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PEPTIDOS TERAPEUTICOS
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién provee un ligando aislado de la protelna de
membrana exterior de Moraxella catarrhalis que se enlaza a los receptores
de CEACAM, dicho ligando comprende un dominio de enlace de receptor
que comprende una secuencia de amino &cido seleccionada del grupo
revelado, o un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado,
degenerado 0 producto de hidroxilacion, sulfonacién o glicosilacién u otro
producto de procesamiento secundario del mismo. La invencién también
provee medicamentos y vacunas que comprenden dicho ligando, y su uso en
el tratamiento o profilaxis de infecciéon. También se provee ligando, y su uso
en el tratamiento o profilaxis de infeccién. También se provee un método de
seleccion para la identificacién de compuestos terapéuticos novedosos.

A0



PEPTID S TERAPEUTICOS

Esta invencibn estd relacionada con péptidos terapéuticos y en
particular con péptidos terapéuticos que son utiles en la preparacién de
vacunas u otros tratamientos para la infeccién asi como en la seleccién de
compuestos para actividad farmacéutica potencial en el tratamiento de
infecciones.

Los inveniores presentes han identificado previamente que el
antigeno Carcinoembriénico relacionado con las moléculas de adhesion
celular (CEACAMs) son receptores para patdgenos de membranas
mucosas, especialmente para patdgenos respiratorios tales como Neisseria
meningitidis, Haemophilus inflienzae y Moraxella catarrhalis. Las CEACAMs
pertenecen a la familia de Antigeno CarcinoEmbridnico (CEA), un miembro
de Ia 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 adhesion celular relacionada con CEA)® comprende
varias glicoprotelnas relacionadas de las cuales la CEACAM1 es la mas
ampliamente expresada en diferentes tejidos humanos 2. Los estudios
reportados por los inventores principaimente 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). Ademéas, se usaron construcciones truncadas solubles que
contienen uno 0 mas de los dominios extracelulares. Estudios previos
demostraron que tanto la Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae
marcan principalmente el dominio N de varias CEACAMs %1%, Tal marcado
puede conducir a la unién de superficie celular asi como a la invasién
celular’. Ademas, las bacterias pueden enlazarse a las CEACAMs sobre las
células fagocfiticas y los linfocitos T y B. Tales interacciones pueden
conducir a muerte celular bacteriana 8, muerte celular marcada o inhibicion
de la funcién inmune, e.g., de los lincofitos T y B, cuando la N. gonorrhoeae
(estrechamente relacionada con la N. meningitidis) se enlaza a las
CEACAMs de estos linfocitos 212,



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 descripcién, la presente
invencién describirh en particular la relacibn con la infeccion de las
membranas mucosas, especiaimente de las membranas respiratorias, o la
infeccion del oldo (especialmente otitis media) pero se debe entender que la
Invencién encuentra igual utilidad en otras 4reas tales como mucosa genital
o uretral, en donde los receptores CEACAM estan implicados en la infeccién
u otros procesos de enlace del receptor, o en cualquier otra parte de
infeccidon humana en donde las bacterias pueden llegar a diseminarse desde
las superficies mucosas.

Los patdgenos mucosos Neisseria meningitidis (Nm), Haemophilus
influenzae (Hi) y Moraxella catarrhalis (Mx), son organismos especificos de
humanos y residen en el tracto respiratorio superior desde donde se
diseminan para causar infecciones serias. Las cepas meningocécicas de
distintos serogrupos pueden ser cargadas dentro de la nasofaringe de hasta
el 25% de los individuos adultos *. Sin embargo, en un namero de sujetos,
el organismo invade la barrera 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 infeccién
meningocdcica no estidn entendidos totaimente. Mas alin, la proteccién
limitada producida por vacunas especificas de grupo y la no
inmunogenicidad del grupo B polisacérido recaica la necesidad de estudios
fundamentales para entender la susceptibilidad del huésped e identificar las
caracteristicas sub-capsulares destacadas que podrian 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 meningocécica, la naturaleza de sus interacciones con
células barrera humanas (epitelial y endotelial) asl 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 diferencian entre colonizadores ampliamente inofensivos y patogenos
ocasionales pero serios como la Nm. Adicionalmente, los estudioe 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 draméatico en la incidencia de la
enfermedad de tipo b en el Oeste, las enfermedades causadas por las cepas
de Hi no clasificables (NTHi) permanecen como un problema mayor. La
NTHi causa infecciones tanto localizadas como diseminadas que incluyen
epiglotitis, ofitis media, celulitis, neumonia, endocarditis, bacteremia y
meningitis. La otitis media es uno de los mayores problemas en la medicina
pediétrica y la NTHI es responsable de més del 20% de episodios en los
nifios durante el primer afio de vida 2°. La NTHi también esta asociada con
infecciones agudas recumrentes y persistentes en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD) y fibrosis quistica. Lo que determina
las infecciones recumrentes por NTHi en estos pacientes, o episodios
multiples de otitis media en nifios no es claro 24,

La Moraxella cararrhalis, otro residente del tracto respiratorio humano,
es usualmente aislada de los casos de infecciones localizadas junto con Hi.
Ambos organismos estan asociados con sinusitis y exacerbaciones de las
condiciones asmaticas 3. La Mx es la tercera causa mas comdn de otitis
media en nifios (se estima que es responsable de 3-4 millones de casos
anuaimente). También causa infecciones del tracto respiratorio inferior en
adultos, espacialmente en pacientes con COPD 5. En raras ocasiones, ha
sido asociada con infecciones diseminadas 5. Tanto la Hi como la Mx causan
infecciones persistentes y se cree que escapan a los mecanismos inmunes
del huésped y a los antibiéticos mediante penetracion del tejido *. 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 fime con las células epiteliales
respiratorias. Los objetivos de estos patdgenos trépicos humanos son
moléculas especificas de humanos, y los estudios se han basado en tejido



humano in vitro y cultivos de drganos. La unidn es usualmente mediada por
estructuras de fase bacteriana y variables antigénicamente. En adicién, se
ha vuelto crecientemente claro que la unién de patégenos tiene mlltiples
facetas y la adaptacién ambiental 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-relacién microbiana del huésped permanecen a
ser descritos.

Estudios recientes de los presentes inventores han mostrado que la
Nm ™y la Hi '®"! comparten algunos mecanismos de marcado distintos y
otros comunes de ciertas CEACAMs de receptores de superficie de célula
humana 2,

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
protelna de membrana exterior de Moraxella de alto peso molecular se
enlaza al receptor. Se ha demostrado la expresion de las CEACAMSs en
diferentes tejidos '2 incluyendo células epiteliales respiratorias. Estas
observaciones implican que el marcado especifico de las CEACAMSs es de
ventaja particular para las bacterias respiratorias y puede haber surgido
como resultado de la evolucidén convergente.

