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Sepsis asociada a las proteinas y los acidos nucleicos de meningitis / Escherichia coli
Descripcion
CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencion es en el campo de la biologia Escherichia coli, y en particular se refiere a inmunégenos para
su uso en la inmunizacién frente a cepas patdgenas extraintestinales de E. coli (EXPEC).

FONDO DE ARTE

[0002] Pocos microorganismos son tan versatiles como E. coli. Ademas de ser un miembro importante de la
microflora intestinal normal de los mamiferos, que ha sido ampliamente explotado como un huésped en la tecnologia
del ADN recombinante. Ademas, sin embargo, E. coli puede ser también un patégeno mortal.

[0003] Cepas de E. coli se han clasificado tradicionalmente como comensales o patégenos, y las cepas patdgenas
son entonces sub-clasificadas como cepas intestinales o extraintestinales. La clasificacion también puede estar
basada en antigenos 'K'. El antigeno 'K' mejor estudiado es 'K1', el cual se considera el principal determinante de
virulencia entre las cepas de E. coli que causan la meningitis neonatal. El antigeno K1 es un homopolimero de acido
sialico a-2,8-ligado, como el sacéarido capsular del meningococo del serogrupo B.

[0004] Mas recientes técnicas taxondmicas tales como la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) clasifican E.
coli en cinco grupos filogenéticos (A, B1, B2, D y E), y estas agrupaciones no se ajustan a las tradicionales. Por
ejemplo, el grupo B1 MLEE incluye tanto comensales como cepas patdgenas, y el grupo D incluye tanto cepas
intestinales como extraintestinales.

[0005] Las cepas patdgenas extraintestinales (o cepas 'EXPEC' [1]) de E. coli se dividen en grupos B2 y D MLEE, e
incluyen tanto las cepas de uropatégenos (UPEC) y cepas de meningitis/sepsis asociadas (MNEC). Cepas de UPEC
causan infecciones del tracto urinario (ITU), y son una causa comun de la cistitis. También causan pielonefritis (y sus
complicaciones como sepsis) y las infecciones asociadas al catéter. Cepas MNEC causan la meningitis neonatal (0,1
casos por 1.000 nacidos vivos) con tasas de mortalidad que van desde 25 a 40%, y también son responsables de
alrededor de 1/6 de los casos de sepsis.

[0006] La mayoria de las vacunas EXPEC anteriores se han basado en los lisados celulares o en las estructuras
celulares. SOLCOUROVAC™ incluye diez bacterias muertas por calor diferentes, incluyendo seis cepas EXPEC, y
se informé de un ensayo clinico de fase Il exitoso en la referencia 2. URO-VAXOM™ es una vacuna de tableta oral
que contiene lisados bacterianos liofilizados de 18 cepas de E. coli seleccionados [3]. Las vacunas de Baxter
desarrollaron una vacuna contra la infeccién del tracto urinario en base a pili de 6 a 10 cepas diferentes, pero este
producto ha sido abandonado. Medimmune desarrollé un producto llamado MEDI 516 basado en el complejo de
adhesina FimH [4], pero los ensayos clinicos de fase || muestran una eficacia inadecuada. Por otra parte, existia el
riesgo que esta vacuna también afectaria cepas no patégenas de FimH"™*® en la flora intestinal normal, y se esperaba
que seria eficaz contra cepas de UPEC solamente, debido a su mecanismo de adherencia-vejiga especifica,
dejando otras cepas ExPEC incontroladas.

[0007] Hay por lo tanto una necesidad de vacunas de EXPEC mejoradas, incluyendo una necesidad de alejarse de
lisados res celulas crudos y hacia moléculas mejor definidas, y la necesidad de identificar antigenos adicionales que
son adecuados para su inclusion en las vacunas, en particular los antigenos que son frecuentes entre las cepas
clinicas ExPEC sin ser también encontradas en cepas comensales. Dentro del grupo EXPEC, hay una necesidad
particular para identificar antigenos adecuados para inmunizar contra cepas MNEC.

[0008] Se informd de una manera de abordar estas necesidades en la referencia 5, donde los inventores buscaron
los genes presentes en los genomas de tipos MLEE B2 y D, pero ausentes de tipos MLEE A y B1. Otros enfoques
comparativos, basados en la hibridacién sustractiva, se han reportado en las referencias 6 y 7. Los genes de
virulencia en cepas ExXPEC también han sido identificados en referencia 8. La referencia 9 describe un analisis de
cuatro islas de patogenicidad en la cepa UPEC de E. coli 536.

[0009] Referencia 10 utiliza la secuencia del genoma de UPEC(06:K2:H1) cepa CFT073 [11,12] para identificar
secuencias que no estan presentes en cepas de E. coli no patégenas. La referencia 13 da a conocer una
comparacion de la secuencia de genoma de cepa de pielonefritis humana de E. coli 536 (O6: K15: H31), una UPEC,
con datos de la secuencia para las cepas CFT073 (UPEC), EDL933 (enterohemorragica) y MG1655 (cepa de
laboratorio no patégena). Secuencias del genoma de cepas patdgenas estan disponibles en las bases de datos con
los nimeros de acceso AE005174, BA0OO0007 y NC-004431. Una secuencia de una cepa no patdgena esta
disponible bajo el numero de acceso U00096.
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[0010] Es un objeto de la invencion proporcionar antigenos adicionales para su uso en la inmunizacion contra cepas
de E. coli patégenas, en particular contra cepas EXPEC, y mas particularmente contra las cepas MNEC.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0011] Los inventores han identificado varios marcos de lectura abiertos de una cepa de E. coli responsable de la
meningitis neonatal (MNEC), y se ha identificado un subconjunto de estos que es de particular interés para la
preparacion de composiciones para inmunizar contra infecciones MNEC.

[0012] En un aspecto, la presente invencidon se refiere a un polipéptido que comprende: (a) la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2; (b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2; (c) una secuencia de aminoacido que es un fragmento de al menos 10 aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO: 2; o (d) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2 y que incluye un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de SEQ ID
NO: 2, para uso en el tratamiento o prevencion de la enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria EXPEC. En
una realizacion particular, los polipéptidos de este aspecto de la invencion comprenden un fragmento que
comprende al menos un epitopo de células B de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0013] Los polipéptidos de la invencion pueden ser utilizados en la medicina y en la fabricacion de un medicamento
para elevar una respuesta inmune en un paciente.

[0014] La presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido de
la invencion, en mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento o prevencion de la
enfermedad y/o infeccidon causada por una bacteria EXPEC. La invencidn se refiere ademas a una composicion
farmacéutica que comprende dos o mas polipéptidos de la invencién, en mezcla con un portador farmacéuticamente
aceptable para uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria ExPEC.
En una realizacién particular, las composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden ademas un adyuvante
de vacuna.

[0015] La presente invencion se puede utilizar para elevar una respuesta inmune en un paciente, que comprende la
etapa de administracion al paciente de una composicion farmacéutica o composicion inmunogénica de la invencion.
En una forma de realizacion particular, la respuesta inmunitaria es protectora contra la infeccion ExXPEC, y en
particular contra una infeccion MNEC.

[0016] Se describen a continuacion otros aspectos de la invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0017]

La Figura 1 muestra el % de supervivencia de los ratones con el tiempo después del desafio con IHE3034
después de la inmunizacién con IHE3034 inactivada por calor o con un control (‘fisiol'), y también niveles de
bacteriemia (ufc/ml) después de 24 horas.

La Figura 2 muestra el % de supervivencia de los ratones después del desafio con IHE3034 después de la
inmunizacion ya sea con bacterias inactivadas por calor (arriba) o con vesiculas (parte inferior) de mutantes
ATolR. Los inmundgenos se prepararon a partir de la cepa IHE3034 o de una cepa de control (DH5).

La Figura 3 muestra el % de supervivencia de los ratones después del desafio con IHE3034 después de la
inmunizacién con hierro o con un control (arriba) y el titulo del suero anti-IroN Ig (parte inferior).
La Figura 4 es similar a la Figura 3, pero para IbeA en lugar de IroN.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0018] Los inventores han identificado 4995 marcos de lectura abiertos de una cepa MNEC K1/ B2, y han
identificado un subconjunto de estos que es de particular interés para la preparacion de composiciones
inmunogénicas contra las cepas MNEC.

Polipéptidos
[0019] La invencién proporciona polipéptidos que comprenden la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, como
se describe en los ejemplos y en la Tabla 2, para uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad y/o infeccién

causada por una bacteria ExXPEC.

[0020] La invencion también proporciona un polipéptido codificado dentro de la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 1, para uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria ExPEC.
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La secuencia de codificacion en el acido nucleico comienza preferiblemente con un codén de inicio y termina con un
codon de parada. Los polipéptidos preferidos son aquellos no identificados en el ejemplo de la técnica anterior no
identificado en cualquiera de las referencias 5, 6, 8, 10 y 11.

[0021] La invencién también proporciona polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos que tienen
identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos descritas en los ejemplos para el uso en el tratamiento o
prevencion de la enfermedad y/o infeccidon causada por una bacteria ExXPEC. Del mismo modo, la invencion
proporciona polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos que tienen identidad de secuencia para las
secuencias de aminoacidos codificados dentro de SEQ ID NO: 1 para su uso en el tratamiento o prevencién de la
enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria EXPEC. Dependiendo de la secuencia particular, el grado de
identidad de secuencia es preferiblemente mayor que 50% (por ejemplo 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% o mas). Estos polipéptidos incluyen homélogos, ortélogos, variantes
alélicas y mutantes. Tipicamente, 50% de identidad o méas entre dos secuencias de polipéptidos se considera que es
una indicaciéon de equivalencia funcional. La identidad entre los polipéptidos se determina preferiblemente por el
algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman como se implementa en el programa MP-SRCH (Oxford
Molecular), usando una busqueda de huecos afines con parametros de penalizacion de hueco abierto=12 y por
sancion de extension de laguna=1.

[0022] Estos polipéptidos pueden, en comparacién con las secuencias de los ejemplos, incluir uno o mas (por
ejemplo 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, etc.) sustituciones de aminoacidos conservadoras, es decir, reemplazos de un
aminoacido con otro que tiene una cadena lateral relacionada. Aminoacidos codificados genéticamente se dividen
generalmente en cuatro familias: (1) acidos es decir, aspartato, glutamato; (2) basico, es decir lisina, arginina,
histidina; (3) no polar es decir, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4)
polares sin carga es decir, glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La fenilalanina, el
triptéfano y la tirosina se clasifican a veces conjuntamente como aminoacidos aromaticos. En general, la sustitucion
de aminoacidos individuales dentro de estas familias no tiene un efecto importante sobre la actividad bioldgica.
Ademas, los polipéptidos pueden tener una o mas (por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, etc.) deleciones de un solo
aminoacido con respecto a una secuencia de referencia. Ademas, los polipéptidos pueden incluir una o mas (por
ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) inserciones (por ejemplo, cada uno de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos) con
respecto a una secuencia de referencia.

[0023] Los polipéptidos preferidos incluyen polipéptidos que son lipidados, que se encuentren en la membrana
externa, que se encuentren en la membrana interna, o que se encuentren en el periplasma. Polipéptidos
particularmente preferidos son los que pertenecen a mas de una de estas categorias, por ejemplo, polipéptidos
lipidados que se encuentran en la membrana externa. Las lipoproteinas pueden tener una cisteina N-terminal a la
que los lipidos se unen covalentemente, a raiz de procesamiento posterior a la traduccion del péptido de sefial.
[0024] Un polipéptido preferido aparece en la Tabla 2.

[0025] La invencion proporciona ademas polipéptidos que comprenden fragmentos de las secuencias de
aminoacidos descritas en los ejemplos para su uso en el tratamiento o la prevencion de la enfermedad y/o infeccidn
causada por una bacteria ExPEC. Del mismo modo, la invencidon proporciona polipéptidos que comprenden
fragmentos de las secuencias de aminoacidos codificados dentro de SEQ ID NO: 1 para su uso en el tratamiento o
prevencion de la enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria EXPEC. Los fragmentos deben comprender
aminoacidos n al menos consecutivos de las secuencias y, dependiendo de la secuencia particular, n es 7 0 mas
(por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas). El fragmento
puede comprender al menos una de las células T o, preferiblemente, un epitopo de células B de la secuencia.
Epitopos de células T y B se pueden identificar empiricamente (por ejemplo, utilizando PEPSCAN [14,15] o métodos
similares), o pueden predecirse (por ejemplo, utilizando el indice antigénico de Jameson-Wolf [16], los enfoques
basados en la matriz [17] TEPITOPE, [18], las redes neuronales [19], OptiMer & EpiMer [20,21], ADEPT [22], Tsites
[23], hidrofilicidad [24], indice antigénico [25] o los métodos descritos en la referencia 26, etc.). Otros fragmentos
preferidos son (a) los péptidos de sefal N-terminal de los polipéptidos de la invencién, (b) los polipéptidos, pero sin
sus péptidos de sefal N-terminales, (c) los polipéptidos, pero sin 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 de sus residuos de
aminoacido N-terminal.

[0026] Otros fragmentos preferidos son los que comienzan con un aminoacido codificado por un potencial codén de
inicio (ATG, GTG, TTG). Los fragmentos a partir de la metionina codificada por un codén de inicio corriente abajo del
codon de inicio indicados son polipéptidos de la invencion.

[0027] Otros fragmentos preferidos son los que son comunes a un polipéptido de la invencion y a un polipéptido
identificado en cualquiera de las referencias 5, 6, 8, 10y 11.

[0028] Los polipéptidos de la invencion se pueden preparar de muchas maneras, por ejemplo, por sintesis quimica
(en todo o en parte), por digestién de polipéptidos mas largos que utilizan proteasas, por la traduccion de ARN, por
purificacién a partir de cultivo celular (por ejemplo, de expresién recombinante), a partir del propio organismo (por
ejemplo, después de un cultivo bacteriano, o directamente de los pacientes), etc. Un método preferido para la
produccion de péptidos de <40 aminoacidos implicados en la sintesis quimica in vitro [27,28]. La sintesis de péptidos
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en fase sdlida se prefiere particularmente, tales como los métodos basados en quimica tBoc o Fmoc [29]. Sintesis
enzimatica [30] también puede ser usada en parte o en su totalidad. Como alternativa a la sintesis quimica, la
sintesis biolégica puede ser utilizada, por ejemplo, los polipéptidos pueden ser producidos por la traduccién. Esto
puede llevarse a cabo in vitro o in vivo. Los métodos biolégicos son, en general limitados a la produccién de
polipéptidos sobre la base de L-aminoacidos, pero la manipulacion de la maquinaria de traduccion (por ejemplo, de
moléculas ARNt aminoacil) se pueden utilizar para permitir la introduccion de D-aminoacidos (o de otros
aminoacidos no naturales, como yodotirosina o metilfenilalanina, azidohomoalanine, etc.) [31]. Cuando se incluyen
los D-aminoacidos, sin embargo, se prefiere utilizar la sintesis quimica. Los polipéptidos de la invencion pueden
tener modificaciones covalentes en el C-terminal y/o N-terminal.

