtiene mediante un procedimiento de la invencién, en la preparacién
de una vacuna para el tratamiento o prevencion de la infeccién bacteriana, preferentemente infeccion por Streptococcus
pneumoniae u otitis media.

Preferentemente, las vacunas estan adyuvadas. Entre los adyuvantes adecuados se incluyen una sal de aluminio
tal como gel de hidréxido de aluminio (alimina) o fosfato de aluminio, pero también puede ser una sal de calcio,
de magnesio, de hierro o de cinc, o puede ser una suspension insoluble de tirosina acilada, o azucares acilados,
polisacaridos derivados catiénica o aniénicamente, o polifosfacenos.
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Se prefiere que el adyuvante se seleccione de modo que sea un inductor preferencial de un tipo de respuesta TH1.
Tales niveles elevados de citocinas de tipo Th1 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunitarias mediadas
por células a un antigeno dado, mientras que los niveles elevados de citocinas de tipo Th2 tienden a favorecer la
induccién de las respuestas inmunitarias humorales al antigeno.

Es importante recordar que la distincién entre respuesta inmunitaria de tipo Th1l y de tipo Th2 no es absoluta. En
realidad, un individuo soportard una respuesta inmunitaria que se describe como predominantemente de tipo Thl o
predominantemente de tipo Th2. No obstante, a menudo es conveniente considerar las familias de citocinas en términos
del descrito en clones de células T CD4+ve murinas por Mosmann y Coffman (Mosmann, T.R. y Coffman, R.L. (1989)
TH1 y TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review
of Immunology, 7, pag. 145-173). Tradicionalmente, las respuestas de tipo Thl se asocian con la produccién de las
citocinas INF-y E I1-2 por parte de los linfocitos T. Otras citocinas a menudo directamente asociadas con la induccién
de respuestas inmunitarias de tipo Th1 no son producidas por las células T, tal como la IL-12. En contraste con ello, las
respuestas de tipo Th2 se asocian con la secrecién de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10. Entre los sistemas adyuvantes adecuados
que estimulan una respuesta predominantemente de tipo Thl se incluyen: Monofosforilo lipido A o un derivado del
mismo, particularmente monofosforilo lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL) (para su preparacién véase el documento
GB 2220211A); y una combinacién de monofosforilo lipido A, preferentemente el monofosforilo lipido A 3-des-O-
acilado, junto con una sal de aluminio (por ejemplo, fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio) o una emulsién
de aceite en agua. En tales combinaciones, el antigeno y el 3D-MPL estdn contenidos en las mismas estructuras
particuladas, lo que permite una administracion mds eficaz de las sefiales antigénicas e inmunoestimuladoras. En los
estudios se ha demostrado que el 3D-MPL puede potenciar més la inmunogenicidad de un antigeno adsorbido en
alimina [Thoelen y col. Vaccine (1998) 16: 708-14; documento EP 689454-B1].

Un sistema potenciado implica la combinacién de un monofosforilo lipido A y un derivado de saponina, particular-
mente la combinacién de QS21 y 3D-MPL tal y como se describe en el documento WO 94/00153, o una composicién
menos reactogénica en la que el QS21 se inactiva con colesterol tal y como se describe en el documento W0O96/33739.

Una formulacién adyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsién de
aceite en agua se describe en el documento W095/17210, y es una formulacién preferida.

Preferentemente, la vacuna comprende ademds una saponina, mds preferentemente QS21. La formulacién también
puede comprender una emulsion de aceite en agua y tocoferol (documento 95/17210).

La presente invencidn también describe un procedimiento para producir una formulacién de vacuna que comprende
mezclar una citolisina junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como 3D-MPL.

Oligonucleotidos no metilados que contienen CpG (documento WO 96/02555) también son inductores preferentes
de una respuesta de tipo Th1 y son adecuados para usar en la presente invencion.

En otro aspecto de la presente invencion se describe una vacuna como se describe en la presente memoria descrip-
tiva para usar en medicina. Se describe un procedimiento de prevencion o mejora de la neumonia en un ser humano
anciano (de alrededor de 55 afios de edad), que comprende administrar a dicho paciente anciano una cantidad segura
y eficaz de una vacuna de la invencion, y, opcionalmente, un adyuvante de Thl.

En otra forma de realizacién se describe un procedimiento de prevencidn y mejora de la otitis media en lactantes
(de hasta 24 meses de edad) o nifios pequefios (normalmente de 24 meses a 4 afios), que comprende a dicho lactante o
nifio pequefio una cantidad segura y eficaz de una vacuna que comprende una citolisina, preferentemente neumolisina,
opcionalmente con uno o mas de los otros antigenos descritos anteriormente y, opcionalmente, un adyuvante de Thl.

Las preparaciones de la vacuna pueden usarse para proteger o tratar a un mamifero (preferentemente un paciente
humano) susceptible a la infeccién, por medio de la administracién de dicha vacuna a través de una via sistémica o
mucosa. Estas administraciones pueden incluir la inyeccidn a través de las vias intramuscular, intraperitoneal, intra-
dérmica o subcutdnea; o mediante administracién mucosa en los tractos oral/alimentario, respiratorio, genitourinario.
Se prefiere la administracion intranasal de las vacunas para el tratamiento de la neumonia o la otitis media (como
portador nasofaringeo de neumococos puede evitarse con mas eficacia, lo que atentia la infeccién en su etapa mas
precoz). Aunque la vacuna puede administrarse en forma de una dosis tnica, los componentes de la misma también
pueden co-administrarse juntos al mismo tiempo o a tiempos diferentes (por ejemplo, si en una vacuna hay polisa-
céridos, estos podrian administrarse por separado al mismo tiempo o 1-2 semanas después de la administracién de
la combinacién de proteinas bacterianas para la coordinacién 6ptima de las respuestas inmunitarias en relacién de
una con otra). Ademds de una tnica via de administracién se pueden usar 2 vias de administracién diferentes. Por
ejemplo, los antigenos virales pueden administrarse ID (intradérmica), mientras que las proteinas bacterianas pueden
administrarse IM (intramuscular) o IN (intranasal). Si hay polisacaridos presente, pueden administrarse IM (o ID) y
las proteinas bacterianas pueden administrarse IN (o ID). Ademads, las vacunas pueden administrarse IM para las dosis
primarias e IN para las dosis de refuerzo.

