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DESCRIPCION
Inmundégenos de Escherichia coli uropatogénica

Campo técnico

La presente invencion es del campo de la biologia de Escherichia coli, y en particular se refiere a inmundgenos para
su uso en la inmunizacion contra cepas de E. coli patogénicas extraintestinales (EXPEC).

Técnica antecedente

Pocos microorganismos son tan versatiles como E. coli. Ademas de ser un miembro importante de la microflora
intestinal normal de los mamiferos, se ha explotado ampliamente como huésped en tecnologia de ADN
recombinante. Ademas, sin embargo, E. coli también puede ser un patégeno mortal.

Las cepas de E. coli se han clasificado tradicionalmente como comensales o patogénicos, y las cepas patogénicas
entonces se subclasifican como cepas intestinales o extraintestinales. Las técnicas taxonémicas mas recientes tales
como electroforesis de enzimas multilocus (EEM) clasifican a E. coli en cinco grupos filogenéticos (A, B1, B2, D y E),
y estas agrupaciones no coinciden con las tradicionales. Por ejemplo, el grupo B1 de EEM incluye cepas tanto
comensales como patogénicas, y el grupo D incluye cepas tanto intestinales como extraintestinales.

Las cepas patogénicas extraintestinales (o cepas 'EXPEC' [1]) de E. coli pertenecen a los grupos B2 y D de EEM, e
incluyen tanto cepas uropatogénicas (UPEC) como cepas asociadas con meningitis/sepsis (MNEC). Las cepas
UPEC causan infecciones del tracto urinario (ITU), y son la forma mas comun de cistitis. También causan
pielonefritis (y sus complicaciones tales como sepsis) e infecciones asociadas con catéteres. Las cepas MNEC
causan meningitis en el neonato (0,1 casos por cada 1000 nacidos vivos) con tasas de letalidad que varian del 25 al
40%, y también son responsables de aproximadamente 1/6 de los casos de sepsis.

La mayoria de las vacunas previas contra EXPEC se han basado en lisados celulares o en estructuras celulares.
SOLCOUROVAC™ incluye diez bacterias diferentes inactivadas por calor incluyendo seis cepas EXPEC, y se
informé de un ensayo clinico en fase Il satisfactorio en la referencia 2. URO-VAXOM™ es una vacuna en
comprimido oral que contiene lisados bacterianos liofilizados de 18 cepas seleccionadas de E. coli [3]. Baxter
Vaccines desarrollé una vacuna contra ITU basada en los pili de 6 a 10 cepas diferentes, pero este producto se ha
abandonado. Medimmune desarrollé un producto llamado MEDI 516 basado en el complejo de adhesina FimH [4],
pero los ensayos clinicos en fase Il muestran eficacia inadecuada. Ademas, habia riesgo con esta vacuna de que
también se vieran afectadas las cepas no patogénicas FimH positivas en la flora intestinal normal, y se esperaba que
esta vacuna fuera eficaz contra cepas UPEC solamente, a causa de su mecanismo de adherencia especifico de
vejiga, dejando a otras cepas EXPEC sin controlar.

Por tanto, existe la necesidad de vacunas mejoradas contra ExPEC, incluyendo la necesidad de alejarse de los
lisados celulares en bruto y acercarse a moléculas mejor definidas, y la necesidad de identificar antigenos
adicionales que sean adecuados para su inclusién en vacunas, particularmente antigenos que sean predominantes
entre las cepas clinicas EXPEC sin encontrarse también en las cepas comensales.

Un modo de abordar estas necesidades se presentd en la referencia 5, donde los inventores buscaron genes
presentes en los genomas de los tipos B2 y D de EEM pero ausentes de los tipos Ay B1 de EEM. Se presentaron
enfogues comparativos adicionales, basados en la hibridacién sustractiva, en las referencias 6 y 7. También se han
identificado los genes de virulencia en cepas EXPEC en la referencia 8. La referencia 9 divulga un andlisis de cuatro
islas de patogenicidad en la cepa UPEC de E. coli 536.

La referencia 10 usé la secuencia gendmica de la cepa UPEC (06:K2:H1) CFT073 [11,12] para identificar
secuencias no presentes en cepas no patogénicas de E. coli. La referencia 13 describe una comparacion de la
secuencia gendmica del aislado 536 de E. coli de la pielonefritis humana (06:K15:H31), una UPEC, con datos de
secuencia para las cepas CFT073 (UPEC), EDL933 (enterohemorragica) y MG1655 (cepa de laboratorio no
patogénica). Las secuencias genémicas de cepas patogénicas estan disponibles en las bases de datos con los
nameros de acceso AE005174, BAO00O00O7 y NC-004431. Una secuencia de una cepa no patogénica esta disponible
con el nimero de acceso U00096.

Un objeto de la invencién es proporcionar antigenos adicionales para su uso en la inmunizacién contra cepas
patogénicas de E. coli, particularmente cepas ExPEC, y mas particularmente cepas UPEC.

El nimero de acceso Q8FAG2 de la base de datos EBI UNIPROT ("SubNombre: proteina conservada
Completa=Putativa") es una proteina de E. coli no caracterizada como de interés para uso médico. Welch y col.:
Proc Natl Acad Sci USA 99, 17020-17024 informan sobre que la secuencia genémica completa de Escherichia coli
uropatogénica manifiesta una estructura extensiva en mosaico. El documento WO03074553 (A2) se refiere a nuevos
productos especificos para cepas bacterianas patogénicas y su uso como vacunas y en inmunoterapia.
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Sumario de la invencion

Los inventores han identificado diversos genes que pueden incluirse en composiciones inmunogénicas especificas
para cepas patogénicas de E. coli. Los genes son de cepas uropatogénicas (UPEC) pero estan ausentes de cepas
no patogénicas, y sus proteinas codificadas tienen localizaciones celulares que las vuelven accesibles para el
sistema inmune.

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido que comprende: (a) la secuencia de aminoacidos SEC ID N°
577; (b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 577;
(c) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N°
577; o (d) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la SEC ID N°
577 y que incluye un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N° 577, para su uso en
medicina. Realizaciones adicionales de la invencion se definen en las reivindicaciones.

En una realizacién particular, los polipéptidos de la invencion comprenden un fragmento que comprende al menos
un epitope de células B de (a).

Los polipéptidos de la invencién pueden usarse en medicina y en la fabricacién de un medicamento para provocar
una respuesta inmune en un paciente.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de la
invenciéon en mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencion ademas se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende dos o mas polipéptidos de la invencién en mezcla con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion particular, las composiciones farmacéuticas de la invencion
ademas comprenden un adyuvante de vacuna.

En este documento se divulgan procedimientos para provocar una respuesta inmune en un paciente, que
comprenden la etapa de administrar al paciente una composicion farmacéutica o composicion inmunogénica de la
invencion. En una realizacion particular, la respuesta inmune es protectora contra infeccién por EXPEC.

A continuacién se describen aspectos adicionales de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el porcentaje de supervivencia de ratones tras su exposicion con CFT073 después de
inmunizacién con CFT073 inactivado por calor.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los inventores han identificado diversos genes que pueden incluirse en composiciones inmunogénicas especificas
para cepas patogénicas de E. coli. Los genes son de cepas UPEC pero estan ausentes de cepas no patogénicas, y
sus proteinas codificadas tienen localizaciones celulares que las vuelven accesibles para el sistema inmune.

Polipéptidos

En este documento se describen polipéptidos que comprenden secuencias de aminodacidos descritas en los
ejemplos. Las secuencias de aminoacidos se dan en la lista de secuencias como SEC ID N° 1 a 596 y 597 a 599.

La secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 577 es
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385 390 395 400

Ala Gln Val Gln Leu Gly Glu Ile Tyr Tyr Tyr Gly Leu Gly Val Glu
405 410 415

Arg Asp Tyr Val Gln Ala Trp Ala Trp Phe Asp Thr Ala Ser Thr Asn
420 425 430

Asp Met Asn Leu Phe Gly Thr Glu Asn Arg Asn Ile Thr Glu Lys Lys
435 440 445

Leu Thr Ala Lys Gln Leu Gln Gln Ala Glu Leu Leu Ser Gln Gln Tyr
450 455 460

Ile Glu Lys Tyr Ala Pro Glu Ala Trp Ala Arg Met Gln Lys Leu Lys
465 470 475 480

Ala Gln Ser Ala Val Lys Thr Gly Asn Lys.
485 490

La invencién también proporciona polipéptidos que comprende secuencias de aminoacidos que tienen identidad de
secuencia con la SEC ID N° 577. Dependiendo de la secuencia particular, el grado de identidad de secuencia es
preferiblemente mayor del 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor). Estos
polipéptidos incluyen homologos, ortélogos, variantes alélicas y mutantes. Tipicamente, una identidad del 50% o
mayor entre dos secuencias polipeptidicas se considera un indicio de equivalencia funcional. La identidad entre
polipéptidos se determina preferiblemente por el algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman
implementado en el programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando una busqueda de huecos afines con los
parametros penalizacién por abertura de hueco=12 y penalizacién por extension de hueco=1.

Estos polipéptido pueden incluir, en comparacion con las secuencias de los ejemplos, uno o mas (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 10, etc.) reemplazos de aminoacidos conservativos, es decir, reemplazos de un aminoacido con
otro que tiene una cadena lateral relacionada. Los aminoacidos genéticamente codificados generalmente se dividen
en cuatro familias: (1) acidos, es decir, aspartato, glutamato; (2) basicos, es decir, lisina, arginina, histidina; (3) no
polares, es decir, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares no
cargados, es decir, glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La fenilalanina, el triptéfano, y
la tirosina a veces se clasifican juntos como aminoacidos aromaticos. En general, la sustitucién de aminoacidos
individuales dentro de estas familias no tiene un efecto mayoritario sobre la actividad bioldgica. Los polipéptidos
pueden tener una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) deleciones de aminoacidos individuales con
relacién a la secuencia de referencia. Los polipéptidos también pueden incluir una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, etc.) inserciones (por ejemplo, cada una de 1, 2, 3, 4 6 5 aminoéacidos) con relaciéon a una secuencia
de referencia.

Los polipéptidos preferidos incluyen polipéptidos que estan lipidados, que se localizan en la membrana externa, que
se localizan en la membrana interna, o que se localizan en el periplasma. Los polipéptidos particularmente preferidos
son aquellos que pertenecen a mas de una de estas categorias, por ejemplo, polipéptidos lipidados que se localizan
en la membrana externa. Las lipoproteinas pueden tener una cisteina N-terminal a la cual se une covalentemente el
lipido, después del procesamiento post-traduccional del péptido sefial.

Los polipéptidos que pueden lipidarse incluyen la SEC ID N° 577.

La descripcion proporciona adicionalmente polipéptidos que comprenden fragmentos de la secuencia SEC ID N°
577. Los fragmentos deben comprenden al menos n aminoacidos consecutivos de la secuencia y, dependiendo de la
secuencia particular, n es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
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80, 90, 100 o mas). El fragmento puede comprenden al menos un epitope de células T o, preferiblemente, de células
B de la secuencia. Los epitopes de células T y B pueden identificarse empiricamente (por ejemplo, usando
PEPSCAN [14,15] o procedimientos similares), o pueden predecirse (por ejemplo, usando el indice antigénico de
Jameson-Wolf [16], enfoques basados en matriz [17], TEPITOPE [18], redes neurales [19], OptiMer y EpiMer [20,21],
ADEPT [22], Tsites [23], la hidrofilicidad [24], el indice antigénico [25] o los procedimientos descritos en la referencia
26, etc.). Otros fragmentos preferidos son (a) los péptidos sefial N-terminales de los polipéptidos de la invencion, (b)
los polipéptidos, pero sin sus péptidos sefial N-terminales, (c) los polipéptidos, pero sin su resto aminoacidico N-
terminal.

Otros fragmentos preferidos son aquellos que comienzan con un aminoacido codificado por un codoén de inicio
potencial (ATG, GTG, TTG). Los fragmentos que comienzan en la metionina codificada por un coddn de inicio
cadena abajo del codén de inicio indicado son polipéptidos de la invencion.

Otros fragmentos preferidos son aquellos que son habituales para un polipéptido de la invencion y para un
polipéptido identificado en cualquiera de las referencias 5, 6, 8, 10y 11.

