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@ Nombre: UNIVERSITY OF BRISTOL IDENTIFICACION
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Bristol BS8 1TH, Reino Unido.
ce: [ owm []
SOLICITANTE
{T1) Necionalidad o Domicllio: Bristol, Reino Unido.
Cual
Lugar de Conatitucién:
Teldfono: 3284270 Fax: 6089701 Namero
E-mall: Jlicco@lloredacamachp.com
® Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE cc. M NT [
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Plso 5°, C.E. Otro
REPRESENTANTE ale f& o "o [ ]
O APODERADO Bogoté- Colombia Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Namero 39.690.713 TP53.215
E-mall: Jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: VIRJI, Mumtaz.
INVENTOR(ES) | Direccion: Department of Pathology and Microblology, School Of Medical
(72) Sclences, University Of Bristol, University Walk, Bristol BS8 1TD.
Naclonalidad o Domiclllo: Reino Unido.
® PCT (86)
Soliciud Intemacional No.  PCT/GB2003/004273 Fecha: 01/10/03
Publicacién Intemacional No. WO 2004/031238 A2 Fecha: 15/04/04
® Titulo (54) “PEPTIDOS TERAPEUTICOS”
® Clasificacidn Internaclonal (51) CO7K 14/705
@ Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nomero de Sollchud
sino [ ][ @B : 02/10/02 0222764.3

@ Comprobante de Pago No. 05-27,808 Fecha: Abril 15 de 2005




ANEXOS N
[X] Comprobante de pago de Ia tasa de presentacidn de la solicitud.

D Documento que acredita la existencia y representaclén legal cuando el solicitante sea persona juridica.
D Documento de Representacion Legal.

D Documento de cesion del Inventor al solicitante o a su causants.
[[] peciaraciones.

|:| Copla de Ia solicitud intemaclonal. (resumen, descripcién, reivindicaclones, dibujos)
E Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Copia del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intemeacional de Examen Preliminar

(IPEA).
E Traduccién del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.

[[] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la Hcencla o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades ind!genas.
] Arte Final 12x12. ?

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por
mismo titular 0 su causante, relacionedos parciel o totalments con la invencién de esta solicitud.

D De ser e caso, modiﬁeacionel; efectuadas a la solicitud internacional.

Otros reporte de blsqueda internacional con su traduccién, publicacidn con su traduccidn, capftulo
relvindicatorio como fue originaiments presentsdo en fase Intemaclional con su traducclén y anexo
explicativo de modificaciones a las relvindicaciones.
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(3 ¢ EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industriay Comerdlo  SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
SUPERINTENDENCIA
No. SOLICITUD
INTERNACIONAL:  pPCT/GB2003/004273
(51) INT. CL.: CO7K 14/705

(21) No. SOLICITUD:
(22) FECHA DE .

FECHADE o005 (1) soLICITANTE: UNIVERSITY OF BRISTOL
(30) PRIORIDAD:
(31) No. DE SOLICITUD: (0222784.3 (72) INVENTOR/ES: VIRJI, Mumtaz.
(32) FECHA DE

PRESENTACION: 02-10-2002
(33) PAIS: B ) e, TVIANTE - Al ICIA LLOREDA RICAURTE
(54) TITULO:

“PEPTIDOS TERAPEUTICOS”

(57) RESUMEN:

Relvindicacién nimero 1.-

Un ligando que es parte de la molécula UspA1 entera, que Iincluye el dominio de
enlace del receptor CEACAM, dicho ligando comprende los residuos 427 a 623 de
la SEC ID No. 2, o un fragmento de esta requerido para el enlace del receptor
CEACAM.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

APM/8950-WO ACCIONES (Forma PCT/ISA/220) asi como, donde splique, el itzm § a continuacion.
Solicitud internacional No. Fecha de registro intemacional (dia/mavedo) | Fecha de Pricridad (Primers) (dio/mes/afio}
PCT/GB 03/04273 01/10/2003 02/10/2002

Solicitente

UNIVERSITY OF BRISTOL

Ests Reports de Bdsqueda Internacional ha sido preparado por estn Autoridad de Biisqueda Internacional y es transmitldo al solicitante
segiin el Articulo 18. Una copia serd transmitida s la Oficina Internacional.

Este Reporte de Blsqueda Internacional consta de un totalde _7__ hojas
También cstd acompafiado de una copia de cada documento téenico anterior citado en este reporte.

1. Bases dei reporte

L Respecto al lenguajs, In bisqueda internacional se lievd a caho segin Ia solicitud intemnacional en el lenguaje en €l cual sc presentd,
2 menos que se indique de otro modo en este (tem.

D hbdqﬂinmlmdulhv&nnhnﬂlhmcihﬁhldhiudhmmwluu
Autoridsd (Regla 23.1(b))-

b. Respecto s una secuencia de dcldo nucledtido y/o amino revelado en 1a solicitud iniernacional, In blsqueds internacionsal
s¢ llevé a cabo segiin 1a lista de In secuencia:

[[] contenido en 1n solicitnud intemacional en forme escrita.

presentada junto con 1a solicitud intemacional en forma legible por computador.
proporcionads subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrite.

proparcionads subsiguientemente s esta Autoridad en forma legible por computador.,

sa ha proporcionado Is afirmacién de que ol listndo de secuencing escrito proporcionado subsiguientemenic no va mis alld de ln
revetacidn en In solicitud internacional segin se presentd.

X XX X0O

s¢ ha proporcionado I afirmacién de que Ia informacidn registrada en forma legible por computador es idéntics al listado de la
secuencis-escriti.
2. E Clertas relvindicaciones no pudieros loesilzarse (Ver Cuailla I).

kR D Falts wnldad de Invencida (ver Casilla IT).

4. Respectoal titulo,

[[] B o s aprobado segin lo presenta el solicitante.
Esta Autoridsd ha establecido que el texto se len asf:
PEPTIDOS TERAPEUTICOS DERIVADOS DE USPAI

5. Respecto al resumen,

B tex0 os aprobado segin 1o presenm ¢l soticitante.
Esta Autoridad ha establecido el texto de scuerdo con Ia Regla 38.2(b), segin aparcce en la Cagilla 1. El solicitsnte puede, un
mes despuds de Ia fecha de haber enviado por correo esie reparte de bilsqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. La figura de los dibujos que se pubticars con el resurmen es Ja Figura Ne.

[ como lo sugiris ol solicitante. DXl Ninguna e tas igures.
D porgue el solicitante no sugirid una figurs.
porque ests figurs carcteriza mejor a ka invencidn.

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Julio 1998)



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB 03/04273

Cadlia I Observaclones donde clertas redvindieaciones fueron ineserutables (Continuaeidn del Item 1 de Ia|
primera bojn)

Este Reporte de Buisqueda Internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(s) por las siguientes razones:

1. [[] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asumtn que no €4 necesario que csta Autoridad busque, a saber:

2. DJ Reivindicaciones Nos.: - L _ .
porque sc relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tl grado que no se puede llevar a cabo una hisqueds imternacional significativa,
especificamente:
ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3. [ Reivindicaciones Nos.:

porque son reivindicaciones dependienies y no estin disedladas de acuerdo con la segunda y tercers
arxcién de 1a Regla 6.4(a).

Causllla II Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuscién del Item 2 de la primers hoja)

Esta Autorided de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

1L D Puesio que todos los derechos de bisqueda adicionsles requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de bilsqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2, I:I Puesto que todas 1as reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos edicionales.

i D Pucsto que s6lo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fucron pagados opartunamente par el
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre Gnicamente aquellas reivindicaciones para
Ins cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [] B! soliciante no pegd oportunamente los dercchos de bisqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de inisqueda intermnacionsl se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [_| Los derechos de biaqueda sdicionales estuvieron acompatados por ia protesta
del solicitante.

[[] E1 pago de 108 derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT/SA/Z10 (continuacién de s primera hoja(1)) (Julio 1958)
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Solicitud Internacional No. PCT/GB 03/04273

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

Continuacién de la Casilla L2

La presente reivindicacién 1 y su reivindicacién dependiente se refieren a un nimero
extremadamente grande de compuestos. De hecho, las reivindicaciones contienen tantas opciones
que carecen de claridad segin el significado del Articulo 6 del PCT a tal punto que se hace
imposible una realizar una blisqueda significativa de las reivindicaciones. Por lo tanto, la
biisqueda ha sido llevada a cabo para aquellas partes de la solicitud que parecen estar claras, es
decir para los fragmentos UspAl especificados en la reivindicaciém 1 (aa 463-863, 527-668,
527-863, 427-623, 427-668).

Se llama la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones, o partes de las
reivindicaciones, que se refieren a invenciones con respecto de las cuales no se ha establecido
reporte de biisqueda internacional no necesitan ser objeto de un examen preliminar internacional
(Regla 66.1(¢) PCT). El solicitante es advertido que la politica de 1a EPO cuando actia como una
Autoridad de Examen Preliminar Internacional es normalmente no llevar a cabo un examen
preliminar sobre 1a materia que no ha sido buscada. Este es el caso independiente de si o no son
modificadas siguiendo la recepcidn del reporte de biisqueda o durante cualquier procedimiento del
Capitulo II.




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB 03/04273

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 CO7K14/195 GOIN33/00 A61P1100 AG61P35/00 AGIP31/04

Segin ls Clasificacién de Patente Intemacional (IPC) o scgin I clerificacién nacional y ls IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minims buscada (sistems de clasificacin scguido de simibolos de clasificucién)
IPC7 CO7K GOIN

Documentacién buscada fuera de documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campas buscadas

Base de datos clectrdnica consultada curante 1a bisqueda imemacional (nomibre de In base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)
EPO-Internacional, EMBL, BIOSIS, WPI Dato, EMBASE, PASCAL, SCISEARCH, CHEM ABS, Dain, PAJ

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

— Catrgewis ® | Citacién de dovumenin, con Indicacian, donde ace spropiadc, dc ks textos reloventas Relcvante & Ls reivindicacian No.

X  |wo 98 28333 A (COPE LESLIE D; HANSEN ERIC J (US); 1-19
AEBI CHRISTOPH (US); FISKE MICH)
2 de Tulio de 1998 (1998-07-02)

pégina 1-4
phgina 10-11
pégina 13-14
pégine 44
pgina 52
plgina 93-94
X BASE DE DATOS EMBL *‘Onlinel 1-19
Secuencia de Uspal,
1 de Noviembre de 1999 (1999-11-01)
recuperado de EBI
Acceso a la base de datos No. Q9XD56
XP002273230
¢l documento completo
o=
EEdMCummnﬁmm E En el anexo se enumersn micwmibros de la famia de patentes.
* Categorias especiales de documentos citados:
T documento posterior publicado después de 1a fecha de presentacidn
'A' documento que define ol estado general de In técnica ¢1 cual no sa internacional o fecha de prioridad y que no esth en conflicts con la
considera de relevancia particular solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
Iai .
‘E' documento anterior pero publicado en 0 después de Ia fecha de
presentacidn intemacional "X documento de relevancis particular; la invencién reivindicads no
pueds considerarse mueva o no puade considerarse que comprende
‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicacionss de un paso inventivo cuando el documnerto se toma solo
pricridad o que e cita para establecer In fecha de publicacidn de ot
citacién u otrs razdn especinl (segiin se especifica) %" documento de relevancia particular; In invencidn reivindicads no
pusde considerarse que comprands 1n peso inventivo cusndo ef
0" documento qua e reflers & una revelacidn oral, uso, exhibicidn u documento se combina con uno o mis dacumentos, slendo dichs
otroa medios combinscion obvis para una persona axperia en la téenica
T documento publicado sntes de Is fecha de presentacidn intemacional  °&' documanto miembro de tn misma familia de patentes
de In fecha de priavidad relvindicads
Fecha de In terminacidn resl de 1a bisqueda intemnacional Fecha de envio por correo del reparte de bilsqueds mternecional
11 de Marzo de 2004 04/05/2004
Nombre y direccidn de comreo do In ISA Funcionsrio autorizado
Oficina de Putentes Eurapes, P.B. 5818 Patentinan 2
NL-2280 HV Rijswijk Domingues,
Tel. (+31-70) 34'})-“2%40. Tx. 31 651 eponl, H
Pax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (scgunda haja) (Enero 2004) pigine 1 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB 03/04273

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacién do document, con mdicacion, donde sea apropiado, de Jos feXiog relevantes

Relevante a In reivindicacién No.

XP

HILL DARRYL J Y COL: "Un nuevo mecanismo de enlace
celular de la proteina de superficie ubicua UspA: Objetivo
cspecifico del dominio N de moléculas de adhesién de células
carcinoembridnicas relacionadas con antigeno por UspAl"®
MOLECULAR MICROBIOLOGY,

Vol. 48, No. 1, Abril de 2003 (2003-04),

péginas 117-129, XP002273226

ISSN: 0950-382X (ISSN impreso)

¢l docurnento completo

LAFONTAINE ERIC R Y COL: "La proteina UspAl y un
segundo tipo de proteina UspA2 median la adherencia in vitro de la
Maoraxella catarrhalis a células epiteliales humanas"

JOURNAL OF BACTERIOLOGY,

Vol. 182, No. 5, Marzo de 2000 (2000-03),

péginas 1364-1373, XP002273227

ISSN: 0021-9193

resumen

pégina 1371-2

MEIER P S Y COL: "Las protefnas de membrana externa UspAl y
UspA2 de Moraxella catarrhalis son altamente conservadas en
aislados nasofaringeales de nifios jovenes”

VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC.

GUILDFORD, GB,

Vol. 20, No. 13-14,

15 de Marzo de 2002 (2002-03-15),

piginas 1754-1760, XP004366011

ISSN: 0264-410X

phgina 1758-9

CHEN Y COL: "Evaluacién de UspA purificada a partir de
Moraxella catarrhalis como una vacuna en un modelo murino
después de la inmunizacién activa"

INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY. WASHINGTON, US,

Vol. 64, No. 6, 1 de Junio de 1996 (1996-06-01),

piginas 1900-1905, XP002079321

ISSN: 0019-9567

el documento completo

VIRJI MUMTAZ Y COL.: "Los antigenos carcinoembriénicos son
marcados por diversas cepas de Hacmophilus influenzae
clasificables y no clasificables"

MOLECULAR MICROBIOLOGY,

Vol. 36, No. 4, Mayo de 2000 (2000-05),

péginas 784-795, XP002273228

ISSN: 0950-382X

el documento completo

-

1-19

1-19

1-19

1-19

Forma PCT/ ISA /210 (continuacidn de I segumda haje) (Bnero 2004) pigine 2 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB 03/04273

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ® | Citaridm de documento, con indicacién, donde ses sprogiado, de 1os textos relcvantzs Relovantz a [a reivindicacian No.
Y VIRJ] MUMTAZ Y COL: "Determinaciones criticas de huésped 1-19

receptor marcado por Neisserin meningitidis y Neisseria
gonorrhoeae: Identificacién de adhesiotopes Opa sobre el dominio
N de moléculas CD66"
MOLECULAR MICROBIOLOGY,
Vol. 34, No. 3, Noviembre de 1999 (1999-11),
pigines 538-551, XP002273229
ISSN: 0950-382X
el documento completo

Forma PCT/ ISA /210 (continuacién de la semmda hajs) (Enero 2004) plgina 3 de 3
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
- Informacida sobee miembroa de fmilis de patentes PCT/GB 03/04273
. D ato de patente Fecha de publicacién Miembro(s) de 1a familia de patentes pll::;:cdlzn
citado en el reporte de
biisqueda
WO 9828333 A 02-07-1998 AU 746442 B2 02-05-2002
AU 5720198 A  17-07-1998
BR 9714160 A  02-05-2000
CA 2274495 Al 02-07-1998
CN 1251611 A  26-04-2000
EP 0948625 A2 13-10-1999
JP 2001515467 T 18-09-2001
KR 2000057575 A 25-09-2000
wo 9828333 A2 02-07-1998
US 6310190 B1 30-10-2001
US 2003032772 Al  13-02-2003

Forma PCT/ ISA/ 210 (snexo familia do pltlll.)?Enﬂ'o 2004)

N~



PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTI-I_ JITX PCT
To: -
STEVENS HEWLETT & PERKT NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Attn. McQueen, And THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
. » Andrew P OR THE DECLARATION
1 8c. Augustine’s Place
Bristol BSl 4UD
UNITED KINGDOM {PCT Rule 44.1)
DIA
FILE
No.
Data & maliing
{aayimonthiyesr)  04/05/2004
Applicant's or agent's flie rafarence
AFM/8950-WO0 . FOR FURTHER ACTION Sae paragraphs 1 and 4 below
Inemnational application No. Internationa) fing daie
PCT/GB 03/04273 (GayMmonthiyea  01/10/2003

Appitcant

UNIVERSITY OF BRISTOL

Fliing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is enittied, If he 80 wishes, 10 amend tha clakns of the intemationat Appication (ses Rule 48):

When? The time limit for fiing such amendments i& normaly 2 montha from the date of ransmital of the
international Search Pleport; howevar, for mare datails, sse the notes on the accompanying sheet.