Entre los factores de adhesién elaborados por la Neisseria
meningitidis estan los pili (fimbrias) >'*1® y |as proteinas de opacidad de
membrana exterior, Opa y Opc **'®, Las pili de Nm son estructuras de
proteina filamentosas largas compuestas de multiples subunidades pili.
Estén referidas generaiments como las adhesinas mas importantes en las
bacterias capsuladas '*'*'5 debido al hecho que la cApsula enmascara
parciaimente o totalmente los ligandos de membrana exterior produciendo su
reducida eficacia funcional, mientras que las pili atraviesan la capsula y
permanecen funcionales en la totalidad de las bacterias encapsuladas. Las
Opa son una familia antigénicamenta 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 protelnas de transmembrana

relacionadas con cuatro vueltas de superficie expuestas, tres de los cuales
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se someten a variacidn de secuencia ', Durante los Gltimos 12 afios, los
presentes inventores han investigado las relaciones estructura/funcion de las
pili de Nm, la virulencia potencial de las proteinas Opa y Opc, e identificaron
dos receptores humanos para las proteinas de opacidad neisserial.
Ademés, los presentes inventores han estudiado el papel de los acidos
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 resuitado de la identificacion de los
inventores de un ligando de alto peso molecular aislado de Ila proteina de
membrana exterior de Moraxella que se enlaza a los receptores de
CEACAM.

El ligando se puede caracterizar por su patrdn de migracion SDS-
PAGE que es indicativo de la familia USP de proteinas en las que se rompe
a monémeros 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 secuencia de amino acido ha sido determinada. El ligando
ha sido caracterizado ademés para determinar la region de enlace del
receptor o dominio, i.e., péptido o caracteristicas asociadas de péptido que
$0 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, en donde dicho ligando es un polipéptido que
comprende o consiste de un dominio de enlace de receptor que comprende
o consiste de una secuencia de aminodcido seleccionada del grupo
consistente de los residuos 463 a 883, 527 a 623, 527 a 668, 527 a 863, 427
a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la sscuencia mostrada en la Figura 6, o un
fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o
producto de hidroxilacién, sulfonacidn o glicosilacién, u otro producto de
procesamiento secundario de la misma.

En una realizacién preferida, el ligando es un polipétido que
comprende © consiste de una secuencia de amino acido seleccionada del



grupo que consiste de los residuos 527 a 623, 527 a 668, y 427 a 623 de |a
secuencia mostrada en la Figura 8, o un fragmento, homélogo, equivalente
funcional, derivado, degenerado o producto de hidroxilacién, sulfonacién o
glicosilacién u otro producto de procesamiento secundario de la misma.

El término ligando se usa aqul para denotar tanto la molécula que se
enlaza al receptor y cualquier parte de esta, que incluye el dominio de enlace
del receptor de forma que retiene la propiedad enlazante del receptor. Asl,
“ligando” abarca moléculas que consisten solo del dominio de enlace del
receptor, i.e., la regidon o regiones de péptido requeridas para el enlace del
receptor.

En otra realizacion preferida, el polipéptido comprende o consiste de
al menos una de las secuencias conservadas de entre la region 427 a 623
de la secuencia mostrada en la Figura 6 que estan identificadas en la
alineacién mostrada en la Figura 27. Asi, en esta realizacion, el polipéptido
comprende o consistes de al menos una de:

QHSSDIKTLK,
NVEEGLLDLSGRLIDQKADKTKDIK,
NVEEGLLGLSGRLIDQKADIAKNQA,
DIAQNQT,

DIQDLAAYNELQD,

QTEAIDALNKASS,
TAELGIAENKKDAQIAKAQANENKDGIAK,
NQADIQLHDKKITNLGILHSMVARAVGNNTQGVATNKADIAK,
NQADIANNKNIYELA,

NQADIANNI,

NIYELA

Se entendera que los ligandos de polipéptido de la invencién pueden
comprender un dominio de enlace de receptor de la secuencia citada aqul,
que es modificada mediante la adicién o eliminacién de residuos de amino
acido hacia o desde las secuencias citadas aqul, en cualquiera o ambos de
los terminales N o C, cuyos péptidos modificados retienen la actividad para
enlazarse a los receptores CEACAM. En consecuencia, la invencion
comprende ademas un ligando que comprende o consiste de un polipéptido



en el cual 50, 40, 30, 20, 10, 5, 3 o 1 residuo de amino &cido ha sido
adicionado o eliminado de una secuencia de amino &cido citada aqul, en
cualquiera 0 ambos de los terminales N o C, en donde dicho polipéptido
modificado retiene la habilidad para enlazarse a los receptores SEACAM y/o
elicitar una respuesta inmune contra el péptidko no modificado.
Preferiblemente, el amino acido en la posicidn 560 es retenido en el péptido
modificado.

Con respecto a los fragmentos de los polipéptidos de la invencién, se
puede usar cualquier fragmento en la invencion siempre y cuando el
fragmento retenga la habilidad para enlazarse a los receptores CEACAM.
Puede ser deseable aislar un péptido minimo que contiene Gnicamente
aquellas regiones requeridas para el enlace del receptor.

Los ligandos de polipéptido de acuerdo con la invencién se pueden
derivar a partir de las protelnas UspA1 de Moraxella catarrhalis mediante
truncamiento en cualquiera o ambos terminales N y C. En consecuencia, la
invencién provee ademés una secuencia de UspA2 tipo nativa que carece de
al menos (o exactamente) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 180,
etc., hasta 520 amino écidos del terminal N, y/o carece de al menos (o
exactamente) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160, 180 o 200
amino 4cidos del terminal C. Preferiblemente, el truncado retiene la funcién
de enlace a CEACAM. Posibles truncados se pueden seleccionar de
aquellos mostrados en a siguiente tabla, todos los cuales estan dentro del
alcance de la invencién.

Tabla |. Combinaciones Posibles de truncaciones a los terminales N y C de
la proteina UspA1 del tipo nativa.

No. de amino écidos faltantes, al menos o exactamente:

Del Del Terminal €
Terminal

N
0 X[20(30/40|50|60(70(80|100 120 (140 (160|180 | 200
20 0(20({30(40|50|60 (7080100120 140|160 | 180|200
30 0(20]|30(40|50|60|70|80|100 (120|140 160 ( 180 | 200




40 0]20(30|40)|50|60(70|80|100|120 140 | 160 180 | 200
0 0]20]|30(40|50)60|70|80|100| 120 ( 140 160 | 180 | 200
80 0|20/30(4050|60|70|80|100| 120|140 | 160 | 180 | 200
0 0]20/30(40|50)|60|70|80|100| 120 (140 ( 160 | 180 | 200
80 0|20(30(40|50|60|70|80|100| 120|140 | 160 | 180 | 200
100 0]120(30(40|50)60}70|80|100| 120140 (160|180 200
120 0]20(30}40|50(60|70|80|100|120| 140 | 160 | 180|200
140 020)|30/40(50|60|70|8B0}100}120| 140160 ( 180|200
160 0]20(3040(50(60)|70|80|100|120| 140 160 | 180|200
180 0]20(30(40(50/60)70)80)100|120) 140 | 160 | 180 ) 200
200 0]20(30|40(50|60|70|860|100|120| 140 160 | 180 | 200
220 0]20(30(40(50|60)|7080|100|120| 140 | 160 | 180 | 200
240 0]20(30(40(50|60)|70|80|100|120|140 | 160 | 180 | 200
260 0]20(30|40)50|60(70;80|100 120 140 | 160 { 180 | 200
280 0]20(30|40|50|60(70|80|100| 120 140 | 160 ( 180 | 200
300 0]20}30(40|50|60|70|80|100| 120140 (160| 180|200
320 0]20/30(40)|50|60170|80|100) 120 ( 140 ( 160 | 180 | 200
340 0]20)30(40(50|60;70|80|100| 120|140 | 160 | 180 | 200
60 0|20{30(40|50|60}70|80|100|120| 140 | 160 | 180 | 200
380 0120(30(40 506070 80]100(120 140 | 160 | 180|200
400 0120|30|40|50|60| 70|80 (100|120 (140|160 | 180|200
420 0]20(30(40(50|60)70|80|100|120| 140 | 160 | 180 | 200
440 020)|30|40|50|60|70|80 (100|120 (140160 | 180|200
460 0]20(30(40(50|60|20)80|100|120|140 | 160 | 180 | 200
480 0|20(30(40|50|60|70|80|100|120|140 | 160 | 180 | 200
500 0]20/30|40(50|60|70|80 (100120140 (160|180 200
520 0]20|30(40|50)|60|70|80|100| 120 (140 ( 160|180 | 200