Los polipéptidos de la invencién pueden prepararse de muchos modos, por ejemplo, por sintesis quimica (por
completo o en parte), por digestién de polipéptidos mas largos usando proteasas, por traduccion a partir del ARN,
por purificacién del cultivo celular (por ejemplo, a partir de expresiéon recombinante), del propio organismo (por
ejemplo, después de cultivo bacteriano, o directamente de pacientes), etc. Un procedimiento preferido para la
produccién de péptidos <40 aminoacidos de longitud implica sintesis quimica in vitro [27,28]. La sintesis peptidica en
fase solida es particularmente preferida, tal como procedimientos basados en quimica de tBoc o Fmoc [29]. También
puede usarse sintesis enzimatica [30] en parte o por completo. Como alternativa a la sintesis quimica, puede usarse
la sintesis biolégica, por ejemplo, los polipéptidos pueden producirse por traduccién. Esto puede realizarse in vitro o
in vivo. Los procedimientos biolégicos estan, en general, restringidos a la produccion de polipéptidos basados en L-
aminoacidos, pero puede usarse la manipulacion de la maquinaria de traduccion (por ejemplo, de moléculas de
aminoacil ARNt) para permitir la introduccidon de D-aminoacidos (o de otros aminoacidos no naturales, tales como
yodotirosina o metilfenilalanina, azidohomoalanina, etc.) [31]. Cuando se incluyen D-aminoéacidos, sin embargo, se
prefiere usar sintesis quimica. Los polipéptidos de la invencion pueden tener modificaciones covalentes en el
extremo C y/o el extremo N.

Los polipéptidos de la invencion pueden adoptar diversas formas (por ejemplo, nativa, fusiones, glicosilada, no
glicosilada, lipidada, no lipidada, fosforilada, no fosforilada, miristoilada, no miristoilada, monomérica, multimérica,
particulada, desnaturalizada, etc.).

Los polipéptidos de la invencién se proporcionan preferiblemente en forma purificada o sustancialmente purificada,
es decir, sustancialmente libre de otros polipéptidos (por ejemplo, libre de polipéptidos de origen natural),
particularmente de otros polipéptidos de EXPEC o células huésped, y generalmente son al menos aproximadamente
un 50% puros (en peso), y habitualmente al menos aproximadamente un 90% puros, es decir, menos de
aproximadamente el 50%, y mas preferiblemente menos de aproximadamente el 10% (por ejemplo, el 5% o0 menos)
de una composicién esta compuesta por otros polipéptidos expresados. Los polipéptidos de la invencién son
preferiblemente polipéptidos de EXPEC.

Los polipéptidos de la invencion pueden unirse a un soporte solido. Los polipéptidos de la invencién pueden
comprender un marcador detectable (por ejemplo, un marcador radiactivo o fluorescente, o un marcador de biotina).

El término "polipéptido” se refiere a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados, y puede estar interrumpido por no aminoacidos. El término
también abarca un polimero de aminoacidos que se ha modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo,
formacion de enlaces disulfuro, glicosilacién, lipidacion, acetilacion, fosforilacién, o cualquier otra manipulacién o
modificacién, tal como conjugacion con un componente de marcaje. También se incluyen dentro de la definicién, por
ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de aminoacidos (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no
naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Los polipéptidos pueden existir como
cadenas individuales o cadenas asociadas. Los polipéptidos de la invencién pueden glicosilarse de forma natural o
no natural (es decir, el polipéptido tiene un patron de glicosilacion que difiere del patron de glicosilacién encontrado
en el polipéptido correspondiente de origen natural).

Los polipéptidos de la invencién pueden ser de al menos 40 aminoéacidos de longitud (por ejemplo, de al menos 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 350, 400, 450, 500 o mas). Los
polipéptidos de la invencién pueden ser mas cortos de 500 aminoacidos (por ejemplo, no mas largos de 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 350, 400 6 450 aminoacidos).

La invencion proporciona polipéptidos que comprenden una secuencia -X-Y- o -Y-X-, en la que: -X- es una
secuencia de aminoacidos definida anteriormente e -Y- no es una secuencia definida anteriormente, es decir, la
invencion proporciona proteinas de fusién. Cuando el codén N-terminal de una secuencia codificante de un
polipéptido no es ATG, entonces ese coddn se traducird como el aminoacido habitual para ese codén en lugar de
como una Met, lo que sucede cuando el coddn se traduce como codén de inicio.
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La invencion proporciona un procedimiento para producir polipéptidos de la invencion, que comprende la etapa de
cultivar una célula huésped de la invencion en condiciones que inducen la expresion del polipéptido.

La invencién proporciona un procedimiento para producir un polipéptido de la invencién, en el que el polipéptido se
sintetiza en parte o por completo usando medios quimicos.

La invencion proporciona una composicion que comprende dos o mas polipéptidos de la invencion.

La invencion también proporciona un polipéptido hibrido representado por la formula NHx-A-[-X-L-],-B-COOH, en la
que X es un polipéptido de la invencion definido anteriormente, L es una secuencia de aminoacidos enlazadora
adicional, A es una secuencia de aminoacidos N-terminal opcional, B es una secuencia de aminoacidos C-terminal
opcional, y n es un nimero entero mayor de 1. El valor de n esta entre 2 y x, y el valor de x es tipicamente 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 6 10. Preferiblemente n es 2, 3 6 4; mas preferiblemente es 2 6 3; mucho mas preferiblemente, n = 2. Para
cada caso de n, -X- puede ser igual o diferente. Para cada caso de n, en [-X-L-], la secuencia de aminoacidos
enlazadora -L- puede estar presente o ausente. Por ejemplo, cuando n=2, el hibrido puede ser NH2-X1-L1-Xo-Lo-
COOH, NH»-X1-X>-COOH, NH»>-X1-L1-X2-OOH, NH»-X1-X>-L,-COOH, etc. La secuencia o secuencias de aminoacidos
enlazadoras -L- tipicamente seran cortas (por ejemplo, de 20 o menos aminoacidos, es decir, 19, 18, 17, 16, 15, 14,
13,12, 11, 10, 9,8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacion,
enlazadores de poli-glicina (es decir, Gly, donde n = 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas), y marcas de histidina (es decir,
His, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas). Otras secuencias de aminoacidos enlazadoras adecuadas seran
evidentes para los especialistas en la técnica. -A- y -B- son secuencias opcionales que tipicamente seran cortas (por
ejemplo, de 40 o menos aminoécidos, es decir, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias lider para
dirigir el trafico del polipéptido, o secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacién o purificacién (por ejemplo,
marcas de histidina, es decir, His, donde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas). Otras secuencias de aminoacidos N-
terminales y C-terminales adecuadas seran evidentes para los especialistas en la técnica.

Pueden usarse diversos ensayos para evaluar la inmunogenicidad in vivo de los polipéptidos de la invencién. Por
ejemplo, los polipéptidos pueden expresarse de forma recombinante y usarse para explorar los sueros de pacientes
por inmunotransferencia. Una reaccion positiva entre el polipéptido y el suero del paciente indica que el paciente ha
montado previamente una respuesta inmune contra la proteina en cuestion, es decir, la proteina es un inmundgeno.
Este procedimiento también puede usarse para identificar proteinas inmunodominantes.

Composiciones farmacéuticas

La invencion proporciona composiciones que comprenden: (a) polipéptido de la invencion; y (b) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden ser adecuadas como composiciones inmunogénicas,
por ejemplo, 0 como reactivos de diagndstico, 0 como vacunas. Las vacunas de acuerdo con la invencién pueden
ser profilacticas (es decir, para prevenir infecciones) o terapéuticas (es decir, para tratar infecciones), pero
tipicamente seran profilacticas.

En un aspecto particular, la invencion proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden una 0 mas
vesiculas de membrana externa (VME) que expresan o sobreexpresan uno o mas polipéptidos de la invencion.

Un ‘'vehiculo farmacéuticamente aceptable' incluye cualquier vehiculo que no induce por si mismo la produccién de
anticuerpos dafinos para el individuo que recibe la composicion. Los vehiculos adecuados son tipicamente
macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente tales como proteinas, polisacéaridos, acidos polilacticos, acidos
poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa, trehalosa, lactosa, y agregados
lipidicos (tales como gotas de aceite o liposomas). Dichos vehiculos son bien conocidos para los especialistas en la
técnica. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucién salina, glicerol, etc. Ademas,
pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tamponantes del pH, y similares. Un vehiculo tipico es solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato, libre de
pirégenos esteéril. Esta disponible un andlisis minucioso de excipientes farmacéuticamente aceptables en la ref. 296.
Las composiciones de la invencion pueden incluir un agente antimicrobiano, particularmente si estan envasadas en
un formato multidosis.

Las composiciones de la invencion pueden comprender detergente, por ejemplo, Tween (polisorbato), tal como
Tween 80. Los detergentes estan generalmente presentes a bajos niveles, por ejemplo, <0,01%.

Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro sédico) para dar tonicidad. Es
tipica una concentracién de 10+2 mg/ml de NacCl.

Las composiciones de la invencion generalmente incluiran un tampén. Es tipico un tampén fosfato.

Las composiciones de la invencién pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo, manitol) o un disacarido
(por ejemplo, sacarosa o trehalosa), por ejemplo, a aproximadamente 15-30 mg/ml (por ejemplo, 25 mg/ml),
particularmente si tienen que liofilizarse o si incluyen material que se ha reconstituido a partir de material liofilizado.
El pH de una composicién para liofilizacion puede ajustarse a aproximadamente 6,1 antes de la liofilizacion. Los
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polipéptidos de la invencién pueden administrarse junto con otros agentes inmunorreguladores. En particular, las
composiciones habitualmente incluiran un adyuvante de vacuna. El adyuvante puede seleccionarse entre uno o mas
del grupo compuesto por un adyuvante TH1 y adyuvante TH2, analizados adicionalmente a continuacion. Los
adyuvantes que pueden usarse en las composiciones de la invencion incluyen, aunque sin limitacion:

A. Composiciones que contienen minerales

Las composiciones que contienen minerales adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
sales minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencién incluye sales minerales tales como
hidréxidos (por ejemplo, oxihidroxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
ejemplo, véanse los capitulos 8 y 9 de la ref. 53], o mezclas de diferentes compuestos minerales (por ejemplo, una
mezcla de un fosfato y un adyuvante de hidroxido, opcionalmente con un exceso del fosfato), adoptando los
compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalino, amorfo, etc.), y prefiriéndose la adsorcion a la sal
o sales. Las composiciones que contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal metalica
[54].

Un adyuvante de fosfato de aluminio tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con PO4/Al a una proporcién molar
entre 0,84 y 0,92, incluido a 0,6 mg de AP*/ml. La adsorcion con una baja dosis de fosfato de aluminio puede usarse,
por ejemplo, entre 50 y 100 ug de Al por conjugado por dosis. Cuando se usa un fosfato de aluminio y se desea no
adsorber un antigeno al adyuvante, esto se favorece incluyendo iones fosfato libres en solucién (por ejemplo, por el
uso de un tampon fosfato).

El punto de carga cero (PZC) del fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de sustitucion de
hidroxilo por fosfato, y este grado de sustitucién puede variar dependiendo de las condiciones de reaccién y la
concentracion de los reactivos usados para preparar la sal por precipitacion. El PZC también se altera cambiando la
concentracion de iones fosfato libres en solucion (mas fosfato = PZC mas acido) o afiadiendo un tampén tal como un
tampon histidina (hace el PZC mas basico). Los fosfatos de aluminio usados de acuerdo con la invencion
generalmente tendran un PZC entre 4,0 y 7,0, mas preferiblemente entre 50 y 6,5 por ejemplo, de
aproximadamente 5,7.

Las suspensiones de sales de aluminio usadas para preparar composiciones de la invencién pueden contener un
tampon (por ejemplo, un tampoén fosfato o histidina o Tris), pero no siempre esto es necesario. Las suspensiones
son preferiblemente estériles y libres de pirégenos. Una suspension puede incluir iones fosfato acuosos libres, por
ejemplo, presentes a una concentracion entre 1,0 y 20 mM, preferiblemente entre 5y 15 mM, y mas preferiblemente
de aproximadamente 10 mM. Las suspensiones también pueden comprender cloruro sédico.

La invencion puede usar una mezcla tanto de un hidroxido de aluminio como de un fosfato de aluminio. En este caso
puede haber mas fosfato de aluminio que hidréxido, por ejemplo, una proporcién ponderal de al menos 2:1 1 por
ejemplo 25:1, 26:1, 27:1, 28:1, 29:1, etc.

