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DESCRIPCION
Cepa atenuada y adaptada de Pseudomonas para el suministro de antigenos
Dominio de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para obtener una cepa atenuada y adaptada de Pseudomonas para su
uso en vacunas humanas. La invencion también se refiere a la cepa obtenida, y a los otros tratamientos utiles para
mejorar la seguridad de la cepa de Pseudomonas, sin disminuir su inmunogenicidad.

Antecedentes

Se han desarrollado bacterias para su uso como vacunas que suministran antigenos heterélogos. Estas bacterias se
han modificado para que contengan secuencias de acido nucleico que codifiquen una proteina o antigeno de interés.
Sin embargo, la inyeccion de bacterias infecciosas virulentas nativas es potencialmente perjudicial para el organismo
receptor. Por lo tanto, la virulencia de las bacterias se debe atenuar antes de su uso en inmunoterapia.

Debido a la capacidad eficaz conferida para suministrar antigenos a las células presentadoras de antigenos in vivo,
los vectores bacterianos atenuados basados en el sistema de secrecion de tipo Il (T3SS o TTSS) atrajeron cada vez
mas atencién para su uso potencial, en particular para el desarrollo de vacunas contra el cancer. En las ultimas
décadas, el uso de bacterias gram negativas, tales como Salmonella, Shigella, Yersinia y Pseudomonas que utilizan
su poderosa maquinaria de secrecion - el sistema de secrecion tipo lll, para suministrar efectores bacterianos a la
membrana o al citoplasma de la célula anfitriona, ha atraido cada vez mas atenciéon por su uso potencial para el
desarrollo de vacunas contra el cancer (Epaulard et al., 2006). Hasta ahora, se ha demostrado que las bacterias
basadas en T3SS son portadoras de vacunas contra el cancer que proporcionan proteccién contra varios modelos
tumorales como el glioma, el cancer de prdéstata, el cancer de mama y el fibrosarcoma en ratones.

Ademas de su alta eficacia, la seguridad de los vectores bacterianos es muy importante para la aplicacion clinica. En
el trabajo anterior de los autores de la presente invencion descrito en el articulo de Epaulard et al., Publicado en
2008, se describieron dos cepas atenuadas de Pseudomonas:

. una cepa atenuada 'CHA-OST', en la que se han suprimido los genes exoS y exoT que codifican dos
exoenzimas principales de la toxina T3S - ExoS y ExoT - demostrando una capacidad eficaz de suministro de
antigenos y un rendimiento de proteccion tumoral;

) una cepa mas atenuada 'CHA-OAL', en la que ademas de los genes exoSy exoT, también se han
suprimido los genes aroAy lasl. El gen aroA codifica la 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa, que es una
enzima clave en la sintesis de aminoacidos aromaticos y el gen las/ codifica la enzima que produce homoserina
lactonas 3-ox0-C12-HSL para la percepcion de cuorum ("quorum sensing") (QS).

Esta segunda cepa CHA-OAL tiene una toxicidad muy reducida al tiempo que mantiene una buena eficacia a altas
dosis. Esta cepa maximamente atenuada puede representar el mejor compromiso entre la atenuacion de virulencia y
la eficacia, por lo que se le otorgd el potencial para aplicaciones clinicas.

La patente EP 1 692 162 describe un vector de expresion de proteinas quiméricas, que comprende la parte funcional
de las proteinas ExoS o ExoT de Pseudomonas aeruginosa, y un antigeno de interés. La proteina quimérica puede
ser expresada por una cepa transformada con dicho vector, y se puede "inyectar" en el citoplasma de una célula
presentadora de antigeno a través del sistema TTSS. Preferentemente, la cepa transformada es una cepa CHA-OST
en la que los genes exoS'y exoT han sido eliminados

Recientemente, se ha descrito un nuevo concepto de vacunas que estan "muertas pero son metabdlicamente
activas" (KBMA). Conservan las propiedades inmunolégicas de los organismos vivos, pero tienen un perfil de
seguridad mas cercano al de los organismos muertos. Inicialmente, Brockstedt et al. demostraron la estrategia de
vacuna KBMA con la bacteria Listeria monocytogenes (Brockstedt et al., 2005). La deleciéon de dos genes uvr (A'y
B) que codifican la subunidad exonucleotidasa A y B hacen que las bacterias sean sensibles al entrecruzamiento
inducido por psoraleno mediante exposicion a luz UVA de longitud de onda larga (Wollowitz, 2001). Sin embargo, no
esta claro si este tratamiento fotoquimico se podria aplicar a bacterias Pseudomonas vy si el sistema de secrecion
tipo 11l funcionaria después de este tratamiento.

Para fines clinicos, también es importante adherirse a las buenas practicas de fabricacién para la produccion de
vacunas. En particular, los vectores bacterianos se deben producir en un medio quimicamente definido con un
rendimiento de crecimiento constante para garantizar la calidad del producto.

De hecho, uno de los principales problemas técnicos encontrados con el cultivo de cepas atenuadas de
Pseudomonas es su baja tasa de crecimiento en medios de crecimiento convencionales definidos quimicamente.
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En estudios recientes, se ha aplicado un medio quimicamente definido - medio minimo de glucosa (M9) en diferentes
cultivos de especies bacterianas, tales como E. Coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas putida, para las
investigaciones de la expresion de genes, la expresion de proteinas y las comunidades bacterianas. Este medio fue
desarrollado previamente por DeBell RM y se demostrdo que era ideal para la produccion de exotoxina A por P.
aeruginosa (DeBell, 1979).

