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DESCRIPCION

Polimeros de la pared celular de Enterococcus faecalis y sus usos

La presente invencion se refiere a polimeros de la pared celular de enterococos y a sus usos en la prevencion y
terapia de la infeccién bacteriana.

Antecedentes de la invencion

Enterococcus faecalis es un importante patdégeno nosocomial y una causa frecuente de infeccidn en pacientes
criticamente enfermos (Vincent JL, et al. International study of the prevalence and outcomes of infection in intensive
care units. JAMA. 2 de diciembre de 2009; 302(21): 2323-9). Malignidad subyacente, neutropenia, quimioterapia
antineoplasica y medicacion inmunosupresora son factores de riesgo bien caracterizados para infecciones invasivas
con enterococos (Ghanem G, et al. Outcomes for and risk factors associated with vancomycin-resistant
Enterococcus faecalis and vancomycin-resistant Enterococcus faecium bacteremia in cancer patients. Infection
Control Hosp Epidemiol. septiembre de 2007; 28(9): 1054-9; DiazGranados CA, Jernigan JA. Impact of vancomycin
resistance on mortality among patients with neutropenia and enterococcal bloodstream infection. J Infect Dis. 15 de
febrero de 2005;191(4):588-95; Peel T, et al. Differing risk factors for vancomycin-resistant and vancomycin-sensitive
enterococcal bacteraemia. Clin Microbiol Infect. abril de 2012;18(4):388-94. Epub 16 de agosto de 2011) y el
resultado clinico de infecciones invasivas por enterococos en esta poblacidon de pacientes es con frecuencia
deficiente (Theilacker C, Jonas D, Huebner J, Bertz H, Kern W. Outcomes of Invasive Infection due to Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecium during a Recent Outbreak. Infection. diciembre de 2009;37(6):540-3). Factores de
riesgo que pueden contribuir en la susceptibilidad incrementada de grupos de alto riesgo a la infeccién por
enterococos incluyen una colonizacion de alta densidad del tracto gastrointestinal (Ubeda C, et al. Vancomycin-
resistant Enterococcus domination of intestinal microbiota is enabled by antibiotic treatment in mice and precedes
bloodstream invasion in humans. J Clin Invest. 1 de diciembre de 2010; 120(12): 4332-41), lesion de la barrera de la
mucosa gastrointestinal, dispositivos permanentes tales como catéteres venosos centrales, y disregulacion
inmunoloégica (Peel T, et al. Differing risk factors for vancomycin-resistant and vancomycin-sensitive enterococcal
bacteraemia. Clin Microbiol Infect. abril de 2012;18(4):388-94. Epub 16 de agosto de 2011).

El sistema del complemento es una importante primera linea de defensa contra las infecciones invasivas y
desempefia un papel critico en el huésped inmuno-comprometido con una inmunidad adaptativa defectuosa.
Comprende mas de 30 proteinas, que son detectables en el suero humano, en superficies celulares y en fluidos
tisulares. La via clasica, la alternativa y la de la lectina convergen todas en la escision del C3 para formar C3b, la
molécula efectora clave del sistema del complemento. El receptor del complemento 3 de los neutrdéfilos se une a C3b
depositado en la envuelta bacteriana que conduce a la fagocitosis y al exterminio de la bacteria ingerida. Estudios en
ratones agotados del C3 han demostrado que C3 es también critico para la opsonfagocitosis y el aclaramiento de
enterococos a partir de 6rganos infectados (Leendertse M, et al. The complement system facilitates clearance of
Enterococcus faecium during murine peritonitis. J Infect Dis. 15 de febrero de 2010; 201(4): 544-52). Ademas,
multiples estudios epidemioldgicos han demostrado que una deficiencia de lectina de unién a manosa - el mejor
factor descrito de la via de la lectina - predispone a una infeccion grave y a una bacteriemia en los neonatos,
pacientes neutropénicos y pacientes después de trasplante alogénico de células madre o de o6rganos solidos
(Vekemans M, et al. Low mannose-binding lectin concentration is associated with severe infection in patients with
hematological cancer who are undergoing chemotherapy. Clin Infect Dis. 15 de junio de 2007; 44(12): 1593-601;
Schlapbach LJ, et al. Differential role of the lectin pathway of complement activation in susceptibility to neonatal
sepsis. Clin Infect Dis. 15 de Julio de 2010; 51(2): 153-62; Worthley DL, et al. Donor mannose-binding lectin
deficiency increases the likelihood of clinically significant infection after liver transplantation. Clin Infect Dis. 2009 Feb
15;48(4):410-7; Mullighan CG, et al. Mannose-binding lectin status is associated with risk of major infection following
myeloablative sibling allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Blood. 1 de septiembre de 2008; 112(5):
2120-8).En el curso de la evolucion, las bacterias Gram-positivas han desarrollado numerosas estrategias para
escapar del reconocimiento y la fijacion como objetivo por el sistema del complemento. La flexibilidad de los
patégenos para eludir la union de factores del complemento se ilustra de manera admirable por Staphylococcus
aureus (Serruto D, Rappuoli R, Scarselli M, Gros P, van Strijp JA. Molecular mechanisms of complement evasion:
learning from staphylococci and meningococci. Nat Rev Microbiol. junio de 2010; 8(6): 393-9). Por el contrario, se
sabe poco sobre la interaccion de E. faecalis y el sistema del complemento.

El documento WO 2011/088843 describe componentes de la pared celular de enterococos y sus usos en la
prevencion y terapia de infecciones bacterianas.

Con el fin de proporcionar estrategias mas eficientes para tratar con eficacia y/o prevenir la infeccion en los
vertebrados, provocada, al menos en parte, por enterococos, se necesitan nuevas dianas bacterianas antigénicas
que podrian utilizarse en nuevas y mejoradas estrategias de vacunacion, asi como en el desarrollo y la produccion
de vacunas respectivas.

Glicolipidos, acidos teicoicos (TA - siglas en inglés) y acidos teicoicos de la pared (WTA- siglas en inglés) podrian
servir como dianas potenciales para nuevos farmacos para el tratamiento de infecciones bacterianas Gram-positivas.
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Aunque el polisacarido de la pared celular es asimismo un componente principal de la pared celular de bacterias
Gram-positivas, poco se sabe acerca de cualesquiera posibles antigenos derivados de esta clase de componentes.

Como parte de la busqueda de factores de resistencia del complemento de hidratos de carbono y el desarrollo de
tratamientos alternativos tales como vacunas de glicoconjugados para combatir infecciones por enterococos, la
presente invencion satisface estas necesidades proporcionando nuevos polisacaridos capsulares aislados de la
pared celular de enterococos.

Por lo tanto, los objetos de la presente invencion, en un primer aspecto de la misma, se resuelven mediante un
componente de la pared de células enterococales, seleccionado del grupo que consiste en estructuras (-D-
GalpNAc-ribitol

OH
R OH OH
0
O OH
RiO"NHAC
OH
@,
en donde R; se selecciona de 3-D-Glcp o a-L-Rhap, y

R: se selecciona de H o a-D-Glcp,

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde Rhap es 6-desoxi-manopiranosa (ramnosa);
GalpNAc es 2-acetamido-2-desoxi-galactopiranosa (N-acetil-galactosamina); y Glcp es glucopiranosa.

Preferiblemente, R1 se selecciona de 3-D-Glcp de acuerdo con la siguiente formula Il

OH

O d

HO /
HO™ Oy

II.

Preferiblemente, R1 se selecciona de a-L-Rhap de acuerdo con la siguiente férmula Ill

O.......

HO
HO
OH IIIL.