Pueden incluirse sales de aluminio en vacunas de la invencion de modo que la dosis de Al** esté entre 0,2 y 1,0 mg
por dosis.

B. Emulsiones oleosas

Las composiciones de emulsién oleosa adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 (5% de Escualeno, 0,5% de Tween 80, y 0,5% de Span 85,
formulados en particulas submicrométricas usando un microfluidizador) [Capitulo 10 de la ref. 53; véanse también
las ref. 55-57, capitulo 12 de la ref. 58]. MF59 se usa como adyuvante en la vacuna de subunidad trivalente
FLUAD™ contra el virus de la influenza. La emulsién incluye ventajosamente iones citrato, por ejemplo, tampon
citrato sédico 10 mM.

Adyuvantes particularmente preferidos para su uso en las composiciones son emulsiones submicrométricas de
aceite-en-agua. Emulsiones submicrométricas de aceite-en-agua preferidas para su uso en este documento son
emulsiones de escualeno/agua que contienen opcionalmente cantidades variables de MTP-PE, tal como una
emulsion submicrométrica de aceite-en-agua que contienen un 4-5% p/v de escualeno, un 0,25-1,0% p/v de Tween
80 (monooleato de polioxietilensorbitan), y/o un 0,25-1,0% de Span 85 (trioleato de sorbitan) y, opcionalmente, N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE).
Las emulsiones submicrométricas de aceite-en-agua, los procedimiento para preparar las mismas y los agentes
inmunoestimuladores, tales como muramil péptidos, para su uso en las composiciones, se describen en detalle en
las referencias 55 y 59-60.

Puede usarse una emulsion de escualeno, un tocoferol, y Tween 80. La emulsion puede incluir solucion salina
tamponada con fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1%) y/o lecitina. Estas emulsiones pueden
tener del 2 al 10% de escualeno, del 2 al 10% de tocoferol y del 0,3 al 3% de Tween 80, y la proporcién ponderal de
escualeno:tocoferol es preferiblemente <1 ya que esto proporciona una emulsién mas estable. Una de dichas
emulsiones puede prepararse disolviendo Tween 80 en PBS para dar una solucién al 2%, después mezclando 90 ml
de esta solucién con una mezcla de (5 g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), después microfluidizando la
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mezcla. La emulsiéon resultante puede tener gotas submicrométricas de aceite, por ejemplo, con un diametro
promedio entre 100 y 250 nm, preferiblemente de aproximadamente 180 nm.

Puede usarse una emulsién de escualeno, un tocoferol, y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100).

Puede usarse una emulsion de escualano, polisorbato 80 y poloxamero 401 ("Pluronic™ L121"). La emulsion puede
formularse en solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsion es un vehiculo de suministro Gtil para
muramil dipéptidos, y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [61] (0,05-1% de Thr-MDP, 5% de
escualano, 2,5% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). También puede usarse sin el Thr-MDP, como en el
adyuvante "AF" [62] (5% de escualano, 1,25% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). Se prefiere la
microfluidizacion.

También pueden usarse adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA) como
adyuvantes en la invencion.

C. Formulaciones de saponina [capitulo 22 de la ref. 53]

También pueden usarse formulaciones de saponina como adyuvantes en la invencion. Las saponinas son un grupo
heterdlogo de glucésidos de esterol y glucosidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas, los tallos,
las raices es incluso las flores de una amplia variedad de especies vegetales. Las saponinas aisladas de la corteza
del arbol Quillaja saponaria Molina se han estudiado ampliamente como adyuvantes. La saponina también puede
obtenerse en el mercado de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophila paniculata (velo de novia), y Saponaria
officinalis (hierba jabonera). Las formulaciones de adyuvante saponina incluyen formulaciones purificadas, tales
como QS21, asi como formulaciones lipidicas, tales como ISCOM.

Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones
purificadas especificas usando estas técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferiblemente, la saponina es QS21. Se describe un procedimiento de produccion de QS21 en la ref. 63. Las
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol, tal como colesterol [64].

Pueden usarse combinaciones de saponinas y colesteroles para formar particulas Unicas llamadas complejos
inmunoestimuladores (ISCOM) [capitulo 23 de la ref. 53]. Los ISCOM tipicamente también incluyen un fosfolipido tal
como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Puede usarse cualquier saponina conocida en los ISCOM.
Preferiblemente, el ISCOM incluye una o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOM se describen adicionalmente en
las ref. 64-66. Opcionalmente, los ISCOM pueden estar desprovistos de detergente(s) adicional(es) [67].

Puede encontrarse una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina en las ref. 68 y 69.
D. Virosomas y particulas tipo virus

También pueden usarse virosomas y particulas tipo virus (VLP) como adyuvantes en la invencién. Estas estructuras
generalmente contienen una o mas proteinas de un virus opcionalmente combinadas o formuladas con un
fosfolipido. Generalmente son no patogénicas, no replicantes y generalmente no contienen nada del genoma viral
nativo. Las proteinas virales pueden producirse de forma recombinante o aislarse de virus completos. Estas
proteinas virales adecuadas para su uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas del virus de la influenza
(tales como HA o NA), el virus de la hepatitis B (tal como proteinas del nicleo o la capsida), el virus de la hepatitis E,
el virus del sarampion, el virus Sindbis, rotavirus, el virus de la fiebre aftosa, retrovirus, el virus Norwalk, el virus del
papiloma humano, VIH, fagos ARN, fago QB (tal como proteinas de cubierta), fago GA, fago fr, fago AP205, y Ty (tal
como la proteina pl del retrotransposén Ty). Las VLP se analizan adicionalmente en las ref. 70-75. Los virosomas se
analizan adicionalmente en, por ejemplo, la ref. 76.

E. Derivados bacterianos o microbianos

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencién incluyen derivados bacterianos o microbianos tales como
derivados no toxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados de Lipido A, oligonucleétidos
inmunoestimuladores y toxinas ADP-ribosilantes y derivados destoxificados de los mismos. Los derivados no téxicos
de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). El 3dMPL es una mezcla de
monofosforil lipido A 3 des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. Una forma de "particula pequefia” preferida de
monofosforil lipido A 3 des-O-acilado se describe en la ref. 77. Dichas "particulas pequefias" de 3dMPL son
suficientemente pequefas para filtrarse a esterilidad a través de una membrana de 0,22 um [77]. Otros derivados de
LPS no téxicos incluyen miméticos de monofosforil lipido A, tales como derivados fosfato de aminoalquil
glucosaminida por ejemplo RC-529 [78,79].

Los derivados de lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. OM-174 se
describe, por ejemplo, en las ref. 80 y 81.

Los oligonucledtidos inmunoestimuladores adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
secuencias nucleotidicas que contienen un motivo CpG (una secuencia dinucleotidica que contiene una citosina no
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metilada unida por un enlace fosfato a una guanosina). También se ha demostrado que ARN bicatenarios y
oligonucleétidos que contienen secuencias palindrémicas o poli(dG) son inmunoestimuladoras.

Las CpG pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato y
pueden ser bicatenarios 0 monocatenarios. Las referencias 82, 83 y 84 describen posibles sustituciones de
andlogos, por ejemplo, el reemplazo de guanosina con 2'-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de los
oligonucledtidos CpG se analiza adicionalmente en las ref. 85-90.

La secuencia CpG puede estar dirigida a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [91]. La secuencia CpG
puede ser especifica para inducir una respuesta inmune Th1l, tal como un ODN CpG-A, o puede ser mas especifico
para inducir una respuesta de células B, tal como un CpG-B ODN. Los ODN CpG-A y CpG-B se analizan en las ref.
92-94. Preferiblemente, el CpG es un ODN CpG-A.

Preferiblemente, el oligonucleétido CpG se construye de tal modo que el extremo 5' sea accesible para el
reconocimiento del receptor. Opcionalmente, pueden unirse dos secuencias de oligonucleétido CpG en sus
extremos 3' para formar "inmunémeros". Véanse, por ejemplo, las ref. 91 y 95-97.

Otros oligonucledtidos inmunoestimuladores incluyen un ARN bicatenario, o un oligonucleétido que contiene una
secuencia palindromica, o un oligonucleétido que contiene una secuencia poli(dG).

Pueden usarse toxinas ADP-ribosilantes bacterianas y derivados destoxificados de las mismas como adyuvantes en
la invencion. Preferiblemente, la proteina se obtiene de E. coli (enterotoxina "LT" inestable al calor de E. coli), colera
("CT"), o pertussis ("PT"). El uso de toxinas ADP-ribosilantes destoxificadas como adyuvantes de mucosa se
describe en la ref. 98 y como adyuvantes parenterales en la ref. 99. La toxina o toxoide esta preferiblemente en
forma de una holotoxina, que comprende ambas subunidades A y B. Preferiblemente, la subunidad A contiene una
mutaciones destoxificante; preferiblemente la subunidad B no estd mutada. Preferiblemente, el adyuvante es una LT
destoxificada mutante tal como LT-K63, LT-R72, y LT-G192. El uso de toxinas ADP-ribosilantes y derivados
destoxificados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes puede encontrarse en las ref.
100-107. La referencia numérica para las sustituciones de aminoacidos se basa preferiblemente en las alineaciones
de las subunidades A y B de toxinas ADP-ribosilantes expuestas en la ref. 108.

Los compuestos de férmula |, 1l o lIl, o sales de los mismos, también pueden usarse como adyuvantes:
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F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen citoquinas,
tales como interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [110], etc.) [111], interferones (por
ejemplo, interferén-y), el factor estimulador de colonias de macréfagos, el factor de necrosis tumoral y la proteina-
lalfa inflamatoria de macréfagos (MIP-1alfa) y MIP-1beta [112].

G. Bioadhesivos y mucoadhesivos

También pueden usarse bioadhesivos y mucoadhesivos como adyuvantes en la invencion. Los bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico esterificado [113] o mucoadhesivos tales como derivados
reticulados de poli(acido acrilico), poli(alcohol vinilico), polivinil pirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa.
También pueden usarse quitosana y derivados de la misma como adyuvantes en la invencién [114].

H. Microparticulas

También pueden usarse microparticulas como adyuvantes en la invencién. Se prefieren microparticulas (es decir,
una particula de ~100 nm a ~ 150 um de diametro, mas preferiblemente de ~200 nm a ~30 um de diametro, y mucho
mas preferiblemente de ~500 nm a ~10 um de diametro) formadas de materiales que son biodegradable y no téxicos
(por ejemplo, un poli(a-hidroxi acido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicolida), opcionalmente tratadas para tener una superficie cargada
negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada positivamente (por ejemplo, con un detergente
cationico, tal como CTAB).

L. Liposomas (Capitulos 13y 14 de la ref. 53)
Se describen ejemplos de formulaciones de liposoma adecuadas para su uso como adyuvantes en las ref. 115-117.
J. Formulaciones de éter de polioxietileno y éster de polioxietileno

Adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen éteres de polioxietileno y ésteres de polioxietileno [118].
Dichas formulaciones incluyen adicionalmente tensioactivos de éster de polioxietilensorbitdn en combinacién con un
octoxinol [119] asi como tensioactivos de alquil éter o éster de polioxietilieno en combinacién con al menos un
tensioactivo no idénico adicional tal como un octoxinol [120]. Los éteres de polioxietileno preferidos se seleccionan
entre el siguiente grupo: polioxietilen-9-lauril éter (laureth 9), polioxietilen-9-esteoril éter, polioxietilen-8-esteoril éter,
polioxietilen-4-lauril éter, polioxietilen-35-lauril éter, y polioxietilen-23-lauril éter.

K. Fosfacenos por ejemplo PCPP

Los adyuvantes de fosfaceno incluyen poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] ("PCPP") como se describe, por ejemplo,
en las ref. 121y 122.

L. Muramil péptidos

Los ejemplos de muramil péptidos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP),  N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina  (nor-MDP), 'y N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina MTP-PE).
M. Compuestos de imidazoquinolina

Los adyuvantes de imidazoquinolina incluyen Imiquimod ("R-837") [123,124], Resiquimod ("R-848") [125], y sus
andlogos; y sales de los mismos (por ejemplo, las sales clorhidrato). Pueden encontrarse detalles adicionales acerca
de imidazoquinolinas inmunoestimuladoras en las referencias 126 a 130.
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N. Compuestos de tiosemicarbazona

Los ejemplos de compuestos de tiosemicarbazona, asi como procedimientos para formular, fabricar, y seleccionar
compuestos todos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen los descritos en la ref. 131. Las
tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de sangre periférica
humana para la produccién de citoquinas, tales como TNF-a.