La cantidad de antigeno conjugado en cada vacuna, la dosis se selecciona en forma de una cantidad que induce
una respuesta inmunoprotectora sin significativos efectos secundarios en vacunas tipicas. Tal cantidad variara depen-
diendo de qué inmunégeno especifico se emplea y cémo se presenta. El contenido de antigenos proteicos en la vacuna
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normalmente estard en el intervalo de 1-100 ug, preferentemente de 5-50 pg, mas normalmente en el intervalo de 5-
25 pg. Si hay polisacaridos incluidos, generalmente se espera que cada dosis comprenda 0,1-100 ug de polisacérido,
preferentemente 0,1-50 ug, mas preferentemente 0,1-10 ug, de los cuales el intervalo mds preferible es de 1 a 5 ug.

Las cantidades 6ptimas de los componentes para una vacuna concreta se pueden determinar mediante estudios
convencionales que implican la observacion de respuestas inmunitarias adecuadas en sujetos. Tras una vacunacién
inicial, los sujetos pueden recibir una o varias inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas. Normalmente,
una vacuna comprenderd antigeno (proteinas), un adyuvante y excipientes o un portador farmacéuticamente aceptable.

La preparacion de vacunas se describe en general en Vaccine Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds.
Powell M.F. Y Newman M.J.) (1995) Plenum Press Nueva York). Fullerton, patente de EE.UU. 4.235.877 describen
encapsulacién dentro de liposomas.

Aunque las vacunas pueden administrarse por cualquier via, la administracién de las vacunas descritas en la piel
(ID) forma una forma de realizacién de la presente invencién. La piel human comprende una cuticula “callosa” externa
denominada el estrato cérneo, que estd encima de la epidermis. Bajo esta epidermis existe una capa denominada
dermis, que a su vez estd encima del tejido subcutdneo. Los investigadores han demostrado que la inyeccién de una
vacuna en la piel, y en particular en la dermis, estimula una respuesta inmunitaria, que también puede estar asociada
con una serie de ventajas adicionales. La vacunacién intradérmica con las vacunas descritas en la presente memoria
descriptiva forma una caracteristica preferida.

La técnica convencional de inyeccién intradérmica, el “procedimiento mantoux”, comprende la etapas de limpiar
la pie y, después, extender con una mano y, con el bisel de una aguja de didmetro estrecho (0,46-0,29 mm) hacia arriba,
la aguja se inserta en un dngulo de entre 10-15°. Una vez que el bisel de la aguja se inserta, el cuerpo de la aguja se
baja y se hace avanzar mds al tiempo que se efectiia una ligera presion para elevarla bajo la piel. A continuacién se
inyecta el liquido muy despacio, de modo que se forma una ampolla o bulto en la superficie de la piel, seguido por la
lenta retirada de la aguja.

Mais recientemente se han descrito dispositivos especificamente disefiados para administrar agentes liquidos en
o a través de la piel, por ejemplo los dispositivos descritos en los documentos W099/34850 y EP 1092444, tam-
bién los dispositivos de inyeccién en chorro descritos, por ejemplo, en los documentos WO01/13977; US 5.480-
381, US 5.599.302, US 5.334.144, US 5.993.412, US 5.649.912, US 5.569.189, US 5.704.911, US 5.383.851, US
5.893.397, US 5.466.220, US 5.339.163, US 5.312.335, US 5.503.627, US 5.064.413, US 5.520.639, US 4.596.556,
US 4.790.824, US 4.941.880, US 4.940.460, WO 97/37705 y WO 97/13537. Procedimientos alternativos de adminis-
tracion intradérmica de las preparaciones de vacuna pueden incluir jeringas y agujas convencionales, o dispositivos
disefiados para la administracion balistica de vacunas sélidas (documento WO 99/27961) o parches transdérmicos
(documentos WO 97/48440; WO 98/28037); o aplicados a la superficie de la piel (administracién transdérmica o
transcutanea WO 98/20734; WO 98/28037).

Cuando las vacunas han de administrarse en la piel, o mas especificamente en la dermis, la vacuna estd en un
volumen de liquido bajo, particularmente un volumen de entre aproximadamente 0,05 ml y 0,2 ml.

El contenido de los antigenos en las vacunas cutdneas o intradérmicas puede ser similar a las dosis convencio-
nales encontradas en las vacunas intramusculares. En consecuencia, los antigenos proteicos presentes en las vacunas
intradérmicas pueden estar en el intervalo de 1-100 ug, preferentemente de 5-50 ug. Asimismo, si estd presente, se
espera que la cantidad de antigeno conjugado con polisacdrido en cada dosis de vacuna comprenda de 0,1-100 ug
de polisacdrido, preferentemente 0,1-50 ug, preferentemente 0,1-10 ug, y puede estar entre 1 y 5 ug. No obstante,
es una caracteristica de las vacunas cutdneas o intradérmicas que las formulaciones pueden ser de “dosis baja”. En
consecuencia, los antigenos proteicos en las vacunas de “dosis baja” estdn presentes, preferentemente, en tan poco
como 0,1 a 10 ug, preferentemente de 0,1 a 5 ug por dosis; y, si estdn presentes, los antigenos conjugados con poli-
sacarido pueden estar presentes en el intervalo de 0,01-1 ug y, preferentemente, entre 0,01 a 0,5 ug de polisacarido
por dosis.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “administracion intradérmica” significa administracion
de la vacuna en la region de la dermis en la piel. No obstante, la vacuna no se localizard necesariamente exclusivamente
en la dermis. La dermis es la capa de la piel localizada entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 2,0 mm de la
superficie de la piel humana, pero existe cierta cantidad de variacién entre individuos y en diferentes partes del cuerpo.
En general, se puede esperar alcanzar la dermis dirigiéndose 1,5 mm debajo de la superficie de la piel. La dermis se
localiza entre el estrato cérneo y la epidermis en la superficie y la capa subcutdnea inferior. Dependiendo del modo de
administracion, la vacuna puede localizarse, en ultima instancia, inicamente o principalmente dentro de la dermis, o
puede distribuirse, en ultima instancia, dentro de la epidermis y la dermis.