Preferiblemente, R se selecciona de a-D-Glcp, de acuerdo con la siguiente férmula IV

OH
O
HO
HO OH \‘
‘IV
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en donde las lineas de trazos discontinuos en Il a IV indican la conexién a la estructura p-D- GalpNAc-ribitol como
arriba.

Las mas preferidas son las estructuras OS | y/o OS Il tal como se muestra en la Figura 4.

En el contexto de la presente invencién se investigé la interaccion de las estructuras de la superficie celular de
hidratos de carbono de E. faecalis con el sistema del complemento humano. Previamente, se construyé una
genoteca de 177 mutantes de genes de insercion fijados como objetivo, implicados en factores de superficie o de
respuesta al estrés putativos en E. faecalis cepa V583 y la genoteca de mutantes se rastre6 en cuanto a la
sensibilidad al exterminio opsonofagocitico y tres mutantes de genes supuestamente implicados en la biosintesis de
WTA fueron facilmente exterminados por el complemento y neutréfilos en ausencia de un anticuerpo especifico
(Rigottier-Gois L, et al. Large-Scale Screening of a Targeted Enferococcus faecalis Mutant Library Identifies
Envelope Fitness Factors. PLoS ONE. 15 de diciembre de 2011; 6(12): €29023). En contraposicion, E. faecalis de
tipo salvaje es resistente al exterminio por el complemento y neutréfilos solo. La presente invencion se basa en el
mecanismo de la susceptibilidad incrementada a la opsonfagocitosis mediada por el complemento y a la
caracterizacion de diferencias estructurales de polimeros de hidratos de carbono de tipo salvaje y accesorios de la
pared celular mutantes.

Se identificaron tres mutantes por insercion de los genes de sintesis del acido teicoico de la pared (WTA) tagA, tagB
y tagO en E. faecalis cepa V583 que exhibian una susceptibilidad incrementada a la opsonofagocitosis mediada por
el complemento por parte de neutrdfilos. Estudios adicionales revelaron un papel de complejos de L-ficolina/serina
proteasa asociada a lectina de unidon a manosa (MASP - siglas en inglés) en la opsonofagocitosis dependiente de
ca®, independiente de anticuerpo de E. faecalis V583A1172. Para entender el mecanismo de activacion de la via de
la lectina por E. faecalis V583A1172, los autores de la invencion caracterizaron estructuralmente fragmentos de la
pared celular de E. faecalis tipo salvaje y V583A1172 obtenidos por digestiéon enzimatica de peptidoglicano.
Fragmentos de pared celular de V583A1172 carecian de los dos oligosacaridos de acuerdo con la presente
invencion con la estructura a-L-Rhap-(1—3)-p-D-GalpNAc-(1—1)-ribitol y a-D-Glcp-(1—4)-[B-D-Glcp-(1—3)-]B-D-
GalpNAc-(1—1)-ribitol, sugiriendo la ausencia de WTA en el mutante.

Por lo tanto, el componente de la pared celular de enterococos (en lo que sigue también designado como "antigeno
enterococal") proporciona una nueva diana antigénica para el desarrollo de estrategias mas eficientes para tratar con
eficacia y/o prevenir infecciones en vertebrados provocadas, al menos en parte, por enterococos, permitir estrategias
de vacunacién mejoradas, y permite el desarrollo y la producciéon de vacunas respectivas tales como vacunas
glicoconjugadas.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion un "derivado modificado” o "derivados modificados" incluira
antigenos enterococales quimica o enzimaticamente modificados de acuerdo con la férmula | como antes, en donde
dicho derivado modificado mantiene su funcion como un determinante antigénico enterococal y/o en la misma, o
sustancialmente la misma medida que el antigeno enterococal de acuerdo con la férmula I. Preferiblemente, dicho
derivado modificado exhibe una reaccién inmunolégica cuantitativamente incrementada, en comparacion con un
antigeno enterococal no modificado. Un aumento de este tipo de la reaccion inmunolégica puede ser detectado con
ensayos inmunoldgicos conocidos en la técnica.

Ejemplos de derivados modificados son preferiblemente compuestos de formula | que se modifican para incluir un
grupo enlazador con el fin de ser acoplado o conjugado con otras entidades quimicas. Estos grupos enlazadores son
conocidos en el estado de la técnica, y habitualmente son inmunolégicamente inactivos, es decir, no interfieren
sustancialmente con las propiedades inmunoldgicas del antigeno enterococal.

Otras modificaciones incluyen la adicion de restos quimicos del antigeno enterococal con el fin de llevar un marcador
detectable, tal como grupos quelantes o grupos enzimaticos. Ademas, se pueden anadir el péptido (p. €j., His) u
otros "marcadores” o "etiquetas" con el fin de poder purificar y/o utilizar el antigeno enterococal en ensayos
diagndsticos.

También se describe en esta memoria el antigeno enterococal que puede incluir modificaciones quimicas, por
ejemplo en los anillos de los componentes azlcar del antigeno enterococal, en donde el antigeno se puede
modificar para reemplazar a un grupo lateral existente con H, un alquilo C4+-C+g no sustituido, mono-sustituido o poli-
sustituido, en donde dicho alquilo puede ser lineal, ramificado o ciclico, alquenilo, un residuo arilo o heteroarilo no
sustituido o monosustituido, un grupo benceno no sustituido, monosustituido o polisustituido, un grupo acilo tal como
formilo, acetilo, tricloroacetilo, fumarilo, maleilo , succinilo, benzoilo, o un grupo acilo ramificado o sustituido con un
heteroatomo o arilo, un sustituyente alcoxi tal como -OMe, -OEt, -OnPr, - iPr, -OnBu, -OiBu, -OsecBu, -OtBu, cuyo
grupo alquilo puede ser ramificado, lineal o ciclico, un grupo alquilo unido a través de un atomo de azufre tal como -
SMe, -SEt, o un grupo sulfonilo tal como -SOzH, -SO>Me, -SO,CF3, -SO2Ce¢HsCH3 0 SO»Ce¢HsCH2Br, o un
sustituyente de nitrogeno tal como NH», NHR, -NRR' (con R, R' = alquilo, alquenilo o arilo tal como arriba), NC o -
NOg, o fluor, cloro, bromo, yodo, -CN o un hetero-sustituyente. Como se mencioné anteriormente, estos derivados
mejoran la solubilidad del antigeno, aumentan el efecto inmunolégico de dicho antigeno (preferiblemente de manera
cuantitativa), y/o permiten que el compuesto se acople a otros restos, p. €j., con el fin de ser acoplado a una
superficie (tal como un pocillo o chip), y/o para ser utilizado en ensayos de diagndstico.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para producir el componente de la pared celular enterococal
acuerdo con la presente invencion, en el que dicho método comprende aislar dicho componente de la pared celular
enterococal a partir de una fraccion bacteriana, o comprende sintetizar dicho antigeno, al menos en parte, a través
de sintesis quimica. El aislamiento puede incluir purificar dicho componente de la pared celular de las fracciones
bacterianas para que quede sustancialmente libre de otros componentes bacterianos, pero también puede incluir el
aislamiento como parte de determinadas fracciones bacterianas tales como fracciones de la pared celular,
incluyendo otras partes de la pared celular tal como se describe en esta memoria.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal o un fragmento
antigénico del mismo, que reconoce especificamente un antigeno enterococal de acuerdo con la presente invencion.
El término "anticuerpo” incluye tanto anticuerpos monoclonales como policlonales, anticuerpos recombinantes o
fragmentos de los mismos, tales como Fab, asi como anticuerpos humanos o humanizados.