Existe la necesidad en la técnica de un medio quimicamente definido optimizado, que permita una tasa de
crecimiento elevada y constante para cepas atenuadas de Pseudomonas. Preferentemente, estas cepas se
transforman con un vector de expresién tal como se describe en la patente EP 1 692 162.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de una cepa adaptada de Pseudomonas, que
comprende las siguientes etapas:

° Delecion de los genes ExoS, ExoT, aroA y lasl en una cepa inicial de Pseudomonas cultivada en un medio
LB,
° Cambio progresivo del medio de cultivo de medio LB a un medio quimicamente definido que comprende

magnesio y calcio, y

° Seleccion de la cepa adaptada que presenta un tiempo de duplicacion inferior a 60 minutos cuando se
cultiva en dicho medio quimicamente definido.

En un aspecto preferido de la invencién, la cepa de Pseudomonas se trata ademas con el proceso KBMA para
convertirla en "muerta pero metabdlicamente activa" como se define en la reivindicacion 3.

La presente invencion también esta relacionada con una cepa de Pseudomonas adaptada obtenida por el
procedimiento descrito anteriormente, con la misma toxicidad y capacidades de secrecion que la cepa antes de la
adaptacion, y un tiempo de duplicacién cuando se cultiva en dicho medio quimicamente definido de menos de 60
minutos. Esta cepa de Pseudomonas adaptada se ha depositado en el CNCM (Institut Pasteur) con el nimero de
registro 1-4564.

La invencion también esta relacionada con una composicién inmunogénica y una vacuna que comprende la cepa
adaptada descrita previamente y el uso de la cepa de Pseudomonas adaptada de la invencion para preparar una
composicion de vacuna.

Finalmente, la invencion también se refiere a la vacuna de la invencién para su uso en una estrategia de vacunacion
para inducir una respuesta inmunitaria caracterizada por inyecciones en multiples posiciones de la cepa atenuada y
adaptada de Pseudomonas, al organismo, y a la cepa Pseudomonas adaptada de la invenciéon para su uso en un
método para inducir una respuesta inmunitaria.

Descripcion detallada de la invencién

Las publicaciones mencionadas en la presente memoria se citan con el fin de describir y revelar los protocolos,
reactivos y vectores que se citan en las publicaciones y que se podrian utilizar en relacién con la invencion.

Ademas, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas microbioldgicas
y biolégicas moleculares convencionales dentro del conocimiento practico de la técnica. Tales técnicas son bien
conocidas por el trabajador cualificado y se explican con detalle en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et
al., 2001. Las técnicas inmunoldgicas convencionales se explican en Current protocol in Immunology, Coligan, John
Wiley & Sons (2005).

Se debe sefalar que, como se emplea en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular "un", "uno", "una" y "el" y "la" incluyen las referencia en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, una referencia a "una cepa" incluye una pluralidad de tales cepas, y asi sucesivamente.
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
los mismos significados entendidos cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque se puede utilizar cualquier material y método similar o equivalente a los descritos en la presente memoria
para poner en practica o someter a prueba la presente invencion, a continuacion se describen los materiales y

métodos preferidos.

La presente invencion esta relacionada con un procedimiento para la obtencién de una cepa adaptada de
Pseudomonas, que comprende las siguientes etapas:

° Delecion de los genes ExoS, ExoT, aroA y lasl en una cepa inicial de Pseudomonas cultivada en un medio
LB,
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° Cambio progresivo del medio de cultivo de medio LB a un medio quimicamente definido que comprende
magnesio y calcio, y

° Seleccion de las cepas adaptadas que presentan un tiempo de duplicacion inferior a 60 minutos cuando se
cultivan en dicho medio quimicamente definido.

Ventajosamente, la cepa adaptada presenta la misma toxicidad y capacidades de secrecion que la cepa inicial.

Como se emplea en la presente memoria, los siguientes términos se pueden utilizar para la interpretacion de las
reivindicaciones y la memoria descriptiva.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcion anterior de la invencion, excepto cuando el contexto requiera
lo contrario debido a un lenguaje expreso o implicacidon necesaria, la palabra "comprenden" o variaciones tales como
"comprende" o "que comprende" se utilizan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas indicadas pero no para impedir la presencia o adicidon de caracteristicas adicionales en diversas
realizaciones de la invencion.

El término 'Pseudomonas' designa un género de gammaproteobacterias, perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae que contiene 191 especies validamente descritas. Todas las especies y cepas de
Pseudomonas son bacilos gram negativos y se clasifican como aerobios estrictos. Entre ellos, Pseudomonas
aeruginosa es un patégeno humano oportunista altamente relevante.

Las bacterias gram negativas utilizan diferentes tipos de sistemas de secrecion para sus propios fines. En particular,
el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) esta involucrado en la citotoxicidad de las cepas de Pseudomonas.

La primera etapa del procedimiento de acuerdo con la invenciéon es la delecion de los genes ExoS, ExoT,
aroAy lasl en una cepa inicial de Pseudomonas cultivada en un medio LB. Los genes exoS'y exoT codifican dos
exoenzimas principales de la toxina T3S - ExoS y ExoT. Elgen aroA codifica la 3-fosfoshikimato 1-
carboxiviniltransferasa, que es una enzima clave en la sintesis de aminoacidos aromaticos y el gen /as/ codifica la
enzima que produce las homoserina lactonas 3-oxo-C12-HSL para la percepcion de cuorum (QS). Como se
describié previamente (Epaulard et al., 2008), la cepa obtenida presenta una atenuacion de su virulencia mientras
mantiene una buena eficacia para inducir una respuesta inmunogénica, cuando se administra a un organismo.

