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DESCRIPCION
Glucanos y glucopéptidos de Campylobacter.
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se encuentra comprendida en el campo de las glucoproteinas y fracciones de glucano de las
glucoproteinas biolégicamente activas, asi como vacunas, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que resultan
utiles para combatir las bacterias Campylobacter.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campylobacter es un patogeno significativo de transmisién alimentaria en los productos de origen animal, entre ellos
los productos avicolas. De esta manera, resulta deseable proporcionar estrategias para combatir los efectos
perjudiciales en el ser humano. La eliminacién de dichos patégenos del ganado puede servir como medio para
reducir la incidencia de la infeccién en el ser humano y reducir la enfermedad en animales de granja que se
encuentran afectados. Las proteinas glucosiladas y en particular determinadas fracciones glucano de estos
compuestos representan dianas viables para estrategias inmunoldgicas para reducir o eliminar la presencia de estos
organismos en el ganado, con el fin de reducir el riesgo de contaminacion humana por la ingestion o manipulacion
de productos animales, asi como la contaminacion por diseminacién fecal de las bacterias del estiércol de origen
animal. Las glucoproteinas y fragmentos de las mismas, tales como fracciones glucano, también pueden
proporcionar una base para vacunas y preparaciones de anticuerpos con diana en infecciones por Campylobacter.

También resulta deseable proporcionar herramientas de investigacion de aplicacion general en el estudio de la
glucosilacién de las proteinas. La glucosilacién de las proteinas en el pasado se habia considerado un fenémeno
especificamente eucariotico, pero ahora esta claro que es un fendmeno generalizado en los dominios tanto de
arqueobacterias como de eubacterias (1,2). Se han identificado enlaces glucosidicos de los tipos N- y O- en un
grupo diverso de organismos procariéticos con una preponderancia de azicares unidos a N aparente en las
arqueobacterias, mientras que las unidades de union del tipo O predominan en las glucoproteinas identificadas
hasta el momento en las eubacterias (1,2). Ademas, los enlaces N- y O- bacterianos se forman en un abanico mas
amplio de azucares que el observado en las glucoproteinas eucarioticas.

Los presentes inventores han descubierto que determinados glucopéptidos y fracciones glucano forman una base
efectiva para las vacunas y anticuerpos que actian contra multiples cepas de bacterias Campylobacter, en virtud de
la presencia ubicua sobre la superficie de dichas bacterias en una forma invariante (o practicamente invariante) en
multiples cepas y especies. Este glucano también se encuentra presente como componente de una pluralidad de
glucoproteinas superficiales de Campylobacter, incrementando de esta manera su valor como diana inmunolégica.

Recientemente se ha identificado un locus génico en el patégeno entérico Campylobacter jejuni, que aparentemente
se encuentra implicado en la glucosilacion de multiples proteinas. Lo anterior proporciona la primera evidencia de
una ruta de glucosilacion generalizada de las proteinas en una bacteria Gram-negativa (3). La mutagénesis de los
genes en este locus, denominada pgl (glucosilacion de proteinas), resulta en la pérdida de inmunogenicidad en
multiples proteinas. Las fracciones glucano de dichas proteinas se ha demostrado también que resultan reconocidas
por antisueros procedentes de voluntarios humanos infectados experimentalmente (3). La eliminacién de las
fracciones glucano por la mutacién pgl resulta en la reduccion de la adherencia e invasion in vitro y en la pérdida de
la colonizacion del ratén in vivo (4), sugiriendo que la glucosilacion de las proteinas influye sobre las propiedades de
virulencia de este organismo.

Los oligosacaridos de Campylobacter para la utilizacién en la obtencién de anticuerpos contra las bacterias
Campylobacter se describen en Schwerer et al., “Antibody Cross-reactivities Between Gangliosides and
Lipopolysaccharides of Campylobacter jejuni Serotypes Associated with Guilain-Barre Syndrome”, J. Endo. Res.
2(6):395-403, diciembre de 1995.

Los presentes inventores han identificado y caracterizado modificaciones post-traduccionales de proteinas en la
cepa NCTC 11168 de C. jejuni, la cepa para la que la secuencia genémica completa ha sido descrita por Parkhill et
al. (6). Entre las proteinas que daban lugar a multiples manchas en los geles 2D se encontraba PEB3, o Cj0289c,
una proteina antigénica mayor de C. jejuni descrita por primera vez por Pei et al. (7). Al purificarse y analizarse
mediante SDS-PAGE 1D, revelé6 dos bandas con una diferencia de masa de -1.500 Da, presentando ambas
secuencias N-terminales correspondientes a la PEB3 auténtica. Concurrentemente con nuestras observaciones de
PEB3, Linton et al. (8) identificaron dos glucoproteinas putativas de C. jejuni mediante la utilizacién de la lectina
especifica de GalNAc, aglutinina de soja, una de las cuales era PEB3, y la otra era una proteina periplasmica
putativa, Cj1670c, que denominaron CgpA. Los autores también observaron algunas otras glucoproteinas putativas,
basandose en su capacidad de unirse a la lectina, pero no las identificaron. Ademas, la unién de las proteinas a la
lectina también resulta afectada por la mutagénesis de genes en el locus de pgl. Ademas, los presentes inventores
demostraron que la mutaciéon de un gen pg/B, cuya homologia con la subunidad STT3 de la oligosacariltransferasa
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unida al extremo N de Saccharomyces cerevisiae sugiere una funcién en la biosintesis de glucoproteinas (3,9),
afecta especificamente a la glucosilacion de las glucoproteinas identificadas.

Ademas, los carbohidratos participan en una diversidad de funciones en todos los dominios de la vida. Aunque en
general se observa un grado elevado de variancia de las glucoproteinas y de sus dominios glucano en los glucanos
superficiales antigénicos en cepas bacterianas y especies relacionadas, no siempre es asi y estas excepciones
constituyen candidatos excelentes que resultan adecuados para las estrategias basadas en anticuerpos o vacunas
de eliminacion de bacterias. En particular, uno de dichos carbohidratos es la fraccion glucano de las glucoproteinas
de Campylobacter. Los recientes esfuerzos de los presentes inventores para caracterizar el glucoma del importante
patégeno de transmisién alimentaria Campylobacter jejuni, han llevado a elucidar todas las estructuras de glucano
superficial, es decir, los lipooligosacaridos (LOS), los polisacaridos capsulares (CPS), los glucanos N-ligados y los
glucanos O-ligados (5, 12-15).

Los presentes inventores han demostrado que el heptasacarido, que se describe en la presente memoria, es comun
a por lo menos varias especies de Campylobacter y a numerosas cepas, incluyendo especies que resultan
importantes como patégenos humanos y veterinarios, y es un componente multiples glucoproteinas, incluyendo las
Cj n°® 0114, n° 0200c, n° 0289c¢, n° 0367c y otras. Dichas fraccién glucano también es fuertemente inmunogénica y
de esta manera este glucano (y fragmentos y glucopéptidos relacionados) es un buen candidato para la utilizacion
como vacuna para la inmunizacion activa contra multiples cepas y especies de Campylobacter y como base para
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que resultan adecuados para el tratamiento dirigido de Campylobacter en
seres humanos o en ganado.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "ganado" incluye mamiferos y aves.
DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

Es un objetivo de la invencion proporcionar un glucano que puede existir aisladamente o unido a un oligopéptido, un
aminoacido y/o un conjugado inmunogénico.

Segun un aspecto, la invencién proporciona un compuesto que comprende un heptasacarido de férmula I: GalNAc-
a1,4-GalNAc-a1,4-[Glc-B1,3]GalNAc-a1,4-GalNAc-a1,4-GalNAc-a1,3-Bac, en el que Bac es 2,4-diacetamido-2,4,6-
trideoxi-D-glucopiranosa. La férmula | también incluye fragmentos inmunolégicamente activos del compuesto
indicado anteriormente. La expresidon “inmunolégicamente activo” se refiere a que dicho fragmento puede
comprender el componente activo de una vacuna contra Campylobacter, o pueden proporcionarse fragmentos de
anticuerpo que se unen especificamente a dicho compuesto y neutralizan Campylobacter en un organismo en el que
han sido administrados. Estos glucanos pueden proporcionarse en forma aislada o unidos a un oligopéptido o
aminoacido, formando un nuevo glucopéptido. El aminoacido puede comprender asparagina, formando un
glucopéptido N-ligado. Estos glucanos o glucopéptidos pueden derivarse o aislarse y purificarse a partir de una
bacteria Gram-negativa. Esta fraccion glucano de glucoproteina también puede proporcionar la base para
preparaciones y métodos terapéuticas, tal como se comenta posteriormente.

Segun todavia otro aspecto, la invencion proporciona un método para detectar una fraccidon glucano de una
glucoproteina bacteriana, comprendiendo el método someter dicha muestra a espectroscopia de resonancia
magnética nuclear con giro de angulo magico (RMN HR-MAS). Este método permite la deteccion de la fraccion
glucano directamente de su fuente sin necesidad de purificar la proteina.

Segun un aspecto adicional, la invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
heptasacarido de formula | y un portador fisioldgicamente aceptable. Preferentemente, las composiciones
farmacéuticas pueden comprender ademas un conjugado inmunogénico unido al glucano o glucopéptido o
fragmento del mismo y/o un inmunoestimulador. Dichas composiciones farmacéuticas resultan utiles como vacunas
para la inmunizacién de un ser humano o un animal frente a enfermedades provocadas por patégenos
Campylobacter. Dichas enfermedades son, por ejemplo, infecciones gastrointestinales, los sindromes GBS de
Guillain-Barré y de Miller-Fisher, la artritis y la bacteremia. Dichas vacunas pueden administrarse mediante una o
mas inyecciones o mediante otro método médicamente aceptable.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de union a antigeno que
interactua y se une especificamente a la fraccion glucano de formula I. Dichos anticuerpos o fragmentos pueden
neutralizar una o mas especies de Campylobacter al administrarse en un receptor animal o humano. Dichos
anticuerpos pueden obtenerse mediante diversos métodos conocidos, incluyendo el aislamiento a partir de suero de
un animal que ha sido previamente inmunizado con un heptasacarido o un glucopéptido tal como se ha indicado
anteriormente o la preparacion de anticuerpos monoclonales murinos dirigidos contra dichos compuestos. Otro
medio son las técnicas de ADN recombinante, por ejemplo mediante la obtencién de dicho anticuerpo o fragmento
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de anticuerpo mediante la clonacién de un conjunto de biblioteca de genes de anticuerpo de un solo dominio (“dAb”)
previamente aislados a partir de un camélido, y después expresados en una biblioteca de bacteriofago,
seleccionando y después expresando en un bacteriéfago una secuencia dAb que presenta una afinidad para el
heptasacarido, glucopéptidos o un fragmento de los mismos. Un camélido preferente se selecciona de entre
Camelus bactriamus, Camelus dromaderius, Lama pPaccos, Lama ggGlama y Lama vicugna. Alternativamente, otro
método podria implicar el cribado de bibliotecas de bacteriéfagos de fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla
(scFv) de Vicugna. La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o
su fragmento de union a antigeno tal como se ha definido anteriormente, y un portador fisiolégicamente aceptable.
Dicha composicién farmacéutica puede utilizarse como agente terapéutico en un animal o en un ser humano.