Otro aspecto de la invencion se refiere entonces a un método para producir el anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion, que comprende inmunizar a un mamifero, preferiblemente un conejo, con un componente de la pared
celular enterococal de acuerdo con la presente invencion, o una con la composicion farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion, y preferiblemente la vacuna de acuerdo con la presente invencion. Métodos respectivos son
conocidos para la persona experta, y se describen en el estado conocido de la técnica.

Todavia otro aspecto de la presente invencidon se refiere entonces a un método para producir el anticuerpo de
acuerdo con la presente invencion, que comprende generar células de hibridoma que producen dicho anticuerpo
como un anticuerpo monoclonal, o que comprende una produccion recombinante de dicho anticuerpo en una célula
huésped. Métodos respectivos son conocidos por la persona experta, y se describen en el estado conocido de la
técnica.

También se describe en esta memoria una cepa de E. faecalis en la que estan presentes mutantes de insercién en
al menos uno de los genes de sintesis de WTA tagA, tagB y tagO tales como, por ejemplo, la cepa E. faecalis
V583A1172. Esta cepa se puede utilizar en ensayos y pruebas de rastreo de acuerdo con la presente invencion, p.
€j., para anticuerpos especificos y/o eficaces tal como se describe en esta memoria, o para el rastreo y la
identificacion de compuestos especificos (tales como moléculas pequefas) capaces de inhibir la produccion de
antigenos arriba mencionados.

Todavia otro aspecto importante de la presente invencion se refiere entonces al uso del antigeno enterococal de
acuerdo con la presente invencién como un antigeno en la produccion de anticuerpos que son especificos para
dicho antigeno.

Otro aspecto de la invencion se refiere entonces a una composicién farmacéutica que comprende al menos un
antigeno enterococal de acuerdo con la presente invencion y/o al menos un anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion, junto con un soporte y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Particularmente preferida es una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion, en donde dicha
composicion comprende un componente de la pared celular de acuerdo con la férmula |, a saber, un respectivo
polisacarido de la pared celular.

Adicionalmente preferida es una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién, en donde dicha
composicion se formula como una vacuna, en particular contra las infecciones causadas por enterococos, en
particular enterococos resistentes a antibioticos tales como cepas VRE, preferiblemente de E. faecalis. La mas
preferida es una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién, en donde dicho componente de la
pared celular de acuerdo con la formula | esta presente en una vacuna de glicoconjugado.

El polisacarido de la pared celular de acuerdo con la presente invencion (ya esté presente como el antigeno solo o
en un extracto o una bacteria segin se describe en esta memoria) se utiliza preferentemente para una vacuna de
enterococos, ya sea para la inmunizacién activa o pasiva.

Por lo tanto, de acuerdo con la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica y, en particular, una vacuna,
para uso en la prevencion de infecciones enterococales en un vertebrado, comprendiendo dicha composicion
farmacéutica al menos un nuevo antigeno enterococal de acuerdo con la presente invencion, opcionalmente junto
con un soporte, adyuvantes y/o diluyente farmacéuticamente aceptables.

Tipicamente, la vacuna puede comprender células intactas vivas o muertas de al menos una cepa de enterococos,
preferiblemente de E. faecalis, que comprende el antigeno enterococal de la invenciéon. Mas tipicamente, la vacuna
comprende lisado de células procedente de al menos una de dichas cepas enterococales que comprende el
antigeno o antigenos enterococales. Incluso mas tipicamente, la vacuna comprende una mezcla bruta de antigeno
enterococal o antigeno enterococal o antigenos de enterococales purificados de al menos una de dichas cepas
enterococales, preferiblemente de E. faecalis. AUn mas tipicamente, la vacuna comprende una fraccién de la pared
celular y proteinas asociadas como antigeno enterococal de al menos una de dichas cepas de enterococos. La
vacuna también puede estar compuesta de una combinacién de uno de los componentes. La mas preferida es una
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vacuna de glicoconjugado que comprende un antigeno enterococal de acuerdo con la presente invencion. Otro
aspecto se refiere a una composicion farmacéutica o vacuna, en donde el antigeno enterococal incluido se ha
producido, al menos en parte, a través de sintesis quimica. Los métodos para purificar las fracciones bacterianas
seleccionadas que contienen antigenos enterococales son conocidos para la persona experta, y se describen
adicionalmente en esta memoria.

Tipicamente, el vertebrado es un animal herbivoro o rumiante, monogastrico, o un sujeto humano. Incluso mas
tipicamente, el vertebrado se selecciona del grupo que consiste en primates humano, no humano, murino, bovino,
ovino, equino, porcino, caprino, leporino, aviar, felino y canino. Mas tipicamente, el vertebrado se selecciona del
grupo que consiste en ser humano, ovino, camélidos, porcino, bovino, equino o canino.

La composicion farmacéutica se puede formular para la administracién por via intramuscular, subcutanea, topica u
otra ruta parenteral. En general, los microorganismos de la presente invencién son comensales en la naturaleza. Por
lo tanto, la administracién oral no es generalmente una via eficaz de vacunacion y, como consecuencia, se prefiere
la administracién a través de una via intramuscular, subcutanea, tépica u otra via parenteral. La vacuna también
puede incluir citoquinas tales como: G-CSF, GM-CSF, interleucinas o factor de necrosis tumoral alfa, utilizados solos
o0 en combinacion.

La composicién farmacéutica también puede incluir un adyuvante. Mas tipicamente, el adyuvante se selecciona del
grupo que consiste en adyuvante completo/incompleto de Freund, adyuvante macrol montanide, solucion salina
tamponada con fosfato y emulsiones en aceite de manano, saponinas (QuiLA) dextrano (sulfato de dextrano, DEAE-
dextrano), compuestos de aluminio (Imject Alum), N-acetilglucosamiil-N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina
(adyuvante de Gerbu). Mas tipicamente, el adyuvante se selecciona del grupo segun se describe en Vaccine 1995,
vol. 13, pag. 1203; 1993 vol. 11 pag. 293; y 1992 vol. 10 pag. 427.

Todavia otro aspecto importante de la presente invencion se refiere entonces a un componente de la pared celular
enterococal (antigeno enterococal) de acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion o la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invenciéon para uso en el tratamiento de
enfermedades tales como infecciones bacterianas, en particular la infeccién por enterococos tal como la infecciéon
bacteriemia nosocomial, endocarditis, infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas quirtrgicas e infecciones
por cuerpos extrafos.

Todavia otro aspecto importante de la presente invencién se refiere entonces al uso del componente de la pared
celular enterococal de acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo de acuerdo con la presente invencion o la
composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion (es decir, los antigenos enterococales) para el
tratamiento contra infecciones bacterianas o para la preparacion de un medicamento contra las infecciones
bacterianas, en particular la infeccién por enterococos tal como la infeccién bacteriemia nosocomial, endocarditis,
infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas quirirgicas e infecciones por cuerpos extrafios, en particular
provocadas por cocos gram-positivos resistentes a antibidticos tales como enterococos, cepas VRE, o tal como E.
faecalis.

De acuerdo con todavia otra realizacion preferida de la invencién, se proporciona un uso para inducir una respuesta
inmune contra al menos una cepa enterococal que comprende el antigeno enterococal de la presente invencion en
un vertebrado, comprendiendo dicho uso administrar a dicho vertebrado una cantidad inmunoldgicamente eficaz de
la vacuna de acuerdo con la invencién, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con todavia otra realizacién preferida de la invencion, se proporciona un uso para tratar o prevenir una
infeccion bacteriana en un vertebrado, que comprende administrar a dicho vertebrado una cantidad
terapéuticamente eficaz del componente de la pared celular enterococal de acuerdo con la presente invencion, el
anticuerpo de acuerdo con la presente invencién o la composicién farmacéutica de acuerdo con la presente
invencion.