Where? Directy nthe Intemational Bureau of WIPQ
34, chemin des Colombaties
1211 Geneva 20, Ewitzertand
FascimBe No.: (41-22) 740.14.35

For more detalied instructiona, see the notes on the accompanying shest.

2. The applicant Is hareby natified that no Intemational Search Report will be esatabllshed and that the deciaration under
Articie 17{2){a) to that efiect is ransmitisd harewith.

3 D With regard to the proisst agaiiat paymant of (an) addtional mn)umnuawz.mmh;nmmm:

the protest wogether with the decision thereon has baan tranamitied to the Intemational Bureau ogather with the
wmrsmqmunmummmmmumnmmmmmmmm

[ o decision has baen macie yatan the prowet; the appiicant wil be notified as eoon ae & dacislon ia made.

4. Further sction{s): The appiicant is remninded of the foflowing:

Bhortly after 18 months from the priority date, the intamational application will be publishad by the intemational Bureau.
|rmamummnmwmmmmm a notica of withdrawal of the intemaiional application, or of the
priority clalm, must reach the (ntemational Sureau upmmmmm1mmm before the
completion of the technical preparafions for Intemational publication.

Within 19 manthas from the priority date, & demand for ntemational preliminary anmlmllon must be flled i the applicant
wizhes to posipone the entry Inio the national phass untll 30 months froe the priority dete (In some Offices even later).

Within 20 months from the priorify date, the applicant must perform the prescribed acts for entry Into the national phase
betore all designated Offices which have not been electsd In e demand or in a later elaction within 18 months from the
priority date or coukd not be elected becausa they are not bound by Chaptar Il

1. [x] The appiicant is heeby notified that the Imemational Gearch Report has been established and Is trenemitted harewith.

Name and maling addrass of the Intemational Searching Authority | Authorized officer

—a European Patsnt Office, P.B. 5818 Patentiasn 2 \ '
NL-2280 HV Riswik Catriona Cleere
Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31 851 epo nl,
—=’___ Fax: (+31-70) 340-3016 -
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

Theas Nobes are intanded to give the basls instruntions sonosming the fifing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requiremenis of the Patsnt Cooperalion Tealy, the Regulations and the Adminisirative Instructions
under that Tresly. In asse of discrapancy between these Noles and thoss requirements, the latier are spplicable. For more
detalled information, ses also tha PCT Applicant’s Guide, s publivation of WIPO.

In thees Nales, "Ariicie®, "Rule®, and "Saalion” refer io the provisions af the PCT, the PCT Regulalions and the PCT
Adminiairative instructions respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

MT:MMMW:‘WMMIM'“J bornational scrii d-m,d'-
X s the ational i
mm)mqumhmmmmmpm(huq
no nead to fle amendments of the slaims under Article 19 exoept whamn, &.9. the applisant wants the laliter i be publiabved
for the purpcsas of provisional prolsction or has another msagn lor amending the claims befors intemational pbuliostion.
Furtharmare, it should be emphasized that provisionsl protection s avaiable in somne Stsies only.

What parts of the iInlemational appiiostion may be amended?
Under Article 18, only he olaims may be amanded.

mmwg_.hmmq—hmpmmmmum
the Intemational Preliminary i . 'The desariplion and drawings may only be amended under
Articla 34 before the inlsmational Exsmining Authority.

Upon aniry inko the national phase, all parts of the intemational applioation may be amended undar Asticle 28
or, spplisable, ArSsle 41.

When? Within 2 monthe fram the dale of trarmmiital of the inlemational sessrch report or 18 montie from the pri
daie, whichever iime kit expires lxiur. k should be noted, however, that the amencdrments will be aoneidered
a8 having been ecsived on time it they are ecsivad by the Intemational Buresu afier the sxplration of the
spplioahis time Emit but befors the compistian of the tadhnioal preparstions for intemationsl publioation
(Fule 48.1).

Whare not te file the smendanenis?
The amendments may only be fled with the intsmational Bureau and net with the recsiving Offios or the

Intemations] Ssanching Authority (Fule 48.2) .
Where a demand for intemational preitminary sxamination has bean/As fied, see balow. (5’
é.
I |
Haow? Eltiver by cansaling one or more enfire alsima, by adding one or more new daims or by smanding the text of * -'.,
one or more of the daime & fed. .

A replacement shest must be subsmitied for sach shest of the slaims which, on scoount of sn amendment or
smendments, differs from the shest originally Sed.

All the lsims sppesring an a replacement sheet must be numberad in Arable rmerais, Where s clxim is {
cancefied, no rentombering of the other claims in required. in sl canss where sisime ere remanbered, they must
be renumbered conssoutively (Administrative instructions, Section 206{5)).

The sssmndments must be made In the language In which the intersiional appiicalien is to be published. L

(s

What docaments ivstimay acoompany the ssmendments? ' i
Lattar (Daction 209(b)):
The smencments must be submitind with & fetier.

The lstier will not be-published with the intemationsl application and the smencied clsiom. i shouid nat ba
confusad with the "Sisbement under Artiala 18(1)" (ses below, under "Statement under Article 18(1)"). '

The letter bain French, at the cholos of the cant. Howevaer, I the langamge of the
m_‘mammhmnuuhmﬂ i the language of the intemational
is Franch, thw isttar must be in Franch. .

Notes to Form PCTARA220 (frel sheat) {lanuary 1994)
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NOTES TO FORM PCTASA/220 (continued)

The |stier must indioats the diflerences beiween the claims es filed snd tha claims as amended. It must, in
perticular, indicats, in connaation with each claim sppaaring In the international application (it being undersiood
that identioal indioations conceming several claime may be grouped), whether

the alaim is unchanged;

the olaim is cancelled;

the claim = new;

the dciaim repisces one or more claims s filed;

the olaim s the result of the divigion of a clalm aa Siad.

ISTEI®S

‘The fellowing exempies lustrais the manner in which smendments must be sxpisined in the
accompanying htter:

1. [Whare originaly thare were 48 olaime and after amendment of some dlaima theve are 51):
“Clairma 1 v 28, 31, 32, 34, 35, 37 w 48 repleced by smended alaima bearing the sams rnumbars;
alaime 30, 33 and 38 unchanged; new claims 48 0 51 added. "

2 [Whera originally there ware 15 alaime end after amenciment of ¢l alajms thare ere 11):
"Claima 1 to 15 repiaced by amended claims 1 to 11.°

L % M—-yﬂjﬁﬂyh‘mudiﬂ-ﬂhmﬂhem“dﬂmdh-ﬁu
new olaims):
"Claisre 1 o § and 14 ynchanged; olaims 7 to 13 sancslied; new claima 15, 16 and 17 aided " or
"Claima 7 to 13 aznosled; new olaims 15, 16 and 17 acded; all other olaims unohanged.”

4. [Whare varinms kinds of amendments are mads|: .
*Claims 1-10 unchanged; olaims 11 to 13, 18 and 19 cancelied; claims 14, 15 and 16 mpiaced by amended
olaim 14; olaim 17 subdivided into amended claima 15, 18 and 17; new claims 20 and 21 added.®

“Ststement undar eriicle 10(1)" (Fule 48.4)

The ncmants be ssoompanied statwment supleining the amendments end Exdesting m
uq:%‘ﬂ)-nm::mhumlr;-wmm;hmmmuhmzum
The stalemant will be published with the intemalional appliostion and the amendad slaims.

& musi be In the language In which the internatienal apppliicstion Is to be putiishad,

R must b bwiel, not sxceeding 500 words ¥ in English or If tranalsiad inio English,

& should not be conhmed with and doss not repiace the lalter indicaiing the difisrences betwesn the claing
s fad and ss amandad. & musl be Bed on & separsis shest and must be identiied s such by a heading,
prefershly by using the worth "Sistement under Artiole 18(1)."

it may not contain eny dispihaging sommenis on the imemational sasrch report or the relsvanss of cltations
aonisined In that report. Reference to clistions, relsvant io 5 given clgim, contsined in the intemational search
report may be mads only in comnestion with an amendment of that elaim. ’

Conssquehce if & demmand ﬁ-mmmn—mmu

W, af the tima of ffing any amendimenis under Artiols 18, & demand for inkarmutiona] prefiminary examinalion
has siready besn submitiad, the applicant must prefersbly, st the sarme time of filing the amendments with the
intfamational Buraay, also fils & copy of such amendmenis with the Indemational Preliminary Examining
Authorily (eae Rule 82 2(s), first senience).

Cansegrensa with regard to transistion of the intemstional appiication for aniry irto the natiensl phase

The applioants altsntion is drewn lo the fact that, where upon entry inlo the national phase, a tramsistion of the
slsims as amended under Article 19 may heve to be lumizhed to the designaied/slecied Offiows, instead of, or
in ackiilion in, the translstion of the dlsims as filed.

For further detalls on the requiremanis of each designaindisiected Offios, see Volume It of the PCT Applicant's

Notes to Farm PCTASA/220 (sscond shesl) (January 1994)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicants or agents fie reference Notfication of T, el of Intlsmatianal Search Pe
FOR FURTHER (.F.:m PC%IBABED)I:;?UI as, whme.trnnappllcable. hem 5%.

APM/8950-WO ACTION

Intemational appication Na. international filing ciala (dey/moniiyear) | (Eariiest) Priorfty Dt (dsy/montvyear)

PCT/GB 03/04273 01/10/2003 02/10/2002

Appiicant

UNIVERSITY OF BRISTOL

Thia inemational Search Repart has been prepared by this Intemational Searching Authority and ls tansmitied to the appllcant
according to Articie 18. A copy b being transmittad io the intemational Bureau.

This inlsmational Saarch Raport conalsts of a total of I shests,
[X] ttisaiso accompanied by a copy of sach prior ert document cited In thia report

1. Basls of the report
a. With regard to the language, the Intemnational ssarch was carrled out on the basis of the intarnational appiication In the
languags in which it was flled, uniass ctherwisa indicaied under thig itern.
[J thenwmatona ssarch was cared out on the basis of a tranalation of the International application furnlshed o this
Authority {Rule 23.1(b)).

b. With regard to any nucieotide and/or amine acld ssquencs dlsciosed In the intemational application, the international search
was cammied out on the baais of the sequence lsting :

contalned In the iInternational appilcation In writhen form. _

fiisd together with the Intemetional application In computer readabie form.
fumished subseguently to this Authority In written form,

fumished subsequently to this Authortty In compuier readbie form.

the sixtement that the subsaquently furnighed writien sequence listing does not gt bayond the dsciosura In the
International appiication as flled has besn fumished.

the swatement that the Informeaion recorded in computer readabla form |s identical to the written sagquence listing has bean
fumishad

Certain claime were found unsearchable (See Box ).

Unity of Invention s lacking (eae Box Il).

OF M HEEHO0

4. With regarnd io the title,
[[] thetextis approved as submitied by the eppiicant.
the wxt has been establshed by this Authority to read as follows:
THERAPEUTIC USPAl1-DERIVED PEPTIDES

With regard 1o the abstract,
[X]  the textis approved as submitied by the appiicant.

D the text has besn established, according to Rule 38.2{b), by this Authority as It appears in Box Itt. The applicant may,
within ona month from the date of malling of this Intamational search report, submit comments 1o this Authority.

6. Tha figure of the drawings 1 ba published with the abstract is Figura No. -
[0 s sugoesed by the sppiicant [X] Noneot the ngures.
]:I bacause the applicant talied i suggest a figure.
[[] because this Agure better characterizes the inventon,

LA
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Intarnational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB 03/04273

Box1 Observations where certain claims were found unssarchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This intemational Search Report has not been establishad in respect of certain deime under Article 17{2)(a) for the following reasons:

1. I:l Claims Nos.:
because they relate to subject matier not required to be ssarched by this Authority, namely:

2. m Clalma Nos.: -
bacause they relate 1o parts of the intametional Application that do not comply with the praecribed requirements to such
an axtent that no meaningful imemational Search can be carried out, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

!
3. D Claima Nos_
because they are dependent ciaime and are not drafied in accordance with the second and ihird ssntances of Rule 8.4(a).

Box Il Obsarvetions where unity of invention s lacking (Continuation of Hem 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multipie inventione in this Inkemational application, as folows:

1. As &l required additfonal ssarch feee ware timely pald by the applicant, this intarmational Search Report covers al
ssarchable claima.

2, I:l As aft searchable claims could be ssarched without efiort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any addlitional fee.

3. Aa only some of the required additional sparch fass were timaly paid by the applicant, this nmemational Search Raport
covers only those ciaims for which fees ware pald, specifically claims Nos.:

4, D No required acddiional search fees ware timaly paid by the applicant. Consequently, this inlsmational Seesch Raport is
restriciad to the invention first menticned in the claima: It ls covered by claims Nos.:

Remark on Protest Dmmmnnmmmuwmmnmmu

Dﬂomdmpmbdmwofwmm
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intemational Appiication No. PCT/ 6B 03 /04273

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Continuation of Box 1.2

Present claim land its dependent claim relate to an extremely large
number of possible compounds. In fact, the claims contain so many options
that a lack of clarity within the meaning of Article 6 PCT arises to such
an extent as to render a meaningful search of the claims impossible.
Consequently, the search has been carried out for those parts of the
application which do appear to be clear namely for the particular UspAl
fr;qmengs specified 1in claim 1 (aa 463-863, 527-668, 527-863, 427-623,
427-668).

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions 1n respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter 1I procedure.
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CEACAM receptaors, zaid ligand comprising a receptor binding domain comprising an amino acid sequence sclected from the group
disclosed, or # fragment, homologue, functional equivalent, derivative, degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing produet thereof. The invention also provides medicaments and vaccines comprising said
ligand, and their use in the treatment or prophylaxis of infection. Also provided jis a screening mothod for the identification of novel

therapentic compounds.
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando que comprende un dominio de enlace del receptor
CEACAM, dicho ligando consiste de una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 668,
527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en
la Figura 6, o un fragmento, homblogo, equivalente funcional, derivado,
degenerado o producto de hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacién, u otro
producto de procesamiento secundario de esta.

2. Un medicamento que comprande el ligando segin la reivindicacién 1,
y uno o méas adyuvantes, vehlculos, excipientes, aglutinantes, portadores o
preservativos farmacéuticamente aceptables.

3. El uso de un medicamento segin la reivindicaciébn 2 para el
tratamiento o profilaxis de infeccion.

4, El uso de un medicamento segin la reivindicacibn 2 para el
tratamiento o prevencién de cualquier enfermedad en donde los receptores
CEACAM estan implicados.

5. El uso segln la reivindicacién 4 para el tratamiento o prevencién de
infeccion, enfermedad respiratoria, enfermedades neoplasticas y condiciones
asociadas con enfermedades neoplasticas y angiogénesis.

6. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde la
infeccién esta o aparece en una membrana mucosa.

7. El uso seglin la reivindicacién 8, en donde la infeccion es causada por
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis.

8. El uso de un medicamento seg(in la reivindicaciéon 2 para la profilaxis
o tratamiento de otitis media.

9. Un ensayo de seleccidn para la identificacién de nuevos reactivos de
bloqueo para uso como agentes terapéuticos que comprende la seleccion de
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agentes terapéuticos potenciales por su habilidad para imitar, o por su
homologla al ligando segin la reivindicacién 1.

10. Una vacuna que comprende al ligando segin la reivindicacién 1 y uno
0 més adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglutinantes, portadores o
preservativos farmacéuticamente aceptables.

11. Un método para tratar o prevenir la infeccion en un individuo en
necesidad de este, que comprende la administracién de una cantidad
efectiva de un medicamento seglin la reivindicacion 2.

13. Un ligando sustanciaimente como el descrito aqul con referencia y
como se ilustra en la Figura 8 de los dibujos acompafantes.

14. Un medicamento sustancialmente como el descrito aqul, que
comprende el ligando de la reivindicacion 13.

15. El uso de un ligando de enlace del receptor CEACAM en Ila
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad, en la cual los receptores CEACAM estan involucrados en el
marcado celular del patdgeno que causa la enfermedad, en donde el ligando
comprende una secuencia de amino 4acido seleccionada del grupo
consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427
a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, o un fragmento,
homdlogo, equivalente funcional, derivado, degenerado y producto de
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacion, u otro producto de procesamiento
secundario de esta.

16. El uso seg(n la reivindicacién 15, en donde la enfermedad es
seleccionada del grupo consistente de infeccion, enfermedad respiratoria,
enfermedades neoplasticas y condiciones asociadas con enfermedades
neopldsticas y angiogénesis.