Las sacuencias de UspA1 del tipo nativa conocidas que pueden ser
truncadas de esta forma son aquellas de las cepas ATCC25238 (MX2; No.
de acceso GeneBank No. AAD43468), P44 (AAN84895), O35E (AAB98359),
TTA37 (AAF40122), O12E (AAF40118) O46E (AFF36416), V11171
(AAD43469), TTA24 (AAD43487) (ver Ejemplo 10, Tabla ll).
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Ideaimente el truncado de UspA1 de esta realizaci6n comprende o
consiste de una secuencia de amino Aacido seleccionada del grupo
consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 623, 527 a 668, 527 a 863, 427
a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, 0 un
fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado o producto de
hidroxilacion, sulfonacién o glicosilacién u otro producto de procesamiento
secundario de la misma, o comprende o consiste de al menos una de las
secuencias conservadas de entre la region 427 a 623 de la secuencia
mostrada en la Figura 6 que se identifican en la alineacion mostrada en la
Figura 27, por ejemplo:

QHSSDIKTLK,
NVEEGLLDLSGRLIDQKADLTKDIK,
NVEEGLLDLSRGLIDQKADIAKNQA,
DIAQNQT,

DIQDLAAYNELQD,

QTEAIDALNKASS,
TAELGIAENKKDAQIAKAQANENKDGIAK,
NQADIQLHDKKITNLGILHSMVARAVGNNTQGVATNKADIAK,
NQADIANNIKKNIYELA,

NQADIANNI,

NIYELA.

Puede ser convenlente producir proteinas de fusion que contienen
ligandos de polipéptido como se describen aqul. En consecuencia, en una
realizacién adicional, la invencidn provee protelnas de fusién que
comprenden ligandos de polipéptido de acuerdo con la invencion.
Preferiblemente, una proteina de fusiébn de acuerdo con esta realizacion es
menos del 50% idéntica a cualquier secuencia de longitud total conocida
sobre su longitud total.

Los péptidos homdlogos pueden ser identificados mediante
comparacion de secuencia. Los péptidos homélogos son preferiblemente al
menos 60% idénticos, més preferiblemente al menos 70%, 80%, 90%, 95%
o 99% idénticos en el orden ascendente de preferencia a las secuencias de
péptido reveladas aqul o fragmentos de las mismas, sobre su longitud total.
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Preferiblemente el amino &cido en la posicién 560 o la posicién homéloga es
lisina.

La Figura 20 muestra una alineacién de secuencias de péptido de
origen diferente que indica regiones de secuencia que son capaces de ser
modificadas mientras retienen la funcién (p.e., la habilidad de enlace a
CEACAM).

Los inventores han determinadoc que i{a habilidad de enlace a
CEACAM del logando de péptido est4 asocidada con una confirmacion de
base a-helicoidal determinada mediante espectroscopia de dicrolsmo
circular (CD), opuesta a una estructura de espiral aleatoria. En
consecuencia, en una realizacion preferida, el ligando de péptido o dominio
de enlace de receptor de la invencién, o fragmento u homdlogo u otro
derivado del mismo adopta una estructura a- helicoidal. Opcionalmente, la
estructura es una estructura de espiral enrollada. Preferiblemente, la
espectroscopia CD se realiza como se describe en los ejemplos
acompafiantes.

En una realizacidon adicional, la invencién provee péptidos que son
estructuralments homoélogos a los péptidos revelados aqui o fragmentos de
los mismos. Un péptido estructuralmente homélogo es un péptido homélogo
como se describié anteriormente, que produce una traza de espectroscopia
de dicroismo circular (CD) indicativa de una conformacién de base a-
helicoidal como se muestra en la Figura 18. Los mimétopos de los péptidos
revelados aqul o fragmentos de los mismos también estdn contemplados.
Los mimétopos pueden comprender amino acidos D p sustituciones de
amino &cido no naturales pero que aln retienen las caracteristicas
funcionales de los péptidos revelados aqul, incluyen una traza de CD
indicativa de una conformacién en base a- helicoidal.

La conformacidn en base a-helicoidal revelada por los inventores
indica que los péptidos revelados aqul poseen una estructura de sub-unidad
globular que no se basa en una membrana asociada para alcanzar la
conformacién apropiada para el enlace de CEACAM. En consecuencia, en
adn una realizacién adicional, la invencién provee una molécula de sub-

20
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unidad globular que comprendae el ligando de péptido o dominio de enlace de
receptor de la invencién que no es una proteina UspA1 de longitud total, y
que es capaz de enlazarse a los receptores CEACAM sin la necesidad que
esté presente una membrana exterior. Preferiblemente, la molécula de sub-
unidad globular comprende menos de 200 amino 4cidos, mas
preferiblemente menos de 100 amino 4cidos.

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

La propiedad de enlace de CEACAM al ligando de péptido significa
que tiene utilidad tanto como un antigeno (i.e., en una vacuna) como un
“antibiético” por medio del cual es administrado con el fin de bloquear el
enlace de SEACAM y asl evitando el enlace y entrada del patégeno.

Asl, el ligando o domino de enlace de receptor es preferiblemente
adecuado para uso en la prevencidn o tratamiento de la infeccién.

La presente invencién también provee una secuencia de Acido
nucléico que codifica la proteina ligando de [a presente invencién junto con
homologos, fragmentos, polimorfismos, degenerados y variantes
empalmadas de estos.

El ligando de la invencién, o combinaciones de este se pueden usar
en una vacuna u ofro tratamiento profilactico de la infaccién.

La vacuna u ofro tratamiento profiléctlco. pueden comprander
cualquier adyuvants, vehiculo, excipients, aglutinante, portador, presarvativo
y similares adecuados, para proporcionar una preparacion
farmacéuticaments aceptable del ligando para uso en el tratamiento de un
paciente.

)
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La invencidn también provee una preparacion farmacéuticamente
aceptable del ligando para uso en medicina.

La preparacion farmacéuticamente aceptable del ligando se puede
usar en el tratamiento o prevencién de cualquier enfermedad en donde los
receptores de CEACAM estéd implicados, por ejemplo, en el tratamiento o
prevencion de la infeccibn, enfermedad respiratoria, enfermedades
neoplésticas y condiciones asociadas de enfermedades neoplasticas, y
angiogénesis.