Entre los fragmentos de anticuerpo adecuados se incluyen fragmentos Fab (aunque se indica que debido a que las
especies de camélido producen un tipo Unico de anticuerpo que no contiene cadenas ligeras, puede modificarse la
terminologia convencional, tal como "Fab"), incluyendo fragmentos que se preparan aisladamente mediante las
técnicas anteriormente indicadas o mediante otras técnicas convencionales y no derivadas directamente de un
anticuerpo completo.

Segun todavia otro aspecto, la invencién proporciona un método para reducir la presencia de las bacterias
Campylobacteria en el ganado. El método comprende administrar en el ganado el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigeno que interactia y se une con la fraccién glucano de férmula I. Dicho anticuerpo,
administrado en cantidad suficiente, neutraliza la totalidad, o sustancialmente la totalidad, de los organismos
Campylobacter patogénicos del cuerpo del animal o impide la colonizacion por bacterias, evitando de esta manera
que el animal infecte a seres humanos, por alimentacion o manipulacién de un producto animal o mediante
contaminacion a partir de los residuos animales. La administracién puede consistir en alimentar el ganado,
preferentemente aves, con pienso o agua que contiene el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno. La
eliminacion de los patégenos o la reduccion de su presencia en el ganado constituye una manera de impedir que los
patdgenos alcancen seres humanos, por lo tanto evitando en ellos las enfermedades causadas por dichos
patégenos. De esta manera, la invencion también proporciona un método para prevenir las infecciones por
Campylobacter causadas por patégenos Campylobacter en un ser humano, comprendiendo el método eliminar los
patégenos del ganado mediante la administracion en el mismo del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo tal como se ha definido anteriormente.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden afadirse a pienso animal o agua, o alternativamente pueden
encontrarse presentes como resultado de una modificacion genética de una planta para alimentacién animal, de
manera que dicha planta expresa el anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Segun todavia otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar una enfermedad causada por patégenos
Campylobacter en un ser humano o en un animal, comprendiendo el método la administracion del anticuerpo o
fragmento del mismo de union a antigeno tal como se ha definido anteriormente, en el ser humano. El anticuerpo o
su fragmento de unién a antigeno pueden utilizarse en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento
de un animal o un ser humano para una enfermedad causada por patégenos Campylobacter.

Segun otro aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir la contaminaciéon del agua subterranea por
patdégenos Campylobacter, producida como resultado de la diseminaciéon fecal de las bacterias por parte del ganado,
seguida de la entrada de la materia fecal en un suministro de agua. El método comprende la eliminacién o reduccion
de la presencia de los patdgenos del ganado mediante la administracion en el ganado del anticuerpo o fragmento del
mismo de unién a antigeno tal como se ha definido anteriormente. Lo anterior también constituye un modo de evitar
que los patégenos alcancen a seres humanos, evitando de esta manera que sufran las enfermedades causadas por
dichos patégenos.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la presente invencion también pueden utilizarse como herramienta
diagnostica para detectar la presencia de Campylobacter en seres humanos y animales, asi como en muestras
extraidas del medio ambiente, tales como muestras de agua o de estiércol.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIGURA 1. Purificaciéon y analisis de PEB3. a) Cromatografia de intercambio catidnico de un extracto de glicina en
una columna MonoS. Se identificaron las fracciones que contenian PEB3 mediante secuenciacién N-terminal de
bandas en SDS-PAGE, agrupadas tal como se ha indicado, dializadas vy liofilizadas. b) Nuevo fraccionamiento del
material agrupado, en una columna MonoS utilizando un gradiente menos pronunciado, de NaCl 0 a 0,2 M. El
cuadro inserto muestra el andlisis de SDS-PAGE de las fracciones 30 y 31, que se identificaron como fracciones que
contenian PEB3 mediante secuenciaciéon N-terminal de las bandas del SDS-PAGE.

FIGURA 2. Andlisis de EM-ESI de las fracciones procedentes de la purificacion mediante intercambio catidénico de
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PEB3. a) EM-ESI de la fraccion 31 de la figura 1, tras la didlisis y la reconstruccion del perfil de masas moleculares
obtenido de dicho espectro. b) Se identificaron los picos en 25.454 y 28.376 Da como PEB3 y PEB4,
respectivamente. Fue necesario el analisis adicional para identificar el tercer pico en 26.861 Da como PEB3
glucosilado. c) EM-ESI de PEB3 purificado de manera similar a partir del mutante pgIB, y perfil de masas
reconstruido, d) que muestra la falta de forma glucosilada de PEBS3.

FIGURA 3. Analisis EM/EM del glucopéptido triptico PEB3. a) Espectro de iones producto del ién glucopéptido
doblemente protonado en m/z 1.057,9. Los iones fragmentos originados de la pérdida secuencia de residuos
oligosacaridos se indican en el espectro. Se muestra la secuencia peptidica en el cuadro inserto. b) Espectro de
segunda generacioén de iones producto del i6n fragmento glucopéptido en m/z 937,4. Se fragmenté el glucopéptido
mediante disociacion inducida por colision frontal (voltaje en el orificio = 100 V) en el momento de entrar en el
espectrometro de masas. La observacion del ién fragmento b3+228 en m/z 605,3 confirmé que el oligosacarido se
encontraba N-ligado.

FIGURA 4. Geles 2D del producto de cromatografia de afinidad de SBA. Las proteinas se separaron en 2D-PAGE
en dos intervalos de pH, a) pH 4 a 7, y b) pH 6 a 11, y después se tifieron con plata. Las identidades de las
manchas, sefaladas por su numeracion Cj, se determinaron mediante espectrometria de masas de sus digestiones
con tripsina. En la Tabla | se proporciona una lista completa de las proteinas identificadas.

FIGURA 5. Purificacién de glucopéptidos a partir de una digestion con pronasa del producto de cromatografia de
afinidad de SBA. a) Cromatografia de exclusién por tamafio en matriz BioGel P4 200 del digerido con pronasa. b)
Nuevo fraccionamiento del material agrupado de P4 en BioGel P2 grado fino. En ambos fraccionamientos, se
identificaron las fracciones que contenian glucoproteinas mediante EM y se agruparon tal como indican las
columnas. c) Espectro de EM-ESI de la fraccién 10 de B, anteriormente. El ion doblemente protonado (MH2** en m/z
770,5) corresponde al heptasacarido unido en Asn. También se observaron varios iones de mayor tamafio y se
deben a la adicion de un segundo residuo aminoacido. Las composiciones de aminoacidos de los iones principales
que contienen glucano se indican en el espectro.

FIGURA 6. Estructura y espectros de H del glucopéptido. a) Estructura deducida del glucopéptido. b) Espectro
después de la purificacion final en una columna P2 (D0, 35°C, EDTA deuterado 1 mM). Se sefalan las resonancias
del azucar anomérico en la regién 4,4 a 5,4 ppm.

FIGURA 7. Experimentos de RMN selectiva 1D con el glucopéptido. a) TOCSY 1D (g1f2, 15 Hz, 144 ms), b) TOCSY
1D (e1f1, 25 Hz, 144 ms), c) TOCSY 1D (d1, 20 Hz, 144 ms), d) TOCSY 1D (b6, 50 Hz, 66 ms), en los que * es una
resonancia de péptido, €) TOCSY 1D (b1c1, 40 Hz, 151 ms), f) TOCSY 1D (a1, 25 Hz, 144 ms), g) NOESY 1D (g1f2,
15 Hz, 400 ms), h) NOESY 1D (f1, 100 Hz, 400 ms), i) NOESY 1D (e1, 10 Hz, 400 ms), j) NOESY 1D (d1, 20 Hz, 400
ms), k) NOESY 1D (b1c1, 40 Hz, 400 ms), I) NOESY 1D (a1, 40 Hz, 400 ms).

FIGURA 8. Locus pgl y caracterizacion del mutante pgIB. a) Esquema del gen del locus general de glucosilacion de
proteina de C. jejuni NCTC 11168. Los genes que presentan homélogos a los genes en el locus pgl de Neisseria
spp. se muestran mediante flechas grises. La mutacién en pglB mostrada en la parte inferior del locus se construyé
utilizando pEAp26. b) a e) Analisis en gel bidimensional de C. jejuni de tipo salvaje y mutante de pglIB isogénico. b) y
d) Tincién coloidal de Coomassie de geles 2D antes de la inmunotransferencia del tipo salvaje y el mutante,
respectivamente. ¢) y e) Inmunodeteccion de proteinas mediante HS: 2 sueros serotipados del tipo salvaje y el
mutante, respectivamente. Las flechas indican las proteinas que mostraban diferencias de migracién en el gel y/o de
inmunorreactividad que se extrajeron para la identificacion mediante huella de masa. Se muestran las identidades de
las manchas mediante su numeracion Cj. Las masas de los marcadores de peso molecular de las proteinas en kDa
se muestran a la izquierda.

FIGURA 9. Deteccion del glucano N-ligado en los espectros de RMN de protones HR-MAS de diversas cepas de
Campylobacter. Se muestra la estructura del glucano N-ligado en la parte superior de los espectros. a) Espectro del
glucano N-ligado purificado en C. jejuni NCTC11168 que muestra las resonancias anoméricas etiquetadas a a g. Los
espectros de RMN HR-MAS obtenidos utilizando un filtro de CPMG 10 ms de células completas de b) C. jejuni
NCTC11168, c) C. jejuni NCTC11168 kpsM-, d) C. jejuni HS:19 cepa seroldgica, e) C. coli HS:30 cepa serolégica, y
f) C. jejuni NCTC11168 pglB". Las resonancias comunes en b) a e) comparado con aquéllas en a) se indican
mediante lineas de puntos verticales. La resonancia de HOD en 4,8 ppm se encontraba saturada y se filtrd
digitalmente.