O. Compuestos de triptantrina

Los ejemplos de compuestos de triptantrina, asi como los procedimientos para formular, fabricar, y selecciona
compuestos todos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencioén incluyen los descritos en la ref. 132. Los
compuestos de triptantrina son particularmente eficaces en la estimulacién de células mononuclear de sangre
periférica humana para la produccion de citoquinas, tales como TNF-a.

P. Anéalogos nucleosidicos

Pueden usarse diversos analogos nucleosidicos como adyuvantes, tales como (a) Isatorabina (ANA-245; 7-tia-8-

oxoguanaosina):
O
S
N
/&[ o
N” N7 N
o

0o

0y

“
o o

y profarmacos de la misma; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) los compuestos divulgados en las
referencias 133 a 135; (f) un compuesto que tiene la formula:

R4
Rs
N
@)
Rz/l\'}‘ Rs
R3

en la que:

R1 y Rz son cada uno independientemente H, halo, -NRaRp, -OH, alcoxi Ci.s, alcoxi Ci.s sustituido,
heterociclilo, heterociclilo sustituido, arilo Ce.10, arilo Cs.10 sustituido, alquilo Ci.6, 0 alquilo Ci.¢ sustituido;

R; esta ausente, H, alquilo Ci, alquilo Ci6 sustituido, arilo Ce.10, arilo Ce.1o sustituido, heterociclilo, o
heterociclilo sustituido;

R4y Rs son cada uno independientemente H, halo, heterociclilo, heterociclilo sustituido, -C(0)-Rq,

alquilo C1.6, alquilo Ci.6 sustituido, o estan unidos juntos para formar un anillo de 5 miembros como en Ry.s:

w Xy
))=Rg
X
2

Ro

Ras

consiguiéndose la unidn en los enlaces indicados por un ™ X; y X, son cada uno independientemente N, C,
0,0S;
Rs es H, halo, -OH, alquilo Ci.6, alquenilo Cz.6, alquinilo Cz.s, -OH, -NRaRp, -(CH2)n-O-Re, -O-(alquilo Cy.¢), -
S(O)pRe, 0 -C(O)-Rg;
Ro es H, alquilo Ci.s, alquilo C1.¢ sustituido, heterociclilo, heterociclilo sustituido 0 Rea, €n el que Ro, €s:
(0)
R'O R9a

Rio Ry
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consiguiéndose la unién en los enlaces indicados por un ¥

R10 y R11 son cada uno independientemente H, halo, alcoxi C1.6, alcoxi Cy.6 sustituido, - NRaRyp, 0 -OH;

cada R, y Ry es independientemente H, alquilo Ci.s, alquilo Cy-6 sustituido, -C(O)Rg, arilo Ce.10;

cada Re es independientemente H, fosfato, difosfato, trifosfato, alquilo Ci.6, 0 alquilo Ci.6 sustituido;

cada Ry es independientemente H, halo, alquilo C1.6, alquilo C1.¢ sustituido, alcoxi Ci.6, alcoxi Cy.s sustituido, -
NHa, -NH(alquilo Ci6), -NH(alquilo Ci.6 sustituido), -N(alquilo Ci.6, -N(alquilo Ci¢ sustituido),, arilo Ce.10, O
heterociclilo;

cada Re es independientemente H, alquilo Ci., alquilo Cis sustituido, arilo Ce.10, arilo Ce.10 Sustituido,
heterociclilo, o heterociclilo sustituido;

cada Ry es independientemente H, alquilo C1.6, alquilo C1.6 sustituido, -C(O)Ry, fosfato, difosfato, o trifosfato;
cada n es independientemente 0, 1,2 6 3;

cada p es independientemente 0, 1 6 2; o

0 (g) una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de (a) a (f), un tautdmero de cualquiera de (a) a (f), o una
sal farmacéuticamente aceptable del tautomero.

Q. Lipidos ligados a una estructura aciclica que contiene fosfato

Los adyuvantes que contienen lipidos ligados a una estructura aciclica que contiene fosfato incluyen el antagonista
E5564 de TLR4 [136,137]:

0. _wOPO(Oln

o o
o™ oy M/ (CTiCHly
N

0\/\/ (A)Cly

R. Inmunopotenciadores de molécula pequefia (SMIP)
Los SMIP incluyen:

¢ N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e 1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

¢ N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e 1-(2-metilpropil)-2-[(fenilmetil)tio]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina;

e 1-(2-metilpropil)-2-(propiltio)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina;

e 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ilj(metil)amino]etanol;

e acetato de 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ilJ(metil)amino]etilo;

e 4-amino-1-(2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona;

e N2-butil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)- 1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

e N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;
e N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)- 1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

¢ N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;
e 1-{4-amino-2-[metil(propil)amino]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il}-2-metilpropan-2-ol;

e 1-[4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]-2-metilpropan-2-ol;

e N4,N4-dibencil-1-(2-metoxi-2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina.

S. Proteasomas

Un adyuvante es una preparacion de proteasoma de proteinas de membrana externa preparada a partir de una
primera bacteria Gram-negativa en combinacion con una preparacion de lipopolisacéarido derivada de una segunda
bacteria Gram-negativa, en el que las preparaciones de proteasoma de proteinas de membrana externa y de
lipopolisacarido forman un complejo adyuvante estable no covalente.
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Dichos complejos incluyen "IVX-908", un complejo compuesto por la membrana externa de Neisseria meningitidis y
lipopolisacaridos. Se han usado como adyuvantes para vacunas contra la influenza [138].

T. Otros adyuvantes

Se describen otras sustancias que actlan como agentes inmunoestimuladores en las referencias 53 y 58. Las
sustancias adyuvantes Utiles adicionales incluyen:

e Metil inosina 5'-monofosfato ("MIMP") [139].
e Un compuesto de pirrolizidina polihidroxlado [140], tal como uno que tiene la férmula:

HQ |y OH

RO OH
N

CH,OH

en la que R se selecciona entre el grupo compuesto por hidrogeno, grupos acilo, alquilo (por ejemplo, cicloalquilo),
alquenilo, alquinilo y arilo lineales o ramificados, sin sustituir o sustituidos, saturados o insaturados, o una sal o
derivado farmacéuticamente aceptable del mismo. Los ejemplos incluyen, aunque sin limitacién: casuarina,
casuarina-6-a-D-glucopiranosa, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3,7-diepi-casuarina, etc.

¢ A gamma inulina [141] o derivado de la misma, tal como algamulina.

«  Compuestos descritos en la referencia 142.

¢ Compuestos descritos en la referencia 143, incluyendo: compuestos de cillpiperazina, compuestos de
indolediona, compuestos de tetrahidraisoquinolina (THIQ), compuestos de benzociclodiona, compuestos de
aminoazavinilo, compuestos de aminobencimidazol quinolinona (ABIQ) [144,145], compuestos de
hidraftalamida, compuestos de benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol, compuestos
de quinazilinona, compuestos de pirrol [146], compuestos de antraquinona, compuestos de quinoxalina,
compuestos de triazina, compuestos de pirazalopirimidina, y compuestos de benzazol [147].

¢ Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) [148].

e« Una formulacién de un lipido catiénico y un co-lipido (habitualmente neutro), tal como bromuro de
aminopropil-dimetil-miristoleiloxi-propanaminio - difitanoilfosfatidil-etanolamina ("Vaxfectin™") o bromuro de
aminopropil-dimetil-bis-dodeciloxi-propanaminio - dioleoilfosfatidil-etanolamina ("GAP-DLRIE:DOPE"). Se
prefieren formulaciones que contienen sales de (1)-N-(3-aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(sin-9-
tetradeceneiloxi)-1-propanaminio [149].

La invencion también puede comprender combinaciones de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, pueden usarse las siguientes combinaciones como composiciones adyuvantes en la
invencién: (1) una saponina y una emulsién de aceite-en-agua [150]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un
derivado de LPS no téxico (por ejemplo, 3dMPL) [151]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS
no téxico (por ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12
(opcionalmente + un esterol) [152]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite-
en-agua [153]; (6) SAF, que contiene un 10% de escualano, un 0,4% de Tween 80™, un 5% de polimero de bloque
pluronic L121, y thr-iVIDP, microfluidizado en una emulsidon submicrométrica o agitado con vortice para generar una
emulsion de mayor tamafio de particula; (7) sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene un
2% de escualeno, un 0,2% de Tween 80, y uno o mas componentes de pared celular bacteriana del grupo
compuesto por monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM), y esqueleto de pared celular (CWS),
preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (8) una o mas sales minerales (tal como una sal de aluminio) + un derivado
no téxico de LPS (tal como 3dMPL); y (9) una o mas sales minerales (tal como una sal de aluminio) + un
oligonucleétido inmunoestimulador (tal como una secuencia nucleotidica que incluye un motivo CpG).

Las composiciones de la invenciéon provocaran preferiblemente tanto una respuesta inmune mediada por células
como una respuesta inmune humoral para abordar de forma eficaz una infeccion uropatogénica. Esta respuesta
inmune preferiblemente inducird anticuerpos de larga duracion (por ejemplo, neutralizantes) y una inmunidad
mediada por células que puede responder rapidamente después de exposicion a antigenos asociados a UPEC.

Generalmente se creen necesarios dos tipos de células T, células CD4 y CD8, para iniciar y/o potenciar la inmunidad
mediada por células y la inmunidad humoral. Las células T CD8 puede expresar un co-receptor CD8 y se conocen
habitualmente como linfocitos T citotoxicos (CTL). Las células T CD8 son capaces de reconocer 0 interaccionar con
antigenos presentados en moléculas MHC clase I. Las células T CD4 pueden expresar un co-receptor CD4 y se
conocen habitualmente como células T auxiliares. Las células T CD4 son capaces de reconocer péptidos
antigénicos unidos a moléculas MHC clase Il. Tras la interaccién con una molécula MHC clase I, las células CD4
pueden secretar factores tales como citoquinas. Estas citoquinas secretadas pueden activar células B, células T
citotoxicas, macrofagos, y otras células que participan en una respuesta inmune. Las células T auxiliares o células
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CD4" pueden dividirse adicionalmente en dos subconjuntos funcionalmente diferentes: fenotipo TH1 y fenotipo TH2
que difieren en su citoquina y funcién efectora.

Las células TH1 activadas potencian la inmunidad celular (incluyendo un aumento en la produccién de CTL
especificos de antigeno) y por lo tanto son de particular valor en la respuesta a infecciones intracelulares. Las
células TH1 activadas pueden secretar una 0 mas de IL-2, IFN-y, y TNF-B. Una respuesta inmune TH1 puede
provocar reacciones inflamatorias locales activando macréfagos, células NK (asesinas naturales), y células T
citotoxicas CD8 (CTL). Una respuesta inmune TH1 también puede actuar expandiendo la respuesta inmune
estimulando el crecimiento de células By T con IL-12. Las células B estimuladas por TH1 pueden secretar IgG2a.

Las células TH2 activadas potencian la produccion de anticuerpos y por lo tanto son de particular valor en la
respuesta a infecciones extracelulares. Las células TH2 activadas pueden secretar una o mas de IL-4, IL-5, IL-6, e
IL-10. Una respuesta inmune TH2 puede provocar la produccion de 1gG1, IgE, IgA y células B de memoria para la
futura proteccion.

Una respuesta inmune potenciada puede incluir una o mas de una respuesta inmune TH1 potenciada y una
respuesta inmune TH2. Una respuesta inmune TH1 potenciada puede incluir uno o mas de un aumento en los CTL,
un aumento en una 0 mas de las citoquinas asociadas con una respuesta inmune TH1 (tal como IL-2, IFN-y, y TNF-
), un aumento en macréfagos activados, un aumento en la actividad NK, o un aumento en la produccién de IgG2a.
Preferiblemente, la respuesta inmune TH1 potenciada incluirA un aumento en la produccién de IgG2a. Una
respuesta inmune TH2 potenciada puede incluir uno o mas de un aumento en una o mas de las citoquinas
asociadas con una respuesta inmune TH2 (tal como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), o un aumento en la produccion de IgG1,
IgE, IgA y células B de memoria. Preferiblemente, la respuesta inmune TH2 potenciada incluird un aumento en la
produccién de 1gG41.