[0029] Los polipéptidos de la invencion pueden adoptar diversas formas (por ejemplo, nativa, fusiones, glicosilada,
no glicosilada, lipidada, no lipidada, fosforilada, no fosforilada, miristoilada, no miristoilada, monomérica, multimérica,
en particulas, desnaturalizada, etc .).

[0030] Los polipéptidos de la invencion se proporcionan preferiblemente en forma purificada o sustancialmente
purificada, es decir, sustancialmente libre de otros polipéptidos (por ejemplo, libre de polipéptidos de origen natural),
particularmente de otros polipéptidos EXPEC o de célula huésped, y son generalmente al menos aproximadamente
50% puros (en peso), y por lo general al menos aproximadamente 90% puros, es decir menos de aproximadamente
50%, y mas preferiblemente menos de aproximadamente 10% (por ejemplo 5% o menos) de una composicion se
compone de otros polipéptidos expresados. Los polipéptidos de la invencién son polipéptidos preferiblemente
EXPEC, y mas preferiblemente MNEC.

[0031] Los polipéptidos de la invencién pueden estar unidos a un soporte sélido. Los polipéptidos de la invencion
pueden comprender una etiqueta detectable (por ejemplo, un marcador radiactivo o fluorescente, o una etiqueta de
biotina).

[0032] EI término "polipéptido” se refiere a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser
lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos modificados, y puede estar interrumpido por no aminoacidos.
Los términos también abarcan un polimero de aminoacidos que ha sido modificado naturalmente o mediante
intervencion; por ejemplo, formacion de enlaces de disulfuro, glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion, o
cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugacion con un componente de etiquetado. También
incluidos dentro de la definicién estan, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un
aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en
la técnica. Los polipéptidos pueden ocurrir cadenas sencillas o cadenas asociadas. Los polipéptidos de la invencion
pueden ser glicosilados de forma natural o no natural (es decir, el polipéptido tiene un patrén de glicosilacion que
difiere del patron de glicosilacion encontrado en el correspondiente polipéptido de origen natural).

[0033] Los polipéptidos de la invencion pueden ser de al menos 40 aminoacidos de longitud (por ejemplo, al menos
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280 , 300, 350, 400, 450, 500 o mas). Los
polipéptidos de la invencion pueden ser mas cortos de 500 aminoacidos (por ejemplo, no mas de 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 350, 400 o 450 aminoacidos).

[0034] La invencién puede usar polipéptidos que comprenden una secuencia -X-Y- o -Y-X-, en el que: -X- es una
secuencia de aminoacidos como se define anteriormente y -Y- no es una secuencia como se define anteriormente
es decir, proteinas de fusién. Cuando el codén N-terminal de una secuencia de codificacion de polipéptido no es
ATG, ese codon sera traducido como aminoacido estandar para ese codén en lugar de como un Met, que se
produce cuando el coddn se traduce como un coddn de inicio.

[0035] La invencién también proporciona un polipéptido hibrido representado por la formula NH2-A-[-XL-]n-B-COOH,
en el que X es un polipéptido de la invencion como se ha definido anteriormente, L es una secuencia de enlazador
opcional de acido amino, A es una secuencia de aminoacidos opcional N-terminal, B es una secuencia de
aminoacidos C-terminal opcional, y n es un niumero entero mayor que 1, en el que el polipéptido hibrido es para uso
en el tratamiento o prevencion de la enfermedad y/o infeccidén causada por una bacteria EXPEC. El valor de n es
entre 2 y x, y el valor de x es tipicamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10. Preferiblemente, n es 2, 3 0 4; es mas
preferiblemente 2 o 3; mas preferiblemente, n=2. Para cada instancia n, -X- pueden ser iguales o diferentes. Para
cada instancia n de [-X-L-], la secuencia de aminoacidos de enlace -L- puede estar presente o ausente. Por ejemplo,
cuando n=2 el hibrido puede ser NHz-Xi-L1-X2-L>-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH2-X1-L1-X2-COOH, NH2z-X1-Xo-Lo-
COOH, etc. Secuencia(s) de aminoacidos de enlazador -L- tipicamente sera corta (por ejemplo 20 o menos
aminoacidos, es decir, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8 , 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen
secuencias de péptidos cortas que facilitan la clonacién, enlazadores de poli-glicina (es decir Gly, donde n=2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10 o mas), y etiquetas de histidina (es decir, His, en la que n=3 , 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o0 mas). Otras
secuencias de acido enlazador adecuadas seran evidentes para los expertos en la técnica. -A- y -B- son secuencias
opcionales que normalmente seran cortas (por ejemplo, 40 o menos aminoacidos, es decir, 39, 38, 37, 36, 35, 34,
33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9,8, 7,6, 5,4, 3, 2, 1).
Los ejemplos incluyen secuencias lider para dirigir el trafico de polipéptidos, o secuencias de péptidos cortas que
facilitan la clonacion o purificacion (por ejemplo, etiquetas de histidina es decir, His, en la que n=3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10
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0 mas). Otras secuencias de aminoacidos adecuadas N-terminal y C-terminal seran evidentes para los expertos en
la técnica.

[0036] Varias pruebas se pueden utilizar para evaluar la inmunogenicidad in vivo de los polipéptidos de la invencién.
Por ejemplo, los polipéptidos pueden expresarse de manera recombinante y usarse para seleccionar el suero del
paciente por inmunoblot. Una reaccién positiva entre el polipéptido y el suero del paciente indica que el paciente ha
montado previamente una respuesta inmune a la proteina en cuestion es decir, la proteina es un inmundgeno. Este
método también se puede utilizar para identificar las proteinas inmunodominantes.

Composiciones farmacéuticas

[0037] La invencion proporciona composiciones que comprenden: (a) polipéptido de la invencion; y (b) un portador
farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento o prevencién de la enfermedad y/o infeccion causada por
una bacteria ExPEC. Estas composiciones pueden ser adecuadas como composiciones inmunogénicas, por
ejemplo, o como reactivos de diagndstico, o como vacunas. Las vacunas de acuerdo con la invencién pueden ser
profilacticas (es decir, para prevenir la infeccion) o terapéuticas (es decir, para tratar la infeccion), pero tipicamente
seran profilacticas.

[0038] En un aspecto particular, la invencion proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden una o
mas vesiculas de membrana externa (OMV) expresan o sobreexpresan uno o mas polipéptidos codificados por: (a)
una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs 511, 2453, 2455, 2677, 2691,
4595, 4747, 7003, 7051, 8167, 4627 y 5699; (b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con una secuencia de aminoacidos de (a); (c) una secuencia de nucleétidos que es un fragmento de al
menos 10 nucledtidos consecutivos de una secuencia de nucleétidos de (a); o (d) una secuencia de nucleétidos que
tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una secuencia de nucledtidos de (a) y que incluye un fragmento
de al menos 10 nucledtidos consecutivos de una secuencia de nucleétidos de (a).

[0039] En otro aspecto, la invencidon proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden una o0 mas
vesiculas de membrana externa (OMV) que expresan o sobreexpresan uno o mas polipéptidos codificados por: (a)
una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N°s 8563, 2727 , 9871, 4671, 5679,
533, 3221, 3225 y 7003; (b) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con
una secuencia de aminoacidos de (a); (c) una secuencia de nucleétidos que es un fragmento de al menos 10
nucleotidos consecutivos de una secuencia de nucledtidos de (a); o (d) una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos una identidad de secuencia del 80% a una secuencia de nucledtidos de (a) y que incluye un fragmento de al
menos 10 nucleétidos consecutivos de una secuencia de nucleétidos de (a).

[0040] Un "portador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier portador que no induzca por si mismo a la
produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion. Los portadores adecuados son
macromoléculas tipicamente grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa, trehalosa,
lactosa, y agregados de lipidos (tales como gotitas de aceite o liposomas). Tales portadores son bien conocidos por
los expertos normales en la técnica. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucion
salinica, glicerol, etc. Adicionalmente, sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes,
sustancias tamponantes del pH, y similares, pueden estar presentes. Salina estéril libre de pirégenos, fisiolégica
tamponada con fosfato es un portador tipico. Una discusién completa de excipientes farmacéuticamente aceptables
esta disponible en la ref. 234.

[0041] Las composiciones de la invencion pueden incluir un antimicrobiano, particularmente si empaquetado en un
formato de dosis mdltiple.

[0042] Las composiciones de la invencion pueden comprender detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato),
como Tween 80. Detergentes estan generalmente presentes a niveles bajos, por ejemplo, <0,01%.

[0043] Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo cloruro sédico) para dar
tonicidad. Una concentracion de 10+2mg/ml NaCl es tipica.

[0044] Las composiciones de la invencidn incluiran generalmente un tampén. Un tampén de fosfato es tipico.

[0045] Las composiciones de la invencion pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo, manitol) o un
disacarido (por ejemplo sacarosa o trehalosa), por ejemplo, en alrededor de 15-30mg/ml (por ejemplo 25 mg/ml),
particularmente si han de liofilizarse o si incluyen material que se ha reconstituido a partir de material liofilizado. El
pH de una composicién para la liofilizacion se puede ajustar a alrededor de 6,1 antes de la liofilizacion.

[0046] Los polipéptidos de la invencion se pueden administrar en conjuncién con otros agentes inmunorreguladores.
En particular, las composiciones incluiran generalmente un adyuvante de vacuna. El adyuvante puede seleccionarse
de entre uno o mas del grupo que consiste en un adyuvante TH1 y adyuvante TH2, se analiza mas adelante. Los
adyuvantes que pueden usarse en composiciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a:
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A. Composiciones que contienen minerales

[0047] Composiciones que contienen minerales adecuadas para uso como adyuvantes en la invencion incluyen
sales minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencién incluye sales minerales tales como
hidréxidos (por ejemplo oxihidroxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
ejemplo, véanse los capitulos 8 y 9 de la ref. 53], o mezclas de diferentes compuestos minerales (por ejemplo, una
mezcla de un fosfato y un adyuvante de hidréxido, opcionalmente con un exceso de fosfato), con los compuestos
que toman cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y con la adsorcién a la sal siendo
preferida. Composiciones que contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal metalica
[54].

[0048] Las sales de aluminio pueden ser incluidas en las vacunas de la invencion tal que la dosis de AP** es de entre
0,2 y 1,0 mg por dosis.

[0049] En otra realizacién, el adyuvante de la invencién comprende tanto el fosfato de aluminio e hidréxido de
aluminio. En una realizacién mas particular del mismo, el adyuvante tiene una mayor cantidad de fosfato de aluminio
de hidréxido de aluminio, tales como una relacién de 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 o mayor que 9:1, en peso de
fosfato de aluminio a hidréxido de aluminio. Mas en particular aun, sales de aluminio en la vacuna estan presentes
en 0,4 a 1,0 mg por dosis de vacuna, o 0,4 a 0,8 mg por dosis de vacuna, o de 0,5 a 0,7 mg por dosis de vacuna, o
alrededor de 0,6Mg por dosis de vacuna.

[0050] En general, el adyuvante preferido a base de aluminio, o la relacién de multiples adyuvantes basados en
aluminio, tales como fosfato de aluminio a hidréxido de aluminio se selecciona por la optimizaciéon de la atraccién
electrostatica entre las moléculas de tal modo que el antigeno lleva una carga opuesta como adyuvante al pH
deseado. Por ejemplo, un adyuvante de fosfato de aluminio con pl ~ 4 adsorbe electrostaticamente lisozima, pero no
de albumina, a pH 7,4. En caso de que albumina sea el objetivo, seria seleccionado adyuvante de hidréxido de
aluminio (por ejemplo, con pH 11,4). Alternativamente, el tratamiento previo de hidroxido de aluminio con fosfato
disminuye su pl, haciendo que sea un adyuvante preferido para los antigenos mas basicos.

[0051] Un adyuvante de fosfato de aluminio tipico es hidréxidofosfato de aluminio amorfo con una relacion molar
PO./Al entre 0,84 y 0,92, incluido a 0,6Mg de APF*iml. La adsorcion con una dosis baja de fosfato de aluminio se
puede utilizar, por ejemplo, entre 50 y 100 ug A% por conjugado por dosis. Cuando un fosfato de aluminio se utiliza
y no se desea para adsorber un antigeno al adyuvante, esto se favorece incluyendo iones de fosfato libres en
solucion (por ejemplo, mediante el uso de un tampén de fosfato).

B. Emulsiones de aceite

[0052] Composiciones de emulsién de aceite adecuadas para uso como adyuvantes en la invencion incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 (5% de escualeno, 0,5% de Tween 80, y 0,5% de Span 85,
formuladas en particulas submicrométricas usando un fluidizador micro) [Capitulo 10 de la ref. 53; véase también las
refs. 55-57 capitulo 12 de ref. 58.]. MF59 se utiliza como adyuvante en la vacuna de subunidad trivalente de virus de
influenza FLUAD™. La emulsion comprende ventajosamente iones de citrato, por ejemplo, tampdn de citrato de
sodio 10 mM.

[0053] Los adyuvantes particularmente preferidos para uso en las composiciones son emulsiones de aceite
submicronicas en agua. Emulsiones submicrométricas de aceite-en-agua preferidas para uso en esta invencién son
emulsiones de escualeno/agua, que contiene opcionalmente diversas cantidades de MTP-PE, tales como una
emulsion submicrométrica de aceite en agua que contiene escualeno de 4-5% en peso, 0,25-1,0% en peso de
Tween 80 (monooleato de polioxieltilenosorbitan), y/o 0,25 a 1,0% de Span 85 (trioleato de sorbitan), v,
opcionalmente, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isogluatminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosfoforiloxi)-
etilamina (MTP-PE). Emulsiones submicrénicas de aceite en agua, métodos de fabricacion de los mismos y agentes
inmunoestimulantes, tales como péptidos de muramil, para su uso en las composiciones, se describen en detalle en
las referencias 55 y 59-60.

[0054] Una emulsion de escualeno, un tocoferol y Tween 80 se puede utilizar. La emulsién puede incluir solucion
salina tamponada con fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1%) y/o lecitina. Estas emulsiones
pueden tener de 2 a 10% de escualeno, de 2 a 10% de tocoferol y de 0,3 a 3% de Tween 80, y la relacion en peso
de escualeno: tocoferol es preferentemente <1 ya que esto proporciona una emulsién mas estable. Una tal emulsién
se puede hacer mediante la disolucion de Tween 80 en PBS para dar una solucién al 2%, después mezclando 90 ml
de esta solucion con una mezcla de (5g de DL-o-tocoferol y escualeno 5 ml), a continuacion, microfluidizando la
mezcla. La emulsion resultante puede tener gotas de aceite submicrométricas, por ejemplo, con un diametro medio
de entre 100 y 250 nm, preferiblemente de aproximadamente 180 nm.

[0055] Una emulsién de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo Triton X-100) se puede utilizar.
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[0056] Una emulsién de escualeno, polisorbato 80 y poloxamero 401 ("PIuronicT'vI L121") se puede utilizar. La
emulsién se puede formular en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsién es un portador de
administracion util para dipéptidos de muramilo, y se ha utilizado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [61] (0,05
a 1% Thr-MDP, 5% escualeno, 2,5% de Pluronic L4121 y 0,2% polisorbato 80). También se puede utilizar sin la Thr-
MDP, como en el adyuvante "AF" [62] (5% de escualano, 1,25% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). Se
prefiere microfluidizacion.