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

Lo méas preferido, el ligando se usa como una vacuna o en ofra
profilaxis o tratamiento de la Neisseris meningitidis, Haemophilus influenzae
y Moraxella catarrhalis. Idealmente, el ligando se usa como una vacuna o en
otra profilaxis o tratamiento de otitis media.

En un aspecto adicional, el ligando de la presente invencién también
8o puede usar para identificar reactivos de bloqueo novedosos para uso
como agentes terapéuticos para proteger grupos vulnerables y al pablico en
general contra varios patégenos mucosos. Por ejemplo, el ligando se puede
usar para identificar los anélogos de receptor que son (tiles para este

propdsito.

Asl, la presente invencién también provee un ensayo de seleccion
para la identificacion de reactivos de bloqueo novedosos para uso como
agentes terapéuticos, el ensayo comprende los pasos de seleccion de
agentes terapéuticos potenciales por su habilidad para imitar, o por su
homologla al ligando de ia presente invencién. La invencion provee ademas
agentes terapéuticos identificados mediante el ensayo de seleccién
mencionado anteriormente.

Se pueden producir componentes de vacuna efectivos mediante el
uso de la informacion de los mecanismos de marcado del receptor,
identificados por la presente invencién, tales como imitadores de péptido

2Z
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biolégicamente activos. Esatos podrian prevenir la colonizacién/invasién
bacteriana de la mucosa asl como producir anticuerpos que puedan ser
bloqueadores, opsdnicos y bactericidas.

Las secuencias de péptido biologicamente activas derivadas
bacteriaimente, identificadas por el ligando de la presente invencién se
podrian usar para estudiar los roles de las CEACAMs in el cancer y el
desamollo en la medida en que las moléculas estAn asociadas con estos
procesos. Estos también tienen potencial como agentes anti-cancer y para
controlar 0, de otra forma en el tratamiento de angiogénesis.

La informacién generada por los inventores con respecto a la
conformacién del ligando de péptido de la invencién podria usarse para
diseflar una nano-estructura sintética, e.g., de plastico. Tal estructura
tendria las ventajas de ser resistente a la degradacién bioldgica y no
inmunogénica. Como tal, debe ser particularmente ttil como un “antibiético”
que actia para prevenir el enlace y entrada del patégeno bloqueando los
receptores CEACAM.

En una realizacién adicional, la invencion provee el uso de un ligando
de enlace del receptor de CEACAM en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad en la cual los receptores
de CEACAM estan involucrados en el marcado celular del patbgeno que
causa la enfermedad, en donde el ligando comprende o consiste de una
secuencia de amino écido seleccionada del grupo consistente de los
residuos 463 a 863, 527 a 623, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668,
y 427 a 863 de la secuencia mosirada en la Figura 6, o un fragmento,
homélogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o producio de
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacién, u otro producto de procesamiento
secundario de ésta.

Otros ligandos adecuados para uso en este aspecto de la invencién
son los polipéptidos que comprenden o consiste de al menos una de las
secuencias conservadas de entre la regién 427 a 623 de la secuencia
mostrada en la Figura 6 que estan identificadas en la alineacién mostrada en
la Figura 27, por ejemplo:



QHSSDIKTLK,
NVEEGLLDLSGRLIDQKADLTKDIK,
NVEEGLLDLSRGLIDQKADIAKNQA,
DIAQNQT,

DIQDLAAYNELQD,

QTEAIDALNKASS,
TAELGIAENKKDAQIAKAQANENKDGIAK,
NQADIQLHDKKITNLGILHSMVARAVGNNTQGVATNKADIAK,
NQADIANNIKKNIYELA,

NQADIANNI,

NIYELA.

Preferiblemente, le enfermedad es seleccionada del grupo consistente
de infeccién, enfermedad respiratoria, enfermedad neopléastica 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
Gtiles 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 fabricacion de medicamentos para el tratamiento de
cualquier enfermedad en donde los receptores de CEACAM estén
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 invencién también se pueden usar en el tratamiento
de enfermedades causadas por otrag bacterias orales tales como caries
dental.

La bacteria oral Fusobacterium nucleatum estd asociada con la
enfermedad periodontal, pero también ha estado vinculada con la ofitis

H
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media, partos muertos y en raros casos con bacteremia. El trabajo reciente
de los inventores ha mostrado que varios aislados de Fusobacterium
nucleatum se enlazan a las CEACAMs y que el enlace de CEACAM1 a F.
nucieatum puede ser inhibido por un ligando de polipéptido como se revela
aqul sugiriendo que los ligandos o dominios de enlace de receptor de la
invencidn tienen utilidad en el tratamiento o prevencién de enfermedades
causada por este patégeno.

La habilidad de D-7, un ligando de polipéptido preferido de acuerdo
con la invencién, bloquea las interacciones de bacterias no encapsuladas o
encapsuladas con HeLa-CCiH (Ejempio 7), bloquea el enlace a CEACAMs
maltiples y su eficacia contra un nimero de especies oportunisticas mucosas
(Ejemplo 7), lo hace un agente anti-microbiano con potencial significativo.
Adicionalmente, si habilidad para evocar la respuesta de anticuerpo que
bloquea la adhesion de Mx (Ejemplo 8) sugiere su potencial como un
candidato de vacuna, sola o como una parte de una vacuna de
multicomponentes (junto con otros antigenos de Mx tales como: UspA2,
Hag/MID, OMPCD, Mcap) para evitar la ofitis media o infecciones
pulmonares en las cuales la Ms esta usualmente implicada 5. Las vacunas
basadas en adhesinas se ha usado exitosamente, por ejemplo contra la
Escherichia coli uropatogénica en un modelo de cistitis de raton mediante
vacunacion sistémica 2,

La inclusién de un ligando de acuerdo con la invencibn como un
farmaco profiléctico se puede considerar en una variedad de situaciones en
donde el riesgo de adquirir cepas particularmente virulentas o resistentes a
antibiético es alto y pueden ser entregadas mediante aplicacién tdpica
directa 0 mediante probidticos. En el caso de bacterias que se unen a
tejidos objetivos mediante interacciones de carbohidrato-lecitina, los
carbohidratos han prevenido exitosamente las infecciones en modelos de in
vitro y de animal 3 3 3, | a aplicacién topica de un péptido sintético
comespondiente a una regién de proteina SAI/ll de Streplococcus mutans
mostré que inhibia el enlace por S.mutans en sujetos humanos. Es estudio
usd péptido a 1 mg-mi en un lavado bucal diario por 2 semanas y esto fue
suficiente para prevenir la colonizacién 3, Los probidticos en la forma de
lactobacili se han usado para prevenir numerosas infecciones 3 .
Adicionaimente, una cepa E. coli recombinante se ha usado como un
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probidtico en el cual los genes LPS fueron modificados para codificar un
mimico estructural del receptor de toxina Shiga. La administracién oral de
esta copa mostrd prevenir la muerte en ratones del sometimiento letal con
toxina shiga que produce E. coli ¥, Los péptidos de interferencia aplicados
tdpicamente tienen una ventaja adicional en que pueden ser entregados
cuando y en donde se requieren mediante el uso de probiéticos o mediante
vectores de expresion que pueden ser controlados para el tiempo o los
niveles de expresidn. Asl, la extension de exposicion del agente anti-
microbiana puede ser controlada ¥,