Se utiliza principalmente Luria Bertani (LB), un medio nutricionalmente rico, para el crecimiento de bacterias. El
medio LB se utiliza ampliamente como medio de crecimiento para todo tipo de bacterias, y su composicion es bien
conocida por los expertos en la técnica.

La segunda etapa del procedimiento segun la invencién es un cambio progresivo del medio de crecimiento, de medio
LB a un medio quimicamente definido basado en un medio minimo de glucosa (M9) con un complemento de
magnesio y calcio, denominado medio MM9. Ventajosamente, el reemplazo del caldo LB por el medio MM9 se
realizé de acuerdo con las siguientes proporciones: LB al 100%-> LB al 50%-MM9-> LB al 20%-MM9 -> LB al 5%-
MM9-> LB 2%-MM9 -> MM9 al 100%. Para cada etapa, se realizaron al menos dos dias de adaptacion, hasta que la
cepa adaptada proliferé de manera estable en un medio MM9 al 100%.

La tercera etapa del procedimiento de acuerdo con la invencién es la seleccion de cepas adaptadas, caracterizadas
por una capacidad de crecimiento definida por un "tiempo de duplicaciéon" que es inferior a 60 minutos. El "tiempo de
duplicacion" es el periodo necesario para que una colonia bacteriana duplique su poblaciéon cuando se cultiva en
condiciones 6ptimas (37°C en un crecimiento medio, en constante movimiento).

El producto final del procedimiento de acuerdo con la invencién es una 'cepa adaptada' que presenta las siguientes
caracteristicas: la cepa adaptada presenta la misma toxicidad y capacidad de secrecién que la cepa inicial, mientras
que su tiempo de duplicacion cuando se cultiva en dicho medio quimicamente definido es menor de 60 minutos.
Ventajosamente, su tiempo de duplicaciéon en dicho medio quimicamente definido es inferior a 50 minutos, y mas
preferentemente es inferior a 45 minutos.

En un aspecto especifico de la invencion, el medio MM9 es un medio M9 con un suplemento de Mg?* 1 mM y Ca?* 1
mM.

Ventajosamente, el medio quimicamente definido MM9 tiene la siguiente composicion:

Tabla 1: Composicion del medio M9 modificado (MM9)

Extracto de levadura sintética 4 g/L

Triptofano 1 mmol/L (0,2 g/L)
Glucosa 14 mmoles/L (2,54glL)
Glicerol 1%
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FeSO4 0,4 g/L
Acido citrico 2 mmoles/L (0,36 g/L)
Medio con Sales M9 5X (Sigma) composicion aproximada por litro

Na2PO3 Anhidro 33,9¢

KPO3 15,09

NaCl 259

NH4CI 5049
MgSO. 1 mmol/L (50 mg/L)
CaSO0y 1 mmol/L (50 mg/L)
Agua csp 1L

En un aspecto especifico de la invencioén, la cepa adaptada se trata ademas para convertirla en "muerta pero
metabdlicamente activa". El procedimiento para obtener bacterias muertas pero metabdlicamente activas se puede
resumir de la siguiente manera:

° Se elimina el gen uvrAB de una cepa de Pseudomonas; se puede utilizar cualquier mecanismo conocido
por los expertos en la técnica para obtener esta delecion;

. Se realiza una inactivacion fotoquimica con UVA en presencia de psoraleno S-59;

. Se evaltan la toxicidad, la produccién de antigeno y la secrecion de antigeno a través del sistema TTSS
por la cepa tratada.

Para mas detalles sobre el proceso KBMA, véase Brockstedt et al., 2005 y Wollowitz, 2001.

En un aspecto preferido de la invencion, la obtencién de una cepa de P. aeruginosa KBMA se realiza en presencia
de una concentracion de 10 uM de S59-psoraleno con una irradiacion UVA a una dosis de 7,2 J/cm?.

La invencion también se relaciona con un procedimiento tal como el descrito anteriormente, para obtener una cepa
de Pseudomonas Muerta Pero Metabdlicamente Activa, y con la cepa obtenida. En particular, el procedimiento
KBMA se puede aplicar a una cepa 'CHA-OST' o 'CHA-OAL'".

La invencion también esta relacionada con una cepa de Pseudomonas KBMA, no toxigénica y menos virulenta que
la cepa no tratada inicial, manteniendo las capacidades de secrecion de T3SS.

En un aspecto especifico de la invencién, la cepa de Pseudomonas se ha atenuado antes del tratamiento KBMA,
mediante la delecién de los genes exoSy exoT.

En otro aspecto de la invencién, la cepa de Pseudomonas se ha atenuado antes del tratamiento KBMA, mediante la
delecion de los genes exoS, exoT, aroAy lasl.

En otro aspecto de la invencion, la cepa de Pseudomonas se ha adaptado en un medio MM9 antes del tratamiento
KBMA.

En otro aspecto de la invencion, la cepa de Pseudomonas ha sido atenuada por la delecion de los genes exoS,
exoT, aroA y lasl y adaptada en un medio MM9, antes del tratamiento KBMA.

En un aspecto preferido de la invencion, la cepa pertenece a la especie Pseudomonas aeruginosa.