[0057] El adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA) también se pueden usar
como adyuvantes en la invencion.

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

[0058] Las formulaciones de saponina también pueden utilizarse como adyuvantes en la invencion. Las saponinas
son un grupo heterélogo de glucésidos de esterol y glucésidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, hojas,
tallos, raices e incluso flores de una amplia gama de especies de plantas. Las saponinas aisladas de la corteza del
arbol Molina Quillaia saponaria se han estudiado ampliamente como adyuvantes. La saponina también se puede
obtener comercialmente de Smilax ornata (sarsaprilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y Saponaria
officianalis (raiz de jabén). Formulaciones de adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como
QS21, asi como formulaciones lipidicas, tales como ISCOM.

[0059] Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Fracciones purificadas
especificas usando estas técnicas han sido identificadas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-
C. Preferiblemente, la saponina es QS21. Un método de produccion de QS21 se describe en la ref. 63.
Formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol, tal como colesterol [64].

[0060] Las combinaciones de saponinas y colesteroles pueden utilizarse para formar particulas Unicas denominadas
complejos inmunoestimulantes (ISCOM) [capitulo 23 de ref. 53]. ISCOM también incluyen tipicamente un fosfolipido
tal como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede utilizarse en los ISCOM.
Preferiblemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. ISCOM se describen adicionalmente en las
referencias. 64-66. Opcionalmente, los ISCOM pueden estar desprovistos de detergente adicional (s) [67].

[0061] Una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina se pueden encontrar en las referencias. 68 y
69.

D. Virosomas y particulas similares a virus

[0062] Los virosomas y particulas similares a virus (VLP) también pueden utilizarse como adyuvantes en la
invencion. Estas estructuras contienen generalmente una o méas proteinas de un virus opcionalmente combinado o
formulado con un fosfolipido. Son generalmente no patdgenos y no replicantes y generalmente no contienen
genoma viral nativo. Las proteinas virales pueden producirse o aislarse de virus completos de forma recombinante.
Estas proteinas virales adecuadas para el uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas de virus de
influenza (tales como HA o NA), virus de hepatitis B (como proteinas del nucleo o de la capsida), virus de hepatitis E,
virus del sarampion, virus Sindbis, Rotavirus, Fiebre virus de fiebre aftosa, retrovirus, virus de Norwalk, virus del
papiloma humano, VIH, fagos de ARN, QR-fago (por ejemplo, proteinas de cubierta), GA-fago, fr-fago, fago AP205, y
Ty (como la proteina p1 Ty retrotransposén). VLP se analizan adicionalmente en las referencias. 70-75. Los
virosomas se analizan mas en, por ejemplo, ref. 76

E. Derivados bacterianos o microbianos

[0063] Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen derivados bacterianos o microbianos tales
como derivados no téxicos de lipopolisacarido enterobacterianos (LPS), derivados del lipido A, oligonucledtidos
inmunoestimuladores y toxinas ADP ribosilatante y derivados desintoxicados de las mismas.

[0064] Derivados no toxicos de LPS incluyen lipido monofosforil A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL es
una mezcla de lipido A monofosforil 3 de-O-acilado con cadenas aciladas 4, 5 6 6. Una forma preferida de "particula
pequefa" de lipido A monofosforil 3 De-O-acilado se describe en la ref. 77. Tales "particulas pequefias" de 3dMPL
son lo suficientemente pequefas para filtrarse de forma estéril a través de una membrana de 0,22 pm [77]. Otros
derivados de LPS no tdxicos incluyen lipido A monofosforil imita, tales como derivados de fosfato de glucosaminida
de aminoalquil, por ejemplo RC-529 [78,79].

[0065] Derivados de lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. OM-174 se
describe por ejemplo en las referencias 80 y 81.

[0066] Los oligonucledtidos inmunoestimuladores adecuados para el uso como adyuvantes en la invencion incluyen

secuencias de nucleétidos que contienen un motivo CpG (una secuencia de dinucleétido que contiene una citosina
no metilada unida por un enlace fosfato a una guanosina). ARN de doble cadena y oligonucleétidos que contienen
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secuencias palindromicas o poli(dG) también se han demostrado ser inmunoestimulantes.

[0067] Las CpG pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato y
pueden ser de doble cadena o de cadena sencilla. Referencias 82, 83 y 84 describen posibles sustituciones de
analogos, por ejemplo, sustitucion de guanosina con 2'-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de
oligonucleétidos CpG se analiza adicionalmente en las referencias. 85-90.

[0068] La secuencia de CpG puede dirigirse a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [91]. La secuencia CpG
puede ser especifica para inducir una respuesta inmune Th1, tal como un ODN CpG-A, o puede ser mas especifica
para inducir una respuesta de células B, tal como ODN CpG-B. Los ODN CpG-A y CpG-B se discuten en las
referencias. 92-94. Preferiblemente, el CpG es un ODN CpG-A.

[0069] Preferiblemente, el oligonucleétido CpG se construye de manera que el extremo 5' es accesible para el
reconocimiento del receptor. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucledtidos CpG pueden estar unidos en sus
extremos 3' para formar "inmundémeros". Véase, por ejemplo, refs. 91 y 95-97.

[0070] Otros oligonucledtidos inmunoestimuladores incluyen un ARN de doble cadena, o un oligonucleétido que
contiene una secuencia palindrémica, o un oligonucleétido que contiene una secuencia de poli (dG).

[0071] Toxinas de ribosilacion de ADP bacterianas y derivados desintoxicados de las mismas pueden usarse como
adyuvantes en la invencion. Preferiblemente, la proteina se deriva de E. coli (enterotoxina "LT" de calor labil E. coli),
colera ("CT") o pertussis ("PT"). El uso de toxinas de ribosilacién de ADP desintoxicadas como adyuvantes de la
mucosa se describe en la ref. 98 y como adyuvantes parenterales en la ref. 99. La toxina o el toxoide esta
preferiblemente en la forma de una holotoxina, que comprende ambas subunidades A y B. Preferiblemente, la
subunidad A contiene una mutacién detoxificante; preferiblemente la subunidad B no esta mutada. Preferiblemente,
el adyuvante es un mutante de LT destoxificada tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de toxinas
desintoxicadas derivadas de las mismas, particularmente ADP-ribosilacion LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes se
pueden encontrar en las referencias 100-107. La referencia numérica para las instituciones de subaminoacidos se
basa preferentemente en los alineamientos de las subunidades A y B de toxinas de ribosilacion de ADP establecidos
en la ref. 108.

[0072] Los compuestos de formula |, Il o Ill, o sus sales, también se pueden usar como adyuvantes:
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F. Inmunomoduladores humanos

[0073] Inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen citocinas,
tales como interleucinas (por ejemplo IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [110], etc.) [111], interferones (por
ejemplo interferén-y), factor estimulante de colonias de macréfagos, factor de necrosis tumoral y la proteina
inflamatoria de macréfagos-1 alfa (MIP-1 alfa) y MIP-1 beta [112].

G. Bioadhesivos y mucoadhesivos

[0074] Los bioadhesivos y mucoadhesivos también pueden usarse como adyuvantes en la invencion. Bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico [113] o mucoadhesivos tales como derivados reticulados de
poli (acido acrilico), alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa esterificados.
Chitosan y derivados de los mismos también se pueden usar como adyuvantes en la invencion [114].

H. Microparticulas

[0075] Las microparticulas también se pueden usar como adyuvantes en la invencién. Las microparticulas (es decir,
una particula de ~100nm a ~150um de didmetro, mas preferiblemente a ~200nm ~30pm de diametro, y lo mas
preferiblemente a ~500nm ~10um de diametro) formadas a partir de materiales que son biodegradables y no tdxicas
(por ejemplo, un poli(alfa-hidroxi acido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli (lactida-co-glicélido) son preferidas, tratadas opcionalmente para tener una superficie
cargada negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada positivamente (por ejemplo, con un
detergente cationico, tal como CTAB).

I. Liposomas (capitulos 13 y 14 de ref. 53)

[0076] Los ejemplos de formulaciones de liposomas adecuados para su uso como adyuvantes se describen en las
referencias. 115-117.
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J. Formulaciones de éter de polioxietileno y de éster de polioxietileno

[0077] Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen éteres de polioxietileno y ésteres de
polioxietileno [118]. Dichas formulaciones incluyen ademas tensioactivos de éster de polioxietilen sorbitan en
combinacién con un octoxinol [119], asi como éteres de alquilo de polioxietileno o tensioactivos de éster en
combinacién con al menos un agente tensioactivo no iénico adicional tal como un octoxinol [120]. Eteres de
polioxietileno preferidos se seleccionan del siguiente grupo: éter de polioxietilen-9-lauril (laureth 9), éter de
polioxietileno-9-steoril, éter de polioxiteileno-8-steoril, éter de polioxietilen-4-lauril, éter de polioxietilen-35-lauril, y éter
de polioxietileno-23-laurilo.

K. Fosfacenos por ejemplo, PCPP

[0078] Adyuvantes de fosfaceno incluyen poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] ("PCPP") como se describe, por
ejemplo, en las referencias 121 y 122.

L. Péptidos de muramilo

[0079] Los ejemplos de péptidos de muramilo adecuados para uso como adyuvantes en la invencién incluyen N-
acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), y N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-('-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina-MTP-PE).
Compuestos de imidazoquinolina M.

[0080] Adyuvantes de imidazoquinolina incluyen Imiquimod ("R-837") [123,124], Resiquimod ("R-848") [125], y sus
analogos; y sales de los mismos (por ejemplo las sales de hidrocloruro). Mas detalles acerca de imidazoquinolinas
inmunoestimulantes se pueden encontrar en las referencias 126 a 130.

N. Compuestos de tiosemicarbazona.

[0081] Los ejemplos de compuestos de tiosemicarbazona, asi como métodos de formulacion, fabricacion, y la
deteccién de compuestos todos adecuados para uso como adyuvantes en la invencién incluyen los descritos en la
ref. 131. Las tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de
sangre periférica humana para la produccién de citoquinas, tales como TNF-a.

O. Compuestos de triptantrina

[0082] Ejemplos de compuestos de triptantrina, asi como métodos de formulacion, fabricacion, y detecciéon de
compuestos todos adecuados para uso como adyuvantes en la invencion incluyen los descritos en la ref. 132. Los
compuestos de triptantrina son particularmente eficaces en la estimulacién de células mononucleares de sangre
periférica humana para la produccion de citoquinas, tales como TNF-a.

P. Anélogos de nucleésidos

[0083] Varios analogos de nucledsidos se pueden usar como adyuvantes, tales como (a) Isatorabina (ANA-245; 7-
tia-8-oxoguanosina):

0
s
N
|)5[ =0
NS
o
o

y profarmacos de los mismos; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) los compuestos descritos en las
referencias 133 a 135; (f) un compuesto que tiene la formula:
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Ry
Rs
N
O
Rz)\l}l R4
Rj

R1 y Rz son cada uno independientemente H, halo, -NRasRy, -OH, alcoxi Ci., alcoxi Cie sustituido,
heterociclilo, heterociclilo sustituido, arilo Ce.10, sustituido arilo Ce.10, alquilo C1.s, 0 sustituido alquilo C1.;

Rs esta ausente, H, alquilo Ci, alquilo Cy¢ sustituido, arilo Ce.10, Ce.10 sustituido arilo, heterociclilo, o
heterociclilo sustituido;

R4y Rs son cada uno independientemente H, halo, heterociclilo, heterociclilo sustituido, -C(O)-Rg, alquilo C1.
6, alquilo C4.6 sustituido, o unidos entre si para formar un anillo de 5 miembros como en R4.s:

w5(1
)~ Rs
An, x2

Re

Ras

la vinculacién alcanzandose en los enlaces indicados por una v X; y Xz son cada uno
independientemente N, C, O, 0 S;

Rs es H, halo, -OH, alquilo C4., alquenilo Ca, alquinilo Cz., -OH, -NRaRb, -(CH2)s-Rc, -O-(alquilo Ci.6), -
S(O)pRc, 0 -C(O)-Rg;

Ro es H, alquilo C1.6, alquilo C4.6 sustituido, heterociclilo, heterociclilo sustituido o Rea, €n el que Roa es:

Rfo R9a
Rio Ry

la vinculacion alcanzandose en el enlace indicado por una “*~ Ry y Ry1 son cada uno
independientemente H, halo, C1.¢ alcoxi, alcoxi sustituido C1.s, -NRaRp, 0 -OH;

cada Ra y Ry es independientemente H, alquilo C+.6, alquilo C1.¢ sustituido, -C(O)Ry, arilo Ce-10;

cada R; es independientemente H, fosfato, difosfato, trifosfato, alquilo C1.s, 0 alquilo C+.6 sustituido;

cada Ry es independientemente H, halo, alquilo C1.s, alquilo C1.6 sustituido, alcoxi C1.s, alcoxi C1.6 sustituido,
-NHz, -NH(C1.6 alquilo), -NH(alquilo C1.s sustituido ), -N(alquilo C1.6)2, -N (alquilo sustituido C1.)2, arilo Ce.10,
o heterociclilo; cada Re es independientemente H, alquilo Ci., alquilo sustituido Ci., arilo Ce.19, arilo
sustituido Ce.10, heterociclilo, o heterociclilo sustituido;

cada Rres independientemente H, alquilo C1.6, alquilo sustituido C1.6, -C(O)Rg, fosfato, difosfato, o trifosfato;

cada n es independientemente 0, 1, 2, 0 3;

cada p es independientemente 0, 1,0 2; 0

12
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o (g) una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de (a) a (f), un tautdmero de cualquiera de (a) a
(f), o una sal farmacéuticamente aceptable del tautomero.

Q. Los lipidos vinculados a un esqueleto aciclico que contiene fosfato

[0084] Los adyuvantes que contienen lipidos vinculados a un esqueleto aciclico que contiene fosfato que incluyen el
antagonista de TLR4 E5564 [136,137]:

o 0 0. +OPO(OH),;
CH,0 " o )
o s, -, {CH2,CH,
(HO)0r0™ "rnu el ”?{)K/u\/ ?

O\ (CHacHs

R. Inmunopotenciadores de molécula pequefia (SMIPs)
[0085] SMIPs incluyen:

* N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2, N2-dimetilo-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-etil-N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-N2-propilo-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* 1-(2-metilopropilo)-N2-propilo-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

» N2-butilo-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-butilo-N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-N2-prop-2-enilo-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* 1-(2-metilopropilo)-2 - [(fenilmetil)tio]-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-4-amina;

* 1-(2-metilopropilo)-2-(propiltio)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-4-amina;

* 2 - [[4-amino-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2-ilj(metilo)amino]etanol;

* 2 - [[4-amino-1-(2-metilopropilo)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2-ilj(metilo)amino]acetato de etilo;

* 4-amino-1-(2-metilopropilo)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolina-2-ona;

* N2-butilo-1-(2-metilopropilo)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2-butilo-N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;
* N2-metilo-1-(2-metilopropilo)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

* N2, N2-dimetilo-1-(2-metilopropilo)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;
* 1- {4-amino-2- [metilo (propilo)amino]-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-1-il}-2-metilo-2-ol;

* 1- [4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-1-il]-2-metilo-2-ol;

* N4, N4-dibencil-1-(2-metoxi-2-metilopropilo)-N2-propilo-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina.