FIGURA 10. Comparacion entre experimentos de RMN selectiva de células de C. jejuni HS:19 y el glucano N-ligado
purificado. Espectros de HR-MAS de C. jejuni HS:19 (a), c), e), g)) y espectros de RMN de glucano N-ligado
purificado (b), d), f), h)). a) NOESY[a1, 90 Hz, 250 ms]. b) NOESY[a1, 40 Hz, 400 ms]. c) NOESY[b1c1, 60 Hz, 250
ms]. d) NOESY[b1c1, 40 Hz, 400 ms]. e) NOESY[d1e1f1, 90 Hz, 250 ms]. f) Suma de NOESY|[d1, 20 Hz, 400 ms] y
de NOESY[e1f1, 25 Hz, 400 ms]. g) TOCSY[g1f2, 72 Hz, 47 ms]. h) TOCSY[g1f2, 15 Hz, 33 ms].

FIGURA 11. Se muestra a titulo comparativo el espectro del glucano N-ligado purificado de C. jejuni NCTC11168
que muestra las resonancias anoméricas etiquetadas a a g y las resonancias comunes indicadas mediante lineas
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verticales de puntos.
FIGURA 12. RMN de alta resolucién con giro de angulo magico con y sin cloruro de cobalto para demostrar la
exposicion superficial del glucano Pgl N-ligado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Los ejemplos describen el aislamiento y la identificacion de la fraccidon glucano segun la presente invencion.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

Cepas bacterianas y plasmidos: se cultivé rutinariamente C. jejuni NCTC 11168 sobre agar Mueller-Hinton bajo
condiciones microaerofilicas (10% de CO», 5% de O, 85% de N2) a 37°C. Se utilizé E. coli DH10B (Invitrogen) como
la cepa huésped para los experimentos de clonacion y los clones se cultivaron sobre agar Luria S-gal (Sigma) o agar
MH a 37°C. En caso apropiado, se afiadieron antibidticos a las concentraciones finales siguientes: canamicina 30
pg/ml y ampicilina 150 pg/ml. Se utilizé el plasmido pPCR-Script Amp (Stratagene) como el vector de clonacion.

Preparacion de extractos de glucoproteinas:_Se resuspendieron células de dos placas de cultivo durante la noche,
en 10 ml de caldo de Mueller-Hinton y se utilizaron para inocular 1 litro de medio de cultivo MH. Los cultivos se
mantuvieron bajo condiciones microaerofilicas a 37°C durante 24 horas bajo agitacion a 150 rpm. Se recolectaron
células bacterianas a partir de 12 litros de medio de cultivo, mediante centrifugacién a 10.000xg durante 15 minutos
y se congelaron inmediatamente a -75°C. Se descongelaron los pellets celulares congelados sobre hielo en tampdn
de HCI de glicina 0,2 M, pH 2,2 (13) y se extrajeron durante 15 minutos bajo agitacion suave. Los extractos se
clarificaron mediante centrifugacién a 10.000xg durante 15 minutos, se dializaron frente a agua pura (sistema Milli-Q,
Millipore Corporation) y se liofilizaron.

Purificacién y analisis de PEB3: la proteina PEB3 se purific6 a homogeneidad mediante cromatografia de
intercambio catidnico del extracto de glicina tal como se ha descrito anteriormente (7). Se utilizé una columna MonoS
HR 5/5 de Pharmacia en un sistema de LC AKTA Explorer (Amersham Biosciences). Se realizé un seguimiento del
eluido de la columna para la absorbancia de UV a 280 nm y se examinaron las fracciones mediante analisis de SDS-
PAGE (21) en geles Mini Protean (BioRad Laboratories). Se llevd a cabo la secuenciacion N-terminal de las
proteinas individuales en un sistema de secuenciacion de proteinas Procise modelo 491 (Applied Biosystems Inc.),
tras la transferencia de geles de SDS a una membrana de PVDF ProBlot™ (Applied Biosystems Inc.) tal como
describen LeGendre et al. (22).

Los perfiles de peso molecular de proteina de las fracciones seleccionadas se determinaron mediante
espectrometria de masa de ionizacion por electropulverizacion utilizando un espectréometro de masas hibrido de
cuadrupolo-tiempo de vuelo de Applied Biosystems/Sciex. Las fracciones en primer lugar se dializaron
extensivamente para eliminar las sales, y se ajustaron a metanol al 30% y acido férmico al 0,2%. La solucion se
infusionoé a un caudal de 1 pyl/minuto y los espectros se captaron en el intervalo de mz 600>2.000.

Analisis de los péptidos tripticos: las fracciones seleccionadas se digirieron durante la noche a 37°C con tripsina
modificada (Promega) en bicarbonato amoénico 50 mM y se analizaron mediante CL capilar-espectrometria de masas
en tandem utilizando un sistema de HPLC capilar (CapLC, Waters) acoplado a un espectrometro de masas hibrido
de cuadrupolo-tiempo de vuelo Q-TOF2 (Micromass). Se inyectaron aproximadamente 250 ng de cada digerido en
una columna de CL capilar C18 PepMap de 0,3x150 mm (Dionex/LC-Packings) y se resolvieron mediante eluciéon en
gradiente (5% a 90% de acetonitrilo, acido féormico al 0,2% en 45 minutos). El espectrometro de masas se configuré
para funcionar en modo de captaciéon EM/EM automatico y los espectros se captaron en iones cargados doble, triple
y cuadruplemente.

Se llevd a cabo una separacién a mayor escala del digerido tripico en una columna LC C1g Jupiter de 4,6 mm x 250
mm (Phenomenex Inc.). A continuacion, la fraccion que contenia el glucopéptido se infusioné a un caudal de 1
ul/minuto en la interfaz de microelectropulverizacion del espectrometro de masas Q-TOF2. La fragmentacion del
glucopéptido previamente al analisis EM/EM se consiguié mediante disociacion inducida por colision frontal (el
voltaje del orificio se incremento a 100 V desde los 40 V normales). La colision EM/EM compensada para los iones
fragmentos de carga unica producidos de esta manera era de 20 a 25 V (marco de referencia de laboratorio). Para
los experimentos de eliminaciéon  mediante el método de Rademaker et al. (23), se evaporé a sequedad
aproximadamente la mitad de la fraccién que contenia el glucopéptido y se disolvié en hidroxido aménico acuoso al
25%. La solucién se dej6 a temperatura ambiente durante la noche, se evaporé a sequedad durante un segundo
tiempo y se disolvié nuevamente en agua. A continuacion, la solucion se examiné mediante EM en infusion, tal como
se ha indicado anteriormente.
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Purificacién y analisis de glucoproteinas totales: las glucoproteinas de los extractos en glicina se aislaron mediante
cromatografia de afinidad en SBA lectina/agarosa (Sigma-Aldrich Ltd.). El extracto de glicina liofilizado se disolvid
nuevamente en PBS (NaCl 100 mM, fosfato sédico 50 mM, pH 7,5) y se pasoé por una columna de SBA/agarosa
previamente equilibrada en PBS. La columna se lavé con 10 volumenes de columna de PBS y la glucoproteina unida
se eluyo con GalNAc 0,1 M en PBS. Las fracciones que contenian glucoproteina se agruparon, se dializaron frente a
agua Milli-Q y se liofilizaron.

Las glucoproteinas se separaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida homogéneos al 12,5% (21). Se
llevé a cabo 2D-PAGE utilizando tiras de IEF premoldeado que contenian gradiente lineales de pH inmovilizados de
pH 3 a 10, pH 4 a 7 (BioRad Laboratories) o pH 6 a 11 (Amersham Biosciences). Las proteinas se solubilizaron en
tampon para muestras siguiendo las instrucciones del fabricante y se resolvieron mediante enfoque isoeléctrico
sobre tiras de IEF premoldeado seguido de SDS-PAGE en geles homogéneos al 12,5%, de 20x20 cm, para la
segunda dimension. Los geles se tifieron con tincién de azul de Coomassie G-250 coloidal Bio-Safe (BioRad
Laboratories) o se tifieron con plata (23). Para el sondeo posterior con lectinas, los geles se inmunotransfirieron
sobre una membrana de PVDF a 50 V durante 1 hora en tampén de acido 3-(ciclohexilamino)-1-propano-sulfénico
10 mM, pH 11, que contenia metanol al 10%. La membrana se lavd en agua Milli-Q y se bloqued en solucién salina
tamponada con Tris (NaCl 100 mM, Tris 50 mM, pH 7,5) con Tween-20 al 0,05% y tampodn de bloqueo al 2% (Roche
Molecular Biochemicals) durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron
adicionalmente con conjugado de SBA- fosfatasa alcalina (EY Laboratories Inc.) a una concentracion de 10 ug/ml en
la solucion de bloqueo anteriormente indicada durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron
tres veces en Tris-solucion salina con Tween-20 al 0,05% y se revelaron utilizando cloruro de nitro-azul tetrazolio
(NBT) y fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP) en NaCl 0,1 M, Tris 0,1 M, pH 9,5, con MgCl, 50 mM.

Andlisis de EM de manchas en gel 2D: las manchas de proteinas se recortaron y se destifieron con una proporcion
1:1 de ferricianuro potasico 30 mM y tiosulfato sédico 100 mM (24). Las manchas del gel se lavaron extensivamente
con agua desionizada, se encogieron con acetonitrilo, se hincharon nuevamente con bicarbonato aménico 50 mM
que contenia tripsina modificada de Promega (10 ng/ul) y se afiadié suficiente bicarbonato aménico 50 mM para
cubrir los trozos de gel (tipicamente 30 pl). Los tubos se sellaron y se incubaron durante la noche a 37°C. Las
soluciones de digerido se separaron y los trozos de gel se extrajeron con 50 pl de acido acético al 5% y después con
50 pl de acido acético al 5% en metanol acuoso al 50%. Los extractos se agruparon con las soluciones de digerido y
se concentraron hasta aproximadamente 10 pl.