17. El uso segn la mivindicacion 15 o 16, en donde el patdgeno infecta o
entra por una membrana mucosa.

22X
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18. El uso segan las reivindicaciones 15 a 17, en donde el patdgeno que
causa la enfermedad es seleccionado del grupo consistente de Neisserie
meningitidis, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.

19. El uso segfin la reivindicacién 18, en donde la enfermedad de ofitis
media.
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CLAIMS

A ligand comprising a CEACAM receptor binding domain, said ligand
consisting of an amino acid sequence selected from the group
consisting of residues 463 to B63, 527 to 668, 527 to 863, 427 to 623,
427 1o 688, and 427 to 863 of the sequence shown in Figure 6, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative, degenerate or
hydroxylation, sulphonation or glycosylation product or other secondary
processing product thereof.

A medicament comprising the ligand according to claim 1 and one or
more pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients,
binders, carriers, or preservatives.

Use of the medicament according to claim 2 for the treatment or
prophylaxis of infection.

Use of the medicament according to claim 2 for the treatment or
prevention of any disease where CEACAM receptors are implicated.

Use according to claim 4 for the treatment or prevention of infection,
respiratory disease, neoplastic diseases and associated conditions of
neoplastic diseases, and angiogenesis.

Use according to any one of claims 3 to 5, where the infection is of, or
has occurred via, a mucosal membrane.

Use according to claim 6, wherein the infection is caused by Neissena
meningitidis, Haemophilus influenzae or Moraxella catarrhalis.

Use of the medicament according to claim 2 for the prophylaxis or
treatment of otitis media.
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10.

11.

13.

14.

15.

[N}
w

A screening assay for the identification of novel blocking reagents for
use as therapeutic agents comprising screening potential therapeutic
agents for their ability to mimic, or for their homology to, the ligand

according to claim 1.

A vaccine comprising the ligand according to claim 1 and one or more
pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients, binders,
carriers, or preservatives.

A method of treating or preventing infection in an individual in need
thereof comprising administering an effective amount of a medicament
according to claim 2.

A ligand substantially as hereinbefore described with reference to and
as illustrated by Figure 6 of the accompanying drawings.

A medicament substantially as hereinbefore described comprising the
ligand of claim 13.

Use of a CEACAM receptor-binding ligand in the manufacture of a
medicament for the ireatment or prophylaxis of a disease in which
CEACAM receptors are involved in cellular targeting of the pathogen
which causes the disease, wherein the ligand comprises an amino acid
sequence selected from the group consisting of residues 463 to 863,
527 to 668, 527 to 863, 427 to 623, 427 to 668, and 427 to 883 of the
sequence shown in Figure 6, or a fragment, homologue, functional
equivalent, derivative, degenerate or hydroxylation, sulphonation or
glycosylation product or other secondary processing product thereof.

20
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16.

17.

18.

18.

24

Use acconding to ciaim 15 wherein the disease is selected from the
group consisting of infection, respiratory disease, neoplastic disease
and associated conditions of neoplastic disease, and angiogenesis.

Use according to claim 15 or 16, wherein the pathogen infects, or
enters via, a mucosal membrane.

Use according to any of claims 15 to 17, wherein the pathogen which
causes the disease is selected from the group consisting of Neisseria

meningitidis, Haemophilus influenzae and Moraxella catamhalis.

Use according to claim 18, wherein the disease is otitis media.

Y
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/GB03 /04273

L Bases del reporte

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Hojas de remplazo las cuales han sido suminisiradas a la
Oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el Articulo 14 estin referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas 70.16
y70.17):

Descripcién, Péginas

1-8,11,13,14,17-21 como se presentaron originalmente

9,10, 12, 15,16 recibidas el 19.02.2004 con carta del 13.02.2004
Reivindicaclones, Nimeros

1-19 recibidas el 23.11.2004 con carta del 23.11.2004
Dibujos, Hojas

1/20-8/20,10/20,12/20, como se presentaron originalmente
14/20-20/20

9/20,11/20,13/20 recibidas el 19.02.2004 con caria del 13.02.2004

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a menos que
se indique lo contrario bajo este ftemn.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma:  , el cual es:

[] el idioma de una traduccién suministrada para una biisqueda internacional (segdn la Regla 23.1 (b)).

[[] el idioma de una publicacién de Ia solicitud internacional (segtin la Regla 48.3 (b)).

D el idioma de Ia traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segin las Reglas 55.2
y/055.3).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencia amino &cida revelado en Ia solicitud internacional, se llevé a cabo el
examen preliminar internacional segyin el listado de secuencia:

D contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

D registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

[X] se ha proporcionado la afirmacién respecto & la cual el listado de secuencia escrito
proporcionado subsiguientemente no va mds allé de la revelacién en la solicitud internacional segtin se
presentd.

DSehnpmporciomdohaﬁmndénmpecbnhcunlhinformadénpmenhdnenfom
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4 Las modificaciones han resultado en la cancelacién de:
[] Ia descripcion, péginas:
las reivindicaciones, Nos.:

[ 108 dibujos, hojas:

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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5.

D Este reporte ha sido establecido como si (aigunas de) las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
considerado que van més allé de la revelacién segtin se presentd (Regla 70.2 (c)).

(Cualquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser referida bajo el {tem 1 y anexada a este
reporte).

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

II. No-establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1

Las preguntas como quiera que la invencién reivindicada parezca ser novedosa, involucrar un nivel inventivo (pars
no ser obvio), o para ser aplicable industrialmente no se han examinado en relacién con:

(] toda Ia solicitud internacional,
BX] 1as reivindicaciones Nos. 49y 12
porque:

E dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 4-9 y 12 con respecto a IA se refieren al siguiente
asunto materia que no requiere examen preliminar internacional (especificer):

ver hoja separada

I:l la descripcitn, reivindicaciones o dibujos (indican elementos particulares a continuacién) o dichas reivindicaciones
Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

D las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos,  estin sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién
que no pudo formarse una opini6n significativa.

| no se ha establecido un reporte de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.

Un examen internacional significativo no puede llevarse a cabo debido a la falla del nucleétido y/o listado de
secuencia amino dcida para cumplir con el estindar preparado en el Anexo C de Ias Instrucciones Administrativas:

[ el formulario escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el Esténdar.

[] 1a forma legible por computador no ha sido proporcionado o no cumple con el Estindar.

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;

1.

citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

AR i6

Novedad (N) Sii  Reivindicaciones 1-12,15-19
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 1-12,15-29

No: Reivindicaciones

Aplicabilidad Industrial (IA) Sit Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-3y 10, 11, 13-19 5i; 4-9 y 12 ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)



25

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/GB03/04273

2. Citaclones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enerc 2004)
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1. Seccién Relacionada ITI

Las reivindicaciones 4-9 y 12 relacionadas con el objeto considerado por esta
Autoridad como cubierto por las provisiones de la Regla 67.1(iv) PCT. En consecuencia, no
se formularé ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad industrial del objeto de estas
reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(i) PCT).

2. Seccién Relacionada V

21  Este reporte se basa en los siguientes documentos citados en el Reporte de Biasqueda
Internacional:

Dl: WO 98/28333 A (COPE LESLIE D; HANSEN ERIC ] (US), AEBI CHRISTOPH (US);
FISKE MICH) Julio 2 de 1998 (1998-07-02).

D2: BASE DE DATOS EMBL (On line) Secuencia de UspAl, Noviembre 1 de 1999
(1999-11-01), XP002273230, recuperada del ntimero de acceso de la Base de Datos EBI
no. Q9XD56.

D3* HILL DARRYL ] ET AL: “A novel cell binding mechanism of Moraxella catarrhalis
ubiquitois surface protein UspA: Specific targeting og the N-domain of
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules by UspA1” MOLECULAR
MICROBIOLOGY, vol. 48, no. 1, Abril 2003 (2003-04), paginas 117-129, XP002273226
ISSN: 0950-382X (ISN pint).

D4: LAFONTAINE ERIC ET AL: “The UspAl protein and a seconda type of UspA2
protein mediate adherence of Moraxella catarrhalis to human epithelial cell in vitro”
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, vol. 182, no. 5, Marzo 5 de 2000 (2000-03), paginas
1364-1373, XP002273227 ISSN: 0021-9193.

D5: MEIER P S ET AL: “The outer membrane proteins UspAl y UspA2 of Moraxella
catarrhalis are highly conserved in nasopharyngeal isolates from young children”
VACCINE, BUTTERMOWRTH SCIENTIFIC GUILDFORD, GB, vol. 20. no. 13-14,
Marzo 15, 2002 (202-03-15), paginas 1754-1760, XP004366011 ISSN: 0264-410X.

D6: CHEN ET AL: “Evaluation of purified UspA from Moraxella catarrhalis as a vaccine in
a murine model after active immunization” INFECTION AND IMMUNITY,
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY, WASHINGTON, US, vol. 64, no. 6,
Junio 1 de 1996 (1996-06-01), paginas 1900-1905, XP002079321 ISSN: 0019-9567.

D7: VIRJI MUMATZ ET AL: “Carcinoembrionic antigens are targeted by diverse strains of
typable and non-typable Haemophilus influenzae” MOLECULAR MICROBIOLOGY,
vol. 36, no. 4, Mayo 2000 (2000-05), paginas 784-795, XP002273228 ISSN: 0950-382X.

D8: VIRJI MUMATZ ET AL: “Critical determinants of host receptor targeting by Neisseria
meningitidis and Neisseria gonorrhoeae: Identification of Opa adhesiotopes on the
N-domain of CD66 molecules” MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 34, no. 3,
Noviembre 1999 (1999-11), pdginas 538-551, XP00227229 ISSN: 0950-382X.

* Este documento podria ser relevante en la fase regional, en este caso se encuentra que la
presente aplicacién no goza de una fecha de prioridad valida.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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22  Aplicabilidad Industrial (Art. 33(4) PCT)

Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 4-9 y 12 acerca de la pregunta si
son aplicables industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de
PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones.
La EPO, por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable el objeto de las
reivindicaciones para el uso de un compuesto en un tratamiento médico, pero pueden
permitir, sin embargo, reivindicaciones a un compuesto conocido para uso primero en un
tratamiento médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para
un nuevo tratamiento médico.

23. Novedad (Articulo 33(2) PCT) y Nivel Inventivo (Art. 33(3) PCT)

a) La presente solicitud se relaciona con fragmentos de amino 4cido particulares de
la protefna UspA1 de Moraxella catarrhalis que son epftopes de enlace al receptor CEACAM, y
su uso para el tratamiento/profilaxis de infeccién de enfermedades mediadas por estos
receptores, e.g., enfermedades respiratorias, desordenes neoplasticos, angiogénesis y otitis
media. También se reivindica una vacuna que comprende dichos fragmentos. La
Reivindicacién 10 se refiere al uso de los fragmentos referidos anteriormente, en un ensayo
de deteccién para identificar compuestos terapéuticos potenciales que imitarfan, o serfan
homélogos a dichos fragmentos.

b) La secuencia de UspAl es conocida de la técnica previa (D1 y D2) y también se
conoce que esta protefna tiene propiedades antigénicas y que media la adhesién celular (ver
D4 y D5); su uso como vacuna también ha sido sugerido (D6).

Como se declar6 en la solicitud (ver también D7 y D8), se conoce en la técnica que los
receptores CEACAM son marcadas por epitopes en N. meningitidis y H. influenzae y que
dichos epftopes se enlazan a los sitios que se superponen a los sitios en CEACAM.

La técnica previa disponible no parecer revelar: i) que la UspAl media la adhesion
mediante el enlace a los receptores CEACAM o, ii) los epitopes de receptor particulares
relacionados en las reivindicaciones 1 y 2. As{, parece posible reconocer la novedad para las
reivindicaciones 1-12 y 15-19.

¢) D1 puede ser relacionado como el documento de la técnica previa més cercana,
porque revela la secuencia de UspA y su regién de epftope inmunogénica (pg- 14, 10-11 y 13)
y sugiere: i) el uso de fragmentos UspA1 en estudios estructurales y funcionales y como una
vacuna in vivo (pg. 13-14 y 44); y ii) los ensayos de deteccién para la identificacién del
peptidilo putativo o compuestos terapéuticos de no peptidilo (pg. 52). Sin embargo, esto
documento no revela que UspAl se enlaza a CEACAM o a las regiones en la secuencia que
media dicho enlace. De hecho, D1 (pg. 93-94, parrafo de puente) sugiere que la UspAl
enlaza fibronectina - “es bastante claro que la UspAl juega un papel en la adherencia del
huésped, posiblemente mediante la fibronectina asociada a la célula” (pg. 94, lineas 1-3).

Fotena PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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En vista de lo anterior, y dado el hecho que Ia solicitud muestra que UspA1l media el
enlace de M. catarrhalis con CEACAM (ejemplo 1) y que los epftopes de enlace de receptor
han sido mapeados con los fragmentos de la reivindicacién 1 (ejemplo 4), parece posible
reconocer el nivel inventivo para las reivindicaciones 1-12 y 15-19.

24 Claridad, Art. 6 PCT

a) Las Reivindicaciones 13 y 14 no son propiamente dependientes y también carecen
de claridad debido a la expresién “sustancialmente como se describi6é aquf anteriormente”.
Se el aconseja al solicitante referirse a la SEQ ID NO: 6, en lugar de Figura 6.

b) La Reivindicacién 15 no cumple los requerimientos del Art. 6 PCT porque no es
claro lo que significa “un equivalente funcional de esta”. Se llama la atencién al hecho que
no se provee ningtin ejemplo de tal compuesto en la solicitud. Por lo tanto, el experto no
podria realizar la invencién en su alcance total sin carga indebida y pericia inventiva.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 3) (EPO-Abril 1997)
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1. Un ligando que es parte de la molécula UspA1 entera, que incluye el
dominio de enlace del receptor CEACAM, dicho ligando comprende los
residuos 427 a 623 de la SEC ID No. 2, o un fragmento de esta requerido
para el enlace del receptor CEACAM.

2. El ligando segln la reivindicacion 1, en donde el ligando consiste de
una secuencia de amino acido seleccionada del grupo consistente de los
residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a
863 de la SEC ID No: 2.

3. Un medicamento que comprende el ligando segln la reivindicacion 1
o reivindicacibn 2, y uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientss,
aglutinantes, portadores o preservativos farmacéuticamente aceptables.

4, El uso de un medicamento segin la reivindicacibn 3 para el
tratamiento o profilaxis de infeccion.

5. El uso de un medicamento segin la reivindicaciéon 3 para el
tratamiento o prevencién de una enfermedad en donde los receptores
CEACAM estan implicados en el marcado celular del patdgeno que causa la
enfermedad.

6. El uso segin la reivindicacién § para el tratamiento o prevencién de
infeccion, enfermedad respiratoria, enfermedades neoplasticas y condiciones
asociadas con enfermedades neoplasticas y angiogénesis.

7. El uso segin cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la
infeccion esta o aparece en una membrana mucosa.

8. El uso segln la reivindicacién 7, en donde la infeccién es causada por
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis.

9. El uso de un medicamento segun la reivindicacién 3 para la profilaxis
o tratamiento de otitis media.
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10.  El uso del ligando seg(n la reivindicacién 1 en un ensayo de seleccién
para la identificacion de nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapéuticos, que comprende la seleccibn de agentes terapéuticos
potenciales por su habilidad para imitar, o por su homologla a dicho ligando.

11. Una vacuna que comprende al ligando segun la reivindicacién 1 y uno
0 méas adyuvantes, vehiculos, excipientes, agiutinantes, portadores o
preservativos farmacéuticamente aceptables.

12. Un método para tratar o prevenir la infeccibn en un individuo en
necesidad de este, que comprende la administracion de una cantidad
efectiva de un medicamento segun la reivindicacién 2.

13. Un ligando sustancialmente como el descrito aqul con referencia y
como se ilustra en la Figura 6 de los dibujos acompafiantes.

14. Un medicamento sustancialmente como el descriio aqul, que
comprende el ligando de la reivindicacién 13.

15. El uso de un ligando de enlace del receptor CEACAM en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad, en la cual los raceptoras CEACAM estan involucrados en el
marcado celular del patdgeno que causa la enfermedad, en donde el ligando
es una parte de la molécula UspA1 entera, que incluye un dominio de enlace
del receptor CEACAM, dicho ligando comprende una secuencia de amino
&cido seleccionada del grupo consistente de los residuos 463 a 863, 527 a
668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la SEC ID. No: 2, o un
fragmento o equivalente funcional de esta que retiene la habilidad de enlace
a CEACAM.

16. El uso seglin la reivindicacién 15, en donde la enfermedad es
seleccionada del grupo consistente de infeccién, enfermedad respiratoria,
enfermedades neoplésticas y condiciones asociadas con enfermedades
neoplasticas y angiogénesis.