Las composiciones y vacunas inmunogénicas se pueden evaluar en varios modelos animales o con suero humano.
Como ilustracién se pueden usar los modelos animales siguientes para evaluar la infecciéon neumocdcica. Ratones
C3H/Hel (de 6 a 8 semanas de edad) se pueden inmunizar s.c. con 15 ug de proteina adyuvada con 50 ul de CFA,
seguido 3-4 semanas mas tarde por refuerzo con 15 ug de proteina con IFA. Para demostrar la proteccion activa
y pasiva frente a la infeccion sistémica, se puede administrar a los ratones por via intraperitoneal suero inmune o
proteinas antes de la exposicién mediante inyeccion intraperitoneal de 15 a 90 DL50 de neumococos la semana 8-
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10. Ademas, las proteinas se pueden analizar en un modelo de colonizacién de nasofaringe de ratén de (Wu y col.
Microbial Pathogenesis 1997; 23: 127-137)

Ademis de los ratones, las ratas lactantes son susceptibles a la colonizacién e infeccién por S. pneumoniae. En
estudios de proteccion pasiva, la administracién de suero inmune de ratén (100 ul i.p. o 10 ul i.n.) se puede realizar
antes de la exposicién con administracion intranasal de S. pneumoniae (10 ul) en cachorros de rata lactante de 2-5
dias de edad. La colonizacién se puede determinar sembrando en placas lavados nasales (20-40 ul instilados, 10 ul
extraidos).

Se pueden demostrar las interacciones favorables entre los componentes proteicos (o la proteina y el polisacarido)
de la vacuna de combinacién mediante la administracién de una dosis de cada proteina (o proteina y polisacérido) en la
vacuna que seria sub-protectora en una vacuna monovalente. La mayor eficacia protectora de la vacuna de combinacién
en comparacién con las vacunas monovalentes se puede atribuir a una interaccion favorable entre los componentes.

La invencidn se ilustra en los ejemplos adjuntos. Los ejemplos se llevan a cabo usando técnicas convencionales,
que son bien conocidos y rutinarios para los expertos en la técnica, a excepcién de cuando se describa de otro modo
con detalle. Los ejemplos estdn destinados a ilustrar, pero no limitar, la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Purificacion de neumolisina

La neumolisina se expres6 de forma recombinante en un cultivo de E. coli. Tras 18 horas de induccién del cultivo
de E. coli incrementando la temperatura a 39,5°C, la E. coli se sediment6 mediante centrifugacién a 17.000 g durante
1 hora. El sedimento se resuspendio en dietanolamina 25 mM a pH 9,0 y E. coli se fragmentd mecdnicamente usando
un pase a 3447,379 kPa en un aparato de Rannie. A la E. coli fragmentada se afiadi6 sarcosinato de lauroilo sédico
(SLS) al 1% y la mezcla se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la centrifugacion a 30.000 g durante
20 minutos de modo que se sediment? el residuo celular. El sobrenadante se diluy6 2,5 veces para finalizar en fosfato
20 mM a pH 7,0 con NaCl 1M y SLS al 1%, y después se cargé en una columna HP de fenil-sefarosa equilibrada en
el mismo tampodn (fosfato 20 mM a pH 7,0 con NaCl 1M y SLS al 1%= tampén de equilibrio). La columna se lavd
con 4 volimenes de columna de tampén de equilibrio, seguido por 2 volimenes de columna de tampén fosfato 20 mM
a pH 7,0, con NaCl 0,5M y SLS al 1%. La neumolisina eluyd de la columna aplicando un tamp6n de bajos niveles
de sales que contienen tampdn fosfato 20 mM a pH 7,0 con SLS al 1%. Las fracciones que contienen neumolisina se
identificaron usando andlisis de SDS-PAGE, se agruparon y el tampén se intercambi6 a dietanolamina 25 mM a pH
9,0 usando diafiltracion.

La neumolisina se solubilizé6 mediante desnaturalizacién afiadiendo clorhidrato de guanidina hasta una concentra-
cién final 6M e incubando durante una hora. Después se sometié a diafiltracion frente a urea 8M en dietanolamina
25 mM a pH 9,0 que contiene DTT 1 mM. La neumolisina se volvié a plegar mediante diafiltracién frente a tampdn
borato 20 mM a pH 9,0 con DTT 1 mM. Después de la renaturalizacion, la DTT se eliminé mediante diafiltracién
frente a tampdn borato 20 mM a pH 9,0.

La pureza alcanzada de la neumolisina se analizé mediante SDS-PAGE vy tincién con azul brillante de Coomassie.
Un gel distinto se analizé mediante Western blot usando un anticuerpo contra E. coli para detectar el nivel de proteinas
de E. coli que permanecen en la preparacion de neumolisina purificada. La actividad bioldgica de la neumolisina
purificada se evalué usando un ensayo de hemdlisis in vitro.

Resultados

Como se muestra en la figura 1, el procedimiento descrito antes pudo producir una purificacion altamente eficaz de
neumolisina tras una tnica etapa de cromatografia. El gel tefiido con azul de Coomassie en el panel A muestra que la
elucién de la columna con un tampdn con bajos niveles de sales que no contiene cloruro sédico afadido pudo eluir una
banda de 53 kDa correspondiente a la neumolisina de la columna en forma altamente purificada. También se piensa que
la banda mucho més débil de aproximadamente 45 kDa es neumolisina, ya que esta segunda banda se une a anticuerpos
antineumolisina (resultados no mostrados) y no se une a los anticuerpos anti E. coli, como se muestra en el panel B.
El Western blot del panel B es un procedimiento altamente sensible de detectar cualquier proteina contaminante que
permanezca en la neumolisina purificada. Este procedimiento fue capaz de detectar muy pocos contaminantes y los
presentes lo estaban a un nivel bajo inferior al nivel de deteccién de la tincién de Coomassie. Por tanto, la neumolisina
se purificé hasta un nivel de pureza del 98-100%.