Los extractos de péptidos de las manchas de proteinas intensas se analizaron mediante EM MALDI-TOF utilizando
un espectrometro de masas MALDI-LR (Micromass). Se depositaron aproximadamente 0,5 pl de la solucién de
matriz de MALDI (acido a-ciano-4-hidroxicindamico 10 mg/ml en acetonitrilo al 50%, TFA al 0,2%) sobre la placa
diana y se dejaron secar. Los extractos de péptidos se desalaron utilizando ZipTipsTM Cig (Millipore) y se
depositaron directamente sobre las manchas de matriz. La captacién de los espectros de EM MALDI-TOF se llevé a
cabo de manera automatica. Los espectros se calibraron externamente utilizando estandares de péptidos e
internamente con péptidos_de autolisis con tripsina. La busqueda de datos se llevd a cabo en modo por lotes
utilizando Mascot Daemon™ (Matrix Science) y frente a la base de datos de secuencias gendmicas de C. jejuni
NCTC11168.

Los extractos de las manchas mas débiles de proteinas se analizaron mediante nanoCL-EM/EM utilizando el
espectrometro de masas Q-TOF2. Las muestras completas se inyectaron en un microcartucho pre-columna C1g de
0,3x5 mm (Dionex/LC-Packings). Los péptidos resultaron retenidos, mientras que la solucién de muestra se lavo
como residuo. A continuacion, la trampa se conectod en linea con una columna Nano-Series C1g de 75 ym x 150 mm
(Dioriex/LC-Packings) y los péptidos se separaron con un gradiente suministrado por la bomba de CapLC (15% a
75% de acetonitrilo, acido férmico al 0,2% en 30 minutos, caudal aproximado de 300 nl/minuto). El espectrometro de
masas se configurd para captar espectros de EM/EM en modo automatico, tal como se ha indicado anteriormente.
La busqueda en base de datos se llevo a cabo tal como se describe para los analisis de EM MALDI-TOF.

Preparacion de glucopéptido: se disolvieron glucoproteinas totales liofilizadas (5 mg) en 250 pl de Tris 100 mM, pH
8,0, que contenia CaCl, 2 mM, y se digirieron con pronasa, tal como se ha indicado anteriormente (31). El digerido
se microcentrifugé a 10.000xg durante 15 minutos y se aplicé el sobrenadante en una columna (1x120 cm) de
BioGel P4, malla de 200 (BioRad Laboratories). Se pas6 agua por la columna y se realizé un seguimiento del eluido
de la misma a partir del indice refractivo. Se cribaron las fracciones mediante ESIMS y espectrometria de masas de
escaneo de iones precursores (precursores del ion oxonio HexNAc en m/z 204) en un espectrémetro de masas de
triple cuadrupolo API 3000 (Applied Biosystems/Sciex). La fracciones que proporcionaban la signatura ionica de
HexNAc se agruparon y se liofilizaron. Los glucopéptidos se purificaron adicionalmente en una columna de 1 x 120
cm de BioGel P2 grado fino, realizando un seguimiento de las fracciones y cribandolas tal como se ha indicado
anteriormente.

Espectroscopia de RMN: todos los espectros se captaron utilizando un espectrémetro Varian Inova de 600 MHz
utilizando el software Varian estandar. Se utilizé un gradiente de 4 mm de deteccion indirecta-nanosonda de RMN de
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alta resolucion con giro de angulo magico (Varian) dotada de una bobina de desacoplamiento de banda ancha. La
muestra se centrifugé a 3 kHz con nitrégeno seco como gas controlador y portador. La tasa de centrifugacion no
estaba controlada por ordenador sino que se mantuvo constante a menos de 10 Hz del valor prefijjado. Se
registraron muestras en 40 pl de D,O a 25°C y a 35°C para producir picos mas agudos. El pH era desconocido
debido al volumen reducido. Se afiadi6 EDTA deuterado (CDN Isotopes Inc.) para quelar los iones metalico y
proporcionar picos mas agudos para la bacilosamina y los aminoacidos. Aunque el aislado de glucopéptido de una
columna P4 contenia algunas impurezas de aminoacidos y de azucares, los espectros eran de suficiente calidad
para permitir asignaciones de resonancia completas del glucopéptido en presencia de 15 mM de EDTA deuterado.
Una gran cantidad del trabajo estructural de RMN se realiz6 con esta muestra debido al riesgo de perder la mayor
parte del glucopéptido aislado debido a purificaciones adicionales. La estructura derivada se confirmé mediante
experimentos de RMN adicionales con glucopéptido que habia sido purificado utilizando una columna P2, liofilizado
y disuelto en 40 pyl de D>O con 1 mM de EDTA deuterado. Los experimentos se llevaron a cabo con supresion de la
sefial de HDO en 4,78 ppm (25°C) y a 4,67 ppm (35°C). La captacién y procesamiento de los experimentos
bidimensionales (COSY, TOCSY, NOESY, HMQC, HMBC) se llevaron a cabo tal como se ha descrito anteriormente
(32). Se fijo la referencia de 'H con acetona externa a 2,23 ppm. Se fij6 la referencia de °C con la resonancia de
metilo de la acetona externa a 31,07 ppm. Los desplazamientos quimicos de H y 3C en la Tabla 1 se midieron a
partir de los espectros de protones y de los picos cruzados C-H en los espectros de HMQC y HMBC. Se llevaron a
cabo experimentos TOCSY 1D con diversos tiempos de confinamiento de espines, de entre 30 y 151 ms, y de
NOESY 1D con periodos de mezcla de entre 400 y 800 ms, se llevaron a cabo tal como se ha descrito anteriormente
(25, 26). Los experimentos selectivos se describen como EXP 1D(espines seleccionados, ancho de banda de
excitacion selectiva, tiempo de mezcla), en donde EXP es TOCSY o NOESY.

La utilizacion de giro con angulo magico (MAS) para muestras en estado liquido en presencia de tanto RF como
homogeneidades del campo magnético se ha demostrado que influye significativamente sobre el rendimiento de las
secuencias de mezcla en los experimentos de TOCSY y puede degradar el rendimiento (27, 28). La utilizacion de
secuencias de mezcla adiabatica (WURST) puede eliminar dichos efectos (27, 29). Las secuencias estandares de
TOCSY 2D y TOCSY 1D se modificaron de manera que se sustituyese la secuencia de mezcla MLEV-17 6 DIPSI-2
por los pulsos adiabaticos de WURST-2. La mezcla adiabatica (WURS-2) presentaba una longitud de pulso de uUnica
inversion adiabatica de Tp=1/tasa de giro de MAS, una profundidad de modulacién de 8 y una adiabaticidad de 2.
Tipicamente, para el pulso de WURST-2, el ancho de banda de escaneo era de 24 kHz, Tp=0,333 ms (a una tasa de
giro de MAS de 3.000 + 10 Hz), B4 (max)=8,51 kHz, B1 (RMS)=4,77 kHz.

Andlisis de CG-EM: las configuraciones enantioméricas de los componentes Glc y GalNAc del producto P2 se
asignaron mediante caracterizacion de los glucésidos but-2-ilo en cromatografia gas/liquido-espectrometria de
masas (21). Los derivados se analizaron utilizando un cromatdgrafo Hewlett-Packard dotado de una columna capilar
DB-17 30m (180°C a 260°C a razén de 3,5°C/minuto) y se obtuvieron los espectros en el modo de impacto de
electrones con un espectrometro de masas Saturn Il de Varian.

Construccién y caracterizacién del mutante pglB: para la construccion del mutante pglB, los genes Cj1121c a
Cj1126c se amplificaron por PCR a partir de C. jejuni NCTC 11168 utilizando los cebadores: Cj1121cF (5'-
ACTCACTATTGCCATTAA-GATAAGC-3’) y Cj1126cR (5-AAAACCCTTATTTAGTTTTGTTTGC-3’). El producto de
PCR se pulié con polimerasa Pfu y después se ligé en pPCR-Script Amp (Stratagene) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La mezcla de ligacion se electroporé en células E. coli DH10B electrocompetentes y se realizd la
seleccién en agar LB S-gal (Sigma-Aldrich) con ampicilina. Se inserté un casete de resistencia a la ampicilina con
extremos romos procedente de pILL600 (37) en el sitio de restriccion Xbal rellenado procedente de pglIB, generando
pEAp26. La orientacion del casete se determind mediante secuenciacion con el cebador ckanB (5'-
CCTGGGTTTCAAGCATTAG-3’). ElI ADN se secuencio utilizando quimica de terminadores y kits de secuenciacion
ciclica AmpliTaq (Applied Biosystems) y se analiz6é en un secuenciador de ADN 373 de Applied Biosystems. El ADN
plasmidico mutado se utilizé para la electroporacion en C. jejuni NCTC 11168 (32) y los transformantes resistentes a
la canamicina se caracterizaron mediante PCR para confirmar que el ADN plasmidico de entrada se habia integrado
mediante un suceso de doble entrecruzamiento.

Las proteinas se extrajeron de células completas de C. jejuni utilizando glicina 0,2 M a pH 2,2 (10) y se dializaron
frente a agua. Las muestras se analizaron mediante 2D-PAGE utilizando tiras de IPG ReadyStrip de pH 3 a 10 de 11
cm (BioRad Laboratories) y geles Criterion de gradiente 8% a 16% premoldeados de 12x8 cm (BioRad Laboratories).
Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal, se fotografiaron y después se destifieron parcialmente
mediante lavado en agua. Las proteinas se transfirieron durante 1 hora a 207 mA a membranas de PVDF utilizando
una celda de transferencia semiseca Trans-Blot SD (BioRad). Tras el bloqueo durante la noche, las membranas se
sondearon con una dilucidon 1:500 de suero serotipado HS:2, seguido de una diluciéon 1:5.000 de antisuero de cabra
anticonejo (Sigma-Aldrich) y se revelaron con NBT/BCIP (Roche Molecular Biochemicals).