La invencion también esta relacionada con una cepa adaptada especifica de Pseudomonas que ha sido depositada
en el CNCM (Institut Pasteur) el 1 de diciembre, 2011 con el nimero de registro CNCM [-4564, que presenta la
misma toxicidad y capacidades de secrecion que la cepa inicial, y un tiempo de duplicaciéon, cuando se cultiva en
dicho medio quimicamente definido, de menos de 60 minutos.

La invencion también esta relacionada con una composicién inmunogénica que comprende una de las cepas
adaptadas de Pseudomonas descritas anteriormente.

La invencion también esta relacionada con una vacuna que comprende la composicion inmunogénica que
comprende la cepa adaptada de Pseudomonas descrita anteriormente y un portador o coadyuvante
farmacéuticamente aceptables. El experto en la técnica conoce el mejor coadyuvante para cada composicion de
vacuna.
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La presente invenciéon también esta relacionada con la vacuna de la invenciéon para su uso en un método para
inducir una respuesta inmunitaria en un anfitrién, comprendiendo dicho método la administracién al anfitrion por
medio de inyecciones en multiples posiciones de una cantidad eficaz de la vacuna descrita anteriormente.

En un aspecto particular de la invencién, el método para inducir una respuesta inmunitaria se basa en un protocolo
de vacunacion que comprende cuatro inyecciones subcutaneas, en los flancos derecho e izquierdo, de una cantidad
suficiente de la vacuna tal como se describe anteriormente (véanse los ejemplos para mas detalles).

El uso terapéutico de la cepa adaptada y/o KBMA de la invencion depende del antigeno que esté siendo expresado
por la cepa. De hecho, la respuesta inmunitaria se inducira contra un patdégeno o tumor especificos. Dependiendo de
la enfermedad a tratar, se elegira un antigeno especifico de interés para que sea expresado en forma de proteina de
fusién por la cepa de Pseudomonas segun la invencion. En un aspecto especifico de la invencion, el antigeno de
interés es un antigeno tumoral o viral. En particular, dicho antigeno se puede seleccionar de la lista: BAGE, CAMEL,
CEA, DAM, GAGE, HER-2/neu, MAGE, MUM, MART, PSA, PSMA, RAGE, SAGE y WT1. Preferentemente, el
antigeno se selecciona entre los antigenos tumorales enumerados en (Novellino et al., 2005) y (Buonaguro et al.,
2011).

La invencién también esta relacionada con el uso de la cepa adaptada de Pseudomonas descrita anteriormente,
para preparar una composiciéon de vacuna.

Finalmente, la presente invencion se refiere a la cepa adaptada de Pseudomonas como se describe anteriormente
para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria en un anfitrién.

Dibujos

Figura 1. Evaluacion de la secrecion de proteina de fusion mediada por T3SS por la cepa CHA-CLIN1
cultivada en MM9. Las posiciones de popB (flecha superior) y popD (flecha inferior) estan marcadas con
flechas; las posiciones de las proteinas de fusion S54-PADRE-antigeno estan marcadas con estrellas.

Figura 2. El mutante AuvrAB de P. aeruginosa tratado fotoquimicamente esta "muerto pero metabdlicamente
activo". A. Viabilidad de OST(wt) y OSTAB después del tratamiento con la concentracion de S59 indicada
basada en la unidad formadora de colonias en agar nutriente. La media de 5 experimentos realizados por
duplicado se analiza con el soporte l6gico Graphpad. B. Analisis de la viabilidad de P. aeruginosa después de
un tratamiento diferente con el kit de tincién Live/Dead BacLight (Molecular Probe) y medicién de
fluorescencia en el lector de microplacas. C. Deteccion por transferencia Western de ExoS54-OVA en
sobrenadante de P. aeruginosa tratado fotoquimicamente con diferentes niveles de amotosalen.

Figura 3. A. P. aeruginosa KBMA tratada fotoquimicamente con amotosalen 10 uyM produce, secreta e
inyecta antigeno en las células dendriticas. A. P. aeruginosa KBMA secreta el antigeno ExoS54-Ovalbumina
al sobrenadante. B. El sistema de secrecion tipo Il de P. aeruginosa KBMA es funcional. Inyeccion de S54-
Bla en células HL60 humanas.

Figura 4. Pseudomonas aeruginosa KBMA es menos citotoxica. A) La pérdida de citotoxicidad se evalud
mediante la infeccion de células dendriticas de ratén (BMDC). La liberacion de LDH de las células infectadas
se midi6 a las 3 h de la infeccién. Los porcentajes de citotoxicidad se calcularon de acuerdo con la liberacion
de actividad de LDH. Los datos son las medias de los resultados de al menos tres experimentos. B)
Citotoxicidad de P. aeruginosa KBMA (PCT 10 uyM) para moDC 3 h después de la infeccion. C) Efecto de MOI
sobre la tincion 7AAD/AnexinaV de moDC 24h después de la infeccion. NT Control representa células
solamente.

Figura 5. Protocolos de vacunacion. Evaluacion de la eficacia de la cepa CHA-CLIN1 por sensibilizacion
tumoral sobre un protocolo de vacunacion optimizado. (A) Ensayo profilactico. (B) Ensayo terapéutico.

Ejemplos

Antes de describir la presente invencion con detalle, se debe entender que esta invencién no se limita a los métodos
particularmente ilustrados y, por supuesto, puede variar.

Ejemplo 1. Adaptacién de una cepa atenuada de Pseudomonas 'CHA-OAL' cultivada en medio LB, a un medio
quimicamente definido (MM9).