Se prefiere un uso de acuerdo con la presente invencién, en donde dicha infecciéon bacteriana es una infeccién
enterococal tal como bacteriemia nosocomial, endocarditis, una infecciéon del tracto urinario, infeccion de heridas
quirdrgicas e infeccion por cuerpos extrafios y, en particular, provocada por enterococos resistentes a antibiéticos
tales como una cepa VRE y, en particular, E. faecalis.

Para examinar el papel de WTA en la resistencia a la opsonofagocitosis mediada por el complemento, los autores de
la invencién buscaron genes de E. faecalis con similitud con genes implicados en la biosintesis de WTA en Bacillus
subtilis y Staphylococcus aureus utilizando el analisis BLAST. En comparacion con B. subtilis, el cromosoma de E.
faecalis V583 porta sélo un operdn acido glicerol-teicoico (tag), que comprende TagB (EF_1172)y TagA (EF_1173).
Estos dos genes son seguidos por un gen de funcion desconocida (EF_1174) y TagD (63% de identidad, 80% de
similitud con TarA en B. subtilis W23, una glicerol-3-fosfato citidiliransferasa; EF_1175). El homdlogo mas obvio de
la enzima que cataliza la primera etapa de la biosintesis de WTA, TagO, en V583 es EF_2198 proteina (41% de
identidad, 65% de similitud con TagO en S. aureus COL). Un trabajo previo, sin embargo, ha vinculado este gen
también al locus epa, que es el racimo de genes implicados en la biosintesis del polisacarido de la pared celular
enterococal, también denominado antigeno polisacarido enterococal. Curiosamente, un mutante por interrupcion de
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EF_2198 en E. faecalis OG1RF todavia expresaba el polisacarido de la pared celular, segun se evalu6é por
electroforesis en gel de agarosa y la reactividad a Abs especificos (Teng F, Singh KV, Bourgogne A, Zeng J, Murray
BE. Further characterization of the epa gene cluster and Epa polysaccharides of Enterococcus faecalis. Infect
Immun. septiembre de 2009; 77(9): 3759-67).

En el ensayo opsonofagocitico, los autores de la invencién compararon el exterminio de bacterias de tipo salvaje y
mutantes por insercion en tagO (EF_2198), tagA (EF_1173) y tagB (EF_1172) en presencia de complemento y
neutréfilos solos o junto con Abs (anticuerpos) especificos para antigenos de la superficie de células enterococales.
En contraposicion con el tipo salvaje, los tres mutantes en genes de la biosintesis de WTA eran altamente
susceptibles al exterminio opsonofagocitico de suero agotado de Ab especifico. EI mayor exterminio se
correlacionaba considerablemente con una fagocitosis incrementada por los neutréfilos y una mayor densidad de
C3d unido a la superficie bacteriana de la cepa mutante. Experimentos adicionales excluyeron que las vias clasica y
alternativa estuviesen implicadas en la deposicién incrementada de C3b en E. faecalis V583A1172 y proporcionaron
evidencia de que la deposicion del complemento era debida a la activacion de la via de la lectina.

Con el fin de identificar las estructuras de hidratos de carbono que pueden servir como ligandos para la via de la
lectina en E. faecalis V583A1172, los autores de la invencion investigaron las diferencias estructurales en los
polimeros de la pared celular complementaria entre la cepa mutante y la de tipo salvaje. Después de la escision
enzimatica de peptidoglicano, los autores de la invencion identificaron una banda PAS-positiva en el analisis de
SDS-PAGE que ha sido previamente identificada como el polisacarido de la pared celular enterococal (Theilacker C,
et al. Serodiversity of Opsonic Antibodies against Enterococcus faecalis glycans of the Cell Wall Revisited. PLoS
ONE. 2011; 6(3): €17839).

En la cepa de delecién E. faecalis V583A1172, la banda caracteristica del polisacarido de la pared celular mostraba
un patrén de migracion mucho mas lento. Ademas, el polisacarido habia perdido su capacidad para unirse al
colorante catiénico Stains All y tampoco se unié a Q-Sepharose, lo que sugiere una pérdida de carga anidnica.
Utilizando la cromatografia de exclusiéon por tamafio y de intercambio aniénico, los autores de la invencion
obtuvieron fragmentos de la pared celular purificada a partir de E. faecalis V583 de tipo salvaje y el mutante de E.
faecalis V583A1172. Material del mutante E. faecalis V583A1172 contenia menos GalNAc, ribitol y fosfato, lo que
indica una pérdida de WTA de la envuelta de la célula del mutante (Weidenmaier C, McLoughlin RM, Lee JC. The
zwitterionic cell wall teichoic acid of Staphylococcus aureus provokes skin abscesses in mice by a novel CD4+ T-cell-
dependent

mechanism. PLoS ONE. 2010; 5(10):e13227; Neuhaus FC, Baddiley J. A continuum of anionic charge: structures
and functions of D-alanyl-teichoic acids in gram-positive bacteria. Microbiol Mol Biol Rev. diciembre de 2003;
67(4):686-723; Swoboda JG, Campbell J, Meredith TC, Walker S. Wall teichoic acid function, biosynthesis, and
inhibition. Chembiochem. 4 de enero de 2010; 11(1):35-45).

No fue posible una aclaraciéon definitiva de la estructura del polisacarido de la pared celular complementario nativo
purificado por espectroscopia de RMN debido a la naturaleza compleja y heterogénea de este hidrato de carbono en
las dos cepas. Por lo tanto, los autores de la invencién despolimerizaron los fragmentos de pared celular por
desfosforilaciéon con HF. Después del fraccionamiento por cromatografia en gel, los autores de la invencion
obtuvieron tres agrupaciones distintas. La agrupacion de masa molecular alta contenia Rha, Glc, GIcN y GalN,
indicativos del polisacarido de la pared celular enterococal. El analisis de metilacién sugirié una cadena de poli-Rha
con residuos Glc y hexosamina terminales. La agrupacion de tamafio medio contenia Rha, Glc, GIcN, GalN y
fragmentos de peptidoglicano, segun se indica por la presencia de acido muramico y los aminoacidos Ala, Glu y Lys
en una relacion molar de ~ 4:1:1, consistente con la composicion del peptidoglicano de E. faecalis (Bouhss A,
Josseaume N, Severin A, Tabei K, Hugonnet JE, Shlaes D, et al. Synthesis of the L-alanyl-L-alanine cross-bridge of
Enterococcus faecalis peptidoglycan. J Biol Chem. 29 de noviembre de 2002; 277(48):45935-41).

Por lo tanto, el oligosacarido representaba probablemente la unidad de enlace del polisacarido de la pared celular al
peptidoglicano. La agrupacion de masa molecular pequefa consistia en GalN, ribitol, Glc, y Rha en una relacion
molar de ~3:2:1:1. Después de etapas de purificacion adicionales, se detectaron dos oligosacaridos que eran
rectificables para la espectroscopia de RMN. El andlisis estructural revelé dos fragmentos de acido teicoico con
contenido en ribitol, a saber, a-L-Rhap-(1—3)-p-D-GalpNAc-(1—1)-ribitol y a-D-Glcp-(1—4)-[B-D-Glcp-(1—3)-]B-D-
GalpNAc-(1—1)-ribitol.