17. El uso segin la reivindicacién 15 o 16, en donde el patdgeno infecta o
entra por una membrana mucosa.
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18. El uso segln las reivindicaciones 15 a 17, en donde el patégeno que
causa la enfermedad es selaccionado del grupo consistente de Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.

19. El uso segiin la reivindicacién 18, en donde la enfermedad de otitis
media.



progresivamente expuesta en la medida en que el complejo se desnaturaliza. Los
anticuerpos anti-UspA2 se enlazan a las protelnas de masas aparentes > 200 kDa,
que permanecen no disociadas después de ebullicién, una propiedad indicativa de
las proteinas UspA2.

La Figura 4 muestra un especiro de masa de péptidos ftripticos de [a
proteina de enlace CEACAM1 de MX2 siguiendo la electro-elucién (4a). El
resumen de la entrada de datos en la base de datos de Identificacién de proteina
ProFound se muestra en {4b). Una tabla de las 10 proteinas identificadas y la
probabllidad de valores se muestra en (4c). El detalle del candidato clasificado en
el nimero 1, en este caso UspA1 con un puntaje Z de 2.34 se muestra en (4d)
indicando el nimero de péptidos coincidentes, sus posiciones dentro de la protelna,
el % de proteina cubierto y una lista de péptidos no coincidentes en esta ocasion.

La Figura 5§ muestra un andlisls de mancha Westem de fragmentos tripticos
de UspA1 de MX2. A: Mancha de Control usando anticuerpos secundarios (mezcla
de Fc anti-humano de cabra e Ig anti-conejo de cabra usados en B y C). B:
mancha extendida con CECAM1-Fc y Fc anti-humano de cabra. C: mancha
extendida con anticuerpos de conejo purificados de afinidad elevados contra el
péptido UspA1 (ETNNHQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR) (SEC ID No: 1) (ver
Figura 8) y Ig anti-conejo. * = pistas con marcadores de peso molecular -
mosirados a la izquierda. Los péptidos mostrados mediante las flechas dobles
reaccionan fuertemente con CEACAM1-Fc (B) asi como con los anticuerpos de
péptido anti-UspA1 (C). El enlace de los anticuerpos de péptido ant-UspA1 al
péptido de mas bajo PM (punta de la flecha) identifica este fragmento de enlace de
CEACAM con el fragmento del terminal C contenido dentro del N-199 a K-883 de
UspA1 de MX2 (Ver Figura 8).

La Figura 6 muestra la secuencia de aminoécido de la proteina UspA1 de
MX2. El péptido especifico de UspA1 usado para elevar el antisuero en conejos se
muestra en negrita. La region de enlace de CEACAM esta contenida en el
fragmento subrayado del terminal C del UspA1 de MX2.

La Figura 7 muestra la separacién de péptidos tripticos que reaccionan con
las CEACAMs. La cepa MX2 de M. catarrhalis se tratd con 1 mg/ml de tripsina a
37°C por 10 min. La muestra tripsinizada se electroeluyd durante la noche. La
proteina electroeluida fue liofillzada y resuspendida en amortiguador, y se aplico a
un segundo gel. Parte del gel fue manchado en nitrocelulosa y las bandas de
péptido que reaccionaron con CEACAM fueron identificadas mediante extension de
mancha Westem usando CEACAM-Fc (Mancha).

nt
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(- denota bandas de péptido enviadas para el secuenciamiento del terminal

La Figura 8 muestra la secuencia de aminodcido de un péptido triptico de la
proteina UspA1 de MX2. El péptido triptico de 50 kDa mostrado (aminoacidos 463
a 863) se enlaza a CEACAM vy el antisuero contra el péptido UspA1 (aminodcidos
753-780 subrayados). La secuencia del terminal N del CEACAM de c. 50 kDA que
enlaza al péptido es "ALESNVEEGL" (SEC ID No: 4) que se encuentra después del
sitio de clivado de tripsina en el amino acido 462.

La Figura 9 muestra una representacion diagramética de las posiciones de
las plantillas usadas para generar los fragmentos del gen uspA7 para la expresion
de los péptidos recombinantes. El sitio de enlace de CEACAM1 fue codificado por
el ADN amplificado mediante las plantillas P4 y P7, se disefiaron y usaron plantillas
adicionales a lo largo de esta region (letras A-l).

La Figura 10 muestra la secuencla del fragmento recombinante 4-7. La
region subrayada es la region del terminal N del péptido triptico reactivo de
CEACAM1. EIl peso molecular predicho del fragmento 4-7 es c. 26 kDa. El PM
predicho del fragmento His-marcado: ¢. 28 kDa. La posicién del péptido truncado
esta mostrada por “T" (Ver Figura 13).

La Figura 11 es un diagrama que muestra esirategla general de clonacién,
expresion y purificacion para los péptidos UspA1 recombinantes, como lo
ejemplariza el sistema pQE30.

La Figura 12 es un mapa del vector pQE30.

La Figura 13 muestra en enlace de CEACAM-Fc en extensién de mancha a
los polipéptidos recombinantes 4-8 (plsta 3), 4-T (pista 4) y 4-7 (pista 5). La pista 1
contenla un péptido recombinante de control Treponemal y la pista 2 contenia
lisatos de M15 no Inducido que contienen la construccién 4-8.

La Figura 14 muestra manchas Western que muestran la reactividad del
péptido recombinante con el anticuerpo etiqueta anti-His (superior) y CEACAM1-F¢
(inferlor). Las pistas 2-4 contenian el péptido 6-8, la pista 1 contenia 4-8 como
control. Las posiciones de migracién predichas de los péptidos se muestran a la
derecha. Ambos péptidos se enlazan al anticuerpo anti-His. Sin embargo, mientras
que 4-8 se enlaza al CEACAM1-Fc, 8-8 no lo hace.

ns
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El ligamiento del receptor quimérico se detectd mediante anticusrpos anti-humanos
Fc de cabra conjugados ya sea con peroxidasa de rabano picanie o fosfatasa
alcalina. Se desamvllaron manchas con diamino bencideno y perdxido de
hidrégeno, o sustratos de tetrazollo de nitroazul y 5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato
respactivamente. Todas las cepas Mx se enlazaron a CEACAM1-Fc pero no a
CD33-Fc (Fig. 1). El ligamiento del receptor se inhibié en presencia del anticuerpo
YTH71.3 monociénico, sugiriendo que las cepas se enlazaron al dominio del
terminal N del receptor. En consecuencia, todas las cepas se enlazaron iguaimente
bien a la construccién N-Fc truncada de CEACAM1, que contenla solo el dominio N
(no mostrado).

IdentHl ndel ina de enlace de CEACAM1-Fcde M rrhalis

Lisatos de célula enteros de Mx (c. 3 x 107) fueron aplicados a pistas
individuales de un gel de poliacrilamida bis-tris al 10% (Invitrogen), con tratamiento
de calor o después de calentamiento a 100°C por 10 minutos, y sometidos a
electroforesis por 45 min a 180 V. Las protelnas de los geles fueron transferidas a
membranas de nitroceluiosa usando condiciones de manchado estindar. Las
membranas de nitrocelulosa fueron extendidas con construcciones quiméricas
solubles como se describi® anteriorments. En cada caso, se observd que una
protelna simple se enlazd especificamente a CEACAM1-Fc. La migracién de la
proteina sobre los geles fue Indicativo de la proteina UspA de Mx, porque cuando
los lisatos bacterianos fueron aplicados sin desnaturalizacién de calor, las proteinas
de enlace de CEACAM1 migraron con una masa aparente de > 200 kDa, mientras
que cuando los lisatos primero se calentaron, las proteinas de enlace de CEACAM1
migraron con una masa reducida de circa 82 kDa (Fig. 2).

Los anticuerpcs aume spA1 pero no aquell na proteina
S similar se I rotelnas de enla EA 1-Fc de las
de Mx

Se disefiaron péptidos segin las secuencias publicadas para las proteinas
UspA de cepas de M. catarrhalis. A saber,
ETNNRQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (SEC ID No: 1; péptido de UspA1l) y
KDEHDKLITANKTAIDANKAS (SEC 1D No: 6; péptido de UspA2). Los péptidos
fueron acoplados a KHL por medio de un residuo de cistelna de terminal N que fue
incorporado, y se usaron

A
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li nzimético de UspA1 ido re i
(a) Péptidos tripticos de UspA1 se enlazan a CEACAM1-Fc

Las suspensiones bacterlanas de MX2 (10" mi') fueron tratadas con
Tripsina (Sigma) a concentraciones de 0.1-1 mg/ml y se incubaron por 1-4 hors a
37°C. Los lisatos digeridos fueron disociados en amortiguador de SDS-PAGE,
ebullidos y sometidos a electroforesis. Después de la transferencia a nitrocelulosa,
las manchas fueron extendidas con la construccién del receptor CEACAM-Fc o los
anticuerpos de péptido ant-UspA1, purificadas por afinidad.- Un pequefio fragmento
que reacciona con el receptor también se enlazd a los anticuerpos especificos de
anti-UspA1 (Fig. 5).

(b) Localizacién del dominio enlazante de CEACAM de UspA2 de la cepa MX2
de M. catarrhalis

Las suspensiones bacterianas de MX2 fueron tratadas con Tripsina a 1
mg/mi por 10 minutos a 37°C.

La muestra fripsinizada se comié en un gel SDS-PAGE. Después del
coloreado, la regién de 50 kDa fue electroeluida durante la noche. La proteina
electroeluida fue liofilizada y resuspendida en amortiguador, y aplicada a un
segundo ge!. Parte del gel fue manchado en nitrocelulosa y las bandas de péptido
que reaccionan con CEACAM fueron identificadas mediante extensién de
Manchado Westermn usando CEACAM1-Fe (Fig. 7).

Las bandas de péptido que comesponden a péptidos de circa. 50 kDa y
circa. 150 kDa se sometieron al secuenciamiento del terminal N. Las secuencias
del terminal N fueron ALESNVEEGL (SEC ID No: 4) (péptido de ¢. 50 kDa) y
ALESNV (SEC 1D No: 7) (péptido de ¢. 150 kDa). La proteina de 150 kDa es
aparentemnente un trimero de la proteina de 50 kDa en la medida en que tengan la
misma secuencia de terminal N. La secuencia de terminal C de este péptido de
UspA1 de MX2 se muestra en la Figura 8.

(c) Péptido recombinante

El péptido de MX2 recombinants de terminal N que se construyd,
consistente de los amino &cidos 1 a 449 de la secuencia mostrada en la Figura 6 no
se enlaza a CEACAM. Esto ademas indica que el péptido triptico de ¢. 50 kDa que
consiste de los amino &cidos 463 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 8,
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que tiene la secuencia terminal de ALESNVEEGL (SEC ID No: 4) contiene el
dominio de enlace de CEACAM. '

Elemplo_2: identificacién de los Dominlos de Enlace de Receptor sobre
Miiltiples Determinantes de Virulencla de Patégenos Mucosos

La M. meningitidis y H, influenzae marcan las moléculas de CEACAM
mediante ligandos que se enlazan a sitios de superposicion en la CEACAM. Los
ligandos Mx de la presente invencién también marcan el dominio de N. Estas
observaciones sefialan una posibilidad excitante que caracteristicas similares sobre
ligandos de diferentes patdbgenos mucosos puedan estar involucradas en el
marcado del receptor.

Como las interacciones Nm y Hi con las CEACAMs estan directamente
afectadas por las caracteristicas estructurales de la superficie expresada en
dominios varlables, esto sugiere que pueden contener amino &cidos cruciales
simllares en una configuracion espacial que es capaz de enlazarse al receptor, y
estos pueden ser conservados en proteinas variables de ofra forma. De hecho
nuestros estudios y los de otros sugleren que las dos vueltas hiper-variables de
Opa (HV1 y HV2) pueden estar Involucradas en el marcado CEACAM %, Una
técnica potente que puede |dentificar posibles determinantes de interacciones entre
ligandos y receptores es el despliegue del fago, que se puede usar para identificar
mimotopos (secuencias aleatorias para imitar los dominios de enlace) ™, asl como
aptdmeros (secuenclas relacionadas muy de cerca con la estructura original que
inhibe en enlace del ligando) ®.

La invencién actual también hace altamente posible que el dominio del
ligando Mx que se enlaza a las CEACAMs actie como un Imitador para ofros
patdgenos mucosos que se enlazan a CEACAM, y las caracteristicas estructurales
de este ligando ayudarén a identificar las caracteristicas salientes requeridas en los
ligandos Nm y Hi para el marcado del dominio de N de CEACAM. Los anticuerpos
al dominio de Mx podrian tener el potencial para identificar otros ligandos que
tienen la capacidad de marcar las mismas, similares o regiones posicionadas muy
cerca del receptor.

La identificacién del dominio minimo de enlace de CEACAM1 de UspA2 de
MX2 esta siendo asumida usando métodos conocidos de ingenieria de proteinas y
tecnologla de ADN recombinante. Los péptidos recombinantes pueden ser
seleccionados in vitro mediante los ensayos de extensién del receptor descritos
anteriormente para detectar el dominio de MX2 que
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1. Concerning section ITI
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industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)() PCT).

2. Concerning section V
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July 1998 (1998-07-02)

D2: DATABASE EMBL [Online] Sequence of Uspal 1 November 1999 (1999-11-01), XP002273230
retriaved from EBI Database accession no. Q9XD56

D3*: HILL DARRYL ] ET AL: "A novel cell-binding mechanism of Moraxella catarrhalis ubiquitous surface
protoin UspA: Specific targeting of the N-domain of carcinoembryonic antigen-rolaied cell adhssion
molecules by UspA1l.” MOLBCULAR MICROBIOLOGY, vol. 48, no, 1, April 2003 (2003-04), pages
117-129, XP002273226 ISSN: 0950-382X (ISSN print)

D4: LAFONTAINE ERIC R ET AL: "The UspA1 protain and a second type of UspA2 protein mediate
adherence of Moraxclla catarrhalis to human epithelial cells in viro” JOURNAL OF BACTERIOLOGY,
vol. 182, no. 5, March 2000 £2000-03), pages 1364-1373, XP002273227 ISSN: 00219193

D5: MEIERP S ET AL: "The outer membrane proteins UspAl and UspA2 of Moraxella catarrhalis are highly
conserved in nasopharyngeal isolates from young children” VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC.
GUILDFORD, GB, vol. 20, no. 13-14, 15 March 2002 (2002-03-15), pages 1754-1760, XP004366011
ISSN: 0264-410X

D6: CHEN ET AL: "Evaluation of purified UspA from Moraxella catarrhalis as a vaccine in a murine model
after active immunization” INFECTION AND IMMUNITY, AMBRICAN SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY. WASHINGTON, US, vol. 64, no. 6, | June 1996 (1996-06-01), pages 1900-1905,
XP002079321 ISSN: 0019-9567

D7: VIRII MUMTAZ BT AL: "Carcinoembryonic antigena are targeted by diverse strains of typable and non-
typable Haemophilus influenzae” MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 36, no. 4, May 2000 (2000-05),
pages 784-795, XP002273228 ISSN: 0950-382X

D8: VIRJI MUMTAZ ET AL: "Critical determinants of host receptor targeting by Neisseria meningitidis and
Neisseria gonorrhoeae: Identification of Opa adhesiotopes on the N-domain of CD66 molecules”
MOLECULAR MICROBIOLOGY, vol. 34, no. 3, November 1999 (1999-11), pagea 538-551,
XP002273229 ISSN: 0950-382X

*This document might be relevant in the regional phase, in case the present application is

Form PCT/Separata Shest/408 (Sheat 1) (EPO-Aprll 1067)
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found not to enjoy a valid priority date.
2.2 Industrial applicability (Art. 33(4) PCT)

For the assessment of the present claims 4-9 and 12 on the question of whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can
also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognize as
industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment,
but may allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment and the use
of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

2.3 Novelty (Art. 33(2) PCT) and inventive step (Art. 33(3) PCT)

a) The present application concerns particular amino acid fragments of the UspA1-protein
from Moraxella catarrhalis that are binding epitopes to the CEACAM receptor and their use for the
treatment/prophylaxis of infection of diseases mediated by these receptors ¢.g., respiratory diseases,
neoplastic disorders, angiogenesis and otitis media. A vaccine comprising said fragments is also
claimed. Claim 10 refers to the use of the fragments referred to above in a screening assay for
identifying potential therapeutic compounds that would mimic, or be homologous to said fragments.

b) The sequence of UspAl is known from the prior art (D1 and D2) and it is also known that
this protein has antigenic propesties and that it mediates cellular adhesion (see D4 and DS); its use as
a vaccine has also been suggested (D6).

As stated in the application (see also D7 and D8), it is known in the art that CEACAM
receptors are targeted by epitopes on N. meningitidis and H. influenzae and that said epitopes bind to
overlapping sites on CEACAM.