En primer lugar, los autores de la presente invencion adaptaron la cepa CHA-OAL en medio M9 modificado por
Debell MR, que era ideal para la produccion de proteina ExoA por Pseudomonas, pero la tasa de crecimiento de la
bacteria no fue lo suficientemente alta. Los autores de la presente invencién modificaron aun mas el medio M9
complementandolo con Mg2+ y Ca2+ y la composicion del medio M9 modificado (MM9) se muestra en la tabla 1.

Para adaptar la cepa CHA-OAL a este medio, el reemplazo de LB por MM9 para el cultivo de la cepa CHA-OAL fue
progresivo. Al final, la cepa CHA-OAL proliferé6 de manera estable en medio MM9 vy el crecimiento fue mucho mejor
que cuando se cultivo en caldo LB (tabla 2).
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Tabla 2: Cinética de crecimiento (tiempo de duplicacion) de mutantes CHA-OAL en caldos LB y MM9 después de la
adaptacion

Mutante Tiempo medio de duplicacion (min)
durante el crecimiento exponencial
Caldo LB Caldo MM9
CHA-OAL 88 43

Esta nueva cepa adaptada para crecer en medio MM9, con un tiempo de duplicacién de 43 minutos, se denomind
CHA-CLIN1 y se depositdé en el CNCM con el nimero de registro 1-4564.

Ejemplo 2. Toxicidad y capacidades de secrecion de la cepa adaptada CHA-CLIN1 obtenida en el Ejemplo 1. 2.1.
Toxicidad: Con el fin de verificar si la adaptacion y las nuevas condiciones de crecimiento habian modificado la
toxicidad de la cepa CHA-CLIN1, los autores de la presente invencién evaluaron la toxicidad in vivo de la cepa CHA-
CLIN1 cultivada en medio LB o MM9 observando la mortalidad después de una inyeccion subcutanea de 107, 102 o
10° bacterias a ratones hembra C57BL/6 de 6 semanas de edad. La toxicidad de la nueva cepa CHA-CLIN1 se
comparé con la toxicidad de las cepas CHA-OST y CHA-OAL, descritas previamente (tabla 3).

Tabla 3: Prueba de toxicidad in vivo de mutantes CHA-OST y CHA-CLIN1

Mutante Dosis Mortalidad
CHA-OST 10° 0/6
(enLB) 108 0/6
107 4/6
CHA-OAL 107 0/6
(enLB) 108 0/6
10° 0/6
CHA-CLIN1 107 0/6
(en MM9) 108 0/6
10° 0/6

Se puede observar que la toxicidad de la cepa CHA-CLIN1 en MM9 es muy baja en comparacion con la toxicidad de
la cepa CHA-OST, y es igual a la toxicidad de la cepa CHA-OAL, cultivada en medio LB.

2.2. Capacidad de secrecion de proteinas por TTSS: Los autores de la presente invencién sometieron a prueba si los
caracteres T3SS de la cepa CHA-CLIN1 se habian modificado tanto para la adaptacién como para el crecimiento en
medio MM9, en comparacion con una cepa no adaptada cultivada en LB. Transformaron las cepas CHA-OAL y CHA-
CLIN1 con pEAI-S54-PADRE-OVACter (las cepas transformadas son OAL-P-OVA y CLIN1-P-OVA,
respectivamente) y evaluaron la secrecion de la proteina de fusion en medio LB y MM9.

Los cultivos bacterianos para las cepas OST-El (cepa de control negativo), OAL-P-OVA y CLIN1-P-OVA se
realizaron a 37°C con agitacion a 250 rpm. Después de un pre-cultivo nocturno en LB que contenia 300 pg/mL de
carbenicilina, las bacterias se resuspendieron a una DOgy de 0,2 en LB que contenia 300 pg/mL de carbenicilina,
IPTG 0,5 mM, EGTA 5 mM y MgCl, 20 mM hasta que la DOggo alcanzé un valor entre 1,5 y 2. A continuacion, los
cultivos bacterianos se centrifugaron a 17000 g durante 15 minutos y se recuperd el sobrenadante. Para la
precipitacion de las proteinas, se afadié acido perclérico al sobrenadante a una concentracion final de 15% y se
incubo a 4°C, durante la noche. Al dia siguiente, las proteinas precipitadas se centrifugaron a 17000 g, 4°C durante
30 min; las proteinas se lavaron dos veces con acetona (17000 g, 15 min), se secaron a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 60 L de tampdén de desnaturalizacion (Tris HCI, ditiotreitiol, SDS, azul de bromofenol, glicerol).

A continuacion, se analizaron las proteinas mediante SDS-PAGE, en un gel de poliacrilamida al 15% (Ready Gels
Recast Gel (Biorad®)), a menos de 120 V, en tampdn de migracion Tris Glycine SDS (Biorad®), y se visualizaron
mediante tincion con azul de Coomassie.

Los resultados de la secrecion de las diferentes cepas se muestran en la figura 1. En esta figura, la primera calle
presenta la cepa OST-EAI, que es la cepa de control que no contiene secuencia codificante de antigeno. Se
visualizan tres proteinas:
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. PopB y PopD (marcadas con flechas), dos proteinas estructurales de T3SS que forman el canal de
translocacioén: su presencia es un control positivo de una correcta activacion de T3SS;

. la proteina de fusion P-OVA (marcada con estrellas), observada para las cepas transformadas que
expresan el antigeno cultivadas tanto en medio LB como adaptadas en medio MOM.