La interferencia mediante el marcado del dominio de enlace del
receptor, imita la adherencia bacteriana y es improbable tener efecto nocivo
sobre y por encima de ese enlace de ligandos bacterianos comensales
nativos. Ademaés, tal estrategia especifica asegura la tolerancia hacia otra
microflora comensal, muy pocas de las cuales se enlazan a CEACAMs 7+ 1%
38 Mas a(n, la naturaleza monomérica y monovalente de la forma
predominante del péptido es menos probable que provoque sefializaciéon
indeseada que, para las CEACAMSs, parece ser inducida en la acumulacién

de receptor '* 3,

Puede existir alcance para el mejoramiento de D-7 identificando
adicionalmente los amino éacidos criticos involucrados en la interaccién de
CEACAM y las modificaciones para reducir su tamafio mieniras se asegura
el enlace asi como su longevidad in vivo. Tales modificaciones podrian
incluir la incorporacién de amino &cidos no naturales o D *. Es improbable
que ocurra resistencia a tales tratamientos anti-adhesivos/anti-invasivos
porque cualquier cambio en el ligando bacteriano es probable que los
conduzca a ellos mismos a una pérdida de funcién y en este caso a
colonizacién/infeccién. No se esperaria que la aparicibn de mutantes con
especificidad de receptor completamente alterada debido a la competicidn
de péptido surgiera méas frecuentemente que lo usual porque la competicién
para el receptor es probablemente entre patégenos en la situaciéon natural.
Asl, D-7 tiene un potencial para servir como un agente anti-adhesivo contra
varios patégenos y como un candidato de vacuna.
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Las realizaciones de la presente invencién 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 gréifica que muestra los niveles de enlace relativos
de la construccion de receptor soluble CEACAM1-Fc (1 ug-mi™) solo (barras
blanca, mano izquierda), o en presencia del anticuerpo YTH71.3 especlfico
del dominio de N de CEACAM1 (barras gris, central) para 3 cepas de Mx
inmovilizadas sobre nitrocelulosa. El enlace CD33-Fc en cada caso fue
insignificante (bamras negra, derecha). Cepas 1, 2, 3: MX2 (ATCC 25238),
MX3, MX4 (aislados clinicos) respectivamente. E! enlace se determiné en
una extensién con punto de mancha y la intensidad de las reacciones se
cuantificd mediante analisis densiométrico usando el programa NiH Scion
Image.

La Figura 2 muestra una mancha al Occidente de las protelnas de
cepa MX2 separadas bajo no disociacién (no calentadas, pista 1) o después
de ebullicibn por 10 min (pista 2). ElI manchado fue extendido con
CEACAM1-Fc (1 pg-mi™; a) y el enlace de receptor detectado con anticuerpo
FC anti-humano conjugado a peroxidasa de rabano picante y su sustrato.

La Figura 3 muestra manchas al Occidents de lisatos de célula entera
desnaturalizados de cepas MX2, -3, -4, (pistas 1-3 respectivamente) fueron
extendidas con CEACAM1-Fc (1 pg-mi?; a), anticuerpo péptido anti-UspA1
(10 pg-m™; b) y anticuerpo péptido anti-UspA2 (10 pg-mi'; c). Note el perfil
de migracién similar de las proteinas de enlace de CEAM1-Fc y las proteinas
de enlace Anti-UspA1 en las tres cepas. Los remanentes de proteinas no
disociadas a ¢. 250 kDa, (detectados en este caso debido a la sensibilidad
mayor de deteccién en el ensayo de fosfatasa alcalina) se enlazaron a
CEACAM1-Fc. Estos son solamente reconocidos débilmente por los
anticuerpos anti-péptidos, presumiblemente porque los eplitopes contenidos
en los péptidos sintédticos no estan totalmente expuestos en la protelna
nativa, que se toma progresivamente expuesta en la medida en que el
complejo se desnaturaliza. Los anticuerpos anti-UspA2 se enlazan a las
proteinas de masas aparentes > 200 kDa, que permanecen no disociadas
después de ebullicién, una propiedad indicativa de las proteinas UspA2.
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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 andlisis de mancha Occidental 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) (SEQ ID NO:1) (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). El 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 aminoé&cido de la proteina UspA1
de MX2 (SEQ ID NO: 2). El péptido especifico de UspA1 usado para elevar
ol 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 separacidn 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 sometié a
SDS-PAGE. Después del tefiido, la regién de 50 kDa fue electroeluida
durante la noche. La proteina electroeluida fue liofilizada y resuspendida en
amortiguador, y se aplicé a un segundo gel. Parte del gel fue manchada en
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nitrocelulosa y las bandas de péptido que reaccionaron con CEACAM fueron
identificadas mediante extensién con macha Occidental 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 (SEQ ID NO: 3). El péptido triptico de 50 kDa
mostrado (aminodcidos 4683 a 863) se enlaza a CEACAM y el antisuero
contra el péptido UspA1 (aminoécidos 753-780 subrayados). La secuencia
del terminal N del CEACAM de ¢. 50 kDA que enlaza al péptido es
“ALESNVEEGL" (SEQ ID NO: 4) que se encuentra después del sitio de
clivado de tripsina en el amino acido 462.

La Figura 9 muestra una representacién diagramatica de las
posiciones de las plantillas usadas para generar los fragmentos del gen
uspA1 para la expresién 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 muestira la secuencia del fragmento recombinante 4-7
(SEC ID NO: 5). La regidn subrayada es la regién del terminal N del péptido
triptico reactivo de CEACAM1. El peso molecular predicho del fragmento 4-
7 es ¢. 26 kDa. El PM predicho del fragmento His-marcado: c. 28 kDa. La
posicién del péptido truncado esta mostrada por “T" (Ver Figura 3).

La Figura 11 es un diagrama que muestra estrategia general de
clonacién, expresién y purificacién 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 (pista 3), 4-T (pista 4) y 4-7
(pista 5). La pista 1 contenla un péptido recombinante de control
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Treponemal y la pista 2 contenfa lisatos de M15 no inducido que contienen la
construccion 4-8.

La Figura 14 muestra manchas Occidentales que muestran la
reactividad del péptido recombinanta con el anticuerpo etiqueta anti-His
(superior) y CEACAM1-Fc (inferior). Las pistas 2-4 contenian el péptido 6-8,
la pista 1 contenia 4-8 como control. Las posiciones de migraclon 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 al polipéptido D-8 se enlaza a CEACAM1-
Fc (pista 1) pero no a CD33-Fc usado como control (pista 2). El origen de
oste péptido se confirndé mediante reactividad con el anticuerpo de etiqueta
anti—His (pista 3).

La Figura 16 es un diagrama esquemaitico de los tamafios 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 UspAi
(secuencia correspondiente 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. catarhalis y
anticuerpo secundario conjugado de TRITC. A 1 pg/ml, se obtuvo una
inhibicién significativa de una cepa heterbloga de M. catarrhalis, y a 10 pg
por mi, el enlace de H. influenzae se inhibié significativamente mediante el
péptido recombinante UspA1 de M. catarrhalis.