Una respuesta inmune TH1 puede provocarse usando un adyuvante TH1. Un adyuvante TH1 generalmente
provocara niveles aumentados de produccién de IgG2a relativos a la inmunizacién del antigeno sin adyuvante. Los
adyuvantes TH1 adecuados para su uso en la invencién pueden incluir, por ejemplo, formulaciones de saponina,
virosomas y particulas tipo virus, derivados no toxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), oligonucleétidos
inmunoestimuladores. Los oligonucledtidos inmunoestimuladores, tales como oligonucleétidos que contienen un
motivo CpG, son adyuvantes TH1 preferidos para su uso en la invencion.

Una respuesta inmune TH2 puede provocarse usando un adyuvante TH2. Un adyuvante TH2 generalmente
provocara niveles aumentados de produccion de IgG1 relativos a la inmunizacién del antigeno sin adyuvante. Los
adyuvantes TH2 adecuados para su uso en la invencion incluyen, por ejemplo, composiciones que contienen
minerales, emulsiones oleosas, y toxinas ADP-ribosilantes y derivados destoxificados de las mismas. Las
composiciones que contienen minerales, tales como sales de aluminio, son adyuvantes TH2 preferidos para su uso
en la invencion.

Preferiblemente, la invencién incluye una composicion que comprende una combinacién de un adyuvante TH1 y un
adyuvante TH2. Preferiblemente, dicha composicién provoca una respuesta TH1 potenciada y una TH2 potenciada,
es decir, un aumento en la produccién tanto de IgG1l como de IgG2a relativa a la inmunizacién sin un adyuvante.
Aun mas preferiblemente, la composicién que comprende una combinacién de un adyuvante TH1 y TH2 provoca
una respuesta inmune TH1 aumentada y/o una TH2 aumentada relativa a la inmunizacién con un Unico adyuvante
(es decir, relativa a la inmunizacion con un adyuvante TH1 solo o la inmunizacién con un adyuvante TH2 solo).

La respuesta inmune puede ser una respuesta inmune TH1 o una respuesta TH2 o ambas. Preferiblemente, la
respuesta inmune proporciona una respuesta TH1 potenciada o una respuesta TH2 potenciada o ambas.

La respuesta inmune potenciada puede ser una respuesta inmune sistémica o mucosa o ambas. Preferiblemente, la
respuesta inmune proporciona una respuesta inmune sistémica potenciada o mucosa potenciada o ambas.
Preferiblemente, la respuesta inmune mucosa es una respuesta inmune TH2. Preferiblemente, la respuesta inmune
mucosa incluye un aumento en la produccién de IgA.

El uso de un adyuvante de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio es particularmente preferido, y los antigenos
generalmente se adsorben en estas sales. El fosfato de calcio es otro adyuvante preferido.

El pH de las composiciones de la invencién es preferiblemente entre 6 y 8, preferiblemente de aproximadamente 7.
El pH estable puede mantenerse mediante el uso de un tampén. Cuando una composicién comprende una sal
hidroxido de aluminio, se prefiere usar un tampon histidina [154]. La composicion puede ser estéril y/o libre de
pirégenos. Las composiciones de la invencién pueden ser isoténicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones pueden presentarse en viales, o pueden presentarse en jeringas ya cargadas. Las jeringas
pueden suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una unica dosis de la composicion, mientras que un vial
puede incluir una Unica dosis o multiples dosis. Las composiciones inyectables habitualmente seran soluciones o
suspensiones liquidas. Como alternativa, pueden presentarse en forma sélida (por ejemplo, secadas por
congelacioén) para solucién o suspension en vehiculos liquidos antes de su inyeccion.
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Las composiciones de la invencién pueden envasarse en forma de dosis unitaria o en forma de multiples dosis. Para
formas de multiples dosis, se prefieren viales a jeringas pre-cargadas. Los volumenes de dosificacion eficaces
pueden establecerse rutinariamente, pero una dosis humana tipica de la composicién para su inyeccion tiene un
volumen de 0,5 ml.

Cuando una composicién de la invencion tiene que prepararse de forma improvisada antes de su uso (por ejemplo,
cuando un componente se presenta en forma liofilizada) y se presenta como un kit, el kit puede comprender dos
viales, o puede comprender una jeringa ya cargada y un vial, usandose los contenidos de la jeringa para reactivar
los contenidos del vial antes de la inyeccién.

Las composiciones inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz del
antigeno o antigenos, asi como cualquier otro componente, segin sea necesario. Por 'cantidad inmunolégicamente
eficaz', se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, en una Unica dosis o como parte de una
serie, es eficaz para el tratamiento o prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y estado fisico del
individuo a tratar, edad, el grupo taxondmico del individuo a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la
capacidad del sistema inmune del individuo de sintetizar anticuerpos, el grado de proteccién deseado, la formulacion
de la vacuna, la evaluacion de la situacion médica por parte de los médicos responsables, y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad esté en un intervalo relativamente amplio que pueda determinarse a través de
ensayos rutinarios, y una cantidad tipica de cada antigeno sacarido meningocécico por dosis es entre 1 ug y 10 mg
por antigeno.

Usos farmacéuticos

La invencion puede usarse en un procedimiento para tratar a un paciente, que comprende administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de la invencién. El paciente puede estar en si mismo en
riesgo de la enfermedad o puede ser una mujer embarazada ('inmunizacién materna' [155]).

La invencién proporciona el polipéptido de la invenciéon para su uso como medicamentos (por ejemplo, como
composiciones inmunogénicas 0 como vacunas) o como reactivos de diagndstico. También proporciona el uso del
polipéptido de la invencion en la fabricacion de: (i) un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad y/o
infeccion causada por una bacteria EXPEC; (ii) un reactivo de diagnostico para detectar la presencia de o de
anticuerpos producidos contra una bacteria EXPEC; y/o (iii) un reactivo que puede producir anticuerpos contra una
bacteria EXPEC. Dicha bacteria EXPEC puede ser de cualquier serotipo o cepa. Preferiblemente, la bacteria EXPEC
es una cepa UPEC.

La invencién se util para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades tales como bacteremia, meningitis, una
infeccion del tracto urinario, pielonefritis y/o cistitis. La invencion es particularmente Util para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario.

El paciente es preferiblemente un ser humano. El ser humano es preferiblemente un adulto (por ejemplo, con una
edad entre 20 y 55). También puede administrarse una vacuna pretendida para nifios o adolescentes a adultos, por
ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificaciéon, inmunogenicidad, etc. Los pacientes mujeres son un subconjunto
preferido, siendo las mujeres sexualmente activas con una edad de 20-55 un grupo de pacientes particularmente
preferido. Otros grupos de pacientes son mujeres con una edad de 12-20, particularmente para uso profilactico.

Otros animales que son posibles pacientes incluyen perros, que pueden ser portadores de EXPEC [156,157].

Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica controlar la infeccion después de la
administracion de la composicion de la invenciéon. Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento profilactico
implica controlar las respuestas inmunes contra un polipéptido administrado después de la administracion. La
inmunogenicidad de las composiciones de la invenciéon puede determinarse administrandolas a sujetos de ensayo
(por ejemplo, nifios de 12-16 meses de edad, o modelos animales, por ejemplo, un modelo de ratén) y después
determinando el parametro patrén incluyendo titulos ELISA (GMT) de IgG. Estas respuestas inmunes generalmente
se determinaran aproximadamente 4 semanas después de la administraciéon de la composicion, y se compararan
con valores determinados antes de la administracion de la composicién. Cuando se administra mas de una dosis de
la composicion, puede hacerse mas de una determinacion posterior a la administracion. Estan disponibles diversos
modelos de ratén de ITU [por ejemplo ref. 158 y 159-160].

La administracion de antigenos polipeptidicos es un procedimiento preferido de tratamiento para inducir inmunidad.
La administracién de anticuerpos de la invencién es otro procedimiento preferido de tratamiento. Este procedimiento
de inmunizacién pasiva es particularmente Gtil para nifios recién nacidos o para mujeres embarazadas. Este
procedimiento tipicamente usara anticuerpos monoclonales, que estaran humanizados o seran completamente
humanos. Las composiciones de la invencidon generalmente se administraran directamente a un paciente. El
suministro directo puede conseguirse por inyeccion parenteral (por ejemplo, subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, o al espacio intersticial de un tejido), o por administracion rectal, oral (por ejemplo,
comprimido, aerosol), vaginal, topica, transdérmica, transcutanea, intranasal, sublingual, ocular, al oido, pulmonar u
otra administracion a la mucosa. Se prefiere la administracion intramuscular en el muslo o el brazo. La inyeccién
puede ser mediante una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero puede usarse eyeccion sin aguja como
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alternativa. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

La invencién puede usarse para provocar inmunidad sistémica y/o mucosa. Preferiblemente, la inmunidad sistémica
y/o mucosa potenciada se refleja en una respuesta inmune TH1 y/o TH2 potenciada. Preferiblemente, la respuesta
inmune potenciada incluye un aumento en la produccién de IgG1 y/o IgG2a y/o IgA.

El tratamiento de dosis puede ser un programa de una Unica dosis o un programa de multiples dosis. Pueden usarse
multiples dosis en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo. Un
programa de dosis primaria puede estar seguido de un programa de dosis de refuerzo. En un programa de multiples
dosis, las diversas dosis pueden administrarse por la misma o por diferentes via, por ejemplo, sensibilizacién
parenteral y refuerzo en la mucosa, sensibilizacion a la mucosa y refuerzo parenteral, etc. La coordinacién adecuada
entre las dosis de sensibilizacion (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la sensibilizacién y el refuerzo, pueden
determinarse rutinariamente. Por ejemplo, el ciclo principal de vacunacion puede incluir 1-10 dosis diferentes,
seguido de otras dosis administradas a intervalos posteriores de tiempo necesarios para mantener y/o reforzar una
respuesta inmune, por ejemplo, a los 1-4 meses para una segunda dosis, y si fuera necesario, una o mas dosis
posteriores después de varios meses.

Las infecciones bacterianas afectan a diversas areas del cuerpo y por tanto pueden prepararse composiciones en
diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse en forma de inyectables, como soluciones o
suspensiones liquidas. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspension en,
vehiculos liquidos antes de su inyeccion (por ejemplo, una composicién liofilizada o secada por pulverizacién-
congelacién). La composicion puede prepararse para administracion tépica, por ejemplo, en forma de una pomada,
crema o polvo. La composiciéon puede prepararse para administracion oral, por ejemplo, en forma de un comprimido
o capsula, en forma de un aerosol o en forma de un jarabe (opcionalmente aromatizado). La composicion puede
prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo, en forma de un inhalador, usando un polvo fino o un aerosol.
La composicion puede prepararse en forma de un supositorio o pesario. La composiciéon puede prepararse para
administracion nasal, al oido u ocular, por ejemplo, en forma de aerosol, gotas, gel o polvo [por ejemplo, ref. 161 y
162]. La composiciéon puede estar en forma de kit, diseflado de modo que se reconstituya una composicion
combinada justo antes de su administracion a un paciente. Dichos kits pueden comprender uno o mas antigenos en
forma liquida y uno o mas antigenos liofilizados.

Las composiciones de la invencion pueden administrarse a los pacientes en sustancialmente el mismo momento que
(por ejemplo, durante la misma consulta o visita médica a un profesional sanitario) otras vacunas, por ejemplo, en
sustancialmente el mismo momento que una vacuna contra el sarampién, una vacuna contra las paperas, una
vacuna contra la rubéola, una vacuna contra MIVm, una vacuna contra la varicela, una vacuna contra MMRYV, una
vacuna contra la difteria, una vacuna contra el tétanos, una vacuna contra pertussis, una vacuna DTP, una vacuna
conjugada contra H. influenzae tipo b, una vacuna contra el virus del papiloma humano, una vacuna inactivada
contra poliovirus, una vacuna contra el virus de la hepatitis B, una vacuna conjugada contra neumococos, una
vacuna conjugada contra meningococos, etc. Asimismo, pueden administrarse a pacientes en sustancialmente el
mismo momento que (por ejemplo, durante la misma consulta o visita médica a un profesional sanitario) un
antibiético, y en particular un compuesto antibiético activo contra UPEC.