El rendimiento del procedimiento de purificacion fue bueno, en el que un ciclo tipico dio alrededor de 1900 mg

de neumolisina por litro de fermentacién. Aproximadamente el 10% de la proteina del cultivo de fermentacién se
recuperd en forma de neumolisina purificada.
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La actividad de la neumolisina en un ensayo de hemolisis se evalué después de haber tratado la neumolisina
con clorhidrato de guanidinio/urea y de haberse plegado de nuevo mediante la eliminacién del desnaturalizante. La
actividad hemolitica se detecté en diluciones de la neumolisina purificada hasta concentraciones de 1,3 ng/ml que
mostraron que la actividad hemolitica se habia restablecido. Esto corresponde a entre 500.000 y 1.000.000 unidades
hemoliticas por mg de neumolisina de tipo salvaje.

Ejemplo 2
Purificacion de neumolisina con omision de centrifugacion

La neumolisina se expres6 de forma recombinante en un cultivo de E. coli. Tras 18 horas de induccién del cultivo
de E. coli incrementando la temperatura a 39,5°C, el cultivo se enfrié hasta 20°C y al cultivo se afiadi6 sarcosinato
de lauroilo sédico (SLS) hasta una concentracion final del 1%. El cultivo se incubd en presencia de SLS durante 30
minutos. Se afiadi6 dietanolamina (DEA) al cultivo para dar una concentracién final de 25 mM y a un pH de 9. El
cultivo de rompié mecdnicamente usando cuatro pases a 6.700 kPa en un aparato de Rannie. El cultivo se diluy6 hasta
DO600 equivalente de 60 y se pre-filtré pasando a través de un filtro de 0,65 um de espesor (por ejemplo un filtro de
Millistock COHC). El cultivo filtrado se diluy6 2 veces en un tampén que contenia SLS al 1%, NaCl 2M y que tiene
un pH de 7,0. El cultivo filtrado se cargd en una columna HP de fenil-sefarosa (Amersham) equilibrada en fosfato
20 mM a ph 7,0 que contenia NaCl 1M y SLS al 1% (Tampén de equilibrio). La columna se lavé con 4 volimenes
de columna de tamp6n de equilibrio, seguidos por 2 volimenes de columna de tamp6n fosfato 20 mM a pH 7,0 que
contenia NaCl 0,5M y SLS al 1%. La neumolisina eluy$ de la columna aplicando un tampdn con niveles bajos de
sales (sin NaCl) que contenia tamp6n fosfato 20 mM a pH 7,0 que contenia SLS al 1%. Una tnica etapa de columna
pudo producir neumolisina de una pureza de al menos un 90%. Cuando se requieren niveles elevados de pureza, la
neumolisina se puede pasar a través de una columna de filtracién en gel. Las fracciones que contenian neumolisina se
identificaron usando andlisis SDS-PAGE, se agruparon y el tampon se intercambi6 a dietanolamina 25 mM a ph 9,0
usando diafiltracién.

La neumolisina se solubilizé mediante desnaturalizacion afiadiendo clorhidrato de guanidina sélido hasta una con-
centracién final de 6M e incubando durante una hora. Se diafiltr6 frente a urea 8M en dietanolamina 25 mM a pH 9,0
que contenfa DTT 1 mM. La neumolisina se volvi6 a plegar mediante diafiltracion frente a tampon borato 20 mM a
pH 9,0 con DTT 1 mM. La ultima diafiltracién se llev6 a cabo con un caudal de 100 ml/min durante la primera hora,
200 ml/min durante la segunda hora, 300 ml/min durante la tercera hora y 400 ml/min durante otras 2-3 horas. Tras
la renaturalizacién, DTT se eliminé mediante diafiltracién frente a tampdn borato 20 mM a pH 9,0. La neumolisina
activa pura se almacené a 4°C o congelada a -20°C o a una temperatura inferior.

La pureza de la neumolisina conseguida se analiz6 mediante SDS-PAGE y tincién con azul brillante de Coomassie.
El rendimiento de neumolisina usando este procedimiento fue de aproximadamente 1000 mg/litro de fermentacion.
El andlisis en una columna de filtracién en gel HR400 mostré que el 90-95% de la neumolisina era monomérica.
Un ensayo in vitro de hemdlisis mostré que la actividad hemolitica se conservaba, lo que demostraba que se habia
conseguido el correcto replegamiento de la neumolisina.

Ejemplo 3
Destoxificacion de la neumolisina de S. pneumoniae usando GMBS

LA neumolisina purificada se destoxific6 mediante modificacién de los grupos sulfhidrilo y amino primarios usan-
do el reactivo de reticulacion de éster NHS-maleimida GMBS (éster N-(y-maleimidobutiriloxi)succinimida). La neu-
molisina a una concentracién de 1 mg/ml se dializé frente a tampdn borato 50 mM a pH 9,0. E1 GMBS se disolvié
inicialmente en DMSO y se afadi6 a la neumolisina en un exceso molar de 248 veces de GMBS. El tratamiento conti-
nud durante una hora a temperatura ambiente. EL exceso de GMBS y de los subproductos se eliminé mediante didlisis
frente a fosfato sédico 100 mM a ph 6,8. Los demas grupos de maleimida se inactivaron mediante la reaccién con 0,6
mg/ml de cisteina durante dos horas a temperatura ambiente. Con el fin de eliminar el exceso de cisteina, la muestra
se dializ6 frente a fosfato sédico 2 mM a pH 7,15.