The available prior art does not appeer to disclose: i) that UspAl mediates adhesion by binding
to CEACAM receptors or ii) the particular receptor epitopes referred to in claims 1 and 2. It thus
seems possible to recognise novelty for claims 1-12 and 15-19.

wr
(3]

¢) D1 can be regarded as the closest prior art document, since it discloses the sequence of
UspAl and its immunogenic epitope region (pgs. 1-4, 10-11 and 13) and suggests: i) the use of
UspAl fragments in structural and functional studies and as a vaccine in vivo (pgs. 13-14 and 44);
and ii) screening assays for the identification of putative peptidyl or non-peptidyl therapeutic

Form PCT/Separate Sheot/400 (Sheet 2) (EPO-April 1887)
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compounds (pg. 52). However, this document does not disclosed that UspA1 binds to CEACAM or
the regions in the sequence that mediate said binding. In fact, D1 (pg. 93-94, bridging paragraph)
suggests that UspA1l binds fibronectin - "it is fairly clear that UspAl plays a role in host adherence,
possibly via cell associated fibronectin”" (pg. 94, lines 1-3).

In view of the above, and given the fact that the application shows that UspA1 mediates the
binding of M. catarrhalis to CEACAM (example 1) and that the receptor binding epitopes have been
mapped to the fragments of claim 1 (example 4), it appears possible to acknowledge inventive step
for claims 1-12 and 15-19.

2.4 Clarity, Art. 6 PCT

a) Claims 13 and 14 are not properly dependent and also lack clarity due to the expression
"substantially as hereinbefore described". The applicant is advised to refer to.the SEQ ID NO:

instead of Figure 6.

b) Claim 15 does not meet the requirements of Art. 6 PCT because it is not clear what is meant
by "a functional equivalent thereof". Attention is drawn to the fact no example of such a compound
ig provided in the application. Therefore, the skilled man would not be able to carry out the
invention over its entire scope without undue burden and inventive skill.

Form PCT/Separaie Sheat/408 (Sheet 3) (EPO-Aprll 1007)
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- CLAIM

1. A ligand whicI; is a part of the whole UspA1 molecule Including the
CEACAM reca:ptnr binding domain, said ligand comprising residues
427 to 623 of SEQ ID NO: 2 or a fragment thereof required for
CEACAM recsptor binding.

2.  The ligand according to claim 1, whereln the ligand consists of an
amino acid sequence selectnd from the group consisting of reasidues
463 to 8B3, 527 to 688, 527 {o BB3, 427 to 823, 427 to 688 and 427 fo
803 of SEQ ID NO: 2.

3. A medicament comprising the ligand according to ¢leim 1 or claim 2
and one or more pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles,
excipients, binders, carriers, or preservativas.

4, Use of the medicament according to claim 3 for the treatment or
prophylaxis of infaction.

8. Use of the medicament according to claim 3 for the treatment or
prevention of a disease in which CEACAM recsptors are involved In
the cellular targeting of the pathogen which causes the disease.

!

6 Use according to claim & for the treatment or prevention of Infection,
respiratory disease, neoplastic diseases and associated conditions of
neoplaatic diseases, and angiogeneals.

1. Use according to any one of claime 4 to 6, where the infection la of, or
has occured via, a mucosal membrane.

8. Use according to claim 7, wherein the infection is caused by Neisseria
meningltidls, Haemophilus influenzae of Moraxella catarrhalis.

AMENDED SHEET
K



23-11-2004 204 1:12 SHF BRISIUL 0os "534 ,{GBo304273 \

= | A

B. Use of tha medicament according to claim 3 for the prophylaxis or
treatment of otitis media.

10. Use of the ligand according to claim 1 in a screening assay for the
identification of novel blocking reagents for use as therapeutic agents
comprising ser:eaning potential therapeutic agents for their ability to
mimic, or for thelr homology to sald ligand.

11. A vaccine compriging the ligand according to claim 1 and one or more
phammaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients, binders,
carriers, or presefvatives.

12. A method of treating or preventing infection In an individual in need
thereof comprigsing administering an effective amount of a medicament
acocording to claim 2.

13. A ligand subatantially as hereinbefore described with reference to and
as illustrated by Figure 6 of the accompanying drawings.

14. A medicament aubstantially 88 hereinbefore described comprising the
igand of claim ‘13.

15. Use of a CEI\"GAM receptor binding ligand in the manufacture of a
medicament for the treatment or prophyiaxis of a diseass in which
CEACAM receptors are involved in cellular targeting of the pathogen
which causea the diseasse, whersin the ligand is a part of the whole
UspA1 molecule including a CEACAM receptor binding domain, aaid
ligand comprising an amino acid sequence ralected from the group
consisting of residues 483 to 883, 527 to 6688, 527 to 883, 427 to 623,
427 to 668 and 427 to 863 of SEQ ID NO: 2 or a fragment or functional
equivalent thereof which retaing CEACAM binding ability.

AMENDED SHEET ﬂ
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18.

17.

18.

10.
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Use according to claim 15 whenain the dasa.ln salected from the
group consisting of Infection, respiratory disease, neoplastic disease
and essociated conditions of neoplastic diseass, and anglogenesis.

Use according to claim 16 or 16, wherein the pathogen infects, or
entors via, a mucosal membrane.

Use according to any of claims 15 to 17,"wherein the pathogen which
causes the disease e selected from the group consisting of Nelssaria
meningltidis, Haemophlius influenzae end Moraxelia catarrhalls.

Use according to claim 18, wherein the disease Is ofitis media.

AMENDED SHEET
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aexposed as the complex denatures. Anti- UspA2 antibodies bind to proteins of
apparent masses > 200 kDa, which remain undissociated after bolllng.

property mdicatlve of UspAz protems
Figure 4 shows a mass spectrum of tryptic peptides of the CEACAM1

. blndlng protein of MX2 follovwng electro-alutlon (4a). The summary of data

input into the ProFound proteln identification ‘database Is shown in. (4b) A

table, of the top ten Identified proteins and the probability values are shown i in
(4¢). Detail of the number 1 ranked candidate, in this case UspA1 with a Z-

score of 2,34 Is shown in_(4d) Indicating the number of peptides matched,
their positions within the_protein, the % of the protein-covered and a list of
peptides unmatched on this occasion.

Figure 5 shows Westem biot analysis of tryptic fragments of UspA1 of

. MX2. A: control blot using secondary antlbodies (mixiure of goat anti-human

Fc and'goat anti-rabbit Ig used in B and C).- B: blot overlaid with CEACAM1-

Fc and goat ant-human Fc. C: blot overlaid with affinity puriﬁ-ed rabbit -
_antibodies - ralsed againet " UspA1 peptide
(ETNNHQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (SEQ ID NO:1)) (see Figure 8) -

and anti-rabblt ig. * == lanes with molecular weight markers — shown on the

“left. The pep'ddes shown by the double arrows react strongly with CEACAM1-

Fc (B) as well.as the anti-UspA1 peptide antibodies (C). The binding -of the
anti-UspA1- peptlde antbodies to the Ioweat MW peptide (arrowhead)
identifies this CEACAM-bIndmg fragmant as the C-terminal fragment
contained within N-199 to K-863 of UspA1 of MX2 (see Figure B)

Figufe 8 shows the amino acid sequenoe of MX2.UspA1 protem UspA1-
specific peptide ueed to raise antisera In rabbits ls' shown in bold. The

CEACAM-binding region is oontalned In the underfined C—tenmnal fragment of -

UspA1 of MX2. .

Figure 7 shows the separation of tryptic peptides reacting with CEACAMSs.
M. cafarrhalis strain MX2 was treated with 1mg/ml trypsin at 37°C for 10 min.
Trypsinised sample was subjected to SDS-PAGE. After staining, 50 kDa
region was electroeluted. ovemight. Electroeluted protein was freeze dried
and resuspended in buffer and applied to a second gel. Part of the gel was



- : il ..___-h__'_-__b'll_.--.'

s i .

biotted onto nitrocellulose and peptide bands reacting with CEACAM were
identified by Western blot overiay using CEACAM1:Fc (Blot):

*: denotes peptide bands sent for N-terminal sequencing.

Figure 8 shows the amino acid sequence of a tryptic peptide of MX2
UspA1 protein. The 50 kDa tryptic peptide shown (amino acids 463 to 863)
binds CEACAM and antiserum against UspA1 peptide (_s_nmint_) acids 753-780
underfined). The N-teminal sequence of the ¢. 50 kDa CEACAM binding
peptlde is "ALESNVEEGL" (SEQ ID NO:4) that occurs after the trypsin
cleavage site at amino acld 462. :

Figure 9 shows a diagrammatic representation of the positions of primers ‘
used to generate uspA7 gene fragments for the expression of recombinant
.peptides. The CEACAM1 binding site was encoded by DNA amplified by
primers P4 and P7, addItlonaI primers-throughout this reglon (letters A-I) were
designed and employed. '

Flgura 10 shows the sequence of the racomblnant fragment 4-7° The
underined region Is the N-termlnal_ region of the CEACAM1-reactive tryptlc
peptide. The prédlcted molecular weight of the fragment 4-7-is ¢. 26 kDa. The
predicted MW ‘of the Hls-tagged fragment ¢. 28kDa. The posltlon of the
truncated peptide Is shown by 'T' (see Figure 13).

Flgure 1 I8 a dlagram showing the general clomn.. expression and
purification mmgy for recombinant UspA1 peptides, as exemplified by ‘the
"pQE30 system. :

Flgura 12 is a map of the vector pQE30.

_ Flgure 13 shows blndlng of CEACAM1-Fc in blot overiay to reoomblnants
4-8.(fane 3), 4-T (lane 4) and 4-7 (lane 5) polypeptides. Lane 1 contained a
Treponemal control recombinant peptide and lane 2 contained lysates of non-
induced M15 containing 4-8 construct. ;

Figure 14 shows Western blots showing recombinant peptide reactivity
with anti-His tag antibody (top) and CEACAM1-Fc (bottom). Lanes 2-4
contained 6-8 peptide, lare 1 contained 4.8 as a control. Predicted migration
positions of the peptides are shown on the right. Both peptides bmd antl-His
antibody. Hawever whilst 4-8 binds to CEACAM 1-Fc, 6-8 does not.
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describad’'. Chimeric receptor binding was detected by goat anti-human Fc

antibodles oonjugated' to either horseradish peroxidase or alkaline
phosphatase. Blots ware developed with either diamino benzidene and

hydrogan pemxlde of nitroblue tetrazohum and 5—bromo-4—ch|oro—3—
indoylphosphate substmies respectively. All Mx strains bound to CEACAM1-
Fc but not to CD33-Fc (Fig.1): The receptor binding was inhibited in the
presence:the monoclonal antibody YTH71.3 suggesting that the strains bound
to the N terminal domaln of the receptor. Accordlngly, all the strains bound
equally well to the truncated N-Fc construct of CEACAM‘I containing only the
N domain (not shown). -

Identification of CEACAM1-F¢ bindin in_of M. catarrhalis

Whole cell lysates of Mx (c. 3 x 107) were applied to Indlvidual lanee of a
10% bis-tris polyacrylamide gel (invitrogen) either without previous heat -
treatment or ‘after heating at 100°C for 10 minutes and- subjected to

. aloclmphoresls for 45 min at 180 V. Protems from the gels were transfemed to-

nitrocallulose membranes using standard blottihg conditions. Nitrocellutose
membranes were overlaid with soluble chimeric construcis as described
above. In each cass, a single protein was observed that bound specifically to
CEACAM{-Fc. The migration of the protein on gels was indicative of UspA1
protein of Mx, since when bacterial lysates were applied without heat
denaturatlon the CEACAM1 binding proteins mlgrated with an apparant mass
of > 200 kDa whereas when the lysates were first heated, the CEACAM?1-
binding proteins migratad with & reduced mass of cirea 92 kDa (Fig. 2)

_ Antibodies rai _against UspA1 but not those against a similar protein

UspA2 bind to the AM1-Fc binding proteins of Mx strains

Peptides were designed accordmg to published sequences for the UspA
proteins of M. catarrhalis ‘strains. Namely, ETNNRQDQKIDQLGYALKEQGQ
HFNNR (SEQ ID NO:1; _UspA1-peptidé) and KDEHDKLITANKTAIDANKAS
(SEQ ID NO:8; UspA2-peptide). Peptides were coupled to KLH via an N-
ferminal cysteine residue that was incorporated and were used
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Enzymatic cleavage of U nd recombinant

:(a) Tryptic peplides of UspA1 bind to CEACAM1-Fc

_ MX2 bacterial suspe:nsions (10" ml™) were treated with Trypsin (Sigma)
at 0.1-1 mg/m! concentrétions and incubated for 1-4 hours at 37°C. Digested
" lysates were dissociated in SDS-PAGE buffer, bolled and subjected to
electrophoresis. After trénsfer to nitrocellulose, the biots were overtald with
- the receptor construct CEACAM1-Fc or the affinity purified anti-UspA1 pbptide
antibodies. A small fragment reacting with the receptor also bound to the ant-
UspA1-specific antibodles (Fig. 5). -
() Loéaﬁsaﬂan of CEACAM.binding domain of Usp42' of M. catarrhalis strein’ -
sz bacterial suspanslons were treated with Trypsm at 1mglm1 for 10
minutes at 37°C. i

The trypslmsad sample was mr; on an'SDS-PAGE gel. After-staining, the
. 50 kDa region was electroeluted ovemight. Electroeluted protein was freeze
dried and resuspended In buffer and applied to & second gel.- Part of the gel
was blotied onto nitrocelluiose and peptide bands reacting with CEACAM
. were |dentitied by Westemn blottmg overlay using CEACAM1-Fc. (Fig 7)

Peptide bands comesponding to circa. 50 kDa and circa. 150 kDa
peptides were subjected - fo N-terminal sequencing. - The N-terminal
sequences were ALESNVEEGL (SEQ ID NO:4) (c. 50 kDa peptide) and

ALESNV (SEQ ID NOT) (c. 150 kDa pephde) The 150 kDa protein is
' apparently a trimer of the 50 kDa protein as thay have the same N-terminal .
sequence. Tha N-terminal sequence of this peptide of MX2 UspA1 is shown
In Figure 8. . .

(c) Recombinant peptlda

The N-terminal recombinant MX2 peptide that was consiructed consisting
of amino acids 1 to 448 of the sequence shown in Figure 6 does not bind
CEACAM. This further indicates that-the c. 50 kDa tryptic peptide consisting
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of amino aclda 483 to 863 of the sequence shown in Flgure 8, havmg the N-
tenmnal sequence ALESNVEEGL (SEQ ID NO: 4) contains the CEACAM-

binding < domeln
Example 2. _Ideptification of Receptor Binding Domains on Muitipie

" Virulence Determinants of Mucosal Pathogens

N..meningitidis énd"H, influenzae target human CEACAM molecules via
ligands that -bind to overtapping sites on CEACAM. The Mx ligand/s of the
present Invention also target the N domain. These observations point to an
exciting” possibility that similar features on Iigilnds of several mucosal
pathogens may be involved In receptor targeting.- .

Since Nm and Hi Interactions with CEACAMs are affected. by the
structural features of.the surface expressed ‘variable domalns, this suggests
that they may contain similar crucial amino acids In a spatial configuration that
are able to bind to the receptor and these may be conserved in otherwise
variable proteins.. Indeed our studies and those of others suggest that the two
hyper-varleble Ioops of Opa (HV1 and HV2) may be involved in CEACAM

. targeting ®'®. One powerful technique that can identify possible deterrmnants

of interactions between ligands and receptore Ie phage display, which can be
used to identify mimotopes (random sequences to mimic the binding

" domalins)™® as well as .aptamers (sequences ‘more dosely related .to the
" original structure that inhibit ligand binding) 2.

The current Invention also makes it hlghly feasnble that the Mx Iigend'

"domaln that binds CEACAMs will act as a rmmm for other CEACAM-binding .

mucosal pathogens and the structural features of this ligand will help identify
the salient features _hqt_nired in Nm and Hi ligands for CEACAM N-domain
targeting. Antibodies to the Mx domain could have the potential of identifying
other ligands that have fhe capacily to target the same, similar or: closely
positioned region of the receptor . :

. |dentification of the minimal CEACAM1 blndlng domaln of MX2 UspA1is
being undertaken using known methods of protein engineering and

" recombinant DNA technalogy. Recombinant peptides can be screened in vitro

by receptor overlay assays described above to detect the domain of MX2 that
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado. ’

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcidn de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divulgacidn contenida en la solicitud

presentada.



PEPTIDOS TERAPEUTICOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un ligando aislado de protefna de membrana
externa de Moraxelld catarrhalis que se une a los receptores CEACAM, dicho
ligando comprende un dominio enlazante de receptor que comprende una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo revelado o un fragmento,
homélogo, equivalents funcional, derivado, producto degenerado o de
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacion u otro producto de procesamiento
secundario del mismo. La invencién proporciona ademés medicamentos y
vacunas que comprenden dicho ligando, y su uso en el fratamiento o profilaxis de
infecciébn. También se proporciona un método de seleccién para la identificacién
de compuestos terapéuticos novedosos.