Componentes antigénicos adicionales de composicione s de la presente invencion

La invencion también proporciona una composicién que comprende un polipéptido de la invenciéon y uno o mas de
los siguientes antigenos adicionales:

- un antigeno sacarido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y (preferiblemente los cuatro), tal como el
oligosacarido descrito en la ref. 163 del serogrupo C [véase también la ref. 164] o los oligosacaridos de la ref.
165.

- un antigeno de N. meningitidis serogrupo B tal como los descritos en las ref. 166-174, etc.

- un antigeno sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 175, 176, 177].

- un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como el virus inactivado [por ejemplo, 178, 179].

- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o ndcleo [por ejemplo, 179, 180].

- un antigeno del virus de la hepatitis C [por ejemplo, 181].

- un antigeno del VIH [182].

- un antigeno de difteria, tal como un toxoide diftérico [por ejemplo, capitulo 3 de la ref. 183], por ejemplo, el
mutante CRM197 [por ejemplo, 184].

- un antigeno de tétanos, tal como un toxoide tetanico [por ejemplo, capitulo 4 de la ref. 183].

- un antigeno de Bordetella pertussis, tal como la holotoxina de pertussis (PT) y la hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3 [por
ejemplo, ref. 185y 186].

- un antigeno sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, 164].

- antigeno(s) de polio [por ejemplo, 187, 188] tal como IPV.

- antigenos de sarampién, paperas y/o rubéola [por ejemplo, capitulos 9, 10 y 11 de la ref. 183].

- antigenos de varicela.

- antigeno(s) de influenza [por ejemplo, capitulo 19 de la ref. 183], tal como las proteinas de superficie
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hemaglutinina y/o neuraminidasa. Los antigenos de influenza pueden obtenerse de cepas de flu
interpandémicas (anuales). Los antigenos de influenza pueden obtenerse de cepas con el potencial de causar
un brote pandémico (es decir, cepas de influenza con nueva hemaglutinina en comparacion con la
hemaglutinina de las cepas en circulacion en ese momento, o cepas de influenza que son patogénicas en
sujetos aviares y tienen el potencial de transmitirse horizontalmente en la poblacion humana, o cepas de
influenza que son patogénicas para los seres humanos). Los antigenos de influenza pueden obtenerse de virus
cultivados en huevos o cultivo celular.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 189].

- un antigeno sacarido de Streptococcus agalactiae (estreptococos grupo B).

- un antigeno proteico de Streptococcus agalactiae (estreptococos grupo B) [por ejemplo, 190-195].

- un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo, 196-199].

- un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, ref. 200 a 206] o una combinacién de antigenos de C.
pneumoniae [por ejemplo, 207].

- un antigeno de Chlamydia trachomatis, o una combinacion de antigenos de C. trachomatis [por ejemplo, 208].

- un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 209].

- antigeno(s) de la rabia [por ejemplo, 210] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 211, RabAvert™].

- antigeno(s) de un paramixovirus tal como el virus sincitial respiratorio (RSV [212, 213]) y/o el virus de la
parainfluenza (PIV3 [214]).

- un antigeno de Bacillus anthracis [por ejemplo 215, 216, 217].

- un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococos grupo A) [por ejemplo, 191, 218, 219].

- un antigeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 220].

- un antigeno de un virus de la familia flaviviridae (género flavivirus), tal como del virus de la fiebre amarilla, el
virus de la encefalitis japonesa, cuatro serotipos de virus del Dengue, el virus de la encefalitis transmitida por
garrapata, el virus del Nilo Occidental.

- un antigeno de pestivirus, tal como del virus de la fiebre porcina clasica, el virus de la diarrea virica bovina, y/o
el virus de la enfermedad de la frontera.

- un antigeno de parvovirus, por ejemplo, de parvovirus B19.

- un antigeno del virus del papiloma humano (VPH) [221].

La composiciéon puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales.

En otra realizacién, los antigenos de la invencidon se combinan con uno o mas antigenos no E. coli adicionales
adecuados para su uso en una vacuna disefiada para proteger a las mujeres contra enfermedades genitourinarias
y/o transmitidas por via sexual. Por ejemplo, los antigenos pueden combinarse con un antigeno derivado del grupo
compuesto por Streptococcus agalactiae, Chlanzydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, papilomavirus y virus del
herpes simple. Cuando se usan antigenos del virus del papiloma humano, pueden estar en forma de uno o mas de
VPH 16, VPH 18, VPH 6 y/o VPH 11.

Los antigenos de gonococos preferidos incluyen uno o mas de ngs13 (OmpA), OmpH, ngs576 (proteina peptidil-
prolil cis/trans isomerasa (PPlasa)), ngs41ly ngs117.

Los antigenos de VPH preferidos incluyen uno o méas de VPH 16, VPH 18, VPH 6 y VPH 11.

Los antigenos preferidos de Chlamydia trachomatis incluyen uno o mas de: CT045, CT089, CT242, CT316, CT331,
CT396, CT398, CT444, CT467, CT547, CT587, CT823, CT761 y combinaciones especificas de estos antigenos
como se describe en el documento WO ops/002619.

Los antigenos preferidos de Chlamydia pneumoniae incluyen uno o mas de: CPn0324, Cpn0301, Cpn0482,
Cpn0503, Cpn0525, Cpn0558, Cpn0584, Cpn0800, Cpn0979, Cpn0498, Cpn0300, Cpn0042, Cpn0013, Cpn450,
Cpn0661, Cpn0557, Cpn0904, Clpn0795, Cpn0186 y Cpn0604 y combinaciones especificas de estos antigenos
como se describe en el documento WO 05/084306. Los antigenos GBS preferidos incluyen uno o mas de GBS80,
GBS 104, GBS 59, GBS 67, GBS 322 y GBS 276.

En otra realizacion, las combinaciones de antigenos de la invencién se combinan con uno o mas antigenos no
EXPEC adicionales adecuados para su uso en una vacuna disefiada para proteger a individuos ancianos o
inmunocomprometidos. Por ejemplo, las combinaciones de antigenos pueden combinarse con un antigeno derivado
del grupo compuesto por Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Pseudomonas
aeruginosa, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidies, el virus de la influenza, y el
virus de la parainfluenza ('VPI").

Los antigenos proteicos toxicos pueden destoxificarse cuando sea necesario (por ejemplo, destoxificacion de la
toxina pertussis por medios quimicos y/o genéticos [186]).

Cuando se incluye un antigeno diftérico en la composicion, se prefiere incluir también antigeno tetanico y antigenos
de pertussis. Asimismo, cuando se incluye un antigeno tetanico, se prefiere incluir también antigenos diftéricos y de
pertussis. Asimismo, cuando se incluye un antigeno de pertussis, se prefiere incluir también antigenos diftéricos y
tetanicos. Por tanto se prefieren combinaciones DTP.
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Los antigenos sacaridos estan preferiblemente en forma de conjugados. Las proteinas vehiculo para los conjugados
incluyen toxinas bacterianas (tales como toxoide diftérico o toxoide tetanico), la proteina de membrana externa de N.
meningitidis [222], péptidos sintéticos [223, 224], proteinas de choque térmico [225, 226], proteinas de pertussis
[227, 228], la proteina D de H. influenzae [229, 230], citoquinas [231], linfoquinas [231], proteinas de H. influenzae,
hormones [231], factores de crecimiento [231], toxina A o B de C. difficile [232], proteinas de captacién de hierro
[233], proteinas artificiales que comprenden multiples epitopes de células T CD4" humanas de diversos antigenos
derivados de patdgenos [234] tales como la proteina N19 [235], la proteina de superficie PspA de neumococos [236],
neumolisina [237], etc. Una proteina vehiculo preferida es la proteina CRM197 [238].

Los antigenos en la composicion tipicamente estaran presentes a una concentracion de al menos 1 pg/ml cada uno.
En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para provocar una respuesta inmune contra
ese antigeno.

Los antigenos preferiblemente se adsorben en una sal de aluminio.

El suministro de ADN usando microparticulas de PLG {poli(lactida-co-glicolida)} es un procedimiento particularmente
preferido, por ejemplo, por adsorcién a las microparticulas, que se tratan opcionalmente para que tengan una
superficie cargada negativamente (por ejemplo, tratada con SDS) o una superficie cargada positivamente (por
ejemplo, tratada con un detergente catiénico, tal como CTAB).

General

El término "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste en", por ejemplo, una composicion "que
comprende" X puede constar exclusivamente de X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término "aproximadamente" en relacién a un valor numérico x significa, por ejemplo, x£10%.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente”, por ejemplo, una composicién que esta "sustancialmente
libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede
omitirse de la definicion de la invencion.

Los restos N-terminales en las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias se dan como el aminoacido
codificado por el primer codén en la secuencia de nucleotidos correspondiente. Cuando el primer codén no es ATG,
se entendera que se traducira como metionina cuando el codén es un codoén de inicio, pero se traducird como el
aminoéacido no Met indicado cuando la secuencia esta en el extremo C de un compafiero de fusiéon. La invencién
describe y abarca especificamente cada una de las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias que tienen
un resto de metionina N-terminal (por ejemplo, un resto de formil-metionina) en lugar de cualquier resto no Met
indicado. También describe y abarca especificamente cada una de las secuencias de aminoacidos de la lista de
secuencias que empiezan en cualquier resto de metionina interno en la secuencias.

Como se indica en el texto anterior, los polipéptidos de la invencién pueden incluir secuencias que:

(a) son idénticas (es decir, 100% idénticas a las secuencias descritas en la lista de secuencias;

(b) comparten identidad de secuencia con las secuencias descritas en la lista de secuencias;

(c) tienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 alteraciones sencillas de nucleétidos o aminoacidos (deleciones,
inserciones, sustituciones), que pueden estar en localizaciones separadas o puede ser contiguas, en
comparacién con las secuencias de (a) o (b); y

(d) cuando se alinean con una secuencia particular de la lista de secuencias usando un algoritmo de
alineacion por pares, una ventana moévil de x monémeros (aminoacidos o nucleétidos) que se mueve desde el
inicio (extremo N o 5') hasta el final (extremo C o 3'), de modo que para una alineacion que se extiende hasta
p monémeros (donde p>x) existen p-x+1 de dichas ventanas, cada ventana tiene al menos x-y mondémeros
alineados idénticos, donde: x se selecciona entre 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200; y se
selecciona entre 0,50, 0,60, 0,70, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,91, 0,92, 0,93, 0,94, 0,95, 0,96, 0,97, 0,98, 0,99; y
si x-y no es un nlimero entero, entonces se redondea hasta el nimero entero mas cercano. El algoritmo de
alineacion por pares preferido es el algoritmo de alineacién global de Needleman-Wunsch [294], usando
parametros por defecto (por ejemplo, con penalizaciéon por abertura de hueco = 10,0, y con penalizacién por
extensién de hueco = 0,5, usando la matriz de valores EBLOSUM62). Este algoritmo se implementa
convenientemente en la herramienta de aguja del paquete EMBOSS [295].

Los acidos nucleicos y polipéptidos de la invencién pueden tener adicionalmente secuencias adicionales en el
extremo N/5' y/o el extremo C/3' de estas secuencias (a) a (d).

La practica de la presente invencion empleara, salvo que se indique otra cosa, procedimientos convencionales de
quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de las habilidades de la técnica. Dichas
técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, las referencias 296-303, etc.
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EXPERIMENTAL

A continuacién hay ejemplos de realizaciones especificas 0 modos de realizar la presente invencion. Los ejemplos
se ofrecen solamente para propésitos ilustrativos.

Se han hecho esfuerzos para asegurar la precision respecto a los nimeros usados (por ejemplo, cantidades,
temperaturas, etc.), pero debe permitirse algo de error y desviacién experimental, por supuesto.

Modos de realizar la invencién

Se usaron herramientas comparativas y predictivas basadas en ordenador para identificar 596 polipéptidos que son
(a) habituales en al menos dos cepas UPEC pero no se encuentran en cepas no patogénicas, y estan (b) asociados
a superficie 0 membrana. Estos 596 polipéptidos y sus secuencias de aminoacidos estan en la lista de secuencias
como SEC ID N° 1 a 596. La tabla 1 proporciona los nimeros de acceso 'gi' (GenlInfo Identifier) para la SEC ID N°
577 [11], y esta informacion puede usarse para recuperar informacion que incluye (a) el registro de la base de datos
de secuencia completa para el polipéptido y (b) la secuencia codificante correspondiente del genoma de E. coli. Por
ejemplo, el sistema NCBI Entrez [304] puede consultarse con '26111674' para dar un Unico registro [305], y el enlace
'CDS' en ese registro puede pincharse para revelar la secuencia codificante correspondiente [306].