La Figura 18 es una gréfica que muestra los espectros de dicrolsmo
circular del péptido D-7 recombinante y D-7 con la mutacion K 560 |. Los
espectros indican que D-7 tiene una estructura a-helicoidal mientras que D-7
(K 560 I) adopta una formacién de espiral aleatoria.
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La Figura 19 muestra una serie de péptidos lineales que guardan la
region D-T que no se enlaza a CEACAM1. El residuo K comrespondiente a
K560 de D-7 esté subrayada.

La Figura 20 es una alineacién de la regién D-7 de las secuencias de
amino acido de las proteinas UspS1 de diez cepas de Mx: TTA24, TTA37,
pd44, O12E, O35E, O46E, MX2, V1171, MX3 y MX4. La linea superior
muestra la secuencia mayoritaria.

La Figura 21 es una alineacién manual de D-7 de O35E D-7 versus D-
7 de MX2. Las lineas superiores muestran la secuencia mayoritaria.

La Figura 22 es una tabla que muestra la identidad de secuencia de
las regiones D-7 de aislados de Mx determinados por MegAlign™
(DNASTAR Inc.).

La Figura 23 muestra que el péptido D-7 recombinante (pero no el
recombinante 6-8, i.e., residuos E659-K863 de UspA1 de MX2) inhibe el
enlace de cepas homélogas o heterdlogas a células CHO transfectadas que
expresan CEACAM. Seguida la preincubacion de células ya sea si péptido
(columna 1), péptido de control (2 pg-mr*; columna 2), o D-7 (2 pg-mi*;
columna 3), se agregaron bacterias y las bacterias no adherentes fueron
removidas mediante lavado después de 1 h de incubacidn. Las bactaerias
asociadas con las células fueron entonces detectadas usando antisuero
elevado contra distintas cepas y anticuerpos secundarios conjugados con
rodamina. Mx: Moraxella cararrhalis; Nm. Neisseria meningitidis; Hi:
Haemphilus influenzae.

La Figura 24 es una serie de cuadros que muestran la inhibicién de
interacciones bacteriana-CC1-Fc¢ por D-7. (a) Una inhibicién dependiente de
dosis del enlace del receptor a la cepa MX2 de Mx homéloga (columnas
grises) y a una cepa heterloga MX1 (columnas negras) se mostrd sobre el
rango de concentracién del péptido 0.001-0.1 pg:mi'. C representa el
péptido de control D-8 A Se muestran los valores medios n=3, "P<0.015
relativo a CC1-Fc solo. (b) E! D-7 recombinante {columnas negras) pero no
D-8 A (columnas grises) inhibe el enlace de cepas miultiples de especies
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homdélogas y heterblogas (indicadas por encima de cada gréifica) a CC1-Fc.
Lisatos de célula entera de distintos aislados de diferentes géneros fueron
salpicados a nitrocelulosa y extendidos con CC1-F¢ solo o0 en la presencia
de los péptidos (e ug'mi™ cada uno). Se obtuvieron los valores de inhibicién
porcentual en presencia de los péptidos con relacién a su ausencia mediante
andlisis densitométrico usando el software NIH Scion Image. Los datos son
representativos de dos a tres experimentos independientes.

La Figura 25 muestra que D-7 inhibe el enlace bacteriano a un rango
de CEACAM que expresan lineas celulares. (a) El andlisis de
inmunofluorescencia de interacciones bacterianas con células CHO
transfectadas que expresan CEACAM1 seguida de la preincubacion de
células sin o con péptidos ( 2 ug-ml'') como se indicd. La inhibicién de
adherencia de bacterias visualizadas por etiquetado con rodamina es
observa en la presencia de D-7. (b) El anélisis cuantitativo de inhibici6n del
enlace bacteriano a células CHO-CEACAM+* usando un ensayo de conteo
viable. Las monocapas objetivo fueron preincubadas con péptido de control
(2 ug-ml™*; C) o un rango de D-7 como se muestra. Se muestran los valores
medios de % de inhibicion con D-7 comparado con el péptido de control
(n=3-8, *P<0.05). Las cepas usadas en a y b fueron: Mx (MX1), Nm
(C751D), Hi (THi, Rd) y Hi-aeg (A3), (c) la inhibicién del enlace de Nm
(C751D) a distintas CEACAMs por D-7. Células HeLa que expresan CEA o
CEACAMS6 (CC6) fueron preincubadas ya sea sin péptido, péptido de control
(2 pg'ml"; columnas grises), o D-7 (2 ug:ml*; columnas negras). Se
obtuvieron los nimeros medios de Nm adherente por célula usando un
ensayo de inmunofiuorescencia y mediante conteo directo de 20 células en
cada caso. (d) Una linea celular HeLa con niveles altos de expresion
CEACAM1 (HeLa-CC1H) que soporta la adhesién via pili y proteina Opa, fue
infectada con h18.18, un derivado encapsulado y fimbriado de la cepa MC58
que expresa adhesinas Opa y Opc. La adhesiéon celuler se redujo con
adicién previa {pre) o simultanea (sim) de D-7 pero sin D-8 A como se indicd.
(e) la Inhibicién de interacciones bacterianas con células epiteliales de
pulmén A549 conocidas por expresar CEACAMs seguida de Ia
preincubacién de células ya sea sin péptido, con péptido de control (2 pg-mF
1), 0 D-7 {2 pg-mf™*) como se indicH. Las cepas usadas fueron Mx (MX1), Nm
(C751D) y Hi (Hi-aeg, A3).

1)
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La Figura 26 en un cuadro que muestra que el anticuerpo de conejo
purificado de afinidad elevado contra D-7 inhibe el enlace de Mx homélogo o
heterdlogo a CEACAM1-Fc (CC1-Fc). En un experimento de extensién de
manchas punteadas, se determiné el enlace relativo a control sin anticuerpo
mediante andlisis densitométrico usando el software NIH Scion Image. Se
observé buena inhibicién para las cepas de Mx probadas pero no para otras
especies bacterianas probadas incluyendo Hi (THi Rd & Hi-aeg A3), Nm
(C751A & C751D) y Ng (P9-13). Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

La figura 27 muestra la adhesion de N. Meningitidis a células HMEC1
solas (A) o en la presencia de péptido de control (B) o el péptido de bloqueo
D-7 (C). Note la inhibiciébn completa virtual en la presencia de D-7.

La Figura 28 es una alineacién miltiple de fragmentos de secuencias
de protelna de UspA1 conocidas comespondientes al fragmento 4-T de la
secuencia de MX2. Los residuos que estan conservados en todas las
secuencias analizadas estan sombreados en negro. Los residuos que estan
conservados en todas las secuencias en donde estan presentes, pero hay
una eliminacién de la posicién comespondiente en una 0 mas secuencias,
estan sombreados en gris ascuro. Cuando hay una variacion en el residuo
presente en esta posicidn, los residuos de consenso estin sombrados en
gris claro.