Ejemplo 4
Destoxificacion de la neumolisina de S. pneumoniae usando GMBS

La neumolisina purificada se destoxificé mediante modificacién de los grupos sulthidrilo y de amino primarios
usando el reactivo de reticulacién de éster NHS-maleimida GMBS (éster N-(y-maleimidobutiriloxi)succinimida). La
neumolisina a una concentracién de 0,5 mg/ml se introdujo en un tampé6n de pH 7,5 mediante la adicién de KH2PO4 y
se afadi6 NaCl hasta 250 mM. El GMBS se disolvi6 inicialmente en DMSO y se afiadi6 a la neumolisina en un exceso
molar de 248 veces de GMBS. El tratamiento continué durante una hora a temperatura ambiente. El exceso de GMBS
y de los subproductos se eliminé mediante diafiltracién usando una membrana de 30 kD frente a fosfato s6dico 2 mM
apH 7,15. A continuacidn se ajust6 el pH a 6,8 mediante la adiciéon de NaH2PO4. Los dEmas grupos de maleimida
se inactivaron mediante la reaccién con 0,6 mg/ml de cisteina durante dos horas a temperatura ambiente. Con el fin
de eliminar el exceso de cisteina, la muestra se diafiltré frente a fosfato sédico 2 mM a pH 7,15 y se concentrd hasta
1 mg/ml.
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Ejemplo 5
Destoxificacion de la neumolisina de S. pneumoniae usando GMBS

La neumolisina se dializé en primer lugar frente a tampdn de fosfato sédico 50 mM a pH 7,2. El reactivo de
reticulacion heterobifuncional GMBS (éster N-(y-maleimidobutiriloxi)succinimida, Pierce) se disolvié en DMSO a
10 mg/ml. A 1 ml de neumolisina (1 mg/ml) se afiadié una alicuota igual a la cantidad seleccionada de GMBS. Tras
60 minutos a temperatura ambiente, la neumolisina activada se purificé bien en una columna PD10 (Amersham) bien
mediante filtracién en gel (Toy-opearl HW-40, XK 16/40, elucién con tampén fe fosfato sédico 100 mM a pH 6,8) o
bien mediante diélisis con el fin de eliminar el exceso de reactivo y de subproductos de GMBS. El grado derivacién de
la PLY se midi6 mediante estimacion de las funciones de maleimida usando la prueba de Ellman (Aitken y Leurmonth,
pag. 487-488. The protein protocols handbook Ed: J.M. Walter (1996)). Las funciones de maleimida se inactivaron
mediante una solucién de cisteina como etapa final del procedimiento de destoxificacién (cisteina a 4 mg/ml (Merck),
incubacién durante 60 minutos a temperatura ambiente). Con el fin de eliminar el exceso de cisteina, la muestra se
dializ6 frente a tampén fosfato sédico 100 mM a pH 6,8. A continuacidn, la muestra se filtra a través de una membrana
de esterilizacion de 0,22 ym.

Ejemplo 6
Caracterizacion de la neumolisina destoxificada
Actividad hemolitica

Para evaluar la toxicidad restante de la neumolisina destoxificada se usé un ensayo hemolitico. Diluciones de neu-
molisina seriadas al doble se incubaron con hematies de carnero. Tras la centrifugacion, el sobrenadante se transfirié
a inmunoplacas y se midi6 la hemoglobina liberada usando lectura de densidad 6ptica a 405 nm. Los resultados se
expresaron en forma de ng/ml de neumolisina correspondiente al punto medio de la curva de DO. El ensayo se repitié
tras incubar la neumolisina destoxificada a 37°C durante 7 dias para monitorizar la reversibilidad de destoxificacion.

Como se muestra en la tabla 1, el tratamiento con GMBS pudo reducir sustancialmente la actividad hemoliti-
ca de PLY y se consigui6 una reduccion de hasta 3.000 veces de la actividad hemolitica. Proporciones molares de
GMBS/lisina superiores pudieron producir mejor eliminacién de la actividad hemolitica, siendo éptimas en este expe-
rimento las proporciones de 4/1 y 5/1. Se estim6 que este tratamiento resultaba en la modificacién de aproximadamen-
te 14 residuos de lisina. Cuando se modificaron menos residuos de lisina, la reduccién de la actividad hemolitica fue
menor.

ELISA

La antigenicidad de la neumolisina destoxificada se evalué mediante ELISA. Las placas de ELISA se recubrieron
con un anticuerpo anti-neumolisina de cobaya. Las muestras que contenian las diluciones de neumolisina se incubaron
en las placas durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, la hemolisina unida se detecté usando anti-
cuerpos policlonales de conejo contra neumolisina, conjugada con peroxidasa de rabano. Después de lavar las placas
se usé una reaccion del sustrato para evaluar la cantidad de neumolisina unida en cada pocillo.

Como se muestra en la tabla 1, el tratamiento con GMBS condujo a alguna pérdida de antigenicidad, como se
evalda mediante ELISA. No obstante se pudieron obtener lecturas de ELISA de aproximadamente el 66% de las
proporcionadas por la PLY sin tratar, lo que muestra que muchos anticuerpos todavia podian reconocer la neumolisina
modificada.