S. Proteosomas

[0086] Un adyuvante es una preparacién de proteosoma de proteina de membrana externa preparada a partir de
una primera bacteria Gram-negativa en combinacidn con una preparacion de liposacaridos derivada de una segunda
bacteria Gram negativa, en el que las preparaciones de proteosomas de proteinas de membrana y liposacéridos
exteriores forman un estable no covalente complejo adyuvante. Tales complejos incluyen "IVX-908", un complejo
compuesto de membrana externa de Neisseria meningitidis y lipopolisacaridos. Se han utilizado como adyuvantes
para vacunas contra la influenza [138].

T. Otros adyuvantes

[0087] Otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes se describen en el capitulo 7 de la ref. 53.
referencias 53 y 58. Otras sustancias adyuvantes utiles incluyen:

* Inosina 5'-monofosfato de metilo ("MIMP") [139].
» Un compuesto polihidroxlado de pirrolizidina [140], tal como uno que tiene la féormula:
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. eron

donde R se selecciona del grupo que comprende hidrégeno, lineal o ramificado, no sustituido o sustituido,
acilo insaturado, alquilo (por ejemplo, cicloalquilo), alquenilo, alquinilo y arilo grupos, o una sal
farmacéuticamente aceptable o derivado de la misma. Ejemplos incluyen, pero no estan limitado a:
casuarina, casuarina-6-a-D-glucopiranosa, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3,7-diepi-casuarina, etc.

* Una inulina gamma [141] o un derivado de la misma, tal como algamulina.
* Los compuestos descritos en la referencia 142.

* Los compuestos descritos en la referencia 143, incluyendo: compuestos acilpiperazina, compuestos de
indolediona, compuestos de tetrahydraisoquinolina (THIQ), compuestos de benzociclodiona, compuestos de
aminoazavinilo, compuestos de quinolinona de aminobencimidazol (ABIQ) [144,145], compuestos de
hidraptalamida, compuestos de benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol, compuestos
de quinazilinona, compuestos de pirrol [146], compuestos de antraquinona, compuestos de quinoxalina,
compuestos de triazina, compuestos de pirazalopirimidina, y compuestos de benzazol [147].

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

* Una formulacién de un lipido catiénico y un co-lipido (generalmente neutral), tales como amlno,\f)ropll-
dimetilo-miristoleiloxi- bromuro de propanaminio-difitanoilfosfatidilo-etanolamina ("Vaxfectln o]
aminopropil-dimetilo-bis-dodeciloxi-propanaminio bromuro-dioleoilfosfatidil-etanolamina ("GAP-
DLRIE:DOPE"). Se prefieren formulaciones que contienen (+)-N-(3-aminopropil)-N, N-dimetilo-2,3-bis(sin-9-
tetradeceniloxi)-1- sales de propanaminio [149].

[0088] La invencion también puede comprender combinaciones de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, las siguientes combinaciones se pueden usar como composiciones adyuvantes en la
invencion: (1) una saponina y una emulsiéon de aceite-en-agua [150]; (2) una saponina (por ejemplo QS21) + un
derivado de LPS no toxico (por ejemplo 3dMPL) [151]; (3) una saponina (por ejemplo QS21) + un derivado de LPS
no toxico (por ejemplo 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo QS21) + 3dMPL + IL-12
(opcionalmente + un esterol) [152]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite
en agua [153]; (6) SAF, que contiene 10% de escualano, 0,4% de Tween 80TM, 5% de polimero de bloque plurénico
L121, y thr-MDP, microfluidizado en una emulsiéon submlcrometrlca 0 agitan con vortex para generar una emulsion
de tamafio de particula mas grande. (7) Sistema de Ribi" adyuvante (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene 2%
de escualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o mas componentes de pared celular bacterianos del grupo que consiste en
monofosforilipido AT(MPL) dimicolato de trehalosa (TDM), y esqueleto de la pared celular (CWS), preferiblemente
MPL + CWS (Detox M ); (8) una o mas sales minerales (tales como una sal de aluminio) + un derivado no téxico de
LPS (como 3dMPL); y (9) una o mas sales minerales (tales como una sal de aluminio) + un oligonucleétido
inmunoestimulante (como una secuencia de nucleétidos que incluye un motivo CpG).

[0089] Las composiciones de la invencién provocaran preferiblemente tanto una respuesta inmune mediada por
células, asi como una respuesta inmune humoral con el fin de tratar eficazmente una infeccion uropatégena. Esta
respuesta inmune induce preferentemente (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) de larga duracion y una
inmunidad mediada por células que pueden responder rapidamente tras la exposicién a antigenos asociados a
MNEC.

[0090] Se cree que hay dos tipos de células T, las células CD4 y CD8, en general son necesarios para iniciar y/o
mejorar la inmunidad mediada por células y la inmunidad humoral. Las células T CD8 pueden expresar un co-
receptor CD8 y se conoce comunmente como linfocitos T citotdxicos (CTL). Las células T CD8 son capaces de
reconocer o interactuar con los antigenos que se muestran en las moléculas MHC de clase I. las células T CD4
pueden expresar un co-receptor CD4 y se denominan comunmente como células T auxiliares. Las células T CD4
son capaces de reconocer péptidos antigénicos unidos a moléculas MHC de clase Il. Tras la interaccion con una
molécula de MHC de clase I, las células CD4 pueden secretar factores tales como citoquinas. Estas citoquinas
secretadas pueden activar las células B, células T citotoxicas, macrofagos y otras células que participan en una
respuesta inmune. Las células T colaboradoras o células CD4 + se pueden dividir en dos subgrupos funcionalmente
distintos: fenotipo TH1 y fenotipos TH2 que difieren en su funcion de las citocinas y el efector.
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[0091] Las células TH1 activadas mejoran la inmunidad celular (incluyendo un aumento en la produccién de CTL
especifica de antigeno) y por lo tanto son de especial valor en la respuesta a las infecciones intracelulares. Células
TH1 activadas pueden secretar una o mas de IL-2, IFN-y, y TNF-B. Una respuesta inmune TH1 puede dar lugar a
reacciones inflamatorias locales por los macréfagos de activacion, células NK (células aniquilantes naturales), y
células T citotoxicas CD8 (CTL). Una respuesta inmune TH1 también puede actuar para ampliar la respuesta inmune
mediante la estimulacion de crecimiento de células B y T con IL-12. Células B estimuladas por TH1 pueden secretar
IgG2a.

[0092] Las células TH2 activadas mejoran la produccién de anticuerpos y, por tanto, son de un valor particular en la
respuesta a las infecciones extra-celulares. Las células TH2 activadas pueden secretar una o mas de I1L-4, IL-5, IL-6,
y IL-10. Una respuesta inmune TH2 puede resultar en la produccién de IgG1, IgE, IgA y células B de memoria para
la proteccion futura.

[0093] Una respuesta inmune mejorada puede incluir una o mas de una respuesta inmune TH1 mejorada y una
respuesta inmune Th2. Una respuesta inmune TH1 mejorada puede incluir uno o mas de un aumento en CTLs, un
aumento en una o mas de las citoquinas asociadas con una respuesta inmune TH1 (tales como IL-2, IFN-y, y TNF-
B), un aumento en los macréfagos activados, un aumento de la actividad NK, o un aumento en la produccién de
IgG2a. Preferiblemente, la respuesta inmune Th1 mejorada incluira un aumento en la produccién de IgG2a. Una
respuesta inmune TH2 mejorada puede incluir uno 0 mas de un aumento en una o mas de las citoquinas asociadas
con una respuesta inmunitaria Th2 (tal como IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10), o un aumento de la produccién de 1gG1, IgE y
IgA y células B de memoria. Preferiblemente, la mayor respuesta inmune TH2 incluird un aumento en la produccion
de IgG1.

[0094] Una respuesta inmune TH1 puede ser obtenida usando un adyuvante TH1. Un adyuvante TH1 generalmente
provocara niveles incrementados de produccion de IgG2a relativa a la inmunizacién del antigeno sin adyuvante. Los
adyuvantes de TH1 adecuados para su uso en la invencién pueden incluir, por ejemplo, formulaciones de saponina,
virosomas y particulas similares a virus, derivados no téxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), los
oligonucledtidos inmunoestimulantes. Oligonucleétidos inmunoestimuladores, tales como oligonucleétidos que
contienen un motivo CpG, se prefieren adyuvantes TH1 para su uso en la invencion.

[0095] Una respuesta inmune TH2 puede ser obtenida usando un adyuvante TH2. Un adyuvante TH2 generalmente
provocara niveles incrementados de produccion de IgG1 con respecto a la inmunizacion del antigeno sin adyuvante.
Adyuvantes TH2 adecuados para uso en la invencion incluyen, por ejemplo, composiciones que contienen
minerales, aceite de emulsiones, y toxinas de ribosilacion de ADP y derivados detoxificados. Composiciones que
contienen minerales, tales como sales de aluminio son adyuvantes de TH2 preferidos para uso en la invencion.

[0096] Preferiblemente, la invencién incluye una composicién que comprende una combinaciéon de un adyuvante
TH1 y un adyuvante TH2. Preferiblemente, una composicién de este tipo provoca una TH1 mejorada y una
respuesta TH2 mejorada es decir, un aumento en la produccion tanto de IgG1 y produccion IgG2a con respecto a la
inmunizacién sin un adyuvante. Aun mas preferiblemente, la composicién que comprende una combinaciéon de un
TH1 y un adyuvante TH2 provoca un aumento de TH1 y/o una respuesta inmune incrementada de TH2 en relacién
con la inmunizacién con un unico adyuvante (es decir, con relacion a la inmunizacién con un adyuvante TH1 solo o
inmunizacién con un adyuvante TH2 solo).

[0097] La respuesta inmune puede ser una o ambas de una respuesta inmune Th1 y una respuesta TH2.
Preferiblemente, la respuesta inmune proporciona una o ambas de una respuesta TH1 mejorada y una respuesta
TH2 mejorada.

[0098] La respuesta inmune mejorada puede ser uno o ambos de una respuesta inmune sistémica y de mucosa.
Preferiblemente, la respuesta inmune proporciona una o ambas de una respuesta inmune sistémica mejorada y una
mucosa mejorada. Preferiblemente, la respuesta inmune de la mucosa es una respuesta inmune Th2.
Preferiblemente, la respuesta inmune de la mucosa incluye un aumento en la produccion de IgA.

[0099] El uso de un hidroxido de aluminio o adyuvante de fosfato de aluminio es particularmente preferido, y los
antigenos son generalmente adsorbidos a estas sales. El fosfato de calcio es otro adyuvante preferido.

[0100] El pH de las composiciones de la invencion es preferiblemente entre 6 y 8, preferiblemente aproximadamente
7. PH estable puede mantenerse mediante el uso de un tampdén. Cuando una composicién comprende una sal de
hidréxido de aluminio, se prefiere utilizar un tampdn de histidina [154]. La composicion puede ser estéril y/o libre de
pirégenos. Las composiciones de la invencion pueden ser isotonicas con respecto a los seres humanos.

[0101] Las composiciones se pueden presentar en viales, o pueden presentarse en jeringas previamente llenadas.
Las jeringas pueden suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluira una dosis Unica de la composicion, mientras
que un vial puede incluir una dosis uUnica o dosis mdltiples. Las composiciones inyectables normalmente seran
soluciones o suspensiones liquidas. Alternativamente, pueden presentarse en forma sélida (por ejemplo liofilizada)
para solucién o suspensién en portadores liquidos antes de la inyeccion.
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[0102] Las composiciones de la invencién pueden envasarse en forma de dosis unitaria o en forma de dosis
multiple. Para formas de dosis multiples, los viales se prefieren jeringas previamente llenadas. Volumenes de
dosificacién eficaces pueden establecerse de forma rutinaria, pero una dosis humana tipica de la composicién para
inyeccion tiene un volumen de 0,5 ml.

[0103] Cuando una composicién de la invencién ha de prepararse extemporaneamente antes de su uso (por
ejemplo, cuando un componente se presenta en forma liofilizada) y se presenta como un kit, el kit puede comprender
dos viales, o puede comprender una jeringa previamente llenada y un vial, con el contenido de la jeringa que se
utiliza para reactivar los contenidos del vial antes de la inyeccion.

[0104] Las composiciones inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente
eficaz de antigeno(s), asi como cualquier otro componente, segin sea necesario. Por 'cantidad inmunolégicamente
eficaz', se quiere decir que la administracion de esa cantidad a un individuo, ya sea en una dosis Unica o como parte
de una serie, es eficaz para el tratamiento o la prevencién. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicion
fisica del individuo a tratar, edad, el grupo taxonémico del individuo a tratar (primate por ejemplo, no humano,
primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion
deseado, la formulacién de la vacuna, la valoracion del médico que trata de la situacion médica, y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad caiga en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante
ensayos de rutina, y una cantidad tipica de cada antigeno sacarido meningocdcico por dosis es de entre 1 mg y 10
mg por antigeno.

Usos farmacéuticos

[0105] La invencidon se puede utilizar para tratar un paciente administrando al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién de la invencién. El paciente puede estar en riesgo de la enfermedad a
si mismos o puede ser una mujer embarazada ("inmunizacién materna '[155]).

[0106] La invencion proporciona polipéptido de la invencion para uso como medicamentos (por ejemplo, como
composiciones inmunogénicas o como vacunas). También proporciona el uso de polipéptido de la invencion en la
fabricacién de: (i) un medicamento para tratar o prevenir la enfermedad y/o infeccidon causada por una bacteria
ExXPEC; y/o (iii) un reactivo que puede generar anticuerpos contra una bacteria ExXPEC. Dicha bacteria EXPEC puede
ser de cualquier serotipo o cepa, pero son preferentemente bacterias MNEC, por ejemplo, serotipo K1 y/o tipo MLEE
B2.

[0107] La invencion es util para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades tales como bacteremia, meningitis,
una infeccion del tracto urinario, pielonefritis y/o cistitis. La invencion es particularmente util para el tratamiento de la
sepsis y/o meningitis

[0108] EIl paciente es preferiblemente un ser humano. El ser humano puede ser un nifio (por ejemplo, con edades
comprendidas entre los 0 y 18 afios, o entre 0-5 afios), puede ser un adolescente (por ejemplo, edad 15-19), un
adulto (por ejemplo, 19-54 afios de edad) o pueden ser mayores (por ejemplo, 55 afios 0 mas). Los adolescentes y
adultos son un grupo preferido de los pacientes. Una vacuna destinada a nifios o adolescentes también se puede
administrar a adultos por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificacion, inmunogenicidad, etc.