Digno de mencion es que la escision sin éxito de un puente peptidoglicano que une el hidrato de carbono del grupo
B estreptococal y el polisacarido capsular mediante mutanolisina se ha descrito previamente (Deng L, Kasper DL,
Krick TP, Wessels MR. Characterization of the linkage between the type Il capsular polysaccharide and the bacterial
cell wall of group B Streptococcus. J Biol Chem. 17 de marzo de 2000; 275(11):7497-504).

En resumen, los autores de la invencion observaron dos diferencias principales en los fragmentos de pared celular
de E. faecalis V583A1172 en comparacion con el tipo salvaje: a) un mayor contenido en Rha del polisacarido
putativo de la pared celular y b) la pérdida de acido teicoico con contenido en ribitol en el mutante.

Estudios en patégenos Gram-positivos han descrito la interaccion del complemento con una diversidad de antigenos
de hidratos de carbono bacterianos, incluyendo el polisacarido capsular (Aoyagi Y, Adderson EE, Rubens CE,
Bohnsack JF, Min JG, Matsushita M, et al. L-Ficolin/mannose-binding lectin-associated serine protease complexes
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bind to group B streptococci primarily through N-acetylneuraminic acid of capsular polysaccharide and activate the
complement pathway. Infect Immun. enero de 2008; 76(1):179-88; Krarup A, Sorensen UB, Matsushita M, Jensenius
JC, Thiel S. Effect of capsulation of opportunistic pathogenic bacteria on binding of the pattern recognition molecules
mannan-binding lectin, L-ficolin, and H-ficolin. Infect Immun. febrero de 2005; 73(2):1052-60), peptidoglicano
(Nadesalingam J, Dodds AW, Reid KB, Palaniyar N. Mannose-binding lectin recognizes peptidoglycan via the N-
acetyl glucosamine moiety, and inhibits ligand-induced proinflammatory effect and promotes chemokine production
by macrophages. J Immunol. 1 de agosto de 2005;175(3):1785-94), LTA (Lynch NJ, et al. L-ficolin specifically binds
to lipoteichoic acid, a cell wall constituent of Gram-positive bacteria, and activates the lectin pathway of complement.
J Immunol. 15 de enero de 2004; 172(2):1198-202) y WTA (Park KH, et al. Human serum mannose-binding lectin
senses wall teichoic acid Glycopolymer of Staphylococcus aureus, which is restricted in infancy. J Biol Chem. 27 de
agosto de 2010; 285(35):27167-75).Las profundas alteraciones en los polimeros de la pared celular
complementarios dan como resultado una mayor susceptibilidad a la deposicion del complemento por la via de la
lectina y un exterminio opsonofagocitico incrementado de bacterias mutantes. Asi, los resultados ponen de
manifiesto la importancia de la estructura de los polimeros de la pared celular complementarios en la evasion
inmune del sistema del complemento.

La presente invencion se describira ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos preferidos, con referencia a las
figuras adjuntas.

La figura 1 muestra la opsonofagocitosis y la deposicion del complemento de E. faecalis V583 y mutantes en la
biosintesis de WTA. A: exterminio opsonofagocitico de E. faecalis V583 y mutantes en la biosintesis de WTA en
presencia de 1,7% de complemento de conejo bebé absorbido solo, complemento en combinacién con leucocitos
(WBC - siglas en inglés) humanos, o complemento, WBC y Ab de conejo especifico. El porcentaje de exterminio se
determiné como una relacién a unidades formadoras de colonias a partir de tubos control que contenian bacterias y
WBCs. B: Fagocitosis de bacterias marcadas con FITC y exterminadas con formalina maté después de 15 min de
incubacién con suero humano. C: deposicion de C3b en células bacterianas enterococales medida por FACS
después de incubacion con suero humano.

La Figura 2 muestra la SDS-PAGE de extractos de la pared celular digeridos enzimaticamente. A Tincién con acido
peryodico y reactivo de Schiff (PAS). B Tincion con Stains All. Pista 1: marcador de masa molecular; pista 2: E.
faecalis V583 tipo salvaje; pista 3: E. faecalis V583A1172.

La Figura 3 muestra la espectroscopia de RMN de dos ollgosacarldos (OS) I'y Il preferidos de la presente invencion.
Se muestran a continuacion A Espectros de 'H-RMN de la region anomérica de OS |y OS Il. Espectros ROESY de
V583 wt (tipo salvaje) OS | (B) y OS Il (C). Las sefales positivas se representan en verde, indicando conectividades
H H a través de enlaces covalentes, las sefiales negativas se representan en azul, indicando las conectividades
'H,'H a través del espacio. Todas las mediciones se realizaron a 27°C en D,O a 700 MHz con la acetona patron
interno (&n 2,225).

La Figura 4 muestra las estructuras de OS | (A) y OS Il (B).
Ejemplos

Métodos y Materiales

Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento y medio

E. faecalis se cultivd a 37°C sin agitacion en caldo de soja triptico (TSB) (Carl Roth, Karlsruhe) que se suplemento
con los respectivos antibioticos segun se indica. Cultivos a corto plazo se cultivaron en agar de soja triptico (TSA) y
se almacenaron a 4°C. Los cultivos para el aislamiento de polisacaridos de la pared de células enterococales se
cultivaron hasta la fase estacionaria durante 18 h y se recogieron por centrifugacion. Cultivos de E. coli se cultivaron
en condiciones aerobias en medio Luria Bertani (LB) (Carl Roth, Karlsruhe), que estaba suplementado con
antibidticos segun se indica.

Construccion de un mutante de insercion de genes EF1172 en E. faecalis V583

Un mutante de insercion fijado como objetivo de gen EF_1172 en E. faecalis V583 se realizd segun se describe por
Rigottier-Gois et al. (Rigottier-Gois L, Alberti A, Houel A, Taly J-F, Palcy P, Manson J, et al. Large-Scale Screening of
a Targeted Enterococcus faecalis Mutant Library Identifies Envelope Fitness Factors. PLoS ONE. 15 de diciembre de
2011; 6(12):€29023), y la localizacion de la insercion fijada como objetivo se verificé mediante PCR y transferencia
Southern segun se describid previamente.

Sueros y Abs en estudios de union del complemento

Suero humano normal agrupado se obtuvo de voluntarios sanos, que dieron su consentimiento informado. Suero de
conejo bebé se obtuvo de Cederlane Laboratories. Suero agotado en C1q se adquirié de Quidel. La inactivacion por
calor del suero se realizé mediante incubacion durante 20 min a 56°C. El suero se agot6 de Ab especifico para E.
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faecalis V583 por absorcion con células bacterianas a 4°C durante 60 min. Después de la absorcién, las bacterias se
sedimentaron mediante centrifugacion y el sobrenadante se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 pm.

Ensayo de exterminio opsonofagocitico

La opsonofagocitosis bacteriana mediante leucocitos (WBC) humanos se midi6 como se ha descrito previamente
(Theilacker C, et al. Serodiversity of Opsonic Antibodies against Enterococcus faecalis-Glycans of the Cell Wall
Revisited. PLoS ONE. 2011; 6(3): e17839). En sintesis, las cepas bacterianas fueron cultivadas en la fase
logaritmica media (DOego = 0,4) en TSB y se diluyeron con RPMI suplementado con suero de ternero fetal al 15%.
Los WBCs se purificaron a partir de la sangre de voluntarios sanos mediante sedimentacién con tampoén de
heparina-dextrano y los eritrocitos restantes se retiraron mediante lisis hipotonica en disolucion de NH4Cl al 1%.
Suero de conejo bebé, diluido en la relacion 1:15 sirvi6 como fuente de complemento. Para separar Abs naturales
frente a las cepas diana el complemento fue absorbido con E. faecalis V583 segun se describe arriba. Como fuente
de Ab servia suero de conejo generado contra E. faecalis V583 exterminado por calor a una dilucion de 1:2500. En
los tubos de control, Ab, complemento, o PMNs se omitieron en el ensayo. Para la medicion de la opsonofagocitosis
se combinaron volumenes iguales de 2,5 x 10° PMNs, 2,5 x 10° UFCs de bacterias, complemento y suero de conejo
inmune inactivado por calor. Después de 90 min de incubacién, se detuvo la reaccion a 4°C, PMNs se lisaron
mediante lisis hipoténica, y los recuentos de células viables se determinaron mediante siembra de diluciones en
serie.