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES PARA LA DETECCION DE GLUCANOS A PARTIR DE CELULAS DE
CAMPYLOBACTER
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Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento: se aislé6 Campylobacter jejuni NCTC11168 (HS:2) de un caso de
enteritis humana (46), que posteriormente fue secuenciado por Parkill et al. (6). Cepas serologicas de C. jejuni: HS:1
(ATCC 43429), HS:2 (ATCC 43430), HS:3 (ATCC 43431), HS:4 (ATCC 43432), HS:10 (ATCC 43438), HS:19 (ATCC
43446), HS:36 (ATCC 43456) y HS:41 (ATCC 43460) fueron obtenidos de la ATCC; C. jejuni HS:23 fue obtenido de
la Dr. Peggy Godschalk, Erasmus University Medical Center, Rotterdam; y C. jejuni OH4382 y OH4384 fueron
obtenidos de Health Canada; y C. coli HS:30 (NCTC 12532) fue obtenido de NCTC. Todas las cepas de
Campylobacter se cultivaron rutinariamente en agar de Mueller-Hinton (Difco) bajo condiciones microaerofilicas a
37°C. Se cultivaron mutantes C. jejuni NCTC11168 sobre agar de Mueller-Hinton con 30 pg/I de canamicina.

Construccion y caracterizacion de las mutaciones especificas de sitio: La construccion de los mutantes C. jejuni
NCTC11168 kpsM (12) y pgIB (13) ya ha sido descrita.

Preparacion de células para la RMN HR-MAS:_Se recolectd el cultivo de durante la noche de C. jejuni de una placa
de agar (~~1010 células) y se suspendié en 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato 10 mM (pH 7) preparada en
D,O que contenia azida sédica al 10% (p/v). La suspension se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente para
eliminar las bacterias. Las células se peletizaron mediante centrifugacion (7.500xg durante 2 minutos) y se lavaron
una vez con solucién salina tamponada con potasio 10 mM en D;0. El pellet se resuspendié mediante la adiciéon de
20 pl de DO y después se introdujeron 40 ul de la suspension en el rotor para el analisis.

Espectroscopia de RMN HR-MAS: Se llevaron a cabo experimentos de HR-MAS utilizando un espectrémetro Varian
Inova 600 MHz dotado de una nanosonda de RMN de Varian tal como se ha descrito anteriormente (12, 13). Se
centrifugaron las muestras de 40 pl a 3 kHz y se registraron a temperatura ambiente (21°C). Los experimentos se
llevaron a cabo con supresion de la sefial de HOD a 4,8 ppm. Los espectros de protones de las células bacterianas
se captaron con la secuencia de pulsos de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) [captura de 90-(1-180-1),] (34) para
eliminar las lineas anchas derivadas de lipidos y materiales de tipo sélido. La duracién total del pulso de CPMG
(n*21) fue de 10 ms con T fijado en (1/tasa de giro de MAS). Se llevaron a cabo experimentos TOCSY 1D con
diversos tiempos de confinamiento de espines de entre 30 y 150 ms y de NOESY 1D con periodos de mezcla de
entre 100 y 400 ms tal como se ha descrito anteriormente (25, 35). Para la utilizaciéon bajo condiciones de MAS, las
secuencias de TOCSY se modificaron de manera que se sustituyese la secuencia de mezcla DIPSI-2 por los pulsos
adiabaticos de WURST-2 (13). Los experimentos selectivos se describen como EXP[espines seleccionados, ancho
de banda de excitacion selectiva, tiempo de mezcla), en donde EXP es TOCSY o NOESY. Tipicamente, pudieron
obtenerse espectros de protones de las células bacterianas utilizando 256 a 1.024 transitorios (15 minutos a 1 hora).
Para los experimentos selectivos con las resonancias de glucano N-ligado presentes como componente menor en
las células bacterianas, el tiempo para cada TOCSY y NOESY variaba entre 1y 8 horas.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1 — Purificacién y caracterizacion de PEB3

Se identificé la proteina PEB3 (Cj0289c) en geles 2D de un extracto de glicina mediante huella de masa peptidica,
como componente de un grupo de manchas enfocadas dentro de un intervalo de pH de entre 9 y 10 (resultados no
mostrados). PEB3 se purificd del extracto mediante cromatografia de intercambio catiénico y se fraccion6
nuevamente en la misma columna utilizando un gradiente mas estrecho de NaCl, resultando en la aparicion de
PEB3 en tres fracciones (fig. 1). El andlisis de SDS-PAGE mostr6é dos bandas, cuyas secuencias N-terminales se
determinaron tras su transferencia a una membrana de PVDF. Diez ciclos de secuenciacién identificaron la especie
de masa inferior como PEB3, mientras que el componente mas abundante, de masa mas alta, también era PEB3
con una secuencia menor correspondiente a PEB4 (Cj0596).

El espectro de masas y el perfil de masas moleculares reconstruido para la fraccion n° 31 se presentan en las figuras
2a) y b). Se observaron tres picos en el perfil de masas reconstruido. Los picos en 25.454 Da y 28.376 Da
corresponden bien a las masas moleculares esperadas de PEB3 (25.453 Da, Cj0289c) y de PEB4 (28.377 Da,
Cj0596), respectivamente, sin péptidos de sefal. Para identificar la proteina de masa 26.861 Da, se llevo a cabo un
analisis de EM-CL-cap/EM del digerido con tripsina de dicha fraccion. La totalidad de los péptidos identificados
excepto uno pudo asignarse a PEB3 6 PEB4 de acuerdo con los datos de las secuencias N-terminales. El andlisis
EM/EM del i6n no identificado (fig. 3a) lo identifica claramente como un glucopéptido. En este espectro puede
observarse una serie de fragmentacion compuesta de pérdidas secuenciales de HexNAc (203 Da) y un Unico Hex
(162 Da). El péptido triptico fue identificado como ®pFNVSK”™ procedente de PEB3. La masa residual de la porcion
oligosacarida de dicho polipéptido era de 1.406 Da, que se corresponde bien con la diferencia de pesos moleculares
de PEB3 y el pico de la proteina desconocida que se observa en la figura 2b. Por lo tanto, aparentemente el 50%
aproximadamente de la proteina PEB3 en esta fraccion se encontraba modificado con un Unico oligosacarido
compuesto de 5 HexNAcs, 1 Hex y un azicar no habitual con una masa residual de 228 Da. Ademas, el espectro de
EM/EM indicaba que el oligosacarido se encontraba unido al péptido mediante la fraccion sacarida de 228 Da.
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EJEMPLO 2 — Caracterizacién del enlace glucopéptido

El péptido triptico de PEB3 al que se encontraba unido el oligosacérido contenia sitios para la unién tanto a N como
a O, es decir, Asn y Ser. Por lo tanto, resulté necesario llevar a cabo experimentos adicionales para determinar la
naturaleza de dicha unién. Previamente los presentes inventores han utilizado la B-eliminaciéon para eliminar los
carbohidratos unidos a O de la flagelina de C. jejuni 81-176 (5). Sin embargo, este procedimiento no ha conseguido
eliminar el oligosacarido en este caso. Esta fue la primera indicacion para los presentes inventores de que el
oligosacarido se encontraba unido a N. Esto se confirmé mediante analisis EM/EM del idn fragmento individualmente
protonado en m/z 937,0 producido mediante disociacion inducida por colisiéon frontal del glucopéptido intacto (fig.
3b). Este i6n esta compuesto del péptido triptico mas el sacarido poco habitual de 228 Da unicamente. Se observé
un ién en m/z 605,1, que sdlo pudo asignarse al i6on fragmento bz mas la fraccion sacarida de 228 Da. No se
observaron iones fragmentos que sugiriesen que el carbohidrato se uniese al residuo serina. Todos dichos datos
sugieren fuertemente que el oligosacarido se encuentra unido al péptido en Asn70. Resulta interesante que este
péptido contiene el seqiidn de consenso eucariético de unién a N, Asn-Xaa-Ser.

EJEMPLO 3 — Aislamiento e identificacion de glucoproteinas

Las glucoproteinas putativas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de SBA de los extractos de glicina
con 40 gramos de peso humedo de células. El rendimiento de glucoproteinas putativas era de 5 mg, estimado
mediante absorbancia de UV a 280 nm. El eluyente de GalNAc se sometio a PAGE 1D y 2D (fig. 4) y para garantizar
que las proteinas purificadas de esta manera presentaban propiedades de unién a lectina y no caracteristicas de
unién no especificas, también se llevé a cabo transferencia western con un conjugado de SBA/fosfatasa alcalina. Se
visualizaron aproximadamente 13 especies de proteinas tras SDS-PAGE 1D, aunque este numero se incrementé
sustancialmente al analizar el producto mediante 2D-PAGE. Las proteinas en las bandas individuales del SDS-
PAGE 1D y de las manchas del 2D-PAGE se identificaron mediante huellas de masa y busquedas en bases de
datos (Tabla 1). Entre las proteinas identificadas se encontraban PEB3 (Cj0829c) y CgpA (Cj1670c), previamente
identificadas por Linton et al. (8). El patron vertical de manchas con pls idéntico mostrado por Cj1670c y otras
proteinas probablemente indica grados variables de glucosilacion, ya que el examen de las secuencias de
aminoacidos teodricas, derivadas de la secuencia gendmica completa de C. jejuni NCTC 11168 (6), revela la
presencia de multiples sitios potenciales de glucosilacién N-ligada que contienen el seqiidon Asn-Xaa-Ser/Thr (Tabla
1). De hecho, el analisis EM/EM de los extractos de digerido en el gel que contienen Cj1670c indicaban que 3 de
estos sitios de union a N se encontraban ocupados en 9rados variables (se detectaron tres glucopéptidos Cj1670c
mediante CapLC-EM/EM: "TDQNITLVAPPEFQKEEVK®, ""VLOVSVTIPEKNSSK®' y “?QESNSTANVEIPLQVAK'®.
También se observd un solo glucopéptido para Cj0114 ("'LSQVEENNQNIENNFTSEIQK®) y para Cj0200c
('DSLKLEGTIAQIYDNNK'"). Ademas, la masa y la composicion del componente glucano de todos dichos
glucopéptidos aparentemente son idénticas a las observadas para PEB3.

Sin embargo, determinadas proteinas identificadas del 2D-PAGE, principalmente Cj0147¢, Cj0169, Cj0332c, Cj0334,
Cj0638c, Cj1181c y Cj1534c no contienen ninguna de dichos seqiiones especificos en sus secuencias de
aminoacidos. Estas proteinas se encontraban asociadas no covalentemente con proteinas de unién a SBA o no se
unian especificamente a la columna. Esta conclusiéon se ve apoyada por la no reaccién de estas manchas de
proteinas con el conjugado de SBA/fosfatasa alcalina tras el 2D-PAGE Yy la electrotransferencia (Tabla I).