PEPTID S TERAPEUTICOS

Esta invencion estd relacionada con péptidos terapéuticos y en
particular con péptidos terapéuticos que son (tiles en la preparacion de
vacunas u otros tratamientos para la infeccién asl como en la seleccion de
compuestos para actividad farmacéutica potencial en el tratamiento de
infecciones.

Los inventores presentes han identificado previamente que el
antigeno Carcinoembridnico relacionado con las moléculas de adhesidn
celular (CEACAMs) son receptores para patégenos de membranas
mucosas, especialmente para patégenos respiratorio tales como Neisseria
meningitidis, Haemophilus inflienzae y Moraxella catarrhalis. Las CEACAMs
pertenecen a la familia de Antigeno CarcinoEmbriénico (CEA), un miembro
de la superfamilia de immunoglobulina. La familia del gen CEA comprende
sub-familias expresadas -(CEA) y secretadas (glicoproteina especifica de
embarazo, PSG). La sub-familia asociada con membrana redefinida como
CEACAM (molécula de adhesidn celular relacionada con CEA)® comprende
varias glicoproteinas relacionadas de las cuales la CEACAM1 es la mas
ampliamente expresada en diferentes tejidos humanos 2. Los estudios
reportados por los inventores principalmente usaron células de Ovario de
Hamster Chino (CHO) trasnfectadas con CEACAM1 (previamente calificado
CD66a y BGPc) que contienen cuatro dominios extracelulares, una region
TM y una cola citoplasmica corta (S) y larga (L) (formula molecular: NA1BA2-
TM-S o L). Ademés, se usaron construcciones truncadas solubles que
contienen uno o mas de los dominios extracelulares. Estudios previos
demostraron que tanto la Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae
marcan principaimente el dominio N de varias CEACAMs "%1%, Tal marcado
puede conducir a la unidn de superficle celular asl como a la invasion
celular’. Ademds, las bacterias pueden enlazarse a las CEACAMs sobre las
células fagoclticas y los linfocitos T y B. Tales interacciones pueden
conducir a muerte celular bacteriana ®, muerte celular marcan o inhibicién de
la funcidn inmune, e.g., de los lincofitos T y B, cuando la N. gonorrhoeae
(estrechamente relacionada con la N. meningitidis) se enlaza a las
CEACAMSs de estos linfocitos 22,
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La presencia de ligandos de enlace de CEACAM en la Moraxella
catarrhalis y Haemophilus influenzae han sido un hallazgo sorprendente para
los inventores presentes porque las CEACAMSs han sido asociadas por largo
tiempo con las proteinas Opa de membrana exterior, asociadas con la
opacidad, de Neisseriae y, ni la Haemophilus Influenzae ni la Moraxella
Catarrhalis producen proteinas Opa. En la siguiente descripcion, la presente
invencién describirA en particular la relacion con la infeccion de las
membranas mucosas, especialments de las membranas respiratorias, o la
infeccion del oido (especialmente otitis media) pero se debe entender que la
invencién encuentra igual utllidad en otras areas tales como mucosa genital
o uretral, en donde los receptoras CEACAM estan implicados en la infeccién
u otros procesos de ligamiento del receptor, o en cualquier otra parte de
infeccidn humana en donde las bacterias pueden llegar a diseminarse desde
las superficies mucosas.

Los patdgenos mucosos Neisseria meningitidis (Nm), Haemophilus
influenzae (Hi) y Moraxella catamhalis (Mx), son organismos especificos de
humanos y residen en el tracto respiratorio superior desde donde se
diseminan para causar infecciones serias. Las cepas meningoctcicas de
distintos serogrupos pueden ser cargadas dentro de la nasofaringe de hasta
el 25% de los individuos adultos !. Sin embargo, en un nimero de sujetos,
el organismo invade |la bamera mucosa para causar una de las
enfermedades de mas rapido avance y extremadamente seria. Los factores
precisos que aumentan la susceptibilidad del huésped a la infeccion
meningocdécica no estan entendidos totalmente. Mas aln, la proteccion
limitada producida por vacunas especificas de grupo y la no
inmunogenicidad del grupo B polisacérido recalca la necesidad de estudios
fundamentales para entender que podria servir como objetivos comunes
para combatir el meningococo. Los estudios de los presentes inventores han
proporcionado un entendimiento de las bases moleculares de la colonizacién
meningocdcica, la naturaleza de sus interacciones con células barrera
humanas (epitelial y endotelial) asé como con células fagociticas. En afios
recientes, las bases para la colonizacién mucosa del comensal Neisseriae
han sido investigadas para entender las caracteristicas que la diferenclan
entre colonizadores ampliamente inofensivos y patdgenos ocasionales pero
serios como la Nm. Adicionalments, los estudios han determinado si el



comensal Neisseriae podria usarse como vehiculo de antigenos de vacuna
potenciales de Nm.

Hasta el 75% de individuos saludables pueden portar cepas que
pertenecen a las especies H. influenzae 2. Aunque, como resultado de la
vacuna Hib, ha habido un decrecimiento dramético en la incidencia de la
enfermedad de tipo b en el Oeste, la enfermedad causada por las cepas de
Hi no clasificable (NTHi) permanece como un problema mayor. La NTHi
causa infecciones fanto localizadas como diseminadas que incluyen
epiglotitis, otitis media, celulitis, neumonia, endocarditis, bacteremia y
meningitis. La otitis media es uno de los mayores problemas en la medicina
pedidtrica y la NTHi es responsable de méas del 20% de episodios en los
nifios durante el primer afio de vida 2°. La NTHi también esta asociada con
infecciones agudas recurrentes y persistentes en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD) y fibrosis quistica. Lo que determina
las infecciones recurrentes por NTHi en estos pacientes, o episodios
maltiples de otitis media en nifios no es claro %34,

La Moraxella cararrhalis, otro residente del tracto respiratorio humano,
es usualmente aislada de los caos de infecciones localizadas junto con Hi.
Ambos organismos estan asociados con sinusitis y exacerbaciones de las
condiciones asmaticas 3°. La Ms es la tercera causa mas comdn de otitis
media en nifios (se estima que es responsable de 3-4 millones de casos
anualmente). También causa infecciones del tracto respiratorio inferior en
adultos, especiaimente en pacientes con COPD . En raras ocasiones, ha
sido asociada con infecciones diseminadas °. Tanto la Hi como la Mx causan
infecciones persistentes y se cree que escapan a los mecanismos inmunes
del huésped y a los antibidticos mediante penetracidn del tejido 4. Varias
proteinas de membrana exterior de Mx han sido estudiadas con respecto a
sus propiedades adhesivas. Sin embargo, se han identificado pocos
receptores celulares para Mx y muchos de los detalles de los mecanismos

patogénicos permanecen en investigacion 458,

Un requerimiento primario para los patégenos mucosos respiratorios
es el establecimiento de un contacto firme con las células epiteliales
respiratorias. Los objetivos de estos patbégenos tropicales humanos son
moléculas especificas de humanos, y los estudios se han basado en tejido
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humano in vitro y cultivos de érganos. La unién es usualmente mediada por
estructuras de fase bacteriana y variables antigénicamente. En adicién, se
ha vuelto crecientemente claro que la unién de patdgenos tiene mdltiples
facetas y la adaptacion amblental juega un papel significativo en la forma de
unién. Aunque muchos estudios recientes han empezado a definir varias
etapas en los mecanismos de marcado celular complejos, los detalles de la
adaptacién ambiental o inter-relaciébn microbiana del huésped permanecen a
ser descritos.

Estudios recientes de los inventores han mostrado que la Nm ™ y la
Hi %" comparten algunos mecanismos de marcado distintos y otros

comunes de ciertas CEACAMSs de receptores de superficie de célula humana
12

Ademas, los presentes inventores han identificado recientemente que
los aislados clinicos de Moraxella catarrhalis también marcan las moléculas
CEACAM humanas. Adicionalmente, ahora se ha encontrado que una
proteina de membrana exterior de Moraxella de alto peso molecular se
enlaza al receptor. Se ha demostrado la expresion de las CEACAMs en
diferentes tejidos '? incluyendo células epiteliales respiratorias. Estas
observaciones implican que el marcado especifico de las CEACAMs es de
ventaja particular para las bacterias respiratorias y puede haber surgido
como resultado de la evolucién convergente.

Entre los factores de adhesion elaborados por la Neisseria
meningitidis estan los pili (fimbrias) ™>'*'® y las protelnas de opacidad de
membrana exterior, Opa y Opc '®®, Las pili de Nm son estructuras de
proteina filamentosas largas compuestas de maltiples subunidades pili.
Estan referidas generaimente como las adhesinas mas importantes en las
bacterias capsuladas '*'*'> debido al hecho que la cépsula enmascara
parcialmente o totaimente los ligandos de membrana exterior produciendo su
reducida eficacia funcional, mientras que las pili atraviesan la cépsula y
permanecen funcionales en la totalidad de las bacterias encapsuladas. Las
Opa son una familia antigénicamente variable de proteinas y se encuentran
tanto en la N. meningitidis como en la N. gonorrhoeae. En el meningococo,
el codigo de los sitios 3 — 4 del gen opa para proteinas de transmembrana
relacionadas con cuatro vueltas de superficie expuestas, tres de los cuales
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llevan a la secuencia de variaci6n '*', Durante los Giimos 12 anos. Los
presentes inventores han investigado las relaciones estructura/funcién de las
pili de Nm, la virulencia potencial de las protelnas Opa y Opc, e identificaron
dos receptores humanos para las protelnas de opacidad neisserial.
Ademds, los presentes inventores han estudiado el papel de los écidos
sidlicos de superficie en las interacciones bacterianas con células objetivo
humanas, asl como el papel de LPS y otros factores en la toxicidad celular.

La presente invencién es el resultado de la identificacion de los
inventores de un ligando de alto peso molecular aislado de la proteina de
membrana exterior de Moraxella que se enlaza a los receptores de
CEACAM.

El ligando se puede caracterizas por su patrén de migracién SDS-
PAGE que es indicativo de la familia USP de proteinas en las que se rompe
a monoémeros que tienen un peso molecular entre aproximadamente 60 y
150 kD cuando son ebullidos por un periodo prolongado.

El ligando ha sido caracterizado en la cepa de Mx ATCC 25238 (MX2)
como UspA1 y su secusencia de amino acido ha sido determinada. El ligando
ha sido caracterizado ademés para determinar la regién de ligamento del
receptor 0 dominio, i.e., caracteristicas asociadas de péptido que se enlazan
al receptor.

En consecuencia, la presente invencién provee un ligando aislado de
la proteina de membrana exterior de la Moraxella catarrhalis, que se enlaza
a los receptores CEACAM, dicho ligando comprende un dominio de enlace
de receptor que comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del
grupo consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 868, 527 a 863, 427 a
623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, o un
fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o
producto de hidroxilacién, sulfonacién o glicosllacién, u otro producto de
procesamiento secundario de esta.

El tdrmino ligando como se usa aqui denota tanto la molécula entra
que se enlaza al receptor como cualquier parte de esta, que incluye el
dominio de enlace del receptor de forma que retiene la propledad enlazante



& o

del receptor. Asl, “ligando” abarca moléculas que consisten solo del dominio
de enlace del receptor, i.6., |la regién o reglones de péptido requeridas para
el enlace del receptor.

En una realizacién, la presente invencién provee un ligando que
consiste de una secuencia de amino é&cido seleccionada del grupo
consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427
a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, o un fragmento,
homélogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o producto de
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacién, u otro producto de procesamiento
secundario de esta.

Dominios de enlace del receptor estructuralmente y/o funcionalmente
equivalentes también se pueden encontrar en las proteinas tipo UspA ya que
las protelnas hibridas se encuentran en la Mx que pueden contener epitopes
mosaicos derivados de protelnas UspA y UspB 2. Los ligandos que
comprenden tales dominios de enlace de receptor equivalentes también
estan dentro del alcance de la invencién.

Preferiblemente el domino de enlace de receptor o ligando es
adecuado para uso en la prevencién o tratamiento de la infeccién.

La presente invencién también provee una secuencia de acido
nucléico que codifica la proteina ligando de ia presente invencion junto con
homélogos, polimorfismos, degenerados y variantes empalmadas de estos.

El ligando de la invencion, o combinaciones de este se pueden usar
en una vacuna u otro tratamiento profilactico de la infeccion.

La vacuna u otro tratamiento profilactica pueden comprender
cualquier adyuvante, vehiculo, excipiente, aglutinante, portador, preservativo
y similares adecuados, para proporcionar una praparacidn
farmacéuticamente aceptable del ligando para uso en el tratamiento de un
paciente.
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La invencién también provee una preparacién farmacéuticamente
acaptable del ligando para uso en medicina.

La preparacién farmacéuticamente aceptable del ligando se puede
usar en el tratamiento o prevencién de cualquier enfermedad en donde los
receptores de CEACAM esta implicados, por ejemplo, en el tratamiento o
prevencibn de la infeccién, enfermedad respiratoria, enfermedades
neoplasticas y condiciones asociadas de enfermedades neoplasticas, y
angiogénesis.

Preferiblemente, cuando una infeccién es tratada, la infeccion es, o se
encuentra en la membrana mucosa, especialmente una infeccién
respiratoria.

Lo més preferido, el ligando se usa como una vacuna o en ofra
profilaxis tratamiento de la Neisseris meningitidis, Haemophilus influenzae y
Moraxella catarrhalis. |dealmente, el ligando se usa como una vacuna o en
otra profilaxis o tratamiento de ofitis media.

En un aspecto adicional, el ligando de la presente invencién se usa
para identificar nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapéuticos para proteger grupos vuinerables y al piblico en general contra
varios patébgenos mucosos. Por ejemplo, el ligando se puede usar para
identificar los analogos de receptor que son (tiles para este propésito.

Asl, la presente invencién también provee un ensayo de seleccidn
para la identificacién de nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapéuticos, el ensayo comprende los pasos de seleccion de agentes
terapéuticos potenciales por su habilidad para imitar, o por su homologia al
ligando de la presente Invencién. La invencién provee ademas agentes
terapéuticos identificados mediante el ensayo de seleccibn mencionado
anteriormente.

Se pueden producir componentes de vacuna efectivos mediante el
uso de la Informacidn de los mecanismos de marcado del receptor
identificados por la presente invencién, tales como imitadores de péptido
biolégicamente activos. Estos podrian prevenir la colonizacion/invasién
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bacteriana de la mucosa asi como producir anticuerpos que puedan ser
bloqueadores, opsénicos y bactericidas.

Las secuencias de péptido bioldgicamente activas derivadas
bacterialmente, identificadas por el ligando de la presente invencién se
podrian usar para estudiar los roles de las CEACAMSs in el céncer y el
desarrollo en la medida en que las moléculas estan asociadas con estos
procesos. Estos también tienen potencial como agentes anti-cancer y para
controlar o, de otra forma en el tratamiento de angiogénesis.

En una realizacién adicional, la invencién provee el uso de un ligando
de enlace del receptor de CEACAM en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad en la cual los receptoras
de CEACAM estan involucrados en el marcado celular del patégeno que
causa la enfermedad, en donde el ligando comprende una secuencia de
amino 4cido seleccionada del grupo consistente de los residuos 463 a 863,
527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia
mostrada en la Figura 6, o un fragmento, homdélogo, equivalente funcional,
derivado, degenerado y producto de hidroxilacién, sulfonacién o
glicosilacion, u otro producto de procesamiento secundario de esta.

Preferiblemente, le enfermedad es seleccionada del grupo consistente
de infeccién, enfermedad respiratoria, enfermedad neopléstica y condiciones
asociadas de enfermedad neoplastica, y angiogénesis.

Los medicamentos como se describieron anteriormente, son de
utilidad particular cuando el patdgeno infecta, o entra mediante una
membrana mucosa.

Los medicamentos como se describieron aqul son particularmente
atiles en el tratamiento o prevencién de infecciones (enfermedad) causada
por la Moraxella catarrhalis. Sin embargo, los ligandos como se describen
aqul son dtiles en la fabricacién de medicamentos para el tratamiento de
cualquier enfermedad en donde los receptores de CEACAM estin
implicados, tales como enfermedades causadas por Neisseria meningitidis y
Haemophilus influenzae.



En una realizacién particularmente preferida, la enfermedad es ofitis
media.

Los ligandos de la invencion también se pueden usar en el tratamiento
de enfermedades causadas por otras bacterias orales tales como caries
dental.