[0109] Otros posibles animales pacientes incluyen perros, que pueden ser portadores de EXPEC [156,157].

[0110] Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica seguimiento de la infeccion después
de la administracion de la composicién de la invencion. Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento
profilactico implica monitoreo de respuestas inmunes contra un polipéptido administrado después de la
administracion. La inmunogenicidad de composiciones de la invencion se puede determinar mediante la
administracion a los sujetos de prueba (por ejemplo, nifios de 12-16Meses de edad, o modelos animales, por
ejemplo, un modelo murino) y después la determinacion de los parametros estandar, incluyendo titulos de ELISA
(GMT) de IgG. Estas respuestas inmunitarias se determinaran generalmente alrededor de 4 semanas después de la
administracion de la composicion, y se compararon con los valores determinados antes de la administracion de la
composicion. Si se administra mas de una dosis de la composicién, mas de una determinacién posterior a la
administracion puede hacerse. La eficacia también puede evaluarse utilizando modelos de ratones adultos de
sepsis, modelos de ratén de infeccion del tracto urinario, y de la proteccidn pasiva de la meningitis en ratas jovenes.

[0111] La administracién de antigenos polipeptidicos es un método preferido de tratamiento para inducir la
inmunidad.

[0112] Las composiciones de la invencion generalmente se pueden administrar directamente a un paciente. La
administracion directa puede conseguirse por inyeccidon parenteral (por ejemplo, administracién subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular o al espacio intersticial de un tejido), o por administracion rectal, oral (por
ejemplo, comprimido, aerosol), vaginal, tépica, transdérmica, transcutanea, intranasal, sublingual, ocular, auditiva,
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mucosa pulmonar u otra. Se prefiere la administracion intramuscular en el muslo o el brazo superior. La inyeccion
puede realizarse mediante una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero inyeccion sin aguja puede utilizarse
alternativamente. Una dosis tipica es de 0,5 ml por via intramuscular.

[0113] La invencién se puede usar para provocar inmunidad sistémica y/o mucosa. Preferiblemente, el aumento de
la inmunidad sistémica y/o mucosa se refleja en un aumento de TH1 y/o respuesta inmune Th2. Preferiblemente, la
respuesta inmune mejorada incluye un aumento en la produccién de IgG1 y/o IgG2a y/o IgA.

[0114] EI tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis Unica o un programa de dosis multiple. Las
dosis multiples pueden utilizarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un calendario de inmunizacién de
refuerzo. Un programa de dosis primaria puede ser seguido por un programa de dosis de refuerzo. En un programa
de dosis multiple las diversas dosis pueden administrarse por la misma o diferentes rutas por ejemplo un primer
parenteral y mucosa impulso, un impulso primordial y parenteral mucosa, etc. tiempo adecuado entre las dosis de
cebado (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre el cebado e impulsando, se puede determinar de forma rutinaria.
Por ejemplo, un curso primario de vacunacion puede incluir 1-10 dosis separadas, seguidas por otras dosis
administradas a intervalos de tiempo posteriores requeridos para mantener y/o reforzar una respuesta inmune, por
ejemplo, en 1-4 meses para una segunda dosis, y si es necesario, una dosis o dosis posteriores después de varios
meses.

[0115] Las infecciones bacterianas afectan a diversas areas del cuerpo y por lo tanto composiciones pueden
prepararse en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, bien como
soluciones liquidas o suspensiones. Las formas sélidas adecuadas para solucion en, o suspension en, portadores
liquidos antes de la inyeccién también se pueden preparar (por ejemplo, una composicion de pulverizacion-secado
por congelacién o liofilizada). La composicién puede prepararse para administracion tdpica, por ejemplo, como un
ungliento, crema o polvo. La composicidon se prepara para administracion oral, por ejemplo, como un comprimido o
capsula, como un aerosol, 0 como un jarabe (opcionalmente aromatizado). La composicién puede prepararse para
administracion pulmonar, por ejemplo, como un inhalador, usando un polvo fino o una pulverizacién. La composicién
puede prepararse como un supositorio o pesario. La composicién se puede preparar para administracion nasal, aural
u ocular, por ejemplo, como los sprays, gotas, gel o polvo [por ejemplo, referencias 158 y 159]. La composicion
puede estar en forma de kit, disefiado de tal manera que una composicién combinada se reconstituye
inmediatamente antes de la administracion a un paciente. Tales kits pueden comprender uno o mas antigenos en
forma liquida y uno o mas antigenos liofilizados.

[0116] Las composiciones de la invencion pueden ser administradas a los pacientes sustancialmente al mismo
tiempo que (por ejemplo, durante la misma consulta médica o visita a un profesional sanitario) otras vacunas, por
ejemplo, sustancialmente al mismo tiempo como una vacuna contra el sarampion, una vacuna contra las paperas,
una vacuna contra la rubéola, una vacuna MMR, una vacuna contra la varicela, una vacuna MMRYV, una vacuna
contra la difteria, una vacuna contra el tétanos, una vacuna de pertussis, una vacuna DTP, una vacuna de tipo b. de
H. influenzae conjugados, una vacuna del virus del papiloma humano, una vacuna contra el virus de la polio
inactivada, una vacuna de virus de la hepatitis B, una vacuna neumocdcica conjugada, una vacuna conjugada
meningocécica, etc. Del mismo modo, se pueden administrar a los pacientes sustancialmente al mismo tiempo que
(por ejemplo, durante la misma consulta médica o visita a un profesional sanitario) un antibiético, y en particular un
compuesto antibiético activo contra MNEC.

Otros componentes antigénicos de las composiciones de la invencion

[0117] Una composicion de la invencién puede comprender un polipéptido de la invencion y uno o mas de los
siguientes antigenos adicionales:

- Un antigeno de sacarido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y (preferiblemente los cuatro), tal
como el oligosacarido descrito en la ref. 160 del serogrupo C [véase también ref. 161] o los oligosacaridos de ref.
-162. Un antigeno de N. meningitidis serogrupo B, tal como los descritos en las refs. 163-171, etc.

- Un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 172, 173, 174].

- Un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 175, 176].

- Un antigeno de virus de la hepatitis B, como los antigenos y/o nucleo de superficie [por ejemplo, 176, 177].

- Un antigeno de difteria, tal como un toxoide de la difteria [por ejemplo, el capitulo 3 de la ref. 178], por
ejemplo, el mutante CRMg7 [por ejemplo, 179].

- Un antigeno de virus de la hepatitis C [por ejemplo, 180].

- Un antigeno de VIH [181]
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Un antigeno del tétanos, tal como un toxoide tetanico [por ejemplo, el capitulo 4 de la ref. 178].

Un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina de pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3 [por
ejemplo, refs. 182y 183].

Un antigeno de sacérido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, 161].

Antigeno(s) de la polio [por ejemplo, 184, 185] tal como IPV.

Sarampion, las paperas y/o antigenos de rubéola [por ejemplo, capitulos 9, 10 y 11 de la ref. 178].
Antigenos de varicela.

Antigeno(s) de influenza [por ejemplo, capitulo 19 de la ref. 178], tales como la hemaglutinina y/o proteinas
de la superficie de la neuraminidasa. Antigenos de la influenza se pueden derivar de cepas de la influenza
interpandémicas (anuales). antigenos de la influenza se pueden derivar de cepas con el potencial de causar
un brote pandémico (es decir, las cepas de influenza con nueva hemaglutinina en comparaciéon con la
hemaglutinina en las cepas que circulan actualmente, o cepas de la influenza que son patdégenos en sujetos
de aves y tienen el potencial de ser transmitidos horizontalmente en las cepas de la poblacién, o la
influenza humana, que son patégenos para los seres humanos). Antigenos de la influenza se pueden
derivar de los virus cultivados en huevos o cultivo celular.

Un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 186].

Un antigeno de sacérido de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B).

Un antigeno proteico de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B) [por ejemplo, 187, 188].

Un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo, 189-192].

Un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, refs. 193-199] o una combinacion de antigenos de
C.pneumoniae [p.ej. 200].

Un antigeno de Chlamydia trachomatis, o0 una combinacion de los antigenos de C. trachomatis [por ejemplo,
201].

Un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 202].

Antl’geno(rs’\z de la rabia [por ejemplo, 203], como el virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 204,
RabAvert ™).

Antigeno(s) de un paramixovirus tales como el virus sincitial respiratorio (RSV [205, 206]) y/o virus de
parainfluenza (PIV3 [207]).

Un antigeno de Bacillus anthracis [por ejemplo, 208, 209, 210].

Un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) [por ejemplo, 188 211, 212].

Un antigeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 213].

Un antigeno de un virus de la familia Flaviviridae (género flavivirus), tal como de virus de fiebre amarilla, de
virus de la encefalitis japonesa, cuatro serotipos del virus del dengue, virus de la encefalitis por garrapatas,

el virus del Nilo Occidental.

Un antigeno de pestivirus, tal como de virus clasico de la fiebre porcina, virus de la diarrea viral bovina, y/o
virus de enfermedad de la frontera.

Un antigeno de parvovirus, por ejemplo, desde el parvovirus B19.

Un virus del papiloma humano (HPV) antigeno [214]

[0118] La composicidon puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales.
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[0119] Los antigenos preferidos gonocécicas incluyen uno o mas de ngs13 (OmpA), OmpH, ngs576 (cis peptidil-
prolil/trans isomerasa (PPlasa) proteina), y ngs41 ngs117.

[0120] Los antigenos preferidos de HPV incluyen uno o mas de HPV 16, HPV 18, HPV 6 y HPV 11.

[0121] Antigenos preferidos de Chlamydia trachomatis incluyen uno o mas de: CT045, CT089, CT242, CT316,
CT381. CT396, CT398, CT444, CT467, CT547, CT587, CT823, CT761 y combinaciones especificas de estos
antigenos como se describe en el documento WO 05/002619.

[0122] Los antigenos preferidos Chlamydia pneumoniae incluyen uno o mas de: CPn0324, Cpn0301, Cpn0482,
Cpn0503, Cpn0525, Cpn0558, Cpn0584, Cpn0800, Cpn0979, Cpn0498, Cpn0300, Cpn0042, Cpn0013, Cpn450,
Cpn0661, Cpn0557, Cpn0904, Clpn0795, Cpn0186 y Cpn0604 y combinaciones especificas de estos antigenos
como se describe en el documento WO 05/084306.

[0123] Los antigenos preferidos GBS incluyen uno o mas de GBS80, GBS 104, GBS 59, GBS 67, GBS 322 y GBS
276.

[0124] En ofra realizacion, los antigenos de la invencién se combinan con uno o mas, antigenos no de E. coli
adecuados para uso en una vacuna disefiada para proteger a las mujeres contra enfermedades genitourinarias y/o
de transmisién sexual. Por ejemplo, los antigenos se pueden combinar con un antigeno derivado del grupo que
consiste en Streptococcus agalactiae, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, papilomavirus y virus del
herpes simple. Cuando se usan antigenos de papilomavirus humanos, pueden ser de uno o mas de HPV 16, HPV
18, HPV 6 y/o HPV 11.

[0125] En otra realizacion, las combinaciones de antigenos de la invencidon se combinan con uno o mas adicional,
antigenos no ExPEC adecuados para su uso en una vacuna disefiada para proteger a las personas de edad
avanzada o inmunocomprometidos. Por ejemplo, las combinaciones de antigeno se pueden combinar con un
antigeno derivado del grupo que consiste de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila, Monocytogenes listeria, Meningitidies neisseria, la
influenza, y el virus de parainfluenza ('PIV").

[0126] Antigenos proteicos toxicos pueden ser desintoxicados cuando sea necesario (por ejemplo detoxificacion de
toxina de pertussis por medios quimicos y/o genéticos [183]).

[0127] Cuando un antigeno de difteria esta incluido en la composicién se prefiere incluir también el antigeno del
tétanos y antigenos de pertussis. De manera similar, cuando se incluye un antigeno del tétanos se prefiere incluir
también antigenos de difteria y de pertussis. De manera similar, cuando se incluye un antigeno de pertussis se
prefiere también incluir antigenos de difteria y tétanos. Por lo tanto se prefieren combinaciones de DTP.

[0128] Antigenos de sacaridos estan preferentemente en la forma de conjugados. Las proteinas portadoras para los
conjugados incluyen toxinas bacterianas (tales como el toxoide diftérico o toxoide tetanico), la proteina de membrana
externa de N. meningitidis [215], péptidos sintéticos [216,217], proteinas de choque térmico [218,219], proteinas de
pertussis [220,221], proteina D de H. influenzae [222,223], citoquinas [224], [224] linfoquinas, proteinas H.influenzae,
hormonas [224], factores de crecimiento [224], la toxina A o B de C. difficile [225], proteinas de captacion de hierro
[226], proteinas artificiales que comprenden multiples epitopos de células T CD4 + humanos de diversos antigenos
de patdgenos derivados [227], tales como la proteina N19 [228], proteina de superficie neumocdcica PspA [229],
neumolisina [230], etc. Una proteina portadora preferida es proteina CRM197 [231].

[0129] Los antigenos en la composicidn tipicamente estaran presentes a una concentracion de al menos 1 mg/ml
cada uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para provocar una respuesta
inmune contra ese antigeno.

[0130] Los antigenos se adsorben preferiblemente en una sal de aluminio.

General

[0131] El término "que comprende" abarca "que incluye", asi como "que consiste en", por ejemplo, una composicion
"que comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

[0132] EI término "aproximadamente" en relaciéon con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.
[0133] La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo, una composicién que esta
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra

"sustancialmente" puede omitirse de la definicion de la invencion.

[0134] Los residuos N-terminal en las secuencias de aminoacidos en la lista de secuencias se dan generalmente

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2595363 T3

como el aminoacido codificado por el primer codén en la secuencia de nucleétidos correspondiente. Cuando el
primer codon no es ATG, se entendera que se puede traducir como metionina cuando las funciones de codones
como un codén de inicio, pero sera traducido como el aminoacido indicado no-Met cuando la secuencia esta en el C-
terminal de una pareja de fusion. La invencion da a conocer especificamente y abarca cada una de las secuencias
de aminoacidos de la lista de secuencias que tiene un residuo de metionina N-terminal (por ejemplo, un residuo
formil-metionina) en lugar de cualquier residuo indicado no-Met. También describe especificamente y abarca cada
una de las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias a partir de los residuos de metionina en las
secuencias internas.

[0135] La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos
convencionales de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la experiencia de
la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la literatura. Véase, por ejemplo, las referencias 234-241,
etc.

EXPERIMENTAL

[0136] A continuacion se presentan ejemplos de formas de realizacion especificas o formas de llevar a cabo la
presente invencion. los ejemplos se ofrecen soélo a efectos ilustrativos.

[0137] Se han hecho esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo,
cantidades, temperaturas, etc.), pero algunos errores y desviaciones experimentales deberian, por supuesto,
permitirse.

MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION
Cepa MNEC IHE3034

[0138] IHE3034 es una cepa de E. coli conocida del patotipo MNEC. La Tabla 1 de referencia 242 informa que
IHE3034 se clasifica como serotipo O18:K1:H7/9, y cae en el grupo B2ZECOR. Los genes asociados con virulencia
conocida en elementos de ADN transferidos horizontalmente son sfall, ibeA, iro, kps (grupo 1), fyuA y malX.
También lleva el grupo de genes de codificacion cdt para la toxina de hinchamiento citoletal.

[0139] La secuenciaciéon de cepa K1 de E. coli IHE3034 llevd a contigs 283. Estos se describen en el documento
W02006/089264 como SEQ ID NOs 9991-10273, dispuestas en orden de longitud descendente.

[0140] El anadlisis de la secuencia del genoma de la cepa K1 de E. coli IHE3034 ha identificado 4995 marcos de
lectura abiertos (ORF), que se denominan por la nomenclatura ORFnnnnn, donde nnnnn es un namero entre 00001
y 04995. Las secuencias de estas ORF se dan a conocer en W02006/089264 como SEQ ID NOs: 1 a 9990, siendo
SEQ ID NOs impares secuencias de ADN, e identificadores de numero par que son secuencias de aminoacidos. La
numeracion nnnnn se puede convertir a SEQ ID NO: numeracion de la lista de secuencias como sigue: para una
secuencia de aminoacidos, SEQ ID NO: = nnnnn X 2; para una secuencia de nucleétidos, SEQ ID NO: = [nnnnn 3 2]
- 1. Asi, en el documento W02006/089264 ORF01234 se encuentra como SEQ ID NOs: 2467 y 2468, como se
muestra en la Tabla 1 de W0O2006/089264.

[0141] Anotacion funcional inicial de la 4995 ORFs se da en la Tabla 1 de W0O2006/089264. Anotacion funcional
inicial de ORF00405 (SEQ ID NOs 809 y 810 W02006/089264 y SEQ ID NOs 1y 2 en el presente documento) se da
en la Tabla 1 en el presente documento.

[0142] Sobre la base de diversos criterios aplicados por los inventores, un subconjunto de 142 de las 4995 ORFs
(2,8%) ha sido seleccionado para su uso inmunogénico (Tabla 2 en W0O2006/089264). ORF00405 aparece en la
Tabla 2 en el presente documento. Los criterios para la seleccion del subconjunto incluyen, pero no se limitan a: baja
homologia con las ORF de cepas de E. coli comensales; longitud > 100aa; y la localizacién celular apropiada (que se
muestra en la parte inferior de las tablas 2 y en el presente documento W02006/089264).

[0143] Los genes que codifican estas 142 proteinas se clonan, expresadandose en bacterias (por ejemplo en un
huseped de laboratorio no patégeno de E. coli, o en un Bacillus tales como B. subtilis o B.megaterium), purificado, y
después se utilizan para inmunizar animales de ensayo (por ejemplo, ratones). El suero elevado en los ratones se
analiz6é entonces en inmunoblot, ensayos ELISA y FACS, y se ensayan adicionalmente en experimentos tanto in
vitro como in vivo. Experimentos adecuados in vitro incluyen la prueba de la capacidad de los anticuerpos para
inducir la muerte mediada por el complemento bacteriano y/o actividad de opsonofagocitosis, para bloquear la unién
de las cepas MNEC (o el antigeno purificado) a células epiteliales humanas u otras células, lineas, y/o para inhibir
adhesion/invasion de bacterias de E. coli (por ejemplo, cepa K1) a las células endoteliales microvasculares del
cerebro (BMEC). Experimentos adecuados in vivo para probar la eficacia contra la bacteriemia y meningitis incluyen
vacunas y desafio sistémicas activas y/o pasivas en ratas de 5 dias de edad desafiadas con la cepa K1 de E. coli, y
la inmunizacién y la infeccion intraperitoneal de ratones adultos con cepas MNEC.
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[0144] La importancia de las proteinas en el ciclo de vida bacteriana se puede probar mediante la creacion de
mutantes knockout isogénicos. Los mutantes también se pueden utilizar para asegurar que los sueros planteados
por un antigeno son especificos para ese antigeno. Microensayos se utilizan para estudiar los patrones de
expresion. La conservacion y/o la variabilidad se evalia mediante la secuenciacion de los genes de varias cepas
diferentes ExPEC.

[0145] Los ensayos se realizaron con el fin de seleccionar las proteinas expuestas en la superficie predichas, que
son especificas para las cepas MNEC y ausentes en las cepas no patdgenas (cepas comensales y de laboratorio).
Una vez seleccionadas estas proteinas se expresan y se purifican y se usan para inmunizar ratones.

[0146] Se conoce de referencia 43 que una mutacién en cualquiera de los genes tol-pal de E. coli resulta en la
formacion de vesiculas que contienen proteinas de la membrana externa nativas. Mediante la comparacion de las
proteinas presentes en las vesiculas de cepas MNEC y cepas no patogenas, es posible seleccionar un pequefio
grupo de proteinas que podrian utilizarse como antigenos potenciales.

Manipulacion de genes mediada por Lambda-rojo en E. coli comensal y patégena

[0147] Este método es un método basado en PCR rapida utilizada para inactivar el gen tolR de las cepas de E. coli
de de tipo silvestre [243]. Brevemente, la primera etapa consiste en la amplificacion de forma independiente de
regiones aguas arriba y aguas abajo del gen diana (tolR) y el casete marcador de resistencia. Los dos productos de
PCR obtenidos en la etapa 1 se mezclan con el productor de la amplificacion del casete de AB en concentraciones
equimolares y se sometieron a una segunda ronda de PCR (PCR de tres vias) para generar un casete marcador de
resistencia flanqueado por regiones 500 pb aguas arriba y aguas abajo (0o mas) homdlogas al gen diana. En la
tercera etapa, grandes cantidades (1ug) de la ADN lineal deseada son electroporadas en células competentes de
Lamda-rojo.

Preparacion de vesiculas
1. Preparacién de vesiculas por precipitaciéon con TCA

[0148] Los medios LB se inocularon con bacterias cultivadas en placas y se incubaron durante la noche a 37°C bajo
agitacion suave. El cultivo se utilizé para inocular 200 ml de LB a OD600 0,1. Las bacterias se cultivaron a OD600
0,4 (o como se indica). El cultivo se centrifugdé durante 10 minutos a 4000 x g y el sobrenadante se filtré a través de
un filtro de 0,22 mm para eliminar las bacterias residuales.

[0149] También se realizaron los mismos experimentos en condiciones de limitacion de hierro mediante la adicion de
dipiridilo (0,25 mM) a los medios LB.

[0150] La precipitacion se realiza afiadiendo cultivo sobrenadante de 10% final de una solucién al 100% (en peso),
TCA, 0,4% (en peso) de desoxicolato. La precipitacion se dejo proceder durante 30 minutos a 4°C. El precipitado se
recuper6 mediante 10 minutos de centrifugacion a 20.000 x g a 4°C. El sedimento se lavé una vez con 10% TCA (en
peso) y dos veces con etanol absoluto. El sedimento se secé con speed vac, y se almacené a -20°C.

[0151] Las cepas de tipo silvestre y mutadas se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida SDS a partir del
cual se pudo observar que habia muchas mas bandas en el sobrenadante de las cepas mutadas que en las cepas
de tipo salvaje. Bandas aleatoriamente escogidas demostraron que todas las proteinas en el sobrenadante eran
proteinas de membrana.

2. preparacion de vesiculas por ultracentrifugacion

[0152] El sobrenadante del cultivo se ultracentrifugd a 200.000 x g durante 2 horas a 4°C. El sedimento se lavé con
PBS, se resuspendieron en PBS, y se almacena a -20°C.

3. Desnaturalizacion de guanidinio de las vesiculas

[0153] Antes de la desnaturalizacién de guanidinio, las vesiculas se precipitaron con etanol. 10 ug de OMV en PBS
se precipitaron mediante la adicion de etanol absoluto frio a 90% final. La precipitacion se dejo proceder durante 20
minutos a -20°C. El precipitado se recuperdé mediante 10 minutos de centrifugacién a 13.000 x g. El sedimento se
resuspendié con 50 ml, de guanidinio 6M, 15 mM de DTT, 200 mM Tris-HCI, pH 8,0. La desnaturalizacion se dejo
proceder durante 60 minutos a 60°C. Antes de la digestion, la solucién se diluyé 1/8 con una solucién de 1,5 M Tris
pH 8.0 y 5 mg de tripsina se afiadieron a la solucion diluida. La digestion se dejé proceder durante la noche a 37°C.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 0,1% final de acido férmico. Los péptidos se extrajeron usando
cartuchos de extraccion Oasis. Los péptidos fueron analizados por MS-MS acoplada a LC.

4. Digestién de la superficie
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[0154] 5 mg de tripsina se afadieron a 10 mg de vesiculas en PBS y se incub6 a 37°C durante 3 horas. La reaccion
se detuvo mediante la adicion de 0,1% final de acido férmico. Los péptidos se recuperaron por filtracion a través de
un filtro de corte de 30 kDa y se extrajeron con cartucho de extraccién Oasis. Los péptidos se analizaron por MS-MS
acoplada a LC.

ANALISIS DE VESICULAS

La cuantificacion de proteinas

[0155] Las proteinas se cuantificaron con el método de Bradford, utilizando BSA como estandar.
SDS-PAGE

[0156] Las muestras se analizaron con un dodecilsulfato de sodio (SDS) al 4-12% en gel de poliacrilamida, utilizando
un aparato de electroforesis de Mini-Protean Il. Las muestras se suspendieron en tampén de muestra SDS (0,06M
Tris-HCI pH 6,8, 10% (v/v) de glicerol, 2% (en peso) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol, 10 mg/ml de bromofenol azul)
y se calenté a 100°C durante 5 min antes de electroforesis de gel de SDS-poliacrilamida. Después de la aplicacion,
los geles se tifieron con azul de Coomassie

[0157] Espectrometria de masas MALDI-TOF.

[0158] Las bandas de proteinas o manchas se escindieron de geles, se lavaron con 50 mM de bicarbonato de
amonio/acetonitrilo (50/50, v/v), y se secaron con una centrifuga Speed-Vac (Savant). Las manchas secas se
digirieron a 37°C durante 2 h mediante la adicion de 7 a 10 ml de una solucién que contiene bicarbonato de amonio
5 mM, 0,012 mg de tripsina de secuenciacion de grado. Después de la digestiéon se cargaron 0,6 ml en una matriz
objetivo pre-manchado y secado al aire. Las manchas se lavaron con 0,6MI de una solucion de etanol al 70%, acido
trifluoroacético al 0,1%. Los espectros de masas se adquirieron en un espectrometro de masas MALDI TOF ultraflex.
Los espectros se calibran externamente mediante el uso de una combinacién de estandares pre-manchados en el
objetivo. Identificacion de proteinas se llevd a cabo por ambas comparaciones automaticas y manuales de picos
monoisotdpicos generados experimentalmente de péptidos en el intervalo de masa de 700 a 3.000 Da, con huellas
generadas por ordenador, utilizando el programa de mascota.

Electroforesis bidimensional

[0159] 200 mg de vesiculas se resuspendieron en una solucién de re-hinchazén de inmobilina (urea 7M, tiourea 2M,
2% (en peso) de CHAPS (2% en peso) ASB14, 2% (v/v) de tampén IPG v pH 3 -10 NL, 2 mM de TBP, 65 mM de
DTT), y adsorbido durante la noche en 7 cm de inmobilina DryStrips (pH 3-10 NL). Las proteinas fueron separadas
por electroforesis 2D. La primera dimension se realizd utilizando una Unidad de Isoelectroenfoque de IPGphor,
aplicando secuencialmente 150 V durante 35 minutos, a 500 V durante 35 minutos, 1.000 V durante 30 minutos,
2.600 V durante 10 minutos, 3.500 V durante 15 minutos, 4.200 V durante 15 minutos, y, finalmente, 5000 V para
llegar a 10kVh. Para la segunda dimension, las tiras fueron equilibradas por dos incubaciones de 10 minutos en 4 M
urea, 2 M tiourea, 30% de glicerol, 2% SDS, 5 mM TBP, Tris HCI 50 mM pH 8,8, 2,5% de acrilamida, azul de bromo
fenol 0,2% : Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 4-12% prefabricados lineales.

[0160] Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal y escaneados con un densitometro personal Sl. Las
imagenes se analizaron con el software de elite 2D de imagen principal.

Nano-LC/MS/MS

[0161] Los péptidos se separaron por nano-LC en un sistema de HPLC CapLC conectado a espectrometro de masa
Q-ToF Micro ESI - equipado con una fuente de nanopulverizacion. Las muestras se cargaron en una columna
Atlantis C18 NanoEase (100 um de diametro interno x 100 mm), a través de una columna de trampa C18 (300 um de
diametro interno x 5 mm). Los péptidos se eluyeron con un gradiente de 50 min desde 2% a 60% de 95% ACN, en
una solucion de acido férmico al 0,1% a una velocidad de flujo de 400 nl/minuto. Los péptidos eluidos se sometieron
a un programa de adquisicidon automatizado que dependen de datos, utilizando el software MassLynx, version 4.0,
donde se utilizé una encuesta de exploracion MS para seleccionar automaticamente péptidos multi-cargados sobre
el rango de m/z de 400-2,000 para fragmentacion de MS/MS. Hasta tres componentes diferentes se sometieron a
fragmentacion de MS/MS al mismo tiempo. Después de la adquisicion de datos, el individuo espectros MS/MS se
combinaron, se alisa y centroided por MassLynx. Busqueda y identifica- cion de péptidos se realizaron en el modo
por lotes con una versién con licencia de Mascot. Los parametros de busqueda MASCOT fueron: (1) las especies:
EXPEC(2) permite un nimero de divisiones perdidas (s6lo para la digestién de tripsina): 6; (3) modificaciones
variables post-translacionales: la oxidacidon de metionina; (4) la tolerancia de péptidos: +500 ppm; (5) la tolerancia de
MS/MS: +0,3 Da y (6): cargo péptido: +1 a +4. En cuanto a la plataforma anterior, sélo se consideraron importantes
éxitos definidos por andlisis de probabilidad MASCOTA. Los umbrales de puntuacién para la aceptacion de la
identificacion de proteinas a partir de al menos un péptido se establecieron por MASCOT como 18 para la digestion
de tripsina y 36 de digestion de proteinasa K.
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ANALISIS DE ANTIGENOS
Modelo de ratén de infeccion sistémica

[0162] Para examinar un gran numero de antigenos seleccionados por el analisis comparativo del genoma entre
cepas de E. coli patdgenas y no patégenas, se ha establecido un modelo de proteccién basado en un ensayo de
virulencia clasica.

[0163] El modelo experimental (inmunizacion e infeccidn) utiliza ratones exdgamos CD1 de 5 semanas de edad, los
cuales son desafiados de la inoculacion intraperitoneal de cepa virulenta de E. coli IHE3034. La dosis de desafio se
ha determinado experimentalmente como Ia cantidad de bacterias capaces de matar 80% de los ratones adultos
dentro de las 72 horas y corresponde a 1x10 ufc/ratén para la cepa IHE3034 ..