EJEMPLO 4 — Preparacién de glucopéptidos

La muestra de glucoproteinas mixtas se sometid6 a dos rondas de digestion con pronasa y los productos se
separaron mediante filtracién en gel en BioGel P4 (fig. 5a). Las fracciones que contenian carbohidratos se
localizaron mediante espectrometria de masas vy, tras los analisis de RMN (ver posteriormente), la muestra se
purific6 nuevamente en BioGel P2 (fig. 5b). La muestra purificada final estaba compuesta principalmente del
oligosacarido unido a una sola Asn (fig. 5¢). No se encontraron datos de ninguna variaciéon del componente glucano.
El rendimiento de glucopéptido se estimé en aproximadamente 200 pg.

EJEMPLO 5 - Preparacion de heptasacarido aislado

La fraccion heptasacarida identificada en el Ejemplo 4 (Férmula 1) puede obtenerse en forma aislada mediante
métodos conocidos. Por ejemplo, la fraccion aminoacido (Asn) puede cortarse del oligopéptido preparado en el
Ejemplo 4 mediante hidrélisis enzimatica o quimica bien conocida de la técnica. Puede indicarse que, aunque los
presentes inventores no llevaron a cabo la etapa anteriormente indicada, resultaria evidente que puede llevarse a
cabo dicha etapa para aislar el heptasacarido. El heptasacarido también puede obtenerse directamente de la
glucoproteina sin pasar por ningun glucopéptido. Este corte también puede llevarse a cabo mediante hidrélisis
enzimatica o quimica. Por ejemplo, Patelet et al. (41) ensefian la utilizaciéon de hidrazina para llevar a cabo dichos
cortes.
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EJEMPLO 6 — Espectroscopia de RMN

Con la utilizacion de métodos selectivos, resultdé posible utilizar la muestra de P4 impura. Se llevd a cabo la
asignacion de resonancias completa de la fraccién sacarida utilizando esta muestra para evitar la posible pérdida de
glucopéptido con purificaciones adicionales. Tras una segunda purificacién con la columna P2, se perdié 25% del
glucopéptido, segun las mediciones de la proporcién S/N de las muestras purificadas de P4 y P2. Se llev6 a cabo
nuevamente un experimento de HMQC con la muestra purificada de P2 para confirmar las asignaciones obtenidas
utilizando la muestra purificada de P4. De los resultados de espectrometria de masas, se conoce que el
glucopéptido estd compuesto de 5 residuos de HexNAc, un residuo de Hex y un sacarido desconocido con una
masa de 228 Da. Se determind mediante analisis quimico que la configuracion absoluta de los residuos HexNAc y
Hex era D. El analisis de los datos de RMN de 'H y 3C indico la presencia de 8 protones anomeéricos etiquetados en
orden alfabético (fig. 6). Se llevdo a cabo una serie de TOCSY 1D para las resonancias anoméricas para las
asignaciones de los protones (fig. 7). Se utilizaron diferentes tiempos de mezcla para asignar los espines para cada
residuo. A continuacion, se utilizé HMQC y HMBC para asignar las resonancias de 3C. se proporcionan las
asignaciones de RMN en la Tabla Il. Se utilizaron los experimentos de NOESY 1D (fig. 7) para obtener la secuencia,
tal como se muestra (fig. 6).

Se asignoé que el residuo g era B-D-Glcp. Para el TOCSY 1D de g1 con un tiempo de mezcla de 144 ms (fig. 7a), se
detectaron todos los espines hasta las resonancias H6 y HE’, indicativos de los grandes acoplamientos Ju,H , tipicos
de la B-glucopiranosa. La resonancia g1 también se solapaba con 2, permitiendo la deteccion de las resonancias 1
a f4. El residuo g era terminal, debido a desplazamientos quimicos de *c y 'H similares para C2 a C6 a los de la 3-
D-glucopiranosa (36).

Se identificaron cinco residuos (a, c, d, e y f) como a-D-GalpNAc. Un valor de J1,2 de 3,6 + 0,2 Hz, el NOE H1-H2
fuerte (fig. 7) y el patréon de acoplamiento Ju,H, que incluia un pequefio acoplamiento con H4 (fig. 7), demuestran que
estas unidades presentan la configuracion del a-D-galactopiranosilo. Aunque las resonancias anoméricas el y f1
podrian excitarse selectivamente con un ancho de banda estrecho de 10 Hz, los espectros para la excitacion
simultanea de e1 y f1 se muestran en la fig. 7b. También se detectaron resonancias f2 a f4 para el TOCSY 1D de
g1f2 (fig. 7a). Un desplazamiento quimico de C2 proximo a 51 ppm es indicativo de un grupo acetamido. Las
correlaciones de HMBC (C2, H4) se utilizaron para asignar las resonancias de C2 de los cinco residuos GalNAc. Se
utilizé el TOCSY 1D-NOESY(H1, H4) para detectar el NOE entre H4 y H5 y de esta manera asignar las resonancias
de H5 (25). Los experimentos de TOCSY 1D de las resonancias de H5 seguidamente se utilizaron para detectar las
resonancias H6s (no mostradas). La integracion de la muestra purificada de P2 (fig. 6b) indicd 7 grupos NAc, cinco
de los cuales correspondian a los cinco residuos GalNAc. La comparacién entre los desplazamientos quimicos de
13C de las unidades GalNAc con las de a-D-GalpNAc indica que los residuos a, ¢, e y f se encontraban unidos en O-
4 debido a los desplazamientos a campo mas bajo para C4 (37). El residuo f presentaba un punto de ramificacion en
O-3, establecido a partir de un desplazamiento a campo mas bajo para C3. El residuo g era terminal, debido a
desplazamientos quimicos de 3C similares para C2 a C6 a los de a-D-GalpNAc (37).

El residuo b se asigné a B-D-bacilosamina (2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxi-B-D-glucopiranosa). Para los residuos b y
¢, las resonancias anomeéricas se solapaban parcialmente. Para el TOCSY 1D de las resonancias b1 y ¢1 con un
tiempo de mezcla de 144 ms (fig. 7e), pudieron identificarse resonancias anchas hasta una resonancia de CH3 (b6)
en 1,14 ppm. Para el TOCSY 1D para b6 en 1,14 ppm, con un tiempo de mezcla de 66 ms (fig. 7d), pudieron
observarse picos hasta b4. Se realizé una serie de TOCSY 1D con un tiempo de mezcla diferente de entre 30 y 144
ms para asignar los picos. Para el residuo b, los picos anchos no proporcionan las constantes de acoplamiento. Sin
embargo, para el TOCSY 1D de b1, con un tiempo de mezcla de 144 ms, pudieron observarse resonancias hasta
H6, similares al TOCSY 1D para H1 de B-Glcp (residuo g). Por lo tanto, una transferencia tan eficiente es indicativa
de constantes de acoplamiento grandes, tipicas de una configuracion de B-glucopiranosilo. Los NOE de b1-b3 y b1-
b5 observados en fig. 7k también eran tipicos de la configuracién anomérica B. Los desplazamientos quimicos para
C2y C4 en 55y 58 ppm eran indicativos de grupos acetamidos, de acuerdo con la presencia de 7 grupos NAc en la
estructura (fig. 6a). Los desplazamientos quimicos para C1 en 79 ppm y de H1 en 5,1 ppm indicaban un anomérico
N-ligado similar al observado para B-GIcNAc-Asn (20). La comparacion entre los desplazamientos quimicos del
residuo b con los de la 2,4-diamino-2,4,6-trideoxi-B-D-glucopiranosa observada en otras estructuras indicaba que
Bac se encontraba unido en 0-3, el unico posible sitio de glucosidacion (38-40).

La configuracion absoluta del residuo b se obtuvo mediante NOE tal como se ha indicado anteriormente para otra
estructura que contiene bacilosamina (38). Un NOE fuerte observado entre la resonancia de CH3 en 1,14 ppm (b6) y
el NAC en 1,95 ppm se debia a la estrecha proximidad del grupo CH3 en C6 al grupo NAc-CH3 en C4. Debido a que
la resonancia de NAc en 1,95 ppm se encontraba aislada de otras resonancias de NAc, pudo excitarse
selectivamente. Se observé un NOE fuerte entre esta resonancia de NAc y la resonancia H1 de a-D-GalpNAc del
residuo a debido al enlace a(1-3)b, tal como se muestra posteriormente. Este NOE puede producirse unicamente en
el caso de que el residuo b presente la configuracion D, en la que el grupo NAc en C4 del residuo b se encuentre
muy préximo (3 A) al protén anomérico del residuo a. Este NOE no resulta posible en el caso de que el residuo b
presente la configuracion L, debido a que las distancias entre protones H1a/4b-NAc son superiores a 5 A.

Se determiné la secuencia mediante experimentos de NOESY 1D (fig. 7). El fuerte NOE c1-f4 y los menores NOE
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c1-f6 y c1-f6' establecieron el enlace c(1-4)f. El fuerte NOE d1-c4 y uno d1-c6’ menor indica la secuencia d(1-4)c.
Los e1-a4, f1-e4 y g1-f3 establecieron los enlaces e(1-4)a, f(1-4)e y g(1-3)f. El NOE a1-b3 (fig. 7I) establecid la
secuencia a-b. Se muestra la estructura en la figura 6a. La secuencia concuerda con el desplazamiento de
glucosidacion observado para los carbonos de enlace (ver anteriormente).

EJEMPLO 7 — Caracterizacién de un mutante pglB

Se construy6 un mutante pglB mediante mutagénesis por insercion de casete (fig. 8). Los extractos de glicina de las
células mutantes mostraron cambios drasticos de inmunorreactividad de las proteinas en el 2D-PAGE con
transferencia western con sueros serotipados HS:2 (fig. 8b,e). Se identificaron varias de las proteinas que mostraban
una cambio de movilidad y/o inmunorreactividad en los geles 2D mediante andlisis de las huellas de masas (Tabla I).
Las identificaciones de proteinas concordaban con las identificadas mediante cromatografia de afinidad con lectina
SBA, proporcionando evidencia adicional de que las proteinas reactivas con la lectina GalNAc se glucosilan en la
ruta de Pgl. No se observé el conjunto completo de proteinas reactivas con SBA en el presente experimento ya que
se llevod a cabo en extractos completos de glicina y en un intervalo de pH diferente, es decir, las figs. 4 y 8 no son
directamente comparables. Ademas, se purifico PEB3 a partir del mutante de pg/B mediante cromatografia de
intercambio iénico tal como se ha indicado anteriormente, y el andlisis de espectrometria de masas mostré que la
proteina no presentaba glucano en absoluto (fig. 2c¢,d).