Ensayo de la fagocitosis

El ensayo de fagocitosis se realizd como se describe con modificaciones (Rooijakkers SH, et al. Immune evasion by
a staphylococcal complement inhibitor that acts on C3 convertases. Nat Immunol. septiembre de 2005; 6(9):920-7).
Suero agrupado humano fue absorbido con E. faecalis segun se describe arriba y fue diluido en medio RPMI con la
adicion de albumina de suero humano (HSA - siglas en |ngles) al 0,05% hasta la concentracion respectiva. A
continuacion, se afiadieron 7,5 x 10* neutréfilos humanos recién aislados y7,5x% 10° de E. faecalis V583 tipo salvaje
o E. faecalis V583A1172 exterminados por calor y marcados con FITC y se incubaron durante 15 min a 37°C al
tiempo que se agitaba a 750 rpm.La reaccion se detuvo mediante la adicién de paraformaldehido al 1,5% enfriado
con hielo en RPMI y HSA al 0,1%. La fagocitosis se analizé6 mediante citometria de flujo (FACSCalibur; Becton
Dickinson) midiendo la fluorescencia de 10.000 neutréfilos con barrera. Suero inactivado por calor se utiliz6 como
control para la fagocitosis independiente del complemento.Deposicion de C3b en E. faecalis

Cepas de E. faecalis se hicieron crecer hasta una DOggo de 0,5 en TSB y se Iavaron en tampon HEPES™ (HEPES
20 mM, NaCl 140 mM, CaClz 5 mM, MgClz 2,5 mM) con BSA al 0,1%. 12,5 x 10° bacterias se incubaron con suero
durante 30 min al tiempo que se agitaba a 900 rpm. Las bacterias se lavaron con PBS suplementado con BSA al
0,1%. La deposicion de C3b se detectd utilizando Abs de C3d anti-humanos de raton (Quidel) e IgG anti-ratén de
cabra conjugado con FITC (Protos). La fluorescencia de 10.000 bacterias se midié6 mediante citometria de flujo. La
via clasica y de lectina fue abolida mediante la incubacion de bacterias con complemento en presencia de tampdn
HEPES™ mas MgCl; 5 mM y EGTA 10mM, pH 7,5. Para la inactivacion especifica de la via clasica, se utilizé suero
agotado en C1q (Quidel). El complejo convertasa C3 (C4bC2a) se midi6 utilizando un anticuerpo monoclonal contra
C4/C4d humano (Quidel) y conjugado de FITC anti-raton policlonal de cabra como anticuerpo secundario (Dako). La
deposicion de MASP-2 se detecto utilizando un Ab anti-MASP-2 policlonal de cabra (Santa Cruz Biotechnology).

Aislamiento de la pared celular de polisacarido

Para el aislamiento de polisacaridos de la pared de células enterococales, las bacterias se cultivaron como se
describe arriba. Las bacterias se lavaron y se resuspendieron en tampoén de digestion (PBS mas CaCl, 20 mM,
MgCl2 20 mM, NaNs al 0,05%) y se escindieron enzimaticamente con mutanolisina (0,01 mg/mL) y lisozima (0,5
mg/mL) a 37°C durante 18 h. Después, el material insoluble se separé mediante centrifugacion y el sobrenadante
fue tratado con nucleasas (DNasa | y RNasa, concentracion final de 0,1 mg/mL) durante 18 h a 37°C. Las proteinas
se degradan mediante digestion con proteinasa K (0,1 mg/mL) durante 8 h a 56°C. El sobrenadante se dializé
ampliamente (10 ku MMCO) frente a H20 y se liofilizé. Para la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC - siglas
en inglés), la muestra se disolvié en tampon carbonato de amonio 50 mM (pH 8,8; NaNs al 0,02%) y se aplicé en una
columna Sephacryl S 200 (1,6 x 100 cm, GE Healthcare). Se midieron hexosa y el contenido de fésforo como se ha
descrito previamente (Theilacker C, et al. Opsonic antibodies to Enterococcus faecalis strain 12030 are directed
against lipoteichoic acid. Infect Immun. octubre de 2006; 74(10):5703-12), y se combinaron, dializaron y liofilizaron
fracciones positivas que eluyen a una K, de 0,29 y 0,31, respectivamente. El material resultante se disolvidé en
NaHCO3 20 mM (pH 8,0, NaNs al 0,02%) y se sometieron a cromatografia de intercambio de aniones (Q Sepharose
FF, GE Healthcare).

Para escindir los enlaces fosfodiéster, 10 mg de la muestra se disolvieron en 50 pyL de HF al 48% y se incubaron a
4°C durante 2 d. El material se neutralizé y se separé mediante SEC en Sephadex G50 (columna de 1,6 x 100 cm,
BioRad). Fracciones de la masa molecular mas baja fueron purificadas adicionalmente mediante SEC en Biogel P2
(Columna de 1 x 120 cm, Biorad), seguido de cromatografia de intercambio de aniones de alto rendimiento (HPAEC
- siglas en inglés, Dionex) empleando una columna CarboPak PA 100 (9 x 250 mm) y un detector electroquimico
ED50 (Dionex). El analisis de los datos se realizé utilizando el software Chromeleon versién 6.6.
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SDS-PAGE

Para la SDS-PAGE de hidratos de carbono de la pared de células enterococales brutos se centrifugaron 40 mL de
cultivo y el sedimento se digiri6 con mutanolisina, lisozima, nucleasas y proteinasa K como se ha descrito arriba.
Después de una amplia dialisis frente a H,O, 100 ug del material liofilizado se separaron mediante un gel NuPAGE
Novex BisTris al 10% prefabricado (Invitrogen) en tampon de desarrollo Nupage SDS-MES (Invitrogen). Los hidratos
de carbono se tifieron con Stains All o reactivo de Schiff de acido periédico (PAS) segun se describe previamente
(Theilacker C, Kaczynski Z, Kropec A, Sava |, Ye L, Bychowska A, et al. Serodiversity of Opsonic Antibodies against
Enterococcus faecalis-Glycans of the Cell Wall Revisited. PLoS ONE. 2011; 6(3):e17839; Hancock LE, Gilmore MS.
The capsular polysaccharide of Enterococcus faecalis and its relationship to other polysaccharides in the cell wall.
Proc Natl Acad Sci U S A. 5 de febrero de 2002; 99(3):1574-9).Métodos quimicos generales y analiticos

Analisis cualitativos y cuantitativos de azucares neutros se realizaron mediante cromatografia de gases (GC) de
acetatos de alditol hidrolizados y peracetilados segun se ha descrito previamente (Haseley SR, Holst O, Brade H.
Structural and serological characterisation of the O-antigenic polysaccharide of the lipopolysaccharide from
Acinetobacter haemolyticus strain ATCC 17906. Eur J Biochem. 15 de marzo de 1997; 244(3):761-6). Se llevaron a
cabo separaciones mediante GC con un sistema Agilent GC (6890N) equipado con una columna capilar SPB-5 de
poli-(5%-difenil-95%-dimetil)-siloxano (30 m, d.i. 0,32 mm). Las sefiales fueron detectadas mediante ionizaciéon de
llama y fueron analizadas con el software Agilent ChemStation versiéon B 01.01. La configuracion absoluta de los
azucares se determiné mediante GC de (S)-2-butanolglicésidos peracetilados.