Elemplo 1. Las cepas de Moraxella Catarrhalls se snlazan a CEACAM-
Fc humana medlante las proteinas de UspA

Las cepas de Moraxelle catarrhalis (Mx) usadas en este estudio
incluyen aislados clinicos (MX3 y MX4) asi 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 gue la Mx se enlaza a las
construcciones del receptor CEACAM-Fc
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'Para evaluar la interaccion de las cepas de M. catarrhalis con
CEACAM1, se aplicaron bacterias (c. 4 — 8 x 10°) a nitrocelulosa, aire seco y
los sitios de ligamiento no especifico bloqueados en BAS-PBST al 3%. Las
tiras de nitrocelulosa fueron recubiertas con CEACAM1-Fc (1-2 pg mi™) solo,
0 en presencia de el anticuerpo YTH71.3 del dominio de N de CEACAMA1.
Se uso CD33-Fc (1-2 pg mI'') como control negativo. Las construcciones de
proteina quimérica se prepararon como se describi® anteriormente 1. EI
enlace del receptor quimérico se detectd mediante anticuerpos anti-humanos
Fc de cabra conjugados ya sea con peroxidasa de rdbano picante o
fosfatasa alcalina. Se desarrollaron manchas con diamino bencideno y
perdxido de hidrégeno, o sustratos de tetrazolio de nitroazul y 5-bromo-4-
cloro-3-indoilfosfato respectivamente. Todas las cepas Mx se enlazaron a
CEACAM1-Fc pero no a CD33-Fc (Fig. 1). El enlace del receptor se inhibié
en presencia del anticuerpo YTH71.3 monoclonal, 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 contenia solo el dominio 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), sin
tratamiento de calor previo 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 manchado estiandar. Las membranas de nitrocelulosa fueron
extendidas con construcciones quiméricas solubles como se describié
anteriormente. En cada caso, se observd que una proteina simple se enlaz6
especificamente a CEACAM1-Fc. La migracion de la proteina sobre los
geles fue indicativa 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 92 kDa (Fig.
2).
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Los anticuerpos elevados 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 disefiaron péptidos segin las secuencias publicadas para las
protelnas UspA de cepas de M. catamhalis. A saber,

ETNNRQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (SEQ ID NO: 1; péptido de
UspAl)y

KDEHDKLITANKTAIDANKAS (SEQ ID NO: 8; péptido de UspA2). Los
péptidos fueron acoplados a KHL por medio de un residuo de cisteina de
terminal N que fue incorporado, y se usaron para inmunizar conejos (200 pg
de péptido por conejo) a intervalos de 14 dlas, inicialmente con adyuvante
de Freund completo y posteriormente con adyuvante de Freid incompleto.
Los conejos fueron sangrados a intervalos en el dia O y en el dia 14 post
inmunizacién. Los anticuerpos policlonales fueron purificados usando el
péptido apropiado acoplado a las columnas AminolLink Plus (Pierce). Se
usaron anticuerpos especificos de UspA a una concentracién de 1-10 pg mi™!
para las extensiones de manchado Occidental y se detectaron con
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a la fosfatasa alcalina.
Las manchas se desarmollaron como se describid anteriormente. La
migracion de las proteinas de enlace de CEACAM1-Fc sobre SDS-PAGE de
las tres cepas de Mx fue idéntica a la de las proteinas de enlace de
anticuerpo de UspA1, pero no a las proteinas de enlace de anticuerpo de

UspA2 (Fig. 3).

La co-precipitacién del ligando de M. catamrhalis con CEACAM1i-Fc es
identificada como UspA1

Durante la noche, cultivos de bacterias fueron suspendidos en octil BD
glucopiranosida 100 nM en PBSB que contenia un cocktail de inhibidor de
proteasa (pic; PMSF 1 nM, E-84 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 w de proteina A acoplada a
sefarosa CL-4B (Sigma) se incubaron con ya sea 20 ug de CEACAM1-Fc o
CD33-Fc (usado como control), durante la noche a 4°C, y posteriormente se
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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 relacidn de 5 x 10® bacterias por ug de
construccién de receptor). Seguido de un lavado extensivo con octil pD
glucopiranosida 50 mM y PBSB, las muestras fueron analizadas mediante
electroforesis SDS-PAGE y Manchado Occidental bajo condiciones de
desnaturalizacion.

En los experimentos de co-precipitacion con CEACAM1-Fc, las MX4
produjeron una proteina fuertemente colorante de ¢. 97 kDa y las MX3
produjeron una proteina de relativamente débilmente colorante de c. 92 kDa.
Las masas de las protelnas co-precipitadas correspondian a las observadas
en los experimentos de extensién del receptor (mostrados en la Fig. 3).
Ninguna proteina se co-precipitd con CD33-Fc. Las protelnas co-
precipitadas fueron ademés identificadas como proteinas UspA1 porque se
enlazaron al anticuerpo de péptido anti-UspA1. Adicionalmente, siguiendo la
extirpacion del gel, la protelna de MX4 se someti®é a espectrometria de
masas MALDI-TOF (ver a continuacion).

Identificacion_del ligando CEACAM1 mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF

(a) Muestras de extension Occidental. Lisatos de célula entera de MX2 y
MX3 fueron sometidos a SDS-PAGE en geles con surcos y la banda
correspondiente al ligando de enlace de CEACAM1-Fc fue electroeluida del
gel. La muestra fue concentrada y re-aplicada en una pista simple de un
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 desorcion Léser 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
identificacién de proteina ProFound y se obtuvieron los resultados como se
muestran para esta protelna (Fig. 4b, ¢). En este caso 10 masas de péptido
coincidieron con las masas predichas para péptidos tripticos de UspA1 de M.
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catamrhalis que cubren aproximadamente el 18% de la proteina (Fig. 4d). El
puntaje Z estimado de 2.34 es altamente sugestivo que es la proteina UspA1
(puntaje Z > 165 westA por encima del 85 percentil),
http:129.85.19.192/profpund_bin/webProfound.exe). Ademés, se identificd
otra banda de alto peso molecular no enlazante de MX2 como UspA2
siguiendo un anélisis similar. De la misma forma para la cepa MX3, se
identificaron las proteinas CEACAM1 enlazantes y no-enlazantes, como
UspA1 y UspA2 respectivamente.

(b) Muestras co-precipitadas: Para MX4, la protelna co-precipitada
CEACAM-Fc (como se describié anteriormente) también se identific6 como
UspA1 mediante MS MALDI-TOF con un puntaje Z de 2.27 en toda la
busqueda 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 proteina UspA1 de alto peso
molecular en la referencia y en las cepas clinicas indicadas.

Clivaje enzimatico de UspA1 vy péptido recombinants

(a) Péptidos 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
horas a 37°C. Los lisatos digeridos fueron disociados en amortiguador de
SDS-PAGE, ehullidos y sometidos a electroforesis. Después de la
transferencia a nitrocelulosa, las manchas fueron extendidas con la
construccion del receptor CEACAM-Fc o los anticuerpos de péptido anti-
UspA1 purificados por afinidad. Un pequefio fragmento que reacciona con el
receptor también se enlazé a los anticuerpos espacificos de anti-UspA1 (Fig.
5).

(b) Localizacién del dominio enlazanie de CEACAM de UspA1 de la cepa
MX2 de M. catarhalis
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Las suspensiones bacterianas de MX2 fueron tratadas con Tripsina a
1 mg/ml por 10 minutos a 37°C.

La muestra tripsinizada se corié en un gel SDS-PAGE. Después de
la coloracién, la regién de 50 kDa fue electroeluida durante la noche. La
proteina 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 extensién de manchado Occidental usando CEACAM1-Fc (Fig. 7).