Andlisis SDS-PAGE

Las proteinas de neumolisina destoxificada se sometieron a SDS-PAGE (Novex 4-20% gel de poliacrilamida Invi-
trogen) y se us6 azul brillante de Coomassie para visualizar las proteinas. Como se muestra en la figura 2, el tratamiento
con GMBS condujo a un ligero incremento del peso molecular de la PLY de 53 kDa hasta aproximadamente 56 kDa.
Este incremento se debe a la modificacién de multiples residuos de aminodcidos con GMBS. Un pequefio porcentaje
de PLY se convierte en formas multiméricas, como se observa por la apariciéon de bandas débiles de peso molecular de
aproximadamente 110 kDa y 170 kDa. No obstante, la mayor parte de la PLY permanece en una forma esencialmente
monomérica. La incubacién de la PLY A 37°C durante 7 dias no tuvo como resultado ningtin cambio sustancial en
el aspecto de la PLY en un SDS-PAGE, lo que muestra que la PLY modificada no es objeto de degradacién o de la
posterior formacién de multimero covalentemente unido.
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TABLA 1
Ensayos de destoxificacion de PLY mediante GMBS

Ensayo | Exceso de | Funciones | Proporcion Titulo

GMBS de ELISA/LOWRY % hemolitico

(GMBSI/lisina) | maleimida ng/mi

4°C 7D37°C | 4°C | 7D37°C

1 / / 95 56 1,7 42

11 8 63 87 186 | 111

1,51 8,6 69 / 48 /

2/1 9,4 76 / 309 |/

3N 11,8 56 / 530 |/

4/1 13,5 66 / 6308 |/

5/1 14,2 67 / 4284 |/
2 4/1 13,8 26,2 24,8 NH NH

8/1 17,6 23,9 38,0 NH NH
3 4/1 11,3 89 46 1598 | 6309
Los ensayos se realizaron en 1 mg de PLY (1 mg/ml) a excepcion del Gltimo
ensayo, pare el que se trataron 3 mg (PLY a 0,68 mg/ml)

Ejemplo 7
Evaluacion de la reactogenicidad de la neumolisina destoxificada en ratas

Grupos de tres ratas OFA se inmunizaron una vez mediante inoculacion intramuscular (tibialis) con solucién salina,
neumolisina o neumolisina destoxificada con GMBS. Tres dias después de la inmunizacién se sacrificé a todas las ratas
y se prepararon los musculos tibialis para el examen histoldgico. Los musculos tibialis se fijaron en formalina y se
cortaron en ldminas de 2 mm, que se deshidrataron y embebieron en parafina. Se cortaron secciones de 7 um y se
tifieron usando el método de Trichrome Masson, antes de su examen microscopico.

La reactogenicidad se evalu6 usando cuatro criterios: degeneracién/necrosis, inflamacién del endomisio, hemorra-
gia e inflamacién de la aponeurosis. Para cada criterio histoldgico se atribuyé una puntuacién a cada miisculo de cada
grupo y después se calculé una puntuacién media de la lesion para cada grupo. Una puntuacién de 0= normal, 1=
minimo, 2= leve, 3= moderado, 4= marcado y 5= grave.

Resultados

Se analiz6 la histologia de las secciones. Las puntuaciones medias de la degeneracién/necrosis, inflamacién del
endomisio, hemorragia e inflamacion de la aponeurosis se muestran en la Tabla 2.
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TABLA 2
Inoculacion | Degeneracion/necrosis | Inflamacién | Hemorragia | Inflamacién
del de la
endomisio aponeurosis
NaCl 0 0,5 0 0
Ply 3,6 3,8 3,0 1.4
GMBS-Ply | 0,6 1,3 1,3 0,4

Una comparacién de las puntuaciones histoldgicas para la neumolisina nativa y destoxificada muestra que GMBS
es un reactivo de reticulacioén particularmente eficaz para usar para la destoxificacién de la neumolisina, lo que pro-
duce una gran disminucién de la degeneracién/necrosis, inflamacién del endomisio, hemorragia e inflamacién de la
aponeurosis.

Ejemplo 8
Evaluacion de la toxicidad de la neumolisina tratada con GMBS en ratones

Grupos de 20 ratones OF1 se expusieron por via intranasal a neumolisina nativa o a neumolisina tratada con GMBS
y los ratones se monitorizaron durante los siguientes 9 dias.

Como se muestra en la Figura 3, la exposicién a 2 ug de neumolisina nativa condujo muy rdpidamente a la muerte
de todos los ratones en dicho grupo. La neumolisina produjo lesiones en el sistema respiratorio, que condujeron a
dificultades respiratorias y a la muerte. En contraste con ello, la neumolisina tratada con GMBS present6 una toxicidad
sustancialmente reducida y todos los ratones a los que se inocularon 2 ug, 5 ug o 10 ug de la neumolisina tratada con
GMBS sobrevivieron a la exposicion.

Ejemplo 9
Estudios de proteccion con neumolisina destoxificada

Grupos de 20 ratones OF1 se inmunizaron 3 veces por via intramuscular los dias 0, 14 y 28 con 5 ug de neumolisina
y 50 pg de fosfato de aluminio y 5 g de MPL como adyuvante. Los ratones control se inmunizaron con adyuvante

solo. La neumolisina era no tratada o se destoxificé usando el tratamiento con GMBS descrito antes.

El dia 42, se administr6 a los ratones una exposicién mortal por via intranasal con 2 ug de neumolisina nativa. Se
monitorizé la supervivencia de los ratones durante los 9 dias siguientes.

Resultados

El modelo de exposiciéon mortal condujo a una mortalidad del 90% en los ratones control (Figura 4). La inmu-
nizacién con neumolisina destoxificada con GMBS produjo una proteccién muy buena, en la que sélo el 5% de los
ratones murieron durante los 9 dias siguientes. Esto fue comparable a la proteccion conferida tras la inoculacion de
neumolisina nativa, tras la cual murié el 10% de los ratones.

Ejemplo 10

Evaluacion de la neumolisina destoxificada en combinacion con PhtD en un modelo de exposicion mortal en ratones
Grupos de 20 ratones OF1 se inmunizaron por via intramuscular con a) adyuvante solo o b) 1 ug de PhtD y

adyuvante o ¢) 1 ug de PhtD y 5 ug de neumolisina destoxificada con GMBS y adyuvante. El adyuvante usado estaba

compuesto por 50 ug de fosfato de aluminio y 5 ug de MPL y las inmunizaciones tuvieron lugar el dia 0 y el dia 14.