El analisis de metilacién se llevd a cabo analizando los acetatos de alditol parcialmente metilados del material
tratado con HF mediante GC-MS (Ciucanu |, Kerek F. A Simple and Rapid Method for the Permethylation of
Carbohydrates. Carbohydrate Research. 1984;131(2):209-17). En sintesis, 150 ug del material liofilizado tratado con
HF fue metilado (yoduro de metilo) tres veces en DMSO anhidro (almacenado sobre tamiz molecular [4 A]) con la
adicion de NaOH en polvo. La mezcla se mantuvo durante 1 h a 20°C bajo agitacion. Después, los polisacaridos
metilados se extrajeron tres veces con 2 mL de cloroformo, se secaron y se hidrolizaron con CF3COOH 4 M durante
4 h a 100°C. Subsiguientemente, el material se evaporé con H,O desionizada para separar el CF3COOH residual y
se redujo con borodeuteruro de sodio (18 h en la oscuridad). La peracetilacion se realizé6 como se describe arriba,
seguido de analisis por GC-MS.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se llevé a cabo en un espectréometro Bruker Avance Il
700 MHz UItrashleId Plus, empleando un software estandar (Bruker) Las frecuencias de trabajo para los
experlmentos de 'H-RMN eran 700,75 MHz, para experimentos de *C-RMN eran 176,20 MHz y para experimentos
de *'P-RMN eran 283,67 MHz. Para el intercambio de H-D, las muestras se resolvieron repetidamente en D,O
(99,9%) y se evaporaron bajo nitrégeno, y para las mediciones finales la muestra se resolvié en D2O (99,99%).
Todos los espectros se registraron a 27°C. Los desplazamientos quimicos se asignan en ppm y se calibran de
acuerdo con los valores de acetona (0n: 2.225; &¢c: 31,45) utilizados como patron interno.

Espectros de espectroscopia de correlacion (COSY), espectroscopia de correlacion total (TOCSY), espectroscopia
de efecto Overhauser nuclear (NOESY) y espectroscopia de efecto Overhauser nuclear en su plano rotatorio
(ROESY) se registraron con conjuntos de datos ({2 x t1) de 2048 x 512 puntos bitios. Se llevaron a cabo
experimentos TOCSY y NOESY senS|bIes en fase con tiempos de mezcladura de 400 ms y 180 ms,
respectivamente. Las correlaciones 'H-"3C heteronucleares 2D se realizaron mediante experimentos de coherencia
de quantum multiple heteronuclear (HMQC), correlacion por enlace multiple heteronuclear (HMBC) y correlacion por
quantum sencillo heteronuclear (HSQC) con conjuntos de datos de 4096 x 512 puntos bitios.

Resultados

Mutantes de E. faecalis con deficiencias en la biosintesis de WTA son mas susceptibles a la
opsonofagocitosis en ausencia de Ab especifico

Mutantes por insercion de genes con alta homologia con genes de acido glicerol-teicoico (tag) tagO (EF2198), tagA
(EF1173) y tagB (EF1172) se han construido previamente (Tabla 1) (Rigottier-Gois L, Alberti A, Houel A, Taly J-F,
Palcy P, Manson J, et al. Large-Scale Screening of a Targeted Enterococcus faecalis Mutant Library Identifies
Envelope Fitness Factors. PLoS ONE. 15 de diciembre de 2011; 6(12):€29023).

Tabla 1: Analisis de homologias de genes de la biosintesis de acido teicoico de B. subtilis W23y S. aureus COL con
genes de E. faecalis V583 mediante el algoritmo BLAST.
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B. subtilis S. aureus Funcion
% Id % Si %Id  %Si
EF2198 TagO 24 40 41 65 UDP-N-acetilglucosamina-undecaprenil-P

N-acetilglucosaminil-1-P transferasa
EF1173 TarA 38 60 33 59 N-acetilglucosaminil-difosfo-undecaprenol
N-acetil-manosaminil-transferasa

EF1172 TagB 28 48 26 47 glicerofosfotransferasa

Los autores de la invencion estudiaron estos mutantes en un ensayo de exterminio opsonofagocitico heterélogo
utilizando suero de conejo bebé al 1,7% agotado de Ab especifico mediante absorcion a la cepa diana como fuente
de complemento (Figura 1). E. faecalis V583 tipo salvaje era resistente a la opsonofagocitosis dependiente del
complemento por parte de neutréfilos humanos. Sélo después de la adicién de Ab especifico, las bacterias fueron
exterminadas facilmente. En contraposicion, mutantes por insercién de E. faecalis en tagO (EF2198), tagA (EF1173)
y tagB (EF1172) eran altamente susceptibles al exterminio mediado por el complemento y la adicién de Ab
especifico no fomentaba aun mas la opsonofagocitosis (Figura 1, A). A continuacion, los autores de la invencion
incubaron células de E. faecalis marcadas con FITC y exterminadas por calor con suero humano absorbido para
medir la absorcion por parte de neutréfilos humanos por analisis FACS. A concentraciones séricas de hasta 10%, la
tasa de E. faecalis V583A1172 fagocitada era mucho mayor en comparacion con bacterias de tipo salvaje (Figura
1B).

La inactivacion de tagB (EF1172) en E. faecalis V583 conduce a una deposicion incrementada de C3b por la
via de la lectina

Para someter a ensayo si una absorcion fagocitica elevada de E. faecalis V583A1172 era debida a una deposicion
incrementada de complemento, los autores de la invencién midieron mediante citometria de flujo la cantidad de C3b
unida a células bacterianas. Suero humano agotado de Ab especifico mediante absorcidon con la cepa diana se
utilizé6 como fuente de complemento. Comparado con bacterias de tipo salvaje, se detectaron concentraciones mas
altas de C3b unido a E. faecalis V583A2198 (homodlogo tagO) y a E. faecalis V583A1172 (Figura 1C). C3b es el
producto final de la via clasica, de la lectina y alternativa de activacion del complemento. La via clasica y de la
lectina conducen ambas a la formacion del complejo de convertasa C3 C4bC2b, que escinde C3 en C3ay C3b. Ca®*
es un cofactor esencial para la activacion de la via clasica y de la lectina.

La sensibilidad al exterminio opsonofagocitico inducido por el complemento se asocia a hidratos de
carbono de la envuelta de la célula alterada

Para investigar esta hipétesis, los autores de la invencién caracterizaron la estructura de los polisacaridos asociados
a la pared celular de E. faecalis de tipo salvaje y V583A1172. Para este fin, fragmentos de la pared celular después
de la despolimerizacion de peptidoglicano por mutanolisina y lisozima fueron separadas mediante SDS-PAGE y se
tineron mediante PAS y Stains All (Figura 2). La SDS-PAGE de los fragmentos de pared celular de la cepa de tipo
salvaje reveld una banda ancha de alrededor de 60 ku. En E. faecalis V583A1172, en contraposicion, esta banda
migré considerablemente de forma mas lenta y no fue tefiida mediante el colorante catiénico Stains All, lo que
sugiere una pérdida de motivos de carga negativa (Figura 2).