Por lo tanto, las capacidades de secrecion de TTSS de la cepa CHA-CLIN1 en MM9 son las mismas que las
capacidades de la cepa CHA-OAL cultivadas en medio LB, después de la transformacién con un plasmido pEAIS54-
PADRE-OVACter.

Ejemplo 3. Atenuacion de una cepa 'CHA-OST' por el procedimiento KBMA

Se generaron mutantes de reparacion de la escision de nucledtidos OSTAuvrAB (OSTAB) a partir de la cepa CHA-
OST de P. aeruginosa por mutagénesis basada en Cre/lox {Quenee, 2005 num. 48} y sistema de seleccion negativa
basado en sacB.

Inactivacion de bacterias con psoraleno S59/UVA y ensayo de viabilidad

Los autores de la presente invencion determinaron la sensibilidad relativa a la inactivacién fotoquimica de la cepa
OSTAB y su cepa parental OST en un intervalo de concentraciones de psoraleno S-59 y una dosis de UVA de 7,2
J/icm2, utilizando las condiciones establecidas previamente para bacterias gram negativas {Lankowski, 2007 num.
162} .

Para el tratamiento fotoquimico (PCT), se cultivd la cepa OST AuvrAB en medio LB a 37°C hasta una DOgg de 0,5.
Se afadieron diferentes concentraciones de psoraleno S-59 y los cultivos se hicieron crecer durante una hora
adicional. A continuacion se transfirid 1 ml de cultivo por pocillo (DOgoo de 1) a una placa de cultivo de 6 pocillos para
la irradiacion UVA a una dosis de 7,2 J/cm?en un dispositivo Stratalinker 1800 (Stratagen). La viabilidad de los
cultivos fotoquimicamente inactivados se evalu6 mediante dilucién en serie y cultivo en placa sobre PIA para
unidades formadoras de colonias. Los puntos representan los valores medios de las placas triplicadas contadas a la
dilucién mas apropiada (Figura 2A).

Como se esperaba, la cepa OSTAuvrAB fue mucho mas sensible a PCT que OST. Con S-59 10 uyM hubo ~1
organismo replicante vivo/1,25 x 108 bacterias expuestas para OSTAB, y 2,5 x 108 bacterias vivas para OST.

Basandose en el kit Live/Dead BacLight Bacterial Viability (Molecular Probes), los autores de la presente invencion
buscaron a continuacion la integridad de la membrana de la cepa de P. aeruginosa tratada fotoquimicamente (Figura
2B). Bajo el tratamiento fotoquimico, las bacterias no pueden reproducirse en medio nutriente, pero tienen
membranas intactas, que todavia se pueden calificar como "vivas".

Por lo tanto, el presente ejemplo muestra que las cepas de Pseudomonas se pueden someter al tratamiento KBMA y
convertirse en "Muertas pero Metabdlicamente activas”, con membranas intactas pero incapacidad para crecer.

Ejemplo 4. Capacidades de secrecion de la cepa KBMA obtenida en el ejemplo 3: el mutante OSTAuvrAB se
inactiva por tratamiento fotoquimico, pero aun secreta proteinas

Como se muestra en la Figura 2C, la proteina de fusion ExoS54-OVA se detecta en el sobrenadante de P.
aeruginosa tratada fotoquimicamente con diferentes niveles de amotosalen (0, 2, 5, 10, 15y 20 pM).

OSTAuvrAB se transformé con el plasmido pEAiIS54 PADRE Ova. Las cepas resultantes se hicieron crecer en medio
LB que contenia 300 mg/L de carbenicilina (Cb) durante el tratamiento fotoquimico. Las células se resuspendieron
en LB 300 mg/L Cb con o sin EGTA 5 mM y se cultivaron 3 horas a 37°C. El agotamiento de calcio inducido por
EGTA desencadena la activacion de TTSS de P. aeruginosa vy la secrecion de efectores de TTSS en medio de
cultivo {Epaulard, 2006 num. 25}. Los sobrenadantes se hicieron precipitar y se analizaron mediante SDS PAGE
(Mini protean Tris Glycine 12% Precast Gel (Biorad)) e inmunotransferencia con anticuerpo policlonal de conejo anti-
ovalbumina de pollo (AbDserotec) utilizado a 1/5000 en TBS BSA 0,5 mg/mL para someter a prueba la presencia de
proteina de fusion secretada ExoS54-PADRE Ova.

La Figura 2C muestra que el antigeno 'PADRE Ova' se secreta tan pronto como se afiade EGTA al medio de cultivo,
a cualquier concentracion de amotosalen.

Como se muestra en la figura 3A., P. aeruginosa KBMA tratada fotoquimicamente con amotosalen 10 pM secreta el
antigeno ExoS54-Ovalbumina al sobrenadante.

Primero, los autores de la presente invencién obtuvieron transformantes de OSTAuvrAB con plasmidos pEAI SO-
OVA (sometido a delecion para la secrecion de Tag) y pEAi S54-OVA. Prepararon la cepa tratada fotoquimicamente
en presencia de psoraleno (0 y 10 uM).

A continuacion, los autores de la presente invencion evaluaron la produccion y secrecion por TTSS de proteinas
fusionadas con ExoS54 por las cepas PCT. Después de PCT, utilizaron cuatro condiciones de crecimiento en medio

8



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2745 649 T3

LB: sin estimulacion TTSS, con estimulacion TTSS por agotamiento de calcio (EGTA 5 mM), produccion
intrabacteriana de OVA sin estimulacion TTSS (IPTG 0,5 mM) y con suplemento de EGTA e IPTG para someter a
prueba la produccién y secrecion de OVA.