Los ratones se expusieron a una dosis intranasal mortal de 5.10° UFC de S. pneumoniae del serotipo 2, cepa D39, y la
supervivencia se monitorizé durante los siguientes 10 dias.
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Resultados

Como se muestra en la Figura 5, la exposicién a la cepa D39 condujo a una letalidad del 75% tras 10 dias en los
ratones control. La inmunizacién con PhtD solo no proporcioné una proteccién significativa y el 70% de los ratones
en este grupo muri6 tras 10 dias (p= 0,29). La inmunizacién con PhtD junto con neumolisina destoxificada confirié
una proteccion significativamente mejor, reduciéndose la letalidad al 50% (p= 0,04).

Ejemplo 11
Destoxificacion de neumolisina usando formaldehido

Una reserva de neumolisina purificada a una concentracién de aproximadamente 0,4 mg/ml se llevé a fosfato
potésico 25 mM, lisina 50 mM y formaldehido al 0,1% (p/v). El pH se ajust6 a 7,0 y la mezcla se incub6 durante 21
dias a 40°C. El formaldehido no reaccionado, la lisina y los demds subproductos de bajo peso molecular se eliminaron
mediante diafiltracion frente a fosfato sédico 2 mM a pH 7,15.

Ejemplo 12
Conjugacion de GMBS-neumolisina destoxificada

La neumolisina tratada con GMBS (+ 3 mg/ml en tampén borato 20 mM) se diafiltré frente a tampdn fosfato 2
mM a pH 6,8, NaCl 150 mM para alcanzar una concentracién entre 15 y 20 mg/ml. La diafiltracién se realizé en una
membrana Centramate (0,09 m?, corte a 10 kDa).

La activacion y el acoplamiento se llevaron a cabo a 25°C, PS19F de S. pneumoniae se diluyé a 9 mg/ml en NaCl
2M y el pH se ajusté a 6,0 mediante la adiciéon de HCI 0,05N. A tiempo 0, una solucién de tetrafluoroborato de
cianodiaminopiridinio (CDAP) (100 mg/ml en acetonitrilo/agua para inyeccién; 50/50 (v/v) se afiadié manualmente
con el fin de obtener una proporciéon CDAP/PS19F de 1,5 (p/v). Tras 1,5 minutos, el pH se elevé a un pH de 9,0
mediante la adiciéon de NaOH 0,1M. La neumolisina tratada con GMBS (15 mg/ml) se afiadié después con el fin de
obtener una proporcién de dPLY/PS de 3. La solucién se dej6 durante 240 minutos bajo regulacién de pH. La reaccién
se detuvo mediante la adicién de glicina 2M (proporcién Gly/PS ((p/p). La solucién se dejé durante 30 minutos antes
de la purificacion en Sephacryl S400HR. El conjugado tiene una proporcién de dPLY/PS de 2,62/1 (p/p).

También se usé un enfoque similar para conjugar la neumolisina tratada con GMBS a PS8, PS12F y PS22F. Los
conjugados resultantes tienen, respectivamente, una proporcion de dPLY/PS de 1,61, 1,45y 1,36.

Ejemplo 13

Inmunogenicidad de polisacdridos capsulares de S. pneumoniae conjugados con neumolisina destoxificada por GMBS
como proteina transportadora

Grupos de 40 ratones hembra Balb/c se inmunizaron por via intramuscular los dias 0, 14 y 28 con formulaciones
de polisacdrido tetravalente (PS) que contienen PS capsulares neumocécicos PS 8, 12F, 19F y 22F (dosis: 0,1 ug/PS).

Dos formulaciones constituidas por PS sencillo o por PS conjugado con neumolisina destoxificada con GMBS se
administraron a los ratones. Ambas formulaciones de vacuna se suplementaron con una emulsién de aceite en agua
que contenia MPL y QS21.

Los niveles de IgG antiPS mediante ELISA y los titulos de opsonofagocitosis se midieron en los sueros recogidos
el dia 42 usando los ensayos de ELISA de de opsonofagocitosis esencialmente como se ha descrito en el documento
WO 02/22167. En el caso del ensayo de opsonofagocitosis, las muestras de suero se analizaron frente a los serotipos
8, 12F, 19F y 22F de S. pneumoniae. Para el ELISA, los pocillos se recubrieron con 10-40 ug/ml del polisacarido
capsular requerido.

Resultados
Se observé una fuerte mejora de la respuesta de IgG para todos los PS en ratones inmunizados con PS conjugado

con neumolisina destoxificada con GMBS, en comparacién con los ratones a los que se administré PS simple (figura
6). La actividad opsonofagocitica (OPA) de los anticuerpos anti-PS también se potencié (figura 7).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la purificacién de una citolisina bacteriana que comprende las etapas de:
a) crecimiento de un cultivo de células que expresan citolisina bacteriana;
b) romper mecdnicamente el cultivo de células para formar un extracto;
c) prefiltrar el extracto;
d) unir la citolisina bacteriana agregada soluble contenida en el extracto en presencia de detergente a un
material de cromatografia de interaccién hidrofébica en condiciones de niveles elevados de sales (preferen-

temente 0,6-2M);

e) eluir la citolisina bacteriana en presencia de detergente en condiciones de niveles bajos de sales (preferen-
temente 0-0,2M).

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, que ademds comprende las etapas de:
f) eliminar el detergente de la citolisina bacteriana
g) solubilizar la citolisina bacteriana mediante la adicién de un desnaturalizante;
h) eliminar el desnaturalizante de la citolisina bacteriana.
3. El procedimiento de la reivindicacién 1 6 2, en el que la citolisina bacteriana es neumolisina neumocdcica.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la etapa b) se lleva a cabo en presencia
de detergente.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el cultivo de células se incuba con detergente antes de la rotura
mecénica del cultivo de células en una etapa de pre-incubacion.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que la etapa de pre-incubacién dura aproximadamente 10 minutos.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la etapa b) y/o c) se lleva a cabo a un
pH de 8-10.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la etapa b) y/o c) se lleva a cabo a una
concentracion de sales de 0-0,1M.

9. El procedimiento de cualquier reivindicacién precedente, en el la prefiltracion usa un tamafio de filtro ente 0,45
y 2,5 um.