[0164] Dos proteinas, que se describen como factores de virulencia y los antigenos protectores potenciales se
utilizaron como controles positivos. Estas proteinas son las Ibea [244] y la IroN (refs 245.246). Las proteinas
recombinantes se expresaron y se utilizaron en los ensayos de inmunizacion.

Protocolo de inmunizacion

[0165] Los ratones se inmunizaron tres veces por inyeccion subcutanea de 150 ml de solucion de proteina usando
adyuvantes de Freund como se muestra en la tabla siguiente:

Ratones de control: Ratones inmunizados:

75 pl de solucién salinica 75 pl de solucién proteinica (20ug)

75 pl de adyuvante de freund’'s completo |75 ul de adyuvante de freund’s completo
75 yl de solucion proteinica (20ug)

75 pul de adyuvante de freund’s
incompleto

75 pl de solucién proteinica (20ug)

75 ul de adyuvante de freund’s
incompleto

Dia 0

75 ul de solucion salinica

Dia 21 75 pl de adyuvante de freund’s incompleto

75 pl de solucion salinica

Dia 35 75 pl de adyuvante de freund’s incompleto

[0166] Las muestras de sangre se recogen el dia antes de la primera inmunizacion (suero preinmune), en el dia 34 y
48 (dias antes de la exposicion). Los sueros de los animales inmunizados se prueban por Inmunoblot y ELISA para
determinar el titulo de anticuerpos.

Desafio

[0167] En el dia 48, la cepa de E. coli IHE3034 se sembrd sobre placa de agar LB de material congelado y se
incubaron durante la noche (ON) a 37°C en una incubadora. En el dia 49 la placa de cultivo ON se utilizé para
inocular 50 ml de medio LB para tener una O.D.so0 = 0,1, y se hicieron crecer durante 1,5 horas a 37°C con agitacion
hasta que el cultivo bacteriano alcance una O.D.g00 = 0,6 correspondiente a 5x10° ufc/ml para la cepa IHE3034. El
cultivo se diluye en solucion fisioldégica hasta que la concentracion de las bacterias es 1x108/ml (tipicamente 2 ml de
cultivo bacteriano se diluye en 8 ml de solucion fisioldgica) y se sembraron utilizando un metodo de recuento en
placa estandar para verificar el in6culo. 100 pl de la suspensién de células que contiene 1x10" bacterias IHE3034 se
inyecta por via intraperitoneal, usando una jeringa de 1 ml, a ratones de control y los inmunizados. El nimero de
muertes en cada grupo de animales a 24, 48 y 72 horas después de la infeccion se registran.

[0168] La proteccidn debido a la vacunacién se evalua por comparacion de la supervivencia en el grupo vacunado y

la supervivencia en el grupo de control de ratones a las 72 horas desde el desafio. El porcentaje de supervivencia en
relacion con los controles se calcula utilizando la férmula:

Tasa de superviviencia en grupo de vacuna - Tasa de supervivencia en el grupo de control
Tasa de supervivencia en el grupo de control

Resultados

[0169] La inmunizacion se llevé a cabo como anteriormente con controles positivos IroN y IbeA. Como puede verse
en las Figuras 3 y 4, el % de supervivencia de los ratones después del desafio con IHE3034 se incrementa después
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de la inmunizacién ya sea con IroN o con IbeA.
[0170] La inmunizacion se llevd a cabo a continuacion con IHE3034 inactivada por calor. Como puede verse en la
Figura 1, el % de supervivencia de los ratones después del desafio con IHE3034 se incrementa después de la
inmunizacién con IHE3034 inactivada por calor.

[0171] La inmunizacion también se llevo a cabo con vesiculas de IHE3034 ATol-R. Como puede verse en la Figura
2, el % de supervivencia de los ratones después del desafio con IHE3034 se incrementa después de la inmunizacién
con IHE3034 ATol-R.

Estudios de inmunizacion

[0172] Los antigenos son seleccionados para combinarse para dar una composicion de la invencion. Ratones
BALB/c se dividieron en nueve grupos y se inmunizaron de la siguiente manera:

Grupo|Composicion de inmunizacién Medio de administracion
1 Mezcla de antigenos (10-20 ug proteina/cada) + CFA (adyuvante deintra-peritoneal o intra-nasal o
Freund completo) subcutanea
. s Intra-peritoneal o intra-nasal o
2 Mezcla de antigenos (5 pg/cada) +Al-hidréxido (200ug) subcutanea
. . Intra-peritoneal o intra-nasal o
3 Mezcla de antigenos (10-20ug proteina/cada) +CpG (10ug) subcutanea
4 Mezcla de antigenos (10-20ug proteina/cada) + Al- hidréxido (200ug)|intra-peritoneal o intra-nasal o
+ CpG (10ug) subcutanea
5 CFA Intra-pgrltoneal 0 intra-nasal o
subcutanea
. . Intra-peritoneal o intra-nasal o
6 Mezcla de antigenos (10-20ug proteina/cada) + LTK63 (5ug) subcutanea
o Intra-peritoneal o intra-nasal o
7 Al-hidroxido (200pg) + CpG (10ug) subcutanea
Intra-peritoneal o intra-nasal o
8 CpG (10ug) subcutanea
Intra-peritoneal o intra-nasal o
9 LTKB3 (5ng) subcutanea

[0173] Los ratones son inmunizados en intervalos de dos semanas. De dos a tres semanas después de la ultima
inmunizacién, todos los ratones son desafiados con la cepa MNEC apropiada. Cuando se utiliza la inmunizacién de
la mucosa (por ejemplo, intranasal), el modelo animal también se desafié por via mucosa para poner a prueba el
efecto protector de la mucosa inmundgeno. Inmediatamente antes de la exposicion, los ratones se sangraron para
determinar el titulo de anticuerpos contra los antigenos que se administraron.

[0174] Para el desafio del ratén, bacterias virulentas se cultivan en medios apropiados. Las bacterias se cosechan
por centrifugacion, se resuspendieron, y se diluyeron en serie para el inéculo de desafio. Ratones BALB/c son
desafiados y observados diariamente durante 30 dias después de la exposicion.

[0175] Subtipos IgG e IgG1/IgG2a totales se pueden medir en los sueros de ratén como resultado de los diferentes
regimenes de inmunizacion mediante el uso de un ensayo ELISA en bacterias enteras y en proteinas recombinantes
purificadas. Ademas, evaluacién de CD4+ y CD8+TH especificas a antigeno en células de bazo y/o PBMC aisladas
de ratones inmunizados se pueden llevar a cabo mediante anélisis FACS de parametros mdltiples, para evaluar los
perfiles de expresion de citoquinas de las células T especificas de antigeno. En particular la produccién de IFN-y e
IL-5 se puede medir después de la estimulacion in vitro de células T con antigenos purificados. Ademas, los
esplenocitos y/o PBMC procedentes de ratones inmunizados con cada formulacién de antigeno/vacuna pueden ser
requeridos 10-12 dias después de la ultima dosis de inmunizacién y se estimularon con bacterias MNEC. Después
de 4 horas de estimulacion, se afiade Brefeldina A a las células durante las siguientes 12 horas, para bloquear la
secrecion de citoquinas. Posteriormente las células se fijaron y se tifieron con anticuerpos para detectar células T
especificas a MNEC que expresan IFN-y y IL-5.

[0176] Las células T pueden ser aisladas de linfocitos de sangre periféricos (PBLs) por una variedad de

procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las poblaciones de células T pueden ser
"enriquecidas" de una poblacién de PBL mediante la eliminaciéon de las células accesorias y B. En particular, el
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enriquecimiento de células T se puede lograr mediante la eliminacién de las células no T usando anticuerpos
monoclonales anti-MHC de clase Il. Del mismo modo, otros anticuerpos pueden ser usados para agotar poblaciones
especificas de células no T. Por ejemplo, las moléculas de anticuerpo anti-lg se pueden usar para agotar las células
B y las moléculas de anticuerpo anti-Macl se pueden utilizar para agotar los macréfagos.

[0177] Las células T se pueden fraccionar aun mas en un numero de diferentes subpoblaciones mediante técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. Dos subpoblaciones principales pueden ser aisladas en base a su
expresion diferencial de marcadores de superficie celular CD4 y CD8. Por ejemplo, tras el enriquecimiento de las
células T como se ha descrito anteriormente, las células CD4+ se pueden enriquecer utilizando anticuerpos
especificos para CD4. Los anticuerpos se pueden acoplar a un soporte sélido tal como perlas magnéticas. Por el
contrario, las células CD8+ se pueden enriquecer mediante el uso de anticuerpos especificos para CD4 (para
eliminar las células CD4+), o puede aisladarse mediante el uso de anticuerpos CD8 acoplados a un soporte sélido.
Linfocitos CD4 de los pacientes infectados por MNEC se pueden expandir ex vivo, antes o después de la
transduccién.

[0178] Después de la purificacion de las células T, las células T purificadas se pre-estimulan con diversas citoquinas
incluyendo, pero no limitandose a rIL-2, IL-10, IL-12 e IL-15, que promueven el crecimiento y la activacion de los
linfocitos.

[0179] Las células T especificas a MNEC, pueden ser activadas por los polipéptidos inmunogénicos descritos
anteriormente. Las células T especificas a MNEC pueden ser CD8+ o CD4+. Las células T CD8+ especificas a
MNEC pueden ser linfocitos T citotéxicos (CTL), los cuales pueden matar las células infectadas MNEC que muestran
cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente o fragmentos de los mismos complejos con una molécula
MHC de clase |. Las células T CD8+ especificas a Chlamydia se pueden detectar mediante, por ejemplo, ensayos de
liberacion de °'Cr. Ensayos de liberacién de 'Cr miden la capacidad de células T CD8+ especificas MNEC para lisar
las células diana que presentan uno o mas de estos epitopos. Las células T CD8+ especificas a MNEC que
expresan agentes antivirales, tales como IFN y, también se contemplan en este documento y también se pueden
detectar por métodos inmunologicos, preferentemente por tincidon intracelular para IFN-y o citoquinas iguales
después de la estimulacion in vitro con uno o mas de los polipéptidos MNE anteriormente descritos. Las células T
CD4+ especificas MNEC pueden ser detectadas por un ensayo de proliferacion linfocitaria. Ensayos de
linfoproliferacion miden la capacidad de las células T CD4+ especificas MNEC para proliferarse en respuesta a uno
0 mas de los polipéptidos descritos anteriormente.

TABLA 1 - Anotaciéon de ORF00405

ORFnnnnn|SEQ ID NOs|Anotacion
ORF00405|1&2 Adhesina putativa

TABLA 2 - Antigeno preferido
ORF00405

Ubicacién de membrana interna: ORF00405
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<400> 1
atgtcacgtt ataaaacaga caataaacag ccacgatttc gttattcagt tctggcccgc 60
tgcgtggcgt gggcaaatat ctctgttcag gttctttttc cactcgctgt cacctttacg 120
ccagtaatgg cagcacgtgc gcagcatgcg gttcagccac ggttgagcat ggaaaatact 180
acggtaactg ctgataataa cgtggagaaa aatgtcgcgt cgcttgccgc taatgccggg 240
acatttttaa gcagtcagcc agatagcgat gcgacacgta actttattac cggaatggcc 300
accgctaaag ctaaccagga aattcaggag tggctcggga aatacggtac tgcgcgcgtc 360
aaactgaatg tcgataaaaa tttctcgctg aaggactctt cgctggaaat gctttatccg 420
atttatgata caccgacaaa tatgttgttc actcaggggg caatacatcg taccgacgat 480
cgtactcagt caaatattgg ttttggctgg cgtcattttt cagaaaatga ctggatggcg 540
ggggtgaata cttttatcga tcatgattta tcccgtagtc atacccgcat tggtgttggt 600
gcggaatact ggcgtgatta tttgaaactg agcgccaatg gttatatccg ggcttctggc 660
tggaaaaaat cgccggatgt tgaggattat caggaacgcc cggcgaatgg ctgggatatt 720
cgtgctgagg gctatttacc tgcctggccg cagcttggcg caagcctgat gtatgaacag 780
tattatggcg atgaagtcgg gctgtttggt aaagataaac gccagaaaga tccacatgcg 840
attaccgctg aagtgaatta cacgccagtg cctcttctga ccctgagtgc cgggcataag 900
cagggcaaga gtggtgagaa tgacactcgc tttggcctgg aagttaatta tcggattggc 960
gaacctctgg aaaaacaact cgatacagac agcattcgcg agcgtcgaat gctggcaggc 1020
agccgctatg acctggttga gcgtaataac aatatcgttc ttgagtatcg caaatctgaa 1080
gtgatccgta ttgctctgcc tgagcgtatt gaaggcaagg gcggccagac ggtttccctg 1140
gggcttgtgg tcagcaaagc aactcacggt ctgaaaaatg tgcaatggga agcgccgtct 1200
ttgctggccg caggcggaaa aattacgggg cagggcaatc agtggcaagt gacgctcccg 1260
gcttatcagg caggcaaaga caattattat gcgatttcag cgattgccta cgataacaaa 1320
ggcaatgcct cgaaacgtgt gcagacagaa gtagttatta gcggagctgg tatgagcgcc 1380
gatcgtacgg cgttaacgct tgacggtcag agccgtattc aaatgcttgc taacggtaat 1440
gagcaaaagc cgctggtgct gtctctgcgc gacgccgagg gccagccagt cacgggcatg 1500
aaagatcaga tcaagactga actaaccttc aaaccggctg gaaatattgt gactcgtacc 1560
ctgaaggcca ctaaatcaca ggcaaagcca acactgggtg agttcaccga aactgaagca 1620
ggggtgtatc agtctgtctt tactaccgga acgcagtcag gtgaggcaac gattactgtt 1680
agcgttgatg acatgagcaa aactgtcact gcagaactgc gggccacgat gatggatgtg 1740
tcaaactcca ccctgagtgc taacgagccg tcaggtgatg tggttgctga tggtcagcaa 1800
gcctacacgc tgacactgac agcggtggac tccgagggta atccggtgac gggagaagcc 1860
agccgcctgc gacttgttcc gcaagacact aatggtgtaa ccgttggtgc catttcggaa 1920
ataaaaccag gggtttacag cgccacggtt tcttcgaccc gtgccggaaa cgttgttgtg 1980
cgtgccttca gcgagcagta tcagctgggc acattacaac aaacgctgaa gtttgttgcec 2040
gggccgcttg atgcagcaca ttcgtccatc acactgaatc ctgataaacc ggtggttggc 2100
ggtacagtta cggcaatctg gacggcaaaa gatgctaatg acaaccctgt aactggcctc 2160
aatccggatg caccgtcatt atcgggcgca gctgctgctg gttctacggc atcaggctgg 2220
acggataatg gcgacgggac ctggactgcg cagatttctc tcggcactac ggcgggtgaa 2280
ttagacgtta tgccgaagct caatgggcag gacgcggcag caaatgcggc aaaagtaacc 2340
gtggtggctg atgcattatc ttcaaaccag tcgaaagtct ctgtcgcaga agatcacgta 2400
aaagccggtg aaagcacaac cgtaacgctg gtggcgaaag atgcgcatgg caacgctatc 2460
agtggtcttt cgttgtcggc aagtttgacg gggaccgcct ctgaaggggc gaccgtttcc 2520
agttggaccg aaaaaggtga cggttcctat gttgctacgt taactacagg cggaaagacg 2580
ggcgagcttc gtgtcatgcc gctcttcaac ggccagcctg cagccaccga agccgcgcecag 2640
ctgactgtta ttgccggaga gatgtcatca gcgaactcta cgcttgttgc ggacaataaa 2700
actccaacgg ttaaaacgac gacggaactc accttcacca tgaaggatgc gtacgggaat 2760
ccggtcaccg ggctgaagcc agatgcacca gtgtttagtg gtgccgccag cacggggagt 2820
gagcgtcctt cagcaggaaa ctggacagag aaaggtaatg gggtctacgt gtcgacctta 2880
acgctgggat ctgccgcggg tcagttgtct gtgatgccgc gagtgaacgg ccaaaatgcc 2940
gttgctcagc cactggtgct gaatgttgca ggtgacgcat ctaaggctga gattcgtgat 3000
atgacagtga aggttaataa ccaactggct aatggacagt ctgctaacca gatcaccctg 3060
accgtcgtgg acagctatgg taacccgttg caggggcaag aagttacgct gactttaccg 3120
cagggtgtga ccagcaagac ggggaataca gtaacaacca atgcggcagg gaaagtggac 3180
attgagctta tgtcaacggt tgcaggggaa cttgagatcg aggcctcggt gaaaaactct 3240
cagaagacgg tcaaggtgaa attcaaggcg gatttcagta ccggtcaggc gagcctggag 3300
gtagacgccg ctgctcaaaa agtggcaaac ggcaaagatg cctttacgct gacggcaacg 3360
gttaaggatc aatacggcaa ccttcttcct ggcgctgtgg tcgtctttaa tctgcctcgg 3420
ggcgtcaaac cgcttgcaga cggtaatatc atggtgaacg ccgacaagga gggtaaagcg 3480
gaactgaaag tggtttccgt gactgccgga acctatgaga tcacggcgtc agcaggaaat 3540
gaccagcctt cgaatgcgca gtctgtaacg tttgtggctg ataagactac ggcgaccatc 3600
tccagtattg aggtgattgg caaccgtgca gtggcggacg gcaaaaccaa acagacgtat 3660
aaagttacgg tgactgatgc caataacaac ctgctgaaag atagcgaagt gacgctgact 3720
gccagcccgg aaaatttagt tctgactccc aatgggacgg cgacaacgaa tgagcaaggg 3780
caggctattt tcaccgccac gaccactgtc gcagcgacat atacactcac ggcgaaagtg 3840
gaacaggccg acggtcagga atcgacgaaa actgccgaat ctaaattcgt cgcggatgat 3900
aaaaacgcgg tgctcgctgc atctccagag cgtgtagatt ctctggtggc ggacgggaag 3960
actactgcaa cactgacggt tactctgatg tcgggtgtca accccgtagg aggaaccatg 4020
tgggtcgaca ttgaggctcc ggaaggggtg acagaggcgg attatcagtt cctgccgtcg 4080
aaaaatgacc atttcgcgag cgggaaaatc acgcgtacat ttagtaccaa caagccaggt 4140
acatacacat tcacattcaa ctctttgaca tatggagggt atgaaatgaa accagtgact 4200
gtgacaatta acgccgttcc tgcagatact gaaggcgctg aggagaaata a 4251
<210> 2
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<211> 1416