Como las secuencias polipeptidicas de este documento ya estan disponibles en bases de datos publicas, también
estan disponibles sus funciones anotadas. Algunos de los 596 polipéptidos no tienen funcién reconocida en la
anotacion actual (por ejemplo, estan anotadas en las bases de datos como 'proteina hipotética’). Aunque los
inventores no han dilucidado la funcién biol6gica béasica subyacente de estos polipéptidos, la invencion ahora
proporciona una utilidad creible para los polipéptidos de la invencién, concretamente la provisién de composiciones
inmunogénicas como se describe en este documento.

La tabla 2 presenta las coincidencias mas cercanas a la SEC ID N° 577 en las secuencias K12 no patogénicas para
las cepas MG1655 [307], W3110 y DH10B.

La tabla 3 muestra los 414/596 polipéptidos con las coincidencias mas fuertes entre dos genomas UPEC diferentes,
siendo los nimeros de SEC ID subrayados aquellos con una conservacion del 100%. Los 182 polipéptidos restantes
estan mas débilmente conservados entre las cepas UPEC, y por tanto se prefieren los polipéptidos de la tabla
(particularmente los subrayados). De las 596 secuencias, se seleccionaron 156 en preferencia (por ejemplo, SEC ID
N° 577 de la tabla 2).

Estos polipéptidos se clonan, expresan y purifican. Los antigenos purificados se usan para inmunizar ratones, cuyos
sueros se analizan por transferencia de Western, ELISA y FACS, y se ensayan adicionalmente en experimentos
tanto in vitro como in vivo. Los experimentos in vitro adecuados incluyen el ensayo de la capacidad de los
anticuerpos de inducir eliminacion bacteriana mediada por el complemento y/o actividad de opsonofagocitosis, de
bloquear la union de cepas EXPEC (o el antigeno purificado) a células epiteliales humanas (por ejemplo, en células
de vejiga) u otras lineas celulares, y/o de inhibir la adhesién/invasion de bacterias E. coli (por ejemplo, cepa K1) a
células del endotelio microvascular del cerebro (BMEC). Los experimentos in vivo adecuados incluyen
inmunizaciones sistémicas activas y/o pasivas y exposicion en modelos de raton de ITU (ratones adultos), proteccion
por inmunizaciones activas o pasivas contra bacteremia y meningitis en ratas de 5 dias de edad expuestas con la
cepa K1 de E. coli, e inmunizacion e infeccion intraperitoneal de ratones adultos con una cepa ExPEC.

La importancia de las proteinas para el ciclo de vida bacteriano se ensaya creando mutantes knockout isogénicos.
Los mutantes también pueden usarse para segurar que los sueros producidos por un antigeno son especificos para
ese antigeno. Se usan microseries para estudiar los patrones de expresion. La conservacién y/o variabilidad se
evalla secuenciando los genes de multiples cepas EXPEC diferentes.

Se realizaron ensayos para seleccionar proteinas expuestas en superficie predichas, que son especificas para
cepas UPEC y ausentes en cepas no patogénicas (cepas comensales y de laboratorio). Una vez seleccionadas,
estas proteinas se expresan y purifican y usan para inmunizar ratones.

Se sabe, a partir de la referencia 43, que una mutacién en cualquiera de los genes tol-pal de E. coli provoca la
formacion de vesiculas que contienen proteinas de nativas de membrana externa. Comparando las proteinas
presentes en las vesiculas de cepas UPEC y cepas no patogénicas, es posible seleccionar un pequefio grupo de
proteinas que podria usarse como antigenos potenciales.

Manipulacién genética mediada por Lambda red en E. ¢ oli comensal y patogénica

Este procedimiento es un procedimiento rapido basado en PCR usado para inactivar el gen tolR de las cepas de tipo
silvestre de E. coli [308]. En resumen, la primera etapa consiste en amplificar independientemente las regiones
cadena arriba y cadena abajo del gen diana (tolR) y el casete marcador de resistencia. Los dos productos de PCR
obtenidos en la etapa 1 se mezclan con el producto de amplificacion del casete AB a concentraciones equimolares y
se somete a una segunda ronda de PCR (una PCR a tres bandas) para generar un casete marcador de resistencia
flanqueado por regiones cadena arriba y cadena debajo de 500 pb (0 mas) homdlogas al gen diana. En la tercera
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etapa, se someten a electroporacién grandes cantidades (1 pg) del ADN lineal deseado en células lambda-red
competentes.

Preparacion del vehiculo
1. Preparacion del vehiculo por precipitacion con TC A

Se inoculé medio LB con bacterias cultivadas en placas y se incubd durante una noche a 37°C con agitacion suave.
El cultivo se us6 para inocular 200 ml de LB a DO600 0,1. Las bacterias se cultivaron a DO600 0,4 (o segln se
especifique). El cultivo se centrifugo durante 10 minutos a 4000 x g y el sobrenadante se filtré a través de un filtro de
0,22 mm para retirar las bacterias residuales.

También se realizaron los mismos experimentos en condiciones limitantes de hierro afiadiendo Dipiridilo (0,25 M) al
medio LB.

La precipitacion se realiz6 afiadiendo al sobrenadante de cultivo al 10% final de una solucién al 100% (p/v) de TCA,
desoxicolato al 0,4% (p/v). La precipitacion se dejé proceder durante 30 minutos a 4°C. El precipitado se recuperé
por 10 minutos de centrifugacién a 20000 x g a 4°C. El sedimento se lav6 una vez con TCA al 10% (p/v) y dos veces
con etanol absoluto. El sedimento se sec6 con una speed vac, y se almacend a -20°C.

Las cepas de tipo silvestre y mutadas se sometieron a electroforesis en gel de SDS poliacrilamida a partir del cual
pudo observarse que habia muchas méas bandas en el sobrenadante de las cepas mutadas que en el de las cepas
de tipo silvestre. Bandas picadas aleatoriamente demostraron que todas las proteinas del sobrenadante eran
proteinas de membrana.

2. Preparacion de vesiculas por ultracentrifugacion

El sobrenadante de cultivo se ultracentrifugdé a 200000 x g durante 2 horas a 4°C. El sedimento se lavé con PBS, se
resuspendié en PBS, y se almacend a -20°C.

3. Desnaturalizacién con guanidinio de las vesiculas

Antes de la desnaturalizacion con guanidinio, las vesiculas se precipitaron con etanol. Se precipitaron 10 ug de OMV
en PBS afiadiendo etanol absoluto frio al 90% final. La precipitacion se dejo proceder durante 20 minutos a -20°C. El
precipitado se recuperé por 10 minutos de centrifugacién a 13000 x g. El sedimento se resuspendio con 50 ml,
guanidinio 6 M, DTT 15 mM, Tris-HCI 200 mM, pH 8,0. La desnaturalizaciéon se dejé proceder durante 60 minutos a
60°C. Antes de la digestion, la solucién se diluy6é 1/8 con una solucion de Tris 1,5 M pH 8,0 y se afiadieron 5 mg de
tripsina a la solucién diluida. La digestién se dejé proceder durante una noche a 37°C. La reaccion se detuvo
afiadiendo un 0,1% final de acido férmico. Los péptidos se extrajeron usando cartuchos de extraccion Oasis. Los
péptidos se analizaron por EM-EM acoplada a CL.

4. Digestion superficial

Se afiadieron 5 mg de tripsina a 10 mg de vesiculas en PBS y se incubaron a 37°C durante 3 horas. La reaccién se
detuvo afiadiendo un 0,1% final de &cido férmico. Los péptidos se recuperaron por filtracién a través de un filtro de
30 Kda de punto de corte y se extrajeron con cartucho de extraccién Oasis. Los péptidos se analizaron con EMEM
acoplada a CL.

ANALISIS DE VESICULAS

Cuantificacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron con el procedimiento de Bradford, usando BSA como patron.
SUDS PAGE

Las muestras se analizaron con un gel de poliacrilamida al 4-12% con dodecil sulfato sédico (SDS), usando un
aparato de electroforesis Mini-Protean Il. Las muestras se suspendieron en tampo6n de muestra SDS (Tris-HCI 0,06
M pH 6,8, glicerol al 10% (v/v), SDS al 2% (p/v), 2-mercaptoetanol al 5% (v/v), 10 mg/ml de azul de bromofenol) y se
calentaron a 100°C durante 5 min. antes de la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Después del
procesamiento, los geles se tifieron con azul de Coomassie.

Espectrometria de masas MALDI-TOF

Las bandas de proteinas o manchas se escindieron de los geles, se lavaron con bicarbonato de amonio 50
mM/acetonitrilo (50/50, v/v), y se secaron con una centrifuga Speed-Vac (Savant). Las manchas secadas se
digirieron a 37°C durante 2 h afiadiendo de 7 a 1,0 ml de una solucién que contenia bicarbonato de amonio 5 mM,
0,012 mg de tripsina de calidad de secuenciacién. Después de la digestion, se cargaron 0,6 ml en una matriz de
diana pre-detectada y secada al aire. Las manchas se lavaron con 0,6 ml de una solucién de etanol al 70%, acido

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2385045713

trifluoracético al 0,1%. Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas MALDI TOF ultraflex.
Los espectros se calibraron externamente usando una combinacion de patrones pre-detectados en la diana. La
identificacion de proteinas se realizd por comparaciones tanto automaticas como manuales de picos monoisotopicos
generados experimentalmente de péptidos en el intervalo de masa de 700 a 3.000 Da con huellas generadas por
ordenador, usando el programa Mascot.

Electroforesis bi-dimensional

Se resuspendieron 200 mg de vesiculas en una solucion de re-hinchamiento Immobiline (urea 7 M, tiourea 2 M,
CHAPS al 2% (p/v), ASB14 al 2% (p/v), tampén IPG al 2% (v/v) pH 3-10 NL, TBP 2 mM, DTT 65 mM), y se
adsorbieron durante una noche en Immobiline DryStrips de 7 cm (pH 3-10 NL). Las proteinas después se separaron
por electroforesis 2D. La primera dimension se procesé usando una Unidad de Enfoque Isoeléctrico IPGphor,
aplicando secuencialmente 150 V durante 35 minutos, 500 V durante 35 minutos, 1.000 V durante 30 minutos, 2.600
V durante 10 minutos, 3.500 V durante 15 minutos, 4.200 V durante 15 minutos, y finalmente 5.000 V hasta alcanzar
10 kVh. Para la segunda dimensién, las tiras se equilibraron mediante dos incubaciones de 10 minutos en urea 4 M,
tiourea 2 M, glicerol al 30%, SDS al 2%, TBP 5 mM, Tris HCI 50 Mm pH 8,8, acrilamida al 2,5%, azul de bromofenol
al 0,2%. Las proteinas después se separaron en geles de poliacrilamida premoldeados lineales del 4-12%. Los geles
se tifieron con azul de Coomassie coloidal y se analizaron con un Densitometro Personal Sl. Las imagenes se
analizaron con el software Image Master 2D Elite.

Nano-CL/EM/EM

Los péptidos se separaron por nano-CL en un sistema de HPLC CapLC conectado a un espectrometro de masas Q-
ToF Micro ESI equipado con una fuente de nanopulverizacion. Las muestras se cargaron en una columna Atlantis
C18 NanoEase (100 pm d.i. x 100mm), a través de una columna de retencién C18 (300 um d.i. x 5 mm). Los
péptidos se eluyeron con un gradiente durante 50 min. del 2% al 60% de ACN al 95%, en una solucién de acido
férmico al 0,1% a un caudal de 400 nl/minuto. Los péptidos eluidos se sometieron a un programa de adquisicion
dependiente de datos automatizado, usando el software MassLynx, version 4,0, donde se us6 un escaner de analisis
de EM para seleccionar automaticamente péptidos multi-cargados sobre el intervalo m/z de 400-2.000 para
fragmentacién adicional por EM/EM. Hasta tres diferentes componentes se sometieron a fragmentacién por EM/EM
al mismo tiempo. Después de la adquisicién de datos, se combinaron los espectros individuales de EM/EM, se
suavizaron y se determinaron los centroides por MassLynx. La busqueda e identificacion de los péptidos se realizé
en modo discontinuo con una version con licencia de MASCOT. Los parametros de bisqueda de MASCOT fueron:
(1) especie: EXPEC (2) numero permitido de escisiones perdidas (solamente para digestion con tripsina): 6; (3)
modificaciones post-traduccionales variables: oxidacién de metionina; (4) tolerancia de péptidos: ¥500 ppm; (5)
tolerancia de EM/EM: 0,3 Da y (6): carga de péptido: de +1 a +4. En cuando a la plataforma previa, se consideraron
solamente los aciertos significativos definidos por el analisis de probabilidades MASCOT. Los umbrales de
valoracion para la aceptacion de identificaciones de proteinas a partir de al menos un péptido se establecieron por
MASCOT como 18 para digestién con tripsina y 36 para digestién con proteinasa K.