10. El procedimiento de las reivindicaciones 1-9, en el que el mismo detergente esta presente en las etapas d) y e).
11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que el mismo detergente estd presente en las etapas b), d) y e).

12, El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el detergente estd presente en
una concentracién de entre 0,1 y 2% (p/v).

13. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que no hay una etapa de centrifuga-
cién.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el material de la cromatografia
de interaccién hidrofébica usada en la etapa d) contiene grupos arométicos.

15. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que el material de cromatografia hidrofébica es fenil-sefarosa.

16. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el detergente presente en la
solucién usada en la etapa b), ¢), d) y/o la etapa e) es un detergente alifatico.

17. El procedimiento de la reivindicacién 16, en el que el detergente aliftico es un detergente que puede reducir
el tamafio de los agregados de neumolisina para convertir en solubles los agregados de neumolisina.

18. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el detergente es sarcosinato de
lauroilo sédico.
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19. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las condiciones de niveles eleva-
dos de sales de la etapa d) contiene sales entre 0,6M y 2M.

20. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la solucién usada en la etapa d)
y/o e) contiene una sal seleccionada del grupo compuesto por cloruro sédico, cloruro de magnesio, cloruro aménico,
sulfato sédico, sulfato de magnesio, sulfato amoénico, fosfato sédico, fosfato de magnesio, fosfato aménico.

21. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa d) y/o la etapa e) se
llevan a cabo a un pH de entre 6 y 8, preferentemente de aproximadamente 7.

22. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las condiciones usadas en la
etapa e) contienen sal 0-0,1M.

23. El procedimiento de la reivindicacion 22, en el que las condiciones usadas en la etapa e) contienen sales 0-40
mM.

24. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa f) implica la eliminacién
del detergente mediante diafiltracién o didlisis.

25. El procedimiento de la reivindicacion 24, en el que la diafiltracién/didlisis es frente a tampdn con niveles bajos
de sales de pH 8-10, preferentemente a un pH de aproximadamente 9.

26. El procedimiento de las reivindicaciones 2-25, en el que la etapa g) implica desnaturalizar la citolisina bacte-
riana mediante la adicion de un desnaturalizante, y la etapa h) implica volver a plegar la citolisina bacteriana mediante
eliminacién gradual del desnaturalizante.

27. El procedimiento de las reivindicaciones 2-26, en el que el desnaturalizante usado en la etapa g) es clorhidrato
de guanidina.

28. El procedimiento de la reivindicacién 27, en el que se usa clorhidrato de guanidina 5-8M.

29. El procedimiento de las reivindicaciones 26-28, en el que la citolisina bacteriana se pone en contacto con urea
5-9M durante la etapa g).

30. El procedimiento de la reivindicacion 29, en el que la etapa g) implica poner en contacto la citolisina bacteriana
con clorhidrato de guanidina 5-8M, seguido por el intercambio de clorhidrato de guanidina por urea 5-9M.

31. El procedimiento de las reivindicaciones 26-30, en el que un agente reductor estd presente durante al menos
parte de las etapas g) y h).

32. El procedimiento de la reivindicacién 31, en el que el agente reductor es DTT 0,1-10 mM, preferentemente
DTT a alrededor de 1 mM.

33. El procedimiento de la reivindicacién 2-32, en el que en la etapa h) la citolisina bacteriana se vuelve a plegar
de modo que su actividad hemolitica se restablece a un valor por encima del 50% del de la proteina plegada.

34. El procedimiento de la reivindicacién 2-33, en el que la etapa h) implica la eliminacién del desnaturalizante
mediante diafiltracién o didlisis.

35. El procedimiento de la reivindicacién 34, en el que en la etapa h) implica la eliminacion del desnaturalizante
de un modo lineal.

36. El procedimiento de la reivindicacién 34 6 35, en el que en la etapa h) implica la diafiltracién a caudales
progresivamente superiores.

37. El procedimiento de la reivindicaciéon 34 6 35, en el que en la etapa h) implica la didlisis frente a soluciones
que contienen progresivamente menos desnaturalizante.

38. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 34-37, en el que la diafiltracién o la didlisis se
realiza contra una solucién de pH 7-9.

39. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende otra etapa de destoxifica-
cion de la citolisina bacteriana mediante tratamiento quimico.

40. El procedimiento de la reivindicacién 39, en el que el tratamiento quimico implica el uso de un agente de
reticulacion.
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41. El procedimiento de la reivindicacién 40, en el que el reactivo de reticulacién contiene uno o mas compuestos
quimicos seleccionados del grupo compuesto por: formaldehido, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimido y
GMBS.

42. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una etapa adicional de
conjugacion de la citolisina bacteriana a un polisacédrido bacteriano.

43. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una etapa adicional for-
mulacidn de citolisina bacteriana en una composicién de vacuna con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

44. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una etapa adicional de
formular la citolisina bacteriana con uno o mds de: proteina A de unién a colina o un fragmento inmunogénico de
la misma, o PhtA, PhtB, PhtD o PhtE, o un fragmento inmunogénico de los mismos, o un antigeno de Haemophilus
influenzae no tipificable (NtHi), o un antigeno de Moraxella catarrhalis o un antigeno del VSR, o un antigeno del
virus de parainfluenza, o un antigeno del virus de la gripe.

45. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una etapa adicional de
formular la citolisina bacteriana con un adyuvante seleccionado de un grupo compuesto por: una sal de aluminio tal
como gel de hidréxido de aluminio (alimina) o fosfato de aluminio, una sal de calcio, magnesio, hierro o cinc, una
suspension insoluble de azicares acilados, polisacaridos derivados catidnica o aniénicamente, polifosfacenos, MPL o
un derivado del mismo, 3D-MPL, saponina, QS21 y oligonucleétido no metilado que contiene CpG.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura
Efecto protector de la neumolisina destoxificada con GMBS y PhtD en un
modelo de exposicién en raton
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Figura 6
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Figura7
Titulos de opsonofagocitosis
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