Para demostrar que la mutacién pgIB solo afectaba a la glucosilacién de las glucoproteinas, se llevd a cabo el
analisis del lipooligosacarido y del polisacarido capsular del mutante. EI PAGE-desoxicolato de los digeridos con
proteinasa K y la espectrometria de masas mostraron que la masa del ndcleo LOS mutante era idéntico al del tipo
salvaje (resultados no mostrados). Ademas, eran visibles repeticiones capsulares idénticas en los extractos de
células del tipo salvaje y de mutante isogénico en el PAGE-desoxicolato. Para demostrar adicionalmente que la
capsula no resultaba alterada, los presentes inventores examinaron el polisacarido mediante RMN HRMAS. El
espectro del mutante no resultd modificado en comparacion con el del tipo salvaje (resultados no mostrados).

EJEMPLO 8 — Deteccion de glucanos N-ligados en células completas mediante RMN HR-MAS

En los espectros de RMN HR-MAS de las células intactas de Campylobacter (fig. 9), se detectd un conjunto comun
de resonancias de 'H. Los presentes inventores previamente habian determinado utilizando técnicas de EM y de
nano-RMN que la estructura del glucano N-ligado de C. jejuni NCTC11168 era un heptasacarido (13). Tal como
puede observarse en los espectros de HR-MAS de C. jejuni NCTC11168, NCTC11168 kpsM', C. jejuni HS:19 y C.
coli HS:30, se observaron resonancias anoméricas que se correspondian con las del glucano N-ligado purificado,
sugiriendo que este glucano era comun a todos (fig. 9). En los espectros de NCTC11168 (fig. 9b), las resonancias
correspondientes al glucano N-ligado eran menos intensas que las resonancias de los CPS y algunas de las
resonancias anoméricas se solapaban. Sin embargo, podian distinguirse claramente al eliminar las resonancias
capsulares en el mutante kpsM de NCTC11168 (fig. 9c). La asignacion de las resonancias del glucano comun al
glucano N-ligado pudieron validarse adicionalmente mediante el examen de los espectros del mutante pglB de
NCTC11168 en el que se habia anulado la glucosilacion de las proteinas (3, 13). Tal como se esperaba, no pudieron
observarse resonancias del glucano N-ligado en el espectro de RMN de este mutante (fig. 9f).

La identidada del glucano comun putativo se confirmé adicionalmente utilizando experimentos de TOCSY y NOESY
selectivo (fig. 10). Se llevaron a cabo experimentos utilizando células de C. jejuni HS:19, debido a que las
resonancias anoméricas del glucano N-ligado pudieron observarse claramente. Un experimento NOESY partiendo
de irradiacion selectiva de la resonancia a1 en HS:19 establecidé una correlacion con una resonancia en 4,21 ppm
(fig. 10a). Esta resonancia presentaba el mismo desplazamiento quimico que la resonancia a2 observada en los
espectros de NOESY para la resonancia a1l en el glucopéptido purificado (fig. 10b). La comparacién entre los
patrones de NOE para otras resonancias anoméricas entre HS:19 y el glucano N-ligado purificado indica claramente
una correspondencia similar entre los dos conjuntos de experimentos (fig. 10c-f). Debido a que los experimentos
NOE revelan correlaciones tanto dentro de residuos como entre residuos, dicha concordancia sugiere que la
secuencia del glucano comun es idéntica a la del glucano N-ligado purificado informado anteriormente (13). Un
experimento TOCSY selectivo con irradiacion de las resonancias solapantes g1 y f2 en 4,5 ppm dio lugar a picos
cruzados correspondientes a las resonancias g2 y f3 (fig. 10g). La forma del multiplete y desplazamientos quimicos
de los mismos se correspondia con los observados en el experimento correspondiente para el glucano N-ligado
purificado (fig. 10h). Otras resonancias observadas se debian a la excitacion parcial de las resonancias mas fuertes
de los CPS. Por lo tanto, los experimentos de excitacion selectiva llevados a cabo en las células bacterianas
establecieron la identidad in situ del glucano N-ligado comun.

La deteccion del glucano N-ligado en los espectros de RMN HR-MAS de diversas especies de Campylobacter se
muestra en la figura 11. La estructura del glucano N-ligado se muestra en la parte superior de los espectros. Se
muestra a titulo comparativo el espectro del glucano N-ligado purificado de C. jejuni NCTC11168 que muestra las
resonancias anoméricas etiquetadas a a g y las resonancias comunes indicadas mediante lineas verticales de
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puntos. Se muestran los espectros de RMN HR-MAS utilizando un filtro de CPMG de 10 ms de células completas de
C. coli HS:30 (NCTC 12532, aislado a partir de un cerdo en Bruselas), C. coli 423 (aislado a partir de un pollo en
Alberta) y C. fetus spp. venerealis biotipo A (NCTC 10354, aislado a partir de moco vaginal de una vaca). La
resonancia de HOD en 4,8 ppm se encontraba saturada y se filtro digitalmente.

La figura 12 muestra la RMN de alta resolucion con giro de angulo magico con y sin cloruro de cobalto para
demostrar la exposicion superficial del glucano Pgl N-ligado. El espectro en la parte superior en cada uno es de
muestras en la que se ha afiadido CoCl,. Se habian procesado de la misma manera. Se observa que la proporcion
de sefial a ruido (S/N) del espectro superior es muy inferior a la del espectro inferior en cada uno. Debido a que los
espectros se captan eficazmente con un filtro T2, las lineas que han sido ensanchadas por el CoCl; presentaran una
apariencia mas débil. Se observa que para el mutante kspM, los picos préximos a 3,15 ppm muestran intensidades
relativas muy diferentes al pico o picos proximos a 3 ppm. La S/N absoluta para los picos proximos a 3,15 ppm
son/sin CoCl, es aproximadamente igual, mientras que para el pico en 3 ppm es muy diferente. Lo anterior indica
que los picos en 3,15 ppm probablemente son internos y no se encuentran disponibles para el CoCl,. De esta
manera, los residuos externos presentan una intensidad significativamente reducida. En el caso de HS:19, puede
llevarse a cabo la misma observacion para el pico de 3,15 ppm frente al de 3 ppm. Ademas, los picos de acido
aspartico en ~2,7 y en ~2,85 ppm (ver Szymanski et al., JBC, 2003) desaparecen en presencia de CoCly, lo que
confirma que los residuos expuestos sobre la superficie externa o expuestos al medio resultan ensanchados. Debido
a que las resonancias del glucano Pgl N-ligado (ver Szymanski et al., JBC, 2003, y la fig. 9) desaparecen
esencialmente en presencia de CoCly, esto indica que también se encuentran sobre la superficie celular.

Preparacion y administracién de anticuerpos y vacunas

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen especificamente a la fraccién glucano
segun la invencidon pueden producirse mediante métodos convencionales. Por ejemplo, pueden cultivarse
anticuerpos monoclonales murinos contra el glucano de Férmula | (incluyendo los fragmentos), opcionalmente
ligados a un conjugado oligopeptidico o de aminoacidos o inmunogénico. Otra estrategia es someter a seleccion una
biblioteca preexistente de genes clonados que se han derivado de un linfocito de camélido y que son capaces de
expresar fragmentos de anticuerpos dAb, con el fin de identificar y aislar genes capaces de expresar fragmentos que
presentan actividad inmunogénica contra el antigeno seleccionado. El gen o genes aislados de esta manera pueden
expresarse en una biblioteca de bacteri6fagos que ha sido modificada para contener dicho gen. Dicho antigeno
puede comprender el heptasacarido indicado anteriormente o un fragmento de dicho heptasacarido, opcionalmente
unido tal como se ha indicado anteriormente a un aminoacido, oligopéptido u otro conjugado. El presente método se
describe en la patente US n° 5.759.808, de Casterman et al. Una estrategia adicional es incorporar el gen para
expresar el anticuerpo seleccionado o fragmento en el genoma de una planta adecuada que seguidamente puede
servir como fuente de alimento para el ganado. Dicha planta expresaria en este caso el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo vy, al ser consumida por el ganado, administraria de esta manera una dosis adecuada del anticuerpo o
fragmento en el animal.

De esta manera, se conoce que existe una diversidad de métodos para generar anticuerpos o fragmentos que se
unen especificamente a los glucanos de la presente invencion. Dichos fragmentos de anticuerpo pueden prepararse
o producirse independientemente de un anticuerpo completo.

Los anticuerpos también pueden prepararse por medios tradicionales de aislamiento de dichos anticuerpos a partir
de suero de un animal en el que se han administrado dosis adecuadas del antigeno identificado en los ejemplos
anteriores. Por ejemplo, dichos métodos se describen en la patente US n° 5.759.808, de Casterman et al. Dicha
referencia describe la utilizacion de especies de camélido para producir un tipo Unico de anticuerpo que no contiene
cadenas ligeras.

Pueden administrarse anticuerpos o fragmentos tales como los indicados anteriormente con un portador adecuado
en seres humanos o ganado como forma de inmunizacién pasiva. Al administrarlos en el ganado, tal como aves, el
enfoque preferente es proporcionar los anticuerpos o fragmentos con el alimento o agua de bebida, mediante la
mezcla en un concentrado o mediante el suministro a un producto vegetal que se ha modificado para expresar el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Los anticuerpos o fragmentos, proporcionados separadamente pueden
suministrarse con portadores adecuados en forma de un concentrado para la mezcla con el alimento o bebida
previamente a la utilizacion.

Dichos anticuerpos o fragmentos administrados en el ganado combaten la presencia de Campylobacter en el
ganado, evitando de esta manera que el ganado extienda los patégenos a seres humanos que se alimentan o
manipulan los productos animales, asi como a modo de proteccion del agua subterranea frente a la contaminacion
por residuos animales, tal como se ha indicado anteriormente.