ANALISIS DE ANTIGENOS
Modelo de ratén de infeccién sistémica

Para explorar una gran cantidad de antigenos seleccionados por analisis comparativo de genomas entre cepas
patogénicas y no patogénicas de E. coli, se ha establecido un modelo de proteccién basado en un ensayo de
virulencia clasico. Los modelos experimentales alternativos que también pueden usarse incluyen los resumidos en
las referencias 158, 159 y 160.

El modelo experimental (inmunizacion e infeccién) usa ratones exogamicos CD1 de 5 semanas de edad que se
exponen con inoculacion intraperitoneal de la cepa virulenta CFT073 de E. coli. La dosis de exposicion se ha
determinado experimentalmente como la cantidad de bacterias capaz de eliminar el 80% de los ratones adultos en
72 horas y corresponde a 7x10" ufc/raton para la cepa CFT073.

Protocolo de inmunizacién

Los ratones se inmunizan tres veces por inyeccién subcutanea de 150 pl de solucién proteica usando adyuvante de
freund como se muestra en la siguiente tabla:

Ratones de control : Ratones inmunizados :
Dia 0 75 ul de solucion salina 75 pl de solucion proteica (20 pg)
75 pl de adyuvante completo de freund | 75 pl de adyuvante completo de freund
Dia 21 75 pl de so!uci()n salina 75 pl de soluci()r_1 proteica (20 ug)
75 pl de adyuvante incompleto de freund |75 pl de adyuvante incompleto de freund
Dia 35 75 pl de so!uci()n salina 75 pl de soluci()r_1 proteica (20 ug)
75 pl de adyuvante incompleto de freund|75 pl de adyuvante incompleto de freund
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Se recogen muestras de sangre el dia antes de la primera inmunizacién (suero preinmune), en el dia 34 y 48 (dia
antes de la exposicion). Los sueros de los animales inmunizados se ensayan por transferencia de western y ELISA
para determinar los titulos de anticuerpo.

Exposicion

En el dia 48 la cepa CFT073 de E. coli se siembra en estrias en una placa de agar LB a partir de una solucién madre
congelada y se incuba durante una noche (DN) a 37°C en una incubadora. En el dia 49 el cultivo en placa DN se usa
para inocular 50 ml de medio LB para que tenga una D.O.e00 = 0,1, y se cultiva durante 1,5 horas a 37°C en agitacion
hasta que el cultivo bacteriano alcanza una D.O.e00= 0,6 que corresponde a 7 x 10° ufc/ml para la cepa CFT073. El
cultivo se centrifuga y el sedimento se resuspende en el mismo volumen con solucion fisioldgica y se usa para
exposicion sin diluir. El cultivo se siempre en placas usando un procedimiento de recuento de placas convencional
para verificar el indculo. Se inyectan 100 ul de la suspension celular que contiene 7x10’ bacterias CFT073 por via
intraperitoneal, usando una jeringa de 1 ml, a ratones de control e inmunizados. Se registra el nimero de muertes en
cada grupo de animales a las 24, 48 y 72 horas después de la infeccion.

La proteccion debido a la vacunacion se evallla por comparacion de la supervivencia en el grupo vacunado y la
supervivencia en el grupo de control de ratones a las 72 horas desde la exposicion. El porcentaje de supervivencia
relativa a los controles se calcula usando la formula:

tasa de supervivencia en el grupo vacunado - tasad e supervivencia en el grupo de control

tasa de supervivencia en el grupo de control
RESULTADOS

La inmunizacién se realizé con CFT073 inactivada por calor. Como puede observarse en la Figura 1, el porcentaje
de supervivencia de los ratones después de la exposicion con CFT073 se aument6 después de la inmunizacion con
CFTO073 inactivada por calor.

Estudios de inmunizacién

Los antigenos se seleccionan para combinarlos para dar una composicion de la invencion. Se dividen ratones
BALB/c en nueve grupos y se inmunizan del siguiente modo:

Grupo Composicion inmunizante Via de administracién

1 Mezcla de antigenos (10-20 pg proteina/cada uno) + CFA  |Intraperitoneal o intranasal o subcutanea
(adyuvante completo de Freund)

2 Mezcla de antigenos (5 pg/cada uno) + hidroxido de Al (200 |Intraperitoneal o intranasal o subcutanea
Hg)

3 Mezcla de antigenos (10-20 pg proteina/cada uno) + CpG (10 |Intraperitoneal o intranasal o subcutanea
Hg)

4 Mezcla de antigenos (10-20 pg proteina/cada uno) + hidréxido |Intraperitoneal o intranasal o subcutanea

de Al (200 pg) + CpG (10 ug)

5 CFA Intraperitoneal o intranasal o subcutanea

6 Mezcla de antigenos (10-20 ug proteina/cada uno) + LTK63 (5 |Intraperitoneal o Intranasal o subcutanea
Ha)

7 Hidréxido de Al (200 pg) + CpG (10 pg) Intraperitoneal o intranasal o subcutanea

8 CpG (10 pg) Intraperitoneal o intranasal o subcutanea

9 LTK63 (5 pg) Intraperitoneal o intranasal o subcutanea

Los ratones se inmunizan a intervalos de dos semanas. De dos a tres semanas después de la ultima inmunizacién,
todos los ratones se exponen con la cepa UPEC apropiada. Cuando se usa inmunizacion a la mucosa (por ejemplo,
intranasal), el modelo animal también se expone por via mucosa para ensayar el efecto protector del inmunégeno
mucoso. Inmediatamente antes de la exposicion, se extrae sangre de los ratones para determinar el titulo de
anticuerpos contra los antigenos que se administraron.
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Para la exposicion a ratones, se cultivaran bacterias virulentas en medios apropiados. Las bacterias se recogen por
centrifugacion, se resuspenden, y se diluyen en serie para el in6culo de exposiciéon. Se exponen ratones BALB/c y
se observan diariamente durante 30 dias después de la exposicion.

Puede medirse la IgG total y los subtipos IgGIl/IgG2A en los sueros de ratén resultantes de los diferentes regimenes
de inmunizacion usando un ensayo ELISA sobre bacterias completas y sobre proteinas recombinante purificadas.
Ademas, la evaluacion de células Th CD4" y CD8" especificas de antigeno en células esplénicas y/o PBMC aisladas
de ratones inmunizados puede realizarse por analisis FACS de multiples parametros, para evaluar los perfiles de
expresion de citoquinas de células T especificas de antigeno. En particular, la produccion de IFN-y e IL-5 puede
medirse después de estimulacion in vitro de células T con antigenos purificados. Ademas, pueden recogerse
esplenocitos y/o PBMC de ratones inmunizados con cada formulacién de antigeno/vacuna 10-12 dias después de la
Ultima dosis de inmunizacion y estimularse con bacterias UPEC. Después de 4 horas de estimulacion, se afiade
Brefeldina A a las células durante las siguientes 12 horas, para bloquear la secrecién de citoquinas. Después de ello,
las células se fijan y tifien con anticuerpos para detectar células T especificas de UPEC que expresan IFN-y e IL-5.

Las células T pueden aislarse de linfocitos de sangre periférica (PBL) por una diversidad de procedimientos
conocidos para los especialistas en la técnica. Por ejemplo, las poblaciones de células T pueden "enriquecerse" a
partir de una poblacién de PBL a través de la eliminacion de las células accesorias y B. En particular, el
enriquecimiento de células T puede realizarse por la eliminacién de células no T usando anticuerpos monoclonales
anti-MHC clase Il. Asimismo, pueden usarse otros anticuerpos para eliminar poblaciones especificas de células no
T. Por ejemplo, pueden usarse moléculas de anticuerpo anti-Ig para eliminar las células B y moléculas de anticuerpo
anti-Macl para eliminar los macroéfagos.

Las células T pueden fraccionarse adicionalmente en varias subpoblaciones diferentes por técnicas conocidas para
los especialistas en la técnica. Pueden aislarse dos subpoblaciones principales en base a su expresion diferencial de
los marcadores de superficie celular CD4 y CD8. Por ejemplo, después del enriquecimiento de células T como se ha
descrito anteriormente, pueden enriquecerse las células CD4" usando anticuerpos especificos para CD4. Los
anticuerpos pueden acoplarse a un soporte sélido tal como perlas magnéticas. A la inversa, pueden enriquecerse las
células CD8" a través del uso de anticuerpos para CD4 (para retirar las células CD4"), o pueden aislarse por el uso
de anticuerpos CD8 acoplados a un soporte sélido. Los linfocitos CD4 de pacientes infectados con UPEC pueden
expandirse ex vivo, antes o después de la transduccion.

Después de la purificacion de las células T, las células T purificadas se pre-estimulan con diversas citoquinas
incluyendo, aunque sin limitacion riL-2, IL-10, IL-12, e IL-15, que promueven el crecimiento y la activacion de los
linfocitos.

Las células T especificas de UPEC pueden activarse por los polipéptidos inmunogénicos descritos anteriormente.
Las células T especificas de UPEC pueden ser CD8" 0 CD4". Las células T CD8" especificas de UPEC pueden ser
linfocitos T citotdéxicos (CTL) que pueden eliminar las células infectadas con UPEC que presentan alguno de los
polipéptidos descritos anteriormente o fragmentos de los mismos en complejo con una molécula MHC clase |.
Pueden detectarse células T CD8" especificas de Chlamydia por, por ejemplo, ensayos de liberacion de *1Cr. Los
ensayos de liberacion de *1Cr miden la capacidad de las células T CD8" especificas de UPEC de lisar células diana
presentando uno o mas de estos epitopes. Las células T CD8" especificas de UPEC que expresan antigenos
antivirales, tales como IFNy, también se contemplan en este documento y también pueden detectarse por
procedimientos inmunologicos, preferiblemente por tincion intracelular para IFN-y o citoquinas afines después de
estimulacion in vitro con uno o mas de los polipéptidos UPEC descritos anteriormente. Las células T CD4"
especificas de UPEC pueden detectarse por un ensayo de linfoproliferacion. Los ensayos de linfoproliferacién miden
la capacidad de las células T CD4" especificas de UPEC de proliferar en respuesta a uno o mas de los polipéptidos
descritos anteriormente.

TABLA 1 - Una secuenciade E. coli patogénica
0i-26111597 (SEC ID N° 577)

TABLA 2 - Aciertos K12

SECID K12 JW3110 DH10B

valor e solap. %id | valore solap. %id | valore solap. % id

577 3.E47 107/304 35 3.E-47 | 107/304 35 5.E-47 | 107/304 35
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TABLA 3 - SEC ID N° con los aciertos mas potentes int
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende: (a) la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 577; (b) una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 577; (c) una secuencia de
aminoacidos que es un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N° 577; o (d) una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con la SEC ID N° 577 e incluye un
fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N° 577, para su uso en medicina.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento comprende al menos un epitope de células B de la
secuencia SEC ID N° 577.

3. Una composicién farmacéutica que comprende el polipéptido de las reivindicaciones 1 6 2, en mezcla con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. Una composicion farmacéutica que comprende dos o mas polipéptidos de las reivindicaciones 1 6 2, en mezcla
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. La composicion de la reivindicacion 3 o reivindicacion 4, que comprende adicionalmente un adyuvante de vacuna.

6. Uso del polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la fabricacion de un medicamento para
producir una respuesta inmune en un paciente.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, para su uso para producir una respuesta inmune en
un paciente.

8. El uso de la reivindicacion 6, o el polipéptido de la reivindicacion 7, en el que la respuesta inmune es protectora
contra infeccion por ExXPEC.
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