Las realizaciones de la presente invencibn seran ahora descritas
Unicamente a manera de ejemplo no limitante en el cual se hace referencia a
los figuras de las cuales:

La Figura 1 es una gréfica que muestra los niveles relativos de enlace
de la construccién de receptor soluble CEACAM1-Fc (1 ug-mI™') solo (barras
blanca, mano izquierda), o en presencia del anticuerpo YTH71.3 especifico
del dominio de N CEACAM1 (barras gris, central) para 3 cepas de Mx
inmovilizadas sobre nitrocelulosa. El enlace CD33-Fc en cada caso fue
insignificante (barras negra, derecha). Cepas 1, 2, 3: MX2 (ATCC 25238),
MX3, MX4 (aislados clinicos) respectivamente. El ligamiento se determiné
en una extensién con punto de mancha y la intensidad de las reacciones de
cuantificd mediante analisis densiométrico usando el programa NIH Scion
Image.

La Figura 2 muestra una mancha de Western de las proteinas de
cepa MX2 separadas bajo no disociacion (no calentadas, pista 1) o después
de ebullicion por 10 min (pista 2). El manchado fue extendido con
CEACAM1-Fc (1 ug-ml™'; a), anticuerpo péptido anti-UspA1 (10 ug-mr; b) y
anticuerpo péptido anti-UspA2 (10 pg-ml™'; c). Note el perfil de migracién
similar de las proteinas de enlace de CEAM1-Fc¢ y las protelnas de enlace
Anti-UspA1 en las tres cepas. Los remanentes de protelnas no disociadas a
c. 250 kDa, (detectados en este caso debido a la sensibilidad mayor de
deteccidon en el ensayo de fosfatasa alcalina) se enlazaron a CEACAM1-Fc.
Estos son solamente reconocidos débilmente por los anticuerpos anti-
péptidos, presumiblemente porque los epitopes contenidos en los péptidos
sintéticos no estan totalmente expuestos en la proteina nativa, que se toma
progresivamente expuesta en la medida en que el complejo se
desnaturaliza. Los anticuerpos anti-UspA2 se enlazan a las protelnas de
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masas aparentes > 200 kDa, que permanecen no disociadas después de
ebullicién, una propiedad indicativa de las proteinas UspA2.

La Figura 4 muestra un espectro de masa de péptidos tripticos de la
proteina de enlace CEACAM1 de MX2 siguiendo la electro-elucién (4a). El
resumen de la entrada de datos en la base de datos de identificacién de
proteina ProFound se muestra en (4b). Una tabla de las 10 proteinas
identificadas y la probabilidad de valores se muestra en (4c). El detalle del
candidato clasificado en el nimero 1, en este caso UspA1 con un puntaje Z
de 2.34 se muestra en (4d) indicando el nimero de péptidos coincidentes,
sus posiciones dentro de la proteina, el % de proteina cubierto y una lista de
péptidos no coincidentes en esta ocasion.

La Figura 5 muestra un anélisis de mancha de Westem de fragmentos

tripticos de UspA1 de MX2. A: Mancha ‘de Control usando anticuerpos
secundarios (mezcla de F¢ anti-humano de cabra y Ig anti-conejo de cabra
usados en B y C). B: mancha extendida con CECAM1-Fc y Fc anti-humano
de cabra. C: mancha extendida con anticuerpos de conejo purificados de
afinidad elevados contra el péptido UspA1
(ETNNHQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR) (ver Figura 6) e Ig anti-conejo.
* = pistas con marcadores de peso molecular — mostrados a la izquierda.
Los péptidos mostrados mediante las flechas dobles reaccionan fuertemente
con CEACAM1-Fc (B) asi como con los anticuerpos de péptido anti-UspA1
(C). E! enlace de los anticuerpos de péptido anti-UspA1 al péptido de mas
bajo PM (punta de la flecha) identifica este fragmento de enlace de CEACAM
con el fragmento del terminal C contenido dentro del N-199 a K-863 de
UspA1 de MX2 (Ver Figura 6).

La Figura 6 muestra la secuencia de aminoécido de la proteina UspA1
de MX2. el péptido especifico de UspA1 usado para elevar el antisuero en
conejos s@ muestra en negrita. La regién de enlace de CEACAM esta
contenida en el fragmento subrayado del terminal C del UspA1 de MX2.

La Figura 7 muestra la separacién de péptidos tripticos que
reaccionan con las CEACAMs. La cepa MX2 de M. catarrhalis se tratd con 1
mg/ml de tripsina a 37°C por 10 min. La muestra tripsinizada se electroeluyd
durante la noche. La protelna electroeluida fue liofilizadas y resuspendida
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en amortiguador, y se aplicé a un segundo gel. Parte del gel fue manchado
en nitrocelulosa y las bandas de péptido que reaccionaron con CEACAM
fueron identificadas mediante extensibn con macha Westem usando
CEACAM-Fc (Mancha).

- denota bandas de péptido enviadas para el secuenciamiento del
terminal N.

La Figura 8 muestra la secuencia de aminoécido de un péptido triptico
de la proteina UspA1 de MX2. El| péptido triptico de 50 kDa mostrado
(amino4cidos 753-863) se enlaza a CEACAM y el antisuero contra el péptido
UspA1 (aminoacidos 753-780 subrayados). La secusncia del terminal N del
CEACAM de c. 50 kDA que enlaza al péptido es “ALESNVEEGL" que se
encuentra después del sitio de clivado de tripsina en el amino acido 462.

La Figura 9 muestra una representacion diagramética de las
posiciones de las plantilas usadas para generar los fragmentos del gen
uspA1 para la expresion de los péptidos recombinantes. El sitio de enlace
de CEACAM1 fue codificado por el ADN amplificado mediante las plantillas
P4 y P7, se diseflaron y usaron plantillas adicionales a lo largo de esta
region (letras A-l).

La Figura 10 muestra la sacuencia del fragmento recombinante 4-7.
La regién subrayada es la regién del terminal N del péptido triptico reactivo
de CEACAM1. El peso molecular predicho del fragmento 4-7 es c. 28 kDa.
El PM predicho del fragmento His-marcado: ¢. 28 kDa. La posicién del
péptido truncado estd mostrada por *t* (Ver Figura 3).

La Figura 11 es un diagrama que muestra estrategia general de
clonacion, expresion y purificacién para los péptidos UspA1 recombinantes,

como lo ejemplariza el sistema pQE30.

La Figura 12 es un mapa del vector pQE30.
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La Figura 13 muestra en enlace de CEACAM-Fc en extensién de
mancha a los polipéptidos recombinantes 4-8 (pista 3), 4-T (pista 4) y 4-7
(pista 5). La pista 1 contenla un péptido recombinante de control
Treponemal y la pista 2 contenla lisatos de M15 no inducido que contienen la
construccién 4-8.

La Figura 14 muestra manchas de Westem que muestiran la
reactividad del péptido recombinante con el anticuerpo etiqueta anti-His
(superior) y CEACAM1-Fc (inferior). Las pistas 2-4 contenfan el péptido 6-8,
la pista 1 contenia 4-8 como control. Las posiciones de migracién predichas
de los péptidos se muestran a la derecha. Ambos péptidos se enlazan al
anticuerpo anti-His. Sin embargo, mientras que 4-8 se enlaza al CEACAM1-
Fc, 6-8 no lo hace.

La Figura 15 muestra que el polipéptido D-8 se enlaza a CEACAM1-
Fc (pista 1) pero no a CD33-Fc usado como control (pista 2). El origen de
este péptido se confirmé mediante reactividad con el anticuerpo de etiqueta
anti—His (pista 3).

La Figura 16 es un diagrama esquematico de los tamaflos y
posiciones relativas de los fragmentos de rUspA1. El recombinante 4-7 se
ha usado para el bloqueo bacteriano — ver Figura 17.

La Figura 17 muestra que los transfectantes CHO-CEACAM1 fueron
incubados en ausencia de péptidos (A) o con el péptido de control
recombinante (un péptido treponemal, B), o el péptido r4-7 de UspA1
(secuencia comespondiente a la cepa MX2, C y D) a las concentraciones
mostradas, y se agregaron bacterias por un periodo de 2 horas. Al final de
esta incubacion, las bacterias no enlazadas fueron lavadas y las bacterias
enlazadas fueron detectadas con antisuero policlonal de anti-M. catarrhalis y
anticuerpo secundario conjugado de TRITC. A 1 pg/mi, se obtuvo una
inhibicién significativa de una cepa heterdloga de M. catarrhalis, y a 10 pg
por ml, el enlace de H. influenzae se inhibié significativamente mediante el
péptido recombinante UspA1 de M. catarrhalis.
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Elempl 1. Las copas de Moraxella Catarrhalls se enlazan a CEACAM-
Fc humana mediante las proteinas de UspA

Las cepas de Moraxella catarrhalis (Mx) usadas en este estudio
incluyen aislados clinicos (MX3 y MX4) asl como la cepa de referencia
comprada en American Type Culture Collection (ATCC 25238, un cultivo
clénico de esta fue designado MX2).

Ensayos de extension del receptor muestran que la Mx se enlaza a las
construcciones del receptor CEACAM-Fc

Para evaluar la interaccion de las cepas de M. catamrhalis con
CEACAM1, se aplicaron bacterias {(c. 4 — 8 x 10%) a nitrocelulosa, aire seco y
los sitios de ligamiento no especffico bloqueados en BAS-PBST al 3%. Las
tiras de celulosa fueron recublertas con CEACAM1-Fc (1-2 pg mi) solo, o
en presencia de el anticuerpo YTH71.3 del dominio de N de CEACAM1. Se
uso CD33-Fc (1-2 pg mi™") como control negativo. Las construcciones de
proteina quimérica se prepararon como se describié anteriorments . El
ligamiento del receptor quimérico se detectd mediante anticuerpos anti-
humanos Fc de cabra conjugados ya sea con peroxidasa de rabano picante
o fosfatasa alcalina. Se desamollaron manchas con diamino bencideno y
perdxido de hidrégeno, o sustratos de tetrazolio de nitroazul y 5-bromo-4-
cloro-3-indoilfosfato respectivaments. Todas las cepas Mx se enlazaron a
CEACAM1-Fc pero no a CD33-Fc (Fig. 1). El ligamiento del receptor se
inhibié en presencia del anticuerpo YTH71.3 monociénico, sugiriendo que las
cepas se enlazaron al dominio del terminal N del receptor. En consecuencia,
todas las cepas se enlazaron igualmente bien a la construccién N-Fc
truncada de CEACAM1, que contenia solo el dominic N (no mostrado).

Identificacién de la proteina de enlace de CEACAM1-Fc de M. catarrhalis

Lisatos de célula enteros de Mx (c. 3 x 107) fueron aplicados a pistas
individuales de un gel de poliacrilamida bis-tris al 10% (Invitrogen), con
tratamiento de calor o después de calentamiento a 100°C por 10 minutos, y
sometidos a electroforesis por 45 min a 180 V. Las proteinas de los geles
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa usando condiciones de
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manchado estandar. Las membranas de nitrocelulosa fueron extendidas con
construcciones quiméricas solubles como se describié anteriormente. En
cada caso, se observd que una proteina simple se enlazd especificamente a
CEACAM1-Fc. La migracién de la proteina sobre los geles fue indicativo de
la protelna UspA de Mx, porque cuando los lisatos bacterianos fueron
aplicados sin desnaturalizaciéon de calor, las proteinas de enlace de
CEACAM1 migraron con una masa aparente de > 200 kDa, mientras que
cuando los lisatos primero se calentaron, las protelnas de enlace de
CEACAM1 migraron con una masa reducida de circa 92 kDa (Fig. 2).

Los anticuerpos aumentados contra UspA1 pero no aquellos contra una

protelna UspA2 similar se enlazaron a las proteinas de enlace de
CEACAM1-Fc de las cepas de Mx

Se diseflaron péptidos seglin las secuencias publicadas para las
protelnas UspA de cepas de M. cafarmrhalis. A saber,

ETNNRQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (péptido de UspA1) y
KDEHDKLITANKTAIDANKAS (péptido de UspA2). Los péptidos fueron
acoplados a KHL por medio de un residuo de cistelna de terminal N que fue
incorporado, y se usaron para inmunizar conejos (200 pg de péptido por
conejo) a intervalos de 14 dias, iniciaimente con adyuvante de Freund
completo y posteriormente con adyuvante de Freld incompleto. Los conejos
fueron sangrados a intervalos en el dia 0 y en el dla 14 post inmunizacién.
Los anticuerpos policlonales fueron purificados usando el péptido apropiado
acoplado a las columnas AminoLink Plus (Pierce). Se usaron anticuerpos
especificos de UspA a una concentracién de 1-10 ug mi-1 para recubrir la
mancha Westermn y se detectaron con anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo acoplado a la fosfatasa alcalina. Las manchas se desarrollaron como
se describié anteriormente. La migracién de las protelnas de enlace de
CEACAM1-Fc sobre SDS-PAGE de las tres cepas de Mx fue idéntica a la de
las protelnas de enlace de anticuerpo de UspA1, pero no & las proteinas de
enlace de anticuerpo de UspA2 (Fig. 3).
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La co-precipitacién del ligando de M. caiamhalis con CEACAM1-Fc es
identificada como UspA1

Durante la noche, cultivos de bacterias fueron suspendidos en 100 nM de
octil pD glucopiranosida en PBSB que contenia un cocktail de inhibidor de
proteasa (pic; PMSF 1 nM, E-64 1 uM, pepstatina A 1 uM, bestatina 6 nM y
EDTA 100 uM). Las muestras fueron mezcladas de extremo a extremo
durante la noche a 4°C. Mientras tanto 100 u! de proteina A acoplada a
sefarosa CL-4B (Sigma) se incubé en 20 pg de CEACAM1-Fc o CD33-Fc
(usado como control), durante la noche a 4°C, y posteriormente se lavé 3
veces con PBSB para remover cualquier receptor no enlazado. El material
bacteriano insoluble fue removido por centrifugacién a 15, 000 g por 30 min.
El extracto soluble fue incubado con complejo receptor - sefarosa Proteina A
por 2h a 4°C (a una relacién de 5 x 10® bacterias por ug de construccién de
receptor). Seguido de un lavado extensivo con octil BD glucopiranosida 50
mM y PBSB, las muestras fueron analizadas mediante electroforesis SDS-
PAGE y Manchado Westemn bajo condiciones de desnaturalizacion.

En los experimentos de co-precipitacién con CEACAM1-Fc, las MX4
produjeron una protelna fuertemente colorante de ¢. 87 kDa y las MX3
produjeron una proteina de relativamente débilmente colorante de c¢. 92 kDa.
Las masas de las proteinas co-precipitadas correspondian a las observadas
en los experimentos de extensién del receptor (mostrados en la Fig. 3).
Ninguna protelna se co-precipitt con CD33-Fc. Las protelnas co-
precipitadas fueron ademaés identificadas como proteinas UspA1 porque se
enlazaron al anticuerpo de péptido anti-UspA1. Adicionalmente, siguiendo la
extirpacién del gel, la protelna de MX4 se sometié a espectrometria de
masas MALDI-TOF (ver a continuacion).

Identificacién del ligando CEACAM1 mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF

(a) Muestras de extension Western. Lisatos de célula entera de MX2 y MX3
fueron sometidos a SDS-PAGE en geles con surcos y la banda
commespondiente al ligando de enlace de CEACAM1-F¢ fue electroeiuldo del
gel. La muestra fue concentrada y re-aplicada en una pista simple de un
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segundo gel, sometida a electroforesis antes de la digestion de tripsina en el
gel, de la proteina apropiada. Los péptidos resultantes fueron analizados
mediante espectrometria de masas de desorciébn Laser asistida por
Matriz/ionizacién de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Un ejemplo del espectro
de masas resultante se muestra para la proteina de enlace CEACAM de
MX2 (Fig. 4a). Las masas de péptido obtenidas fueron ingresadas al sitio de
identificacion de proteina ProFound y se obtuvieron los resultados como se
muestran para esta proteina (Fig. 4b, c). En este caso 10 masas de péptido
coincidieron con las masas predichas para péptidos tripticos de UspA1 de M.
catarrhalis que cubren aproximadamente el 18% de la proteina (Fig. 4d). El
puntaje Z de 2.34 es altamente sugestivo que es la protelna UspA1 (puntaje
Z > 1.65 esta por encima del 95 percentil);
http:129.85.19.192/profpund_bin/webProfound.exe). Ademaés, se identifico
otra banda de alto peso molecular no enlazante de MX2 como UspA2
siguiendo un andlisis similar. De la misma forma para la cepa MX3, se
identificaron las proteinas CEACAM1 enlazantes y no-enlazantes, como
UspA1 y UspA2 respectivamentse.

(b) Muestras co-precipitadas: Para MX4, la proteina co-precipitada
CEACAM-Fc (como se describié anteriormente) también se identificé como
UspA1 mediante MALDI-TOF MS con un puntaje Z de 2.27 en toda la
blsqueda taxones. Coincidieron 12 péptidos que cubren el 21% de la
proteina.