Dichos anticuerpos y fragmentos también pueden utlizarse para diagnosticar la presencia de bacterias
Campylobacter en seres humanos o animales por medios convencionales. Asimismo, también pueden utilizarse
como componente de un ensayo para determinar la presencia de Campylobacter en una muestra, tal como de agua,
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tierra o estiércol.

El heptasacarido o fragmentos, opcionalmente unidos a un aminoacido, oligopéptido u otro conjugado adecuado,
también puede combinarse con adyuvantes e inmunoestimuladores adecuados para la administracion a modo de
vacuna. Con dicho propdsito se administra una o mas dosis adecuados de un modo convencional.
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Las abreviaturas utilizadas en la presente memoria son las siguientes:

Bac, bacilosamina, 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxi-D-glucopiranosa;
capLC-EM/EM, cromatografia liquida capilar-espectrometria de masas en tandem;
CE, electroforesis capilar;

CPMG, Carr-Purcell-Meiboom-Gill;

CPS, polisacarido capsular;

COSY, espectroscopia correlacionada;

DIPSI-2, desacoplamiento en presencia de interacciones escalares;

EM-ESI, espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacion;

GBS, sindrome de Guillain-Barré;

HMBC, correlacion heteronuclear a larga distancia;

HMQC, correlacion heteronuclear multiple cuantica;

HR-MAS, de alta resolucién con giro de angulo magico;

LOS, lipooligosacaridos;

LPS, lipopolisacarido;

MALDI-TOFMS, espectrometria de masas a tiempo de vuelo con desorcién asistida por laser;
MAS, giro de angulo magico;

MLEV-17, ciclo de desacoplamiento de Malcolm Levitt;
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EM-espectrometria de masas

EM/EM-espectrometria de masas en tandem

NOESY, espectroscopia de efecto nuclear Overhauser;
PVDF, difluoruro de polivinilideno;

SBA, aglutinina de soja;

TOCSY, espectroscopia de correlacion total; y

WURST-2, truncado suave de banda ancha, tasa uniforme.

TABLA |

Identificacion de proteinas a partir de geles 2-D

Gen Cj Nota Numero de secuones?® Tinsc'i?(")'gbde m;é?é‘cte
Cjo114d probable proteina periplasmica 2S, 3T + +
Cj0143c proteina periplasmica de unién a soluto para 18,17 *
sistema de transporte ABC
Cj0147¢c tiorredoxina (TrxA) -
Cjo169 superoxido dismutasa (Fe; SodB) -
Cj0175ce  proteina periplasmica putativa de unién a 1S, 2T + +
hierro del sistema de transporte ABC de
incorporacion del hierro
Cj0200cd  probable proteina periplasmica 1T + +
Cj0238 probable proteina integral de membrana 58, 1T -
Cj0289cd  péptido antigénico mayor (PEB3) 28 + +
Cj0332c nucledsido disfosfato quinasa (Ndk) -
Cj0334 alquilhidroperéxido reductasa (AhpC) -
Cj0376 probable proteina periplasmica 1S, 1T +
Cj0415e subunidad oxidorreductasa putativa 3T +
Cjo420 probable proteina periplasmica 1T _ +
Ci0493 Ila:itso;\)de elongacion de traduccion EF-G 1T ~
Cjo511 probable proteinasa secretada 2S, 2T + +
Cj0638c pirofosfatasa inorganica (Ppa) -
Cj0694 probable proteina periplasmica 48, 2T +
Cjo715 proteina periplasmica similar a transtiretina - +
Cjo779 tiorredoxina peroxidasa (Tpx) 1S +
Cj0835¢ aconitato hidratasa (AcnB) 1S, 2T +
Cj0843ce  transglucosilasa secretada putativa 5S, 3T +
Cj0906¢ probable proteina periplasmica 2S, 2T +
Cj0944c probable proteina periplasmica 1S, 1T +
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Cj0998c
Cj1018c

Cj1032

Cj1181c

Cj1214c
Cj1221
Cj1345¢
Cj1380

Cj1444ce

Cj1496¢
Cj1534c
Cj1565¢
Cj1643
Cj1659
Cj1670cd

ES 2391525713

probable proteina periplasmica 1S, 1T
proteina de union periplasmica del sistema de 1S, 2T
transporte ABC de aminoacidos de cadena

ramificada

probable componente de fusion de membrana 2T
de sistema de flujo de salida

EF-T de factor de elongacién de traduccion

(Tsf)

proteina hipotética 1S _
chaperonina de 60 kD (Cpn60; GroEL) 1S, 2T
probable proteina periplasmica 58, 2T
probable proteina periplasmica 2T
proteina periplasmica putativa del sistema de 38, 2T
exportacion de polisacaridos capsulares

(KpsD)

probable proteina periplasmica 1S, 1T
probable bacterioferritina

proteina del flagelo paralizado (PflA) 58, 2T
proteina periplasmica putativa 3S, 1T
proteina periplasmica (P19)

probable proteina periplasmica (CpgA) 48, 2T

+ +
+
+
+
+
+
+ +
+
+
+ +

#8, seqliones Asn-Xaa-Ser; T, seqliones Asn-Xaa-Thr.

® Reactividad con SAB en transferencias western de geles 2D.

°Proteinas con posicién modificada de mancha y/o inmunorreactividad en geles 2D, en el mutante pglB. Cj1018c
y Cj1643 no fueron aislados mediante cromatografia SBA.

9 Glicopéptidos observados mediante Cap-LC-EM/EM.

¢ ldentificados a partir de gel 1D.

TABLA I

Desplazamientos quimicos (ppm) del glucopéptido de C. jejuni unido a Asn. Medidos a 600 MHz ('H) en D,O,
35°C con HOD en 4,67 ppm. Resonancia del metilo de acetona externa en dy 2,23 ppm y dc 31,07 ppm. El error
de dc es 0,2 ppmy de + 0,02 ppm para du. Siete resonancias de NAc en dy 2,07, 2,05, 2,04, 2,03, 2,02, 2,02 y
1,95 ppm. dc NAc-CHs en 23,1-23,4 ppm. dc NAc-CO en 175-176 ppm.

Residuo C1 Cc2 C3 C4 C5 C6

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H6’
(a) a- 98,0 50,7 68,0 77,6 72,7 62,2
GalNAc

5,21 4,21 3,83 4,02 3,83 3,93 3,90
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(b) B-Bac 79,0 54,5 76,3 58,1 75,0 17,6

5,11 3,91 3,91 3,80 3,59 1,14
(c)a- 98,3 51,6 67,9 77,5 71,8 60,9
GalNAc

5,10 4,26 4,14 4,10 4,46 3,71 3,62
(d) a- 99,7 51,4 68,4 69,6 72,3 60,7
GalNAc

5,04 4,20 4,01 4,03 4,36 3,67 3,61
(e) a- 99,6 51,6 67,9 77,5 72,4 60,7
GalNAc

5,00 4,25 4,12 4,09 4,35 3,67 3,61
(f) a- 99,9 50,7 77,5 75,8 72,5 60,5
GalNAc

4,98 4,50 4,14 4,32 4,42 3,61 3,53
(9) B-Glc 106,1 741 76,9 71,1 77,2 62,1

4,51 3,28 3,46 3,35 3,39 3,89 3,68
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REIVINDICACIONES

Compuesto que comprende un heptasacarido aislado de formula GalNAc-a1,4-GalNAc-a1,4-[Glc-
B1,3]GalNAc-a1,4-GalNAc-a1,4-GalNAc-a1,3-Bac, en la que Bac es 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxi-D-
glucopiranosa.

Compuesto segun la reivindicacion 1, unido a un aminoacido u oligopéptido.
Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que dicho aminoacido es la asparagina.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3 derivado de una glucoproteina aislada y
purificada a partir de una bacteria Campylobacter.

Compuesto segun la reivindicacién 4, en el que dicha bacteria se selecciona de entre C. jejuniy C. coli.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y
un portador fisiolégicamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 6, que comprende ademas un conjugado inmunogénico.
Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6 6 7, que comprende ademas un inmunoestimulador.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, para la utilizacion como vacuna
en un animal o en un ser humano.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo, que se une especificamente al compuesto
segun la reivindicacion 1.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo, que se une especificamente al compuesto
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo, que se une especificamente al compuesto
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, derivado de un gen aislado a partir de un camélido.

Anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo segun la reivindicacién 12, en el que dicho camélido
se selecciona de entre Camelus bactriamus, Camelus dromaderius, Lama pPaccos, Lama ggGlama 'y Lama
vVicugna.

Composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun cualquiera
de las reivindicaciones 10 a 13, y un portador fisiolégicamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 14, para la utilizacién como agente terapéutico en un ser
humano o en un animal.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, para la
utilizacién en la preparacion de una composicién para administrar en el ganado para reducir la presencia de
patégenos Campylobacter en el ganado.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 16, en el que dicha administracion
consiste de alimentar al ganado con pienso en el que se ha mezclado dicho anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno.

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 16 6 17, en el que dicho ganado son
aves

Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, para la
utilizacién en la preparacion de una composicidn para prevenir las infecciones por Campylobacter causadas
por patégenos Campylobacter en un ser humano, mediante la eliminacion de dichos patégenos del ganado
mediante la administracion de dicha composicion en dicho ganado.

Anticuerpo o fragmento de union a antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, para la
utilizacion en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de una enfermedad causada por
patégenos Campylobacter en un ser humano o en un animal.

Método para prevenir la contaminacion del agua subterrdnea por patdégenos Campylobacter,
comprendiendo el método la reducciéon de la presencia de dichos patdégenos en el ganado mediante la
aplicacion del compuesto segun la reivindicacion 16 para la utilizaciéon segun la reivindicacion 16.
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Alimento o bebida animal para el ganado, que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13.

Alimento o bebida segun la reivindicaciéon 22, que comprende un aditivo que comprende dicho anticuerpo o
fragmento.

Alimento segun la reivindicacion 23, que comprende una planta que contiene un genoma modificado para
expresar dicho anticuerpo o fragmento.

Kit diagnostico para detectar la presencia de Campylobacter en animales o seres humanos, comprendiendo
dicho kit el anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13.

Kit diagnoéstico para detectar la presencia de Campylobacter en una muestra, comprendiendo dicho kit el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13.

Kit segun la reivindicacion 26, en el que dicha muestra se selecciona de entre agua, tierra y estiércol.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

24



ES 2391525713

Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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