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Met
1

val
Phe
His
Asp
65

Thr
Thr
Gly
ser
Pro
145

Arg

Asp

Ser

Leu

Pro

Ala

- 50

AsSn
Phe
Gly
Lys
Leu
130
Thr

Thr

Trp

Arg
Ala
Leu
35

val
ASn
Leu
Met
Tyr
115
Lys
ASnh

GlIn

Met

Tyr
Arg
20

Ala
Gln
val
Ser
Ala
100
Gly
Asp
Met

Ser

Ala

Lys
S
Cys
val
Pro
Glu
ser
85
Thr
Thr
ser
Leu
Asn

165
Gly

Thr
val
Thr
Arg
0
Gln
Ala
Ala

Ser

Phe'

150
Ile

val
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Asp
Ala
Phe
Leu
55

Asn
Pro
Lys
Arg
Leu
135
Thr

Gly

Asn

Asn
Trp
Thr
40

Ser
val
AsSp
Ala
val
120
Glu
Gln

Phe

Thr

Lys
Ala
25

Pro
Met
Ala
Ser
Asn
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Lys
Met
Gly

Gly

Phe

Gln
10

ASh
val
Glu
ser
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90

Gln
Leu
Leu
Ala
Trp

170
Ile

31

Pro
Ile
Met
Asn
Leu
75

Ala
Glu
Asn
Tyr
Ile
155

Arg

Asp

Arg
Ser
Ala
Thr
60

Ala
Thr
Ile
val
Pro
140
His
His

His

Phe
val
Ala
45

Thr
Ala
Arg
Gln
Asp
125
Ile
Arg

Phe

Asp

Arg
Gln
30

Arg
val
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Asn
Glu
110
Lys
Tyr
Thr

Ser

Leu

TYyr
15

val
Ala
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Ala
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95

Trp
AsSn
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Asp
Glu
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Ser
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Ile
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160
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Arg
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545

Ser
Met
Asp
val
Leu
625
Ile
Asn
Gln
Ser
Ala
705
Asn
Ala
Ser
Gly
Ala
785
Lys
Gly
Ala
Ser
val
865
Leu

Ala

Thr

val
Met
val
Asp
610
val
Lys
val
Gln
Ile
690
Ile
Pro
ser
Leu
Gln
770
Leu
Ala
AsSn
ser
Tyr
850
Met
Thr

ASp

Met

ASp
Asp
val
595
Ser
Pro
Pro

val

Thr

675

Thr
Trp
AsSp
Gly
Gly
755
Asp
Ser
Gly
Ala
Glu
835
val
Pro
val

Asn

Lys

ASp
val
580
Ala
Glu
Gln
Gly
val
660
Leu
Leu
Thr
ATa
Trp
740
Thr
Ala
Ser
Glu
Ile
820
Gly
Ala
Leu
Ile
Lys

900
Asp

Met
565
ser
ASp
Gly
Asp
val
645
Arg
Lys
Asn
Ala
Pro
725
Thr
Thr
Ala
Asn
Ser
805
Ser
Ala
Thr
Phe
Ala
885

Thr

Ala

550

ser

Asn

Gly
Asn
Thr
630
Tyr
Ala
Phe
Pro
Lys
710
Ser
Asp
Ala
Ala
Gln
790
Thr
Gly
Thr
Leu
Asn
870
Gly

Pro

Tyr

Lys
Ser
GIln
Pro
615
Asn
ser
Phe
val
ASp
695
Asp
Leu
AsSn
Gly
ASn
775
ser
Thr
Leu
val
Thr
855
Gly
Glu

Thr

Gly
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Thr
Thr
Gln
600
val
Gly
Ala
Ser
Ala
680
Lys
Ala
Ser
Gly
Glu
760
Ala
Lys
val
Ser
Ser
840
Thr
GIn
Met

val

Asn

val
Leu
585
Ala
Thr
val
Thr
(ﬂ u
665
Gly
Pro
Asn
Gly
Asp
74S
Leu
Ala
val
Thr
Leu
825
Ser
Gly
Pro
Ser
Lys

905

Pro

Thr
570
Ser
Tyr
Gly
Thr
val
650
Gln
Pro
val
AsSp
Ala
730
Gly
Asp
Lys
Ser
Leu
810
Ser
Trp
Gly
Ala
Ser
890
Thr

val

32

555
Ala

Ala
Thr
Glu
val
635
ser
Tyr
Leu
val
ASnh
715
Ala
Thr
val
val
val
795
val
Ala
Thr
Lys
Ala
875
Ala

Thr

Thr

Glu
Asn
Leu
Ala
620
Gly
Ser
Gln
Asp
Gly
700
Pro
Ala
Trp
Met
Thr
780
Ala
Ala
Ser
Glu
Thr
860
Thr
Asn

Thr

Gly

Leu
Glu
Thr
605
ser
Ala
Thr
Leu
Ala
685
Gly
val

Ala
Thr
Pro
765
val

Glu
Lys
Leu
Lys
845
Gly
Glu
Ser

Glu

Leu

Arg
Pro
590
Leu
Arg
Ile
Arg
Gly
670
Ala
Thr
Thr
Gly
Ala
750
Lys
val
Asp
Asp
Thr
830
Gly
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Ala
Thr
Leu

910
Lys

Ala
575
ser
Thr
Leu
ser
Ala
655
Thr
His
val
Gly
ser
735
Gln
Leu
Ala
His
Ala
815
Gly
Asp
Leu
Ala
Leu
895

Thr

Pro
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Thr

Gly
Ala
Arg
Glu
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Gly
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Leu
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Thr
Ile
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880
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915

Ala Pro val Phe Ser
930

Ala Gly Asn Trp Thr
945

Thr Leu Gly Ser Ala
965

Gly Gln Asn Ala val
980

Ala ser Lys Ala Glu
995

Leu Ala Asn Gly Gln
1010

ser Tyr Gly Asn Pro
1025

GIn Gly val Thr ser

1045

Gly Lys val Asp Ile

1060

Ile Glu Ala ser val
1075

Lys Ala Asp
1090

Ala GlIn Lys val Ala
1105

Phe Ser

val Lys Asp Gln Tyr

1125

Asn Leu Pro Arg Gly
1140

Asn Ala Asp Lys Glu
1155

Ala Gly Thr Tyr Glu
1170

Asn Ala GIn Ser val
1185 ,

ser Ser Ile Glu val

1205

Lys GIn Thr Tyr Lys
1220
Lys Asp Ser Glu val
1235
Thr Pro Asn Gly Thr

1250

Thr Ala Thr Thr Thr
1265

Glu GIn Ala Asp Gly

ES 2595363 T3

920
Gly Ala Ala ser Thr
935

Glu Lys Gly Asn Gly
950

Ala Gly GIn Leu Ser
970

Ala GIn Pro Leu val
985

Ile Arg Asp Met Thr
1000

ser Ala Asn GIn Ile
1015

Leu Gln 61y GIln Glu
1030

Lys Thr Gly Asn Thr
) 1050

Glu Leu Met Ser Thr
1065

Lys Asn Ser GlIn Lys
1080
Thr Gly GIn Ala Ser
1095

Asn Gly Lys Asp Ala
1110

Gly Asn Leu Leu Pro
1130

val Lys Pro Leu Ala
1145

Gly Lys Ala Glu Leu
1160
Ile Thr Ala Ser Ala
1175

Thr Phe val Ala Asp
1190

Ile Gly Asn Arg Ala
1210

val Thr val Thr Asp
1225

Thr Leu Thr Ala ser
1240 :

Ala Thr Thr Asn Glu
1255

val Ala Ala Thr Tyr
1270

Gln Glu ser Thr Lys

33

925

Gly Ser Glu Arg Pro
940

val Tyr val Ser Thr
955

val Met Pro Arg val
975

Leu Asn val Ala Gly
990

val Lys val Asn Asn
' 1005

Thr Leu Thr val val
1020

val Thr teu Thr Leu
1035

val Thr Thr Asn Ala

1055

val Ala Gly Glu Leu
1070

Thr val Lys val Lyé

S
1085

Leu Glu val Asp Ala
1100

Phe Thr Leu Thr Ala
1115

Gly Ala val val val

1135

Asp Gly Asn Ile Met
1150

Lys val val ser val

1165

Gly Asn Asp Gln Pro
1180

Lys Thr Thr Ala Thr
1195

val Ala Asp Gly Lys

1215

Ala Asn Asn Asn Leu
1230

Pro Glu Asn Leu Vval
1245

Gln Gly GIn Ala Ile
1260

Thr Leu Thr Ala Lys
1275

Thr Ala Glu ser Lys

Ser
Leu
960
Asn
Asp
Gln
Asp
Pro
1040
Ala
Glu
Phe
Ala
Thr
1120
Phe
val
Thr
Ser
Ile
1200
Thr
Leu
Leu
Phe
val

1280
Phe
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1285

1290

1295

val Ala Asp Asp Lys Asn Ala val Leu Ala Ala Ser Pro Glu Arg val
1300 1305 1310

Asp Ser
Leu Met
133
Glu Ala
1345
Lys Asn
Asn Lys

Gly Tyr

Asp Thr

1410

Leu val Ala Asp Gly Lys Thr
1320

1315
ser Gly val Asn Pro val
1335

Gly

Pro Glu Gly val Thr Glu Ala

1350

Asp His Phe Ala Ser Gly
1365

Lys

Pro Gly Thr Tyr Thr Phe Thr

1380

1385

Thr Ala Thr Leu Thr val Thr
1325

Gly Thr Met Trp val Asp Ile
1340

Asp Tyr Gln Phe Leu Pro Ser
1355

1360

Ile Thr Arg Thr pPhe Ser Thr

1370

1375

Phe Asn Ser Leu Thr Tyr Gly
1390

Glu Met Lys Pro val Thr val Thr Ile Asn Ala val Pro-Ala

1395 1400
Glu Gly Ala Glu Glu Lys
1415

34
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Reivindicaciones

1.

10.

Un polipéptido que comprende: (a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; (b) una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2; (c) una secuencia de
aminoacidos que es un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 2; o (d) una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y que
incluye un fragmento de al menos 10 aminoacidos consecutivos de SEQ ID NO: 2, para uso en el
tratamiento o prevencion de la enfermedad y/o infeccion causada por una bacteria ExPEC.

El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento comprende al menos
un epitopo de células B de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

El polipéptido para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicho fragmento consiste en (a)
el péptido sefal N-terminal de dicho polipéptido, (b) dicho polipéptido sin su péptido sefial N-terminal, o (c)
dicho polipéptido sin 1-10 de su residuo(s) de aminoacido N-terminal.

Una composicién farmacéutica que comprende el polipéptido como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento
o prevencion de la enfermedad y/o infeccién causada por una bacteria EXPEC.

Una composicion farmacéutica que comprende dos o mas polipéptidos como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento
o prevencion de la enfermedad y/o infecciéon causada por una bacteria ExPEC.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4 o la reivindicacion 5, que comprende
ademas un adyuvante de vacuna.

Una composicion inmunogénica que comprende un polipéptido como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, para uso en el tratamiento o enfermedad y/o prevencién de la infeccidon causada por
una bacteria ExPEC.

El polipéptido para su uso segun las reivindicaciones 1 a 3, o composicién inmunogénica para uso de
acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la bacteria ExXPEC es una bacteria MNEC.

Uso de un polipéptido como se define en las reivindicaciones 1 a 3, o una composicion inmunogénica como
se define en la reivindicacion 7, en la fabricacion de un medicamento para elevar una respuesta inmune en
un paciente, en el que la respuesta inmunitaria es protectora contra la infeccion ExPEC.

El uso de la reivindicacion 9, en el que la bacteria EXPEC es una bacteria MNEC.
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