Como se muestra en la figura 3B., el sistema de secrecion tipo Il de P. aeruginosa KBMA es funcional: el antigeno
S54-Bla se inyecta en las células.

Para buscar mas sobre la funcionalidad TTSS de la cepa KBMA de los autores de la presente invencion, se utilizé un
ensayo que media la escision de CCF2 en células eucaritticas a las que se habia inyectado B-lactamasa fusionada
a ExoS54.

Derouazi et al. describieron previamente esta prueba de la "inyeccién eficaz del antigeno en las células" {Derouazi,
2010 num. 203}.

Brevemente, después de 3 h de infeccion de las células eucariéticas HL60 con varias cepas, las células se
incubaron con solucion 6xCCF2/AM recién preparada (concentracion final 1 uM; Invitrogen) durante 30 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. El porcentaje de células que recibieron fusiones de informador se cuantificd
mediante citometria de flujo (FACS Moflo; Dako Cytomation).

Las cinco cepas diferentes sometidas a prueba son:
. OSTAB S54Bla: Cepa de P. aeruginosa conocida por inyectar S54-Bla a través de TTSS

. OSTAB PopBD S54Bla: Cepa de P. aeruginosa con delecion para el translocon PopBD incapaz de inyectar
Bla a través de TTSS a la célula

. KBMA S54Bla: KBMA que expresa el antigeno S54-bla

° KBMA PopBD S54Bla: cepa KBMA con delecién para el translocon PopBD

. Destruida por calor: P. aeruginosa que expresa S54-Bla calentada a 70°C durante 1 hora

. Equivalente viable: Basada en el grafico CFU, para KBMA a MOI 500 hay aproximadamente 1 bacteria viva.

Esta es 1 bacteria OSTAB S54 Bla.

Los resultados se muestran en la figura 3B, y se expresan como el nimero de células que muestran una
fluorescencia azul; las células no infectadas incubadas con CCF2 se usaron como control negativo.

El analisis FACS reveld células azules que indicaban la escision CCF2-AM por Bla. No se observaron células azules
en las células no tefiidas, no infectadas o infectadas con bacterias viables equivalentes (es decir, 1 equivalente de
bacteria para MOI 500) o cepas que albergan el plasmido vacio (pEAI) o el plasmido que expresa la proteina -
lactamasa de tipo salvaje fusionada a S54 pero no secretada a través de TTSS (OSTABApopBD S54-Bla) (Figura
2b). Utilizando la cepa KBMA, se pudieron observar células azules en HL60 infectado a MOI 100 y 500 con un
aumento del rendimiento, lo que indica que el TTSS esta activo bajo PCT.

Juntos, estos datos demuestran que los autores de la presente invencion obtienen P. aeruginosa KBMA a una
concentracion de S59-psoraleno10 uM, incapaz de replicarse en medio de agar nutriente pero aun capaz de secretar
un antigeno por su sistema de secrecion de tipo lll activado.

Ejemplo 5. Citotoxicidad de la cepa atenuada obtenida en el ejemplo 3

La pérdida de citotoxicidad se evalué mediante la infeccion de células dendriticas de raton (BMDC). Las bacterias
tratadas con PCT se prepararon como se menciond anteriormente. La citotoxicidad se evalu6 mediante la
determinacion de la liberacién de lactato deshidrogenasa a los sobrenadantes de las células infectadas utilizando un
kit de detecciéon de citotoxicidad (LDH, Roche) como se describié anteriormente {Dacheux, 1999 num. 81}. La
liberacion de LDH de las células infectadas se midié a las 3 h de la infeccion. El porcentaje de citotoxicidad para
cada experimento se calculd con la siguiente ecuacion: (valor de Exp. - control solo con células) / (control con Triton
X-100 al 1% - control solo con células) x 100. Los datos son las medias de los resultados de al menos tres
experimentos.

Los datos se muestran en la figura 4A: las células foto-tratadas no son citotdxicas hacia las células dendriticas de
raton.

La Figura 4B muestra la citotoxicidad sobre células dendriticas humanas.

Las cepas sometidas a prueba son las siguientes: OSTAB y KBMA que expresan el antigeno MIFlu Puerto Rico (M1-
K252) fusionado con ExoS54.

La Figura 4C muestra la viabilidad de los moDC humanas 24 h después de la infeccion con KBMA u OSTAB S54-
9
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M1F1.
Ejemplo 6 Protocolo de vacunacion con la cepa adaptada obtenida en el ejemplo 1

Experimentos con animales: Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 de Janvier SA (Le Genest-Saint-Isle,
Francia) y se sometieron al experimento a las 6-8 semanas de edad. Se mantuvieron en condiciones libres de
patégenos en las instalaciones de animales de la Universidad Joseph Fourier (Grenoble, Francia). Todos los
experimentos con animales fueron aprobados por el Comité de Experimentos con Animales de la Region y se
realizaron de acuerdo con las directrices institucionales y nacionales.

Inmunizacién animal:

A) Ensayo profilactico: A ratones C57BL/6 se les inyectd, en cuatro posiciones en los flancos derecho e
izquierdo la cepa CHA-CLIN1-PADRE-OVA a 5+107 células/posicion/vez, dos veces, 14 dias y 7 dias antes de
la sensibilizacion de los tumores B160VA. CHA-OST-EI es el control negativo. Las curvas de Kaplan-Meyer
mostraron datos de supervivencia de los grupos de 6 ratones. Andlisis estadistico: p <0,01 para tres grupos
inmunizados frente a El, sin diferencia entre los grupos inmunizados.