Extractos de pared celular de E. faecalis V583A1172 contienen menos fésforo y glucosamina, pero mas
ramnosa

Extractos de pared celular de la E. faecalis V583 de tipo salvaje y su mutante insertado V583A1172 se purificaron
adicionalmente mediante cromatografia. En primer lugar, el material se separé mediante SEC. A pesar del diferente
patron de migracion en SDS PAGE, extractos de pared celular del tipo salvaje y mutante se eluyeron a volimenes
similares en SEC, lo que indica una masa molecular similar. Sin embargo, el material de E. faecalis V583A1172
contenia menos fosforo. Para un analisis adicional, se combinaron las fracciones del pico principal que contenia
hidratos de carbono (Kay 0,30) y se sometieron a cromatografia de intercambio de aniones. Material procedente de
E. faecalis de tipo salvaje eluydé como un pico principal, que contiene fésforo, a NaCl 175 mM de Q Sepharose. En
contraposicion, el pico principal en E. faecalis V583A1172 no se fij6 a la columna de intercambio de aniones,
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sugiriendo de nuevo una pérdida de carga negativa. El analisis de la composicion de los extractos purificados reveld
que el polisacarido de las dos cepas contenia Rha, Glc, GalN, GIcN, ribitol y fosfato. La comparacion de las
relaciones molares de los azucares, ribitol y fosfato reveld6 que el polisacarido V583A1172 contenia
aproximadamente cuatro veces menos galactosamlna y ribitol, y aprox. 2,5 veces menos fosfato en comparacién con
el tipo salvaje. En espectroscopia de 'H-RMN, diferian las sefales de protones anoméricos del polisacarido de la
pared celular de E. faecalis tipo salvaje y V583A1172, pero la heterogeneidad de la region anomérica impidié un
analisis detallado sin degradacion ulterior de la molécula.

El polisacarido de la pared celular de E. faecalis V583A1172 carece de WTA unido covalentemente

Para investigar adicionalmente la estructura de los dos polisacaridos de la pared celular, se hidrolizaron enlaces
fosfodiéster mediante HF acuoso y el hidrolizado se fraccion6 mediante SEC (Figura 1 y 3A suplementaria). En
comparacion con los fragmentos de pared celular de la cepa de tipo salvaje, el perfil de elucion del polisacarido
mutante carecia de un pico de baja masa molecular, eluyendo cerca del volumen total de la columna. Este material
de baja masa molecular de la cepa de tipo salvaje se purifico adicionalmente mediante cromatografia de exclusion
por tamafio y se realizé un analisis de la composicion. Se confirmé la presencia de D-GalN, L-Rha, D-Glc, y ribitol
como componentes tipicos de un TA que contiene ribitol (Tabla 2). La separacion adicional de este material
mediante HPAEC reveld la presencia de dos oligosacaridos diferentes designados OS | y OS Il, que luego se
aislaron mediante HPAEC preparativa.

Tabla 2: Analisis de la composicidon de polimeros de la pared celular complementarios de E. faecalis después de
desfosforilacion con HF y SEC en Sephadex G50. En E. faecalis V583A 1172 estaba ausente la agrupacion 3. N.D.:
no detectado. Rha - ramnosa, Glc - glucosa, GIcN - glucosamina, GalN - galactosamina, Ala - alanina, Glu -
glutamina, Lys — lisina Las concentraciones se expresan como nmol/mg.

Rha Glc Ribitol GIcN  GalN  Ala Glu Lys

V583 wt agrupacion 1 2116 643 N.D. 280 154 112 28 28
V583 wt agrupacion 2 363 170 27 198 178 972 274 287
V583 wt agrupacion 3 589 690 1180 N.D. 1668 14 6 7
V583A1172 agrupacion 1 3337 762 N.D. 268 123 129 30 28
V583A1172 agrupacion 2 524 110 N.D. 10 6 64 16 16

El espectro de "H-RMN de OS | (véase la Figura 4) mostro dos sefiales diferentes en la region anomérica, es decir,
en & 4,88 (A1) que fue asignada como el protdn anomérico de a-L-Rhap y en & 4,58 (B1) que fue anotado como
proton anomérico de 3-D-GalpN. La sefial en & 1,27 (A6) fue asignada a los protones metilicos de Rha. El espectro
de "H-RMN de OS I (véase la Figura 4) comprendia por tres sefales diferentes en la regién anomérica. Una sefial
en 0 4,59 (E1) represento el protdbn anomérico de un residuo de B-D-GalpN, otro en & 4,98 fue asignado aI protén
anomeérico de a-D-Glcp (D1), y el situado en & 4,45 (F1) al protén anomérico de B-D-Glcp. Los espectros de 'H-RMN
exhibian sefiales a © 2,06 (OS |) y & 2,03 (OS Il), indicando la N-acetilacion de GalpN en ambas muestras. Por lo
tanto, las estructuras correspondientes eran el trisacarido a-L-Rhap-(1—3)-B-D-GalpNAc(1—1)-ribitol para OS | y el
tetrasacarido ramificado a-D-Glcp-(1—4)-[3-D-Glcp-(1—3)-]3-D-GalpNAc-(1—1)-ribitol para OS II.
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REIVINDICACIONES

1. Un componente de la pared de células enterococales, seleccionado del grupo que consiste en estructuras B-D-
GalpNAc-ribitol

OH

RRQ OH OH

R,0 NHAc
OH
D,

en donde R; se selecciona de B-D-Glcp o a-L-Rhap, y
R: se selecciona de H o a-D-Glcp,
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal o un fragmento antigénico del mismo, que reconoce
especificamente un componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un componente de la pared de células enterococales de
acuerdo con la reivindicacion 1 y/o al menos un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2, junto con un soporte
y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en donde dicha composicién comprende un
componente de la pared celular de acuerdo con la formula .

5. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4, en donde dicha composicién se formula
como una vacuna.

6. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde dicho
componente de la pared celular de acuerdo con la férmula | esta presente en una vacuna de glicoconjugado.

7. Un método para producir el componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1,
que comprende aislar dicho componente de la pared de células enterococales a partir de una fraccién bacteriana, o
que comprende sintetizar dicho antigeno, al menos en parte, a través de sintesis quimica.

8. Un método para producir el anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende inmunizar un mamifero,
preferiblemente un conejo, con un componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la
reivindicacion 1, o con la composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, y
preferiblemente la vacuna de acuerdo con la reivindicaciéon 5 6 6.

9. Un método para producir el anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende generar células de
hibridoma que producen dicho anticuerpo como un anticuerpo monoclonal, o que comprende una produccién
recombinante de dicho anticuerpo en una célula huésped.

10. El componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para
uso en el tratamiento de enfermedades.

11. El componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para
uso en inducir una respuesta inmune contra al menos una cepa enterococal en un vertebrado, administrando a dicho
vertebrado una cantidad inmunoldgicamente eficaz de dicho componente de la pared de células enterococales de
acuerdo con la reivindicacion 1, dicho anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2 o dicha composiciéon
farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6.

12. El componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para
uso en tratar o prevenir una infeccién bacteriana en un vertebrado, administrando a dicho vertebrado una cantidad
terapéuticamente eficaz de dicho componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicaciéon
1, dicho anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2 o dicha composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 6.

13



ES 2 528 344 T3

13. El componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para
uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde dicha infeccién bacteriana es una infeccién por enterococos tal
como infeccion bacteriemia nosocomial, endocarditis, una infeccion del tracto urinario, infeccion de herida quirargica
e infeccion por cuerpos extrafios y es provocada, en particular, por enterococos resistentes a antibiéticos.

14. El componente de la pared de células enterococales de acuerdo con la reivindicacion 1, el anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para
uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho enterococo resistente a antibiéticos es una cepa VRE tal

como, por ejemplo, E. faecalis.
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Figura 2
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Figura 3
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