Por lo tanto, este estudio ha identificado que la Moraxella catarrhalis
marca CEACAM1 humano mediante la protelna UspA1 de alto peso
molecular en la referencia y en las cepas clinicas indicadas.

Clivaje enzimético de UspA1 ido recombinante
(a) Peéptidos tripticos de UspA1 se enlazan a CEACAM1-Fc

Las suspensiones bacterianas de MX2 (10" mI) fueron tratadas con
tripsina (Sigma) a concentraciones de 0.1-1 mg/ml y se incubaron por 1-4
hors a 37°C. Los lisatos digeridos fueron disociados en amortiguador de
SDS-PAGE, ebullidos y sometidos a electroforesis. Después de la
transferencia a nitrocelulosa, las manchas fueron extendidas con la
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construcciéon del receptor CEACAM-Fc¢ o los anticuerpos de péptido anti-
UspA1 purificados por afinidad. Un pequefio fragmento que reacciona con el
receptor también se enlazd a los anticuerpos especificos de anti-UspA1 (Fig.
5).

(b) Localizacién del dominio enlazante de CEACAM de UspA2 de la cepa
MX2 de M. calarrhalis

Las suspensiones bacterianas de MX2 fueron tratadas con Tripsina a
1 mg/ml por 10 minutos a 37°C.

La muestra tripsinizada se comié en un gel SDS-PAGE. Después de
la coloraclén, la regién de 50 kDa fue electroeluida durante la noche. La
protelna electroeluida fue liofilizada y resuspendida en amortiguador, y
aplicada a un segundo gel. Parte del gel fue manchado en nitrocelulosa y las
bandas de péptido que reaccionan con CEACAM fueron identificadas
mediante extension de manchado Western usando CEACAM1-F¢ (Fig. 7).

Las bandas de péptido que corresponden a péptidos de circa. 50 kDa
y circa. 150 kDa se sometieron al secuenciamiento del terminal N. Las
secuencias del terminal N fueron ALESNVEEGL (péptido de ¢. 50 kDa) y
ALESNV (péptido de c. 150 kDa). La proteina de 150 kDa es aparentemente
un trimero de la proteina de 50 kDa en la medida en que tengan la misma
secuencia de terminal N. La secuencia de terminal C de este péptido de
UspA1 de MX2 se muestra en la Figura 8.

(c) Péptido recombinante

El péptido de MX2 recombinante de terminal N que se construy®,
consistente de los amino acidos 1 a 449 de la secuencla mostrada en la
Figura 6 no se enlaza a CEACAM. Esto ademas indica que el péptido
triptico de c. 50 kDa que consiste de ios amino acidos 463 a 863 de la
secuencia mostrada en la Figura 8, que tiene la secuencia terminal de
ALESNVEEGL contiene el dominio enlazante CEACAM.

69(
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Ejemplo 2: Identificacién de los Dominlos de Enlace de Receptor sobre
Miltiples Determinantes de Virulencia de Patégenos Mucosos

La M. meningitidis y H, influenzae marcan las moléculas de CEACAM
mediante ligandos que se enlazan a sitios de traslapo superposicion en la
CEACAM. Los ligandos Mx de la presente invencién también marcan el
dominio de N. Estas observaciones sefialan urjg _posibilidad excitante que
caracteristicas similares sobre ligandos de diferentes patégenos mucosos
puedan estar involucradas en el marcado del receptor.

Como las interacciones Nm y HI con las CEACAMs estian
directamente afectadas por las caracteristicas estructurales de la superficie
expresada en dominios variables, esto sugiere que pueden contener amino
acidos cruciales similares en una configuracion espacial que es capaz de
enlazarse al receptor, y estos pueden ser conservados en protelnas
variables de otra forma. De hecho nuestros estudios y los de otros sugieren
que las dos vueltas hiper-variables de Opa (HV1 y HV2) pueden estar
involucrados en el marcado CEACAM ®'8, Una técnica potente que puede
identificar posibles determinantes de interacciones entre ligandos y
receptores es el despliegue del fago, que se puede usar para identificar
mimotopos (secuencias aleatorias para imitar los dominios de enlace) 19 asi
como aptameros (secuencias relacionadas muy de cerca con la estructura
original que inhibe en enlace del ligando) %.

La invencién actual también hace altamente posible que el dominio
del ligando Mx que se enlaza a las CEACAMSs act(e como un imitador para
otros patdgenos mucosos que se enlazan a CEACAM, y las caracteristicas
estructurales de este ligando ayudardn a identificar las caracteristicas
salientes requeridas en los ligandos Nm y Hi para el marcado del dominio de
N de CEACAM. Los anticuerpos al dominio de Mx podrian tener el potencial
para identificar otros ligandos que tienen la capacidad de marcar las mismas,
similares o regiones posicionadas muy cerca del receptor.

La identificacién del dominio minimo de enlace de CEACAM1 de
UspA2 de MX2 estd siendo asumida usando métodos conocidos de
ingenieria de proteinas y tecnologia de ADN recombinante. Los péptidos
recombinantes pueden ser seleccionados in vitro mediante los ensayos de
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extension del receptor descritos anteriormente para detectar el dominio de
MX2 que se enlaza al receptor. Los péptidos marcados con His pueden ser
separados en una columna de niquel, His-Tag clivados y usados para
inmunizar conejos y ratones para obtener anticuerpos para investigaciones
adicionales.

Se puede determinar un péptido de longitud adecuada para
aplicaciones biolégicas mediante el examen de las propiedades
estimuladoras inmunolégicas asi como otras funciones tales como bloqueo
del enlace del receptor.

Elemplo 3. Caracteristicas notables del Receptor requerido para las
Interacclones del ligando

Como el dominio de N de CEACAM es suficiente para las
interacciones de las proteinas Opa, la presente invencién esta4 usando una
técnica de despliegue del fago también para investigar los epltopes
adhesivos del dominio de N de CEACAM. El conocimiento de la(s)
regién{es) de enlace del ligando en el receptor, que ha sido estudiado por los
presentes inventores por medio de mutagénesis de rastreo de alanina del
receptor ®, ha facilitado este estudio. También en este caso, un ensayo de
extensidn de ligando esta disponible para la biofiltracién (concentracién de
afinidad) de fagos quiméricos que portan las secuencias del receptor.

Los andlogos de receptor tienen el potencial de bloquear cepas
miltiples independientemente del tipo de Opa producida ya que nuestros
estudios ya mostraron que a pesar de su variacién antigénica, las diferentes
protelnas Opa requieren caracteristicas comunes en el receptor para la
adhesion primaria ®. También es de interés notar que los antigenos de CEA
estan despojados de la mucosa intestinal y pueden bloquear la adhesién de
las cepas E. coli también conocidas por marcar las CEACAMs. Esto se ha
propuesto como un mecanismo de inmunidad innato vs. patégenos
entéricos. '? Asl, estos anélogos de receptores actian como agentes
terapéuticos.
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emplo 4. Producclén de los los Idos recombinantes de UspA de
Moraxella catarrhalis que enlazan el CEACAM

Resumen:

La amplificacién de PCR de varios fragmentos a lo largo de la longitud
de UspA1 se realizd usando las plantillas mostradas en la Figura 9. Los
péptidos recombinantes se obtuvieron como se describe a continuacién. En
la primera ronda, se encontré que el péptido recombinante que se enlaza a
CEACAM1 estaba codificado por el ADN amplificado por las plantillas P4 y
P8, pero no el codificado por la regién entre P1 y P5. Ademas, el
recombinante P4 — P7 se enlazé a CEACAM1 pero no P 6 — P8. Se usaron
plantillas adicionales entre la regién P4 y P7. La regién D7 retuvo el enlace
CEACAM. La secuencia del fragmento 4-7 se muestra en la Figura 10.

E ia_de clonacién, expresion urificacion general para los tidos

UspA1 recombinantes

El fragmento 1-5 de UspA1 se produjo usando el sistema pBAD. Los
productos de PCR requeridos fueron clonados a TA en el vector pBAD, y se
uso la cepa TOP10 de E. coli para la amplificacion. El resto del
procedimiento fue como se muestra en la Fig. 11 con excepcién que la pBAD
8o indujo usando arabinosa. El fragmento 4-7 se produjo usando los
sistemas pBAD y pQE30 (Fig. 11) con resultados de enlace de cEACAM
similares. El resto de los fragmentos se produjeron usando la estrategia de
la Fig. 11.

Vector y el sistema de expresion de pQE30

Se uso el vector pQE30 (Fig. 12) en conjuncién con la cepa M15 de E.
cali. La M15 contiene el plasmido pREP4 que codifica un represor, que
restringe la transcripcion de ADN clonado en pQE30. La adicion de IPTG a
una concentracién de 1 mM evita la codificaciéon de este represor y asl, la
transcripcion de los fragmentos clonados en pQE30.
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Los amplimeros de PCR fuero primero ligados en pCR2.1. Esto
proporciond un huésped estable del cual el amplimero podia ser recuperado
mediante la digestién de restriccion (BamHi/Psfi), asegurando que cada
extremo del fragmento del gen fue cortado. La pQE30 se digirié en forma
similar y se recuperd mediante purificacién del gel, que también asegurd que
ambos sitios de restriccion hablan sido cortados. El pQE30 digerido y el
amplimero de UspA1 fueron ligados durante la noche a 16°C con ligasa de
ADN T4, y se transformaron en M15 de E. coli competente de CaCl..

Los transforméntes fueron seleccionados sobre agar LB
complementado con ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (25 pg/ml). Se
recogieron 4-8 colonias y se cultivaron en caldo LB con antibiéticos. Las
bacterias de 3-4 ml de cultivo fueron recolectadas mediante centrifugacion y
se sometieron al método de lisis miniprep alcalina. El vector purificado fue
digerido como se indicé anteriormente para verificar el inserto de uspA1T.
Las bacterias que contenian pQE30 con un Inserto de tamafio correcto fuero
cultivadas en cultivos de 50 ml e inducidas con IPTG (ver mas adelante).
Entonces se usaron Manchas Westemn para seleccionar la produccién de
proteina recombinante. Ademaés, los vectores fueron secuenciados para
determinar que el inserto estuviera en la regién correcta de ADN vy verificar
cualquier error de secuencia.

Expresion y Purificacién

M15 que contenia construcciones de pQE30/uspA1 fueron cultivadas
en caldo LB (complementados con 100 pg/ml de ampicilina y 25 pg/ml de
kanamicina), con agitacién a OD600 = 0.5 antes de la adicién de IPTG a una
concentracion 1 mM. Los cultivos fueron incubados por unas 3-4 horas
adicionales y las bacterias se recuperaron mediante centrifugacién. Los
pellets bacterianos fueron solubilizados en amortiguador B (urea 8M, Tris 50
mM, etanol al 10%, Tween al 2%, imidazol 5mM, pH 7) por 1-3 horas, y el
material d@ membrana fue removido por centrifugacién a 20,000 g por 20
min. Los sobrenadantes fueron incubados con resina de niguel por 1-2
horas en un mezclador rotatorio, y pasados a través de cuna columna de
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polipropileno. La resina retenida fue lavada con 5-10 mi de amortiguador B y
la proteina enlazada fue eluida con eluciones de 0.5 ml de amortiguador B
complementado con imidazol 100 mM. Las protelnas eluldas fueron
verificadas medlante SDS-PHAGE antes de la didlisis para remover la urea y
otras sales.

Fragmentos Recombinantes

A:  Fragmentos 1-5y 4-8
Estos fragmentos producidos por el sistema pBAD mostraron que 1-5
no sde enlazdé a CEACAM1 pero 4-8 si.

B: Fragmentos 4-8, 48T, 4-7 y 6-8 producidos usando el sistema
PQE30.

El fragmento 4-8 fue el primer fragmento de rUspA1 producido, y se
encontrd que se enlaza a CEACAM con una aita afinidad en los ensayos de
extension de mancha. Ademés del péptido rUspA1 4-8 de longitud total, se
observé una proteina mas pequefia truncada. Este péptido (designada 4-T)
también se enlazé6 a CEACAM1 y parece estar expresado en niveles mas
bajos que en 4-8 (Fig. 13). El anélisis de secuencia de pQE30/4-T encontrd
una disparidad (CAA a TAA) que condujo a un coddn de tetminaclién en el
residuo Q624 (ver Fig. 10).

Los péptidos 4-7 y 6-8 se produjeron con el fin de descartar Ia
posibilidad que se encontrara un segundo sitio de enlace de CEACAM en 8-
8. Como se predijo del péptido 4-T, 4-7 demostrd enlace de CEACAM (Fig.
13) pero no de 6-8 (Fig. 14).

C: Fragmentos D-8 y D-7 producidos por el sistema pQE30

Se encontrd que ambos fragmentos de rUspA1 D-8 (Fig. 15) y D-7 (no
mostrado) se enlazaron a CEACAM1.



Actividad Bioldgica del ido recombinante 4-7

La cepa MX1 de M. catarrhalis y la cepa Rd de H. influenzae se
enlazan a las células de Ovario de Hamster Chino (CHO) trasnfectadas con
CEACAM1. Su enlace puede ser bloqueado con el péptido recombinante 4-
7 de UspA1 de M. catarrhalis, pero no a un péptido de control (Fig. 17).
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando que es parte de la molécula UspA1 entera, que incluye el
dominio de enlace del receptor CEACAM, dicho ligando comprende los
residuos 427 a 623 de la SEC ID No. 2, o un fragmento de esta requerido
para el enlace del receptor CEACAM.

2. El ligando segun la reivindicacion 1, en donde el ligando consiste de
una secuencia de amino écido seleccionada del grupo consistente de los
residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a
863 de la SEC ID No: 2.

3. Un medicamento que comprende el ligando segin la reivindicacion 1
o relvindicacibn 2, y uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes,
aglutinantes, portadores o preservativos farmacéuticamente aceptables.

4, E! uso de un medicamento segin la reivindicacibn 3 para el
tratamiento o profilaxis de infeccion.

5. El uso de un medicamento segin la reivindicacibn 3 para el
tratamiento o prevencién de una enfermedad en donde los receptores
CEACAM estan implicados en el marcado celular del patdgeno que causa la
enfermedad.

6. El uso segun la reivindicacién 5 para el tratamiento o prevencion de
infeccion, enfermedad respiratoria, enfermedades neoplésticas y condiciones
asociadas con enfermedades neoplésticas y angiogénesis.

7. El uso seg(n cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la
infeccidn esta o aparece en una membrana mucosa.

8. El uso seglin la relvindicacién 7, en donde la infeccion es causada por
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis.

9. El uso de un medicamento seguin la reivindicacién 3 para la profilaxis
o tratamiento de otitis media.
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10.  El uso del ligando seg(n la reivindicacién 1 en un ensayo de seleccion
para la ldentificacién de nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapéuticos, que comprende l|a seleccidon de agentes terapéuticos
potenciales por su habilidad para imitar, o por su homologia a dicho ligando.

11.  Una vacuna que comprende al ligando segln la reivindicacion 1 y uno
o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglutinantes, portadores o
preservativos farmacéuticamente aceptables.

12. Un método para tratar o prevenir la infeccibn en un individuo en
necesidad de este, que comprende la administracion de una cantidad
efectiva de un medicamento sagln la reivindicaclén 2.

13. Un ligando sustanciaimente como el descrito aqul con referencia y
como se ilustra en la Figura 6 de los dibujos acompafiantes.

14. Un medicamento sustanciaimente como el descrito aqul, que
comprende el ligando de la reivindicacién 13.

15. El uso de un ligando de enlace del receptor CEACAM en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad, en la cual los receptores CEACAM estén involucrados en el
marcado celular del patdgeno que causa la enfermedad, en donde el ligando
es una parte de la molécula UspA1 entera, que incluye un dominio de eniace
del receptor CEACAM, dicho ligando comprende una secuencia de amino
acido seleccionada del grupo consistente de los residuos 463 a 863, 527 a
668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la SEC ID. No: 2, o un
fragmento o equivalente funcional de esta que retiene la habilidad de enlace
a CEACAM.

16. El uso segiin la relvindicacién 15, en donde la enfermedad es
seleccionada del grupo consistente de infeccién, enfermedad respiratoria,
enfermedades neoplasticas y condiciones asociadas con enfermedades
neoplasticas y angiogénesis.

17. El uso segln la reivindicacién 15 o 16, en donde el patbdgeno infecta o
entra por una membrana mucosa.
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18.  El uso segin las relvindicacionas 15 a 17, en donde el patégeno que
causa la enfermedad es seleccionado del grupo consistente de Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis.

19.  El uso seg(n la reivindicacién 18, en donde la enfermedad de ofitis
media.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
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Cooperacién en Materia de Patentas {(PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica
de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:
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