B) Ensayo terapéutico: los ratones C57BL/6 recibieron una sensibilizacion tumoral por via subcutanea con
células tumorales GL261 el dia 0 y a continuacion se vacunaron en cuatro posiciones en los flancos derecho
e izquierdo con la cepa CHA-CLIN1-PADRE-OVA a 5+107 células/posicion/vez en el siguiente esquema
terapéutico D1/D5/D9/D13/D17/D21. Las curvas de Kaplan-Meyer mostraron datos de supervivencia de los
grupos de 6 ratones. Analisis estadistico: p <0,01 para tres grupos inmunizados frente a EI; CHA-OST-
PADRE-OVA frente a CHA-CLIN1-PADRE-OVA 4 posiciones, p = 0,72; CHA-OST-PADRE-OVA frente a
CHA-CLIN1-PADRE-OVA 1 posicion, p = 0,038).

Experimento de sensibilizacion tumoral: A ratones hembra C57BL/6 inmunizados (grupos profilacticos) o no
inmunizados (grupos terapéuticos) se les inyectaron subcutaneamente en el flanco izquierdo el dia 0 células B16-
OVA a la dosis de 2:10° células (100 pL)/raton o células GL261 a la dosis de 1+10° células (100 pL)/raton.

La aparicion y el crecimiento dinamico de la masa tumoral se midieron cada 48 horas. Cuando el diametro del tumor
excedio los 10 mm, los ratones fueron sacrificados y este dia correspondid al periodo de supervivencia. El analisis
de los datos se realizd con el soporte légico GraphPad Prism 5.

Analisis estadistico: Los analisis de los diagramas de barras se evaluaron mediante la prueba t de Student. Las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meyer de animales tratados con diferentes protocolos se analizaron utilizando la
prueba logrank. Se consideré que un valor p inferior a 0,05 entre los grupos indicaba una diferencia estadisticamente
significativa.

Resultados: En primer lugar, los autores de la presente invencién encontraron que 108 CHA-CLIN1-PADRE-
OVAlvez cebaba la respuesta de las células T CD8+ mas fuerte entre las tres dosis, y trataron de optimizar la
eficacia de la cepa CHA-CLIN1 a través de la vacunacion de ratones en multiples posiciones (cuatro inyecciones
subcutaneas en los flancos derecho e izquierdo, 5+107 bacteria/posicion/vez, en D-14/D-7).

Las vacunaciones con CHA-CLIN1-PADRE-OVA basadas en diferentes protocolos demostraron la misma eficacia
que la cepa CHA-OST-PADRE-OVA (Figura 5A).

Para el ensayo terapéutico, todos los grupos inmunizados presentaron rechazos tumorales con ligeras diferencias
entre los tres grupos inmunizados, las vacunaciones con CHA-CLIN1-PADRE-OVA en cuatro posiciones fueron
ligeramente mas eficaces que las vacunas CHA-OST-PADRE-OVA que fueron aun mejores que las vacunaciones
con CHA-CLIN1-PADRE-OVA en una posiciéon. Se debe observar que no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo CHA-OST-PADRE-OVA y el grupo CHA-CLIN1-PADRE-OVA en 4 posiciones, mientras que la
diferencia entre el grupo CHA-OST-PADRE-OVA y el grupo CHA-CLIN1-PADRE-OVA en 1 posicion fue significativo
(p = 0,038) (Figura 5B).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para obtener una cepa adaptada de Pseudomonas, que comprende las siguientes etapas:
* Eliminar los genes ExoS, ExoT, aroA y Lasl en una cepa inicial de Pseudomonas cultivada en un medio LB,

» Cambiar progresivamente el medio de cultivo de medio LB a un medio quimicamente definido que
comprende magnesio y calcio, y

* Seleccionar las cepas adaptadas que presentan un tiempo de duplicacién inferior a 60 minutos cuando se
cultivan en dicho medio quimicamente definido.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en donde el medio quimicamente definido tiene la siguiente
composicion: un medio minimo de glucosa M9 con un suplemento de Mg? 1 mM y Ca? 1 mM.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la cepa adaptada se trata adicionalmente para convertirla
en "muerta pero metabdlicamente activa", llevando a cabo:

- la delecion del gen uvrAB;
- la inactivacion fotoquimica con UVA en presencia de psoraleno S-59.

4. Una cepa adaptada de Pseudomonas obtenida por el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde la cepa adaptada presenta la misma toxicidad y capacidades de secrecion que la
cepa inicial, y su tiempo de duplicacion cuando se cultiva en dicho medio quimicamente definido es inferior a 60
minutos y en donde se ha depositado en el CNCM (Institut Pasteur) con el nimero de registro 1-4564.

5. Una composicién inmunogénica que comprende la cepa adaptada de Pseudomonas segun la reivindicacion 4.

6. Una vacuna que comprende la composicidon inmunogénica segun la reivindicacion 5 y un portador o coadyuvante
farmacéuticamente aceptables.

7. Una vacuna segun la reivindicacion 6, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria en un
anfitrién, comprendiendo dicho método la administracion al anfitrion mediante inyeccion en multiples posiciones de
una cantidad eficaz de dicha vacuna.

8. El uso de una cepa adaptada de Pseudomonas segun la reivindicacion 4, para la preparacioén de una composicion
de vacuna.

9. Una cepa adaptada de Pseudomonas como se define en la reivindicacién 4, para su uso en un método para
inducir una respuesta inmunitaria en un anfitrion.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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