Las bandas de péptido que cormesponden a péptidos de circa. 50 kDa
y circa. 150 kDa se sometieron al secuenciamiento del terminal N. Las
secuencias del terminal N fueron ALESNVEEGL (SEQ ID NO: 4) (péptido de
¢. 50 kDa) y ALESNV (SEQ ID NO: 7) (péptido de ¢. 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) Péplido recombinante

E! péptido de MX2 recombinante 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 acidos 463 a 863 de la
secuencia mostrada en la Figura 8, que tiene la secuencia terminal de
ALESNVEEGL (SEQ ID NO: 4) contiene el dominio enlazante CEACAM.

Elemplo 2: identificacién de los Dominios de Enlace de Receptor sobre
Miltiples Determinantes de Virulencla de Patbgenos Mucosos

La M. meningitidis y H, influanzae marcan las moléculas de CEACAM
mediante ligandos que se enlazan a sitios de superposicién 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 patdgenos mucosos puedan estar
involucradas en el marcado del receptor.
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Como las interacciones Nm y Hi con las CEACAMs estin
directamente afectadas por las caracteristicas estructurales de la superficie
expresada en dominios variables, esto sugiere que pueden contener amino
acidos cruciales similares en una configuracién espacial que es capaz de
enlazarse al receptor, y estos pueden ser conservados en proteinas
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
involucradas en el marcado CEACAM %8, Una técnica poderosa 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) ', asl
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 actie como un imitador para
otros patbgenos mucosos que se enlazan a CEACAM, y las caracteristicas
estructurales de este ligando ayudardn a identificar las caracteristicas
notables 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 protelnas y tecnologia de ADN recombinante. Los péptidos
recombinantes pueden ser seleccionados in vitro mediante los ensayos de
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 bioldgicas mediante el examen de Ilas propiedades
estimuladoras inmunoldgicas asi como otras funciones tales como bloqueo
del enlace del receptor.

3
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Elemplo 3. Caracteristicas notables del ceptor requerido para las
interacclones del ligando

Como el dominio de N de CEACAM es suficiente para las
interacciones de las proteinas Opa, los presentes inventores estan usando
una técnica de despliegue del fago también para investigar los epltopes
adhesivos del dominio de N de CEACAM. El conocimiento de la(s)
region(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
extension de ligando esta disponible para la biofiltracién (concentracién de
afinidad) de fagos quiméricos que portan las secuencias del receptor.

Los analogos de receptor tienen el potencial de bloquear cepas
miiltiples 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 5. También es de interés notar que los antigenos de CEA
ostan despojados de la mucosa intestinal y pueden bloquear la adhesion de
las cepas E. colfi también conocidas por marcar las CEACAMs. Esio se ha
propuestc como un mecanismo de inmunidad innato vs. patdgenos
entéricos. '2 Asl, estos anilogos de receptores actiian como agentes
terapéuticos.

Ejemplo 4. Produccién de los los ldos recombinantes de UspA1 de
Moraxella catarrhalls 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. Ademés, el
recombinante P4 — P7 se enlaz6 a CEACAM1 pero no P 68 — P8. Se usaron
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plantillas adicionales entre la ragion P4 y P7. La region D7 retuvo el enlace
CEACAM. La secuencia del fragmento 4-7 se muestra en la Figura 10.

Estrategia de clonacién, expresion urificacién general los idos

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 amplificacién. El resto del
procedimiento fue como se muestra en |a Fig. 11 con excepcién que la pBAD
se 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 v el sistema de expresion de pQE30

Se uso el vector pQE30 (Fig. 12) en conjuncién con la cepa M15 de E.
coli. La M15 contiene el plasmido pREP4 que codifica un represor, que
restringe la transcripcién de ADN clonado en pQE30. La adicion de IPTG a
una concentracién de 1 mM evita la codificacion de este represor y asi, la
transcripcion de los fragmentos clonados en pQE30.

La estrategia de clonacion

Los amplimeros de PCR fuero primero ligados en pCR2.1. Esto
proporciond un huésped estable del cual el amplimero podia ser recuperado
mediante la digestion de restriccion (BamHi/Psfl), asegurando que cada
extremo del fragmento del gen fue cortado. La pQE30 se digirid en forma
similar y se recuperd mediante purificacién del gel, que también aseguré que
ambos sitios de restriccién 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
transformantes fueron seleccionados sobre agar LB complementado con
ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (25 ug/ml). Se recogieron 4-8 colonias
y se cultivaron en caldo LB con antibiéticos. Las bacterias de 3-4 ml de
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cultivo fueron recolectadas mediante centrifugacion y se sometieron al
método de lisis miniprep alcalina. El vector purificado fue digerido como se
indicd anteriormente para verificar el inserto de uspA1. Las bacterias que
contenian pQE30 con un inserto de tamafio comrecto fueron cultivadas en
cultivos de 50 ml e inducidas con IPTG (ver més adelante). Entonces se
usaron Manchas Occidentales para seleccionar la produccién de proteina
recombinante. Ademas, los vectores fueron secuenciados para determinar
que el inserto estuviera en la regién correcta de ADN y verificar cualquier
eror de secuencia.

Expresién y Purificacién

M15 que contenia construcciones de pQE30/uspA1 fueron cuitivadas
en caldo LB (complementados con 100 ug/ml de ampicilina y 25 pg/ml de
kanamicina), con agitacién a ODB00 = 0.5 antes de la adicién de IPTG a una
concentracién 1 mM. Los cultivos fueron incubados por unas 3-4 horas
adicionales y las bacterias se recuperaron mediante centiifugacién. 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 de membrana fue removido por centrifugacién a 20,000 g por 20
min. Los sobrenadantes fueron incubados con resina de niquel por 1-2
horas en un mezclador rotatorio, y pasados a través de cuna columna de
polipropileno. La resina retenida fue lavada con 5-10 ml de amortiguador B y
la proteina enlazada fue eluida con eluciones de 0.5 ml de amortiguador B
complementado con imidazol 100 mM. Las proteinas eluidas fueron
verificadas mediante SDS-PAGE antes de la didlisis para remover la urea y
otras sales.

Fragmentos Recombinantes

A:  Fragmentos 1-5 y 4-8
Estos fragmentos producidos por el sistama pBAD mostraron que 1-5
no se enlazd a CEACAM1 pero 4-8 si.

B: Fragmentos 4-8, 4-8T, 4-7 y 6-8 producidos usando el sistema
pQE30.
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El fragmento 4-8 fue el primer fragmento de rUspA1 producido, y se
encontrd que se enlaza a CEACAM con una alta afinidad en los ensayos de
extension de mancha. Ademas del péptido rUspA1 4-8 de longitud total, se
observod una protelna méas pequefia truncada. Este péptido {designado 4-T)
también se enlaz6 a CEACAM1 y parece estar expresado en niveles méas
bajos que en 4-8 (Fig. 13). El anélisis de secuencia de pQE30/4-T encontré
una disparidad (CAA a TAA) que condujo a un codén de terminacién en el
residuo Q624 (ver Fig. 10).

Los péptidos 4-7 y 6-8 se produjeron con el fin de descartar la
posibilidad que se encontrara un segundo sitio de enlace de CEACAM en 6-
8. Como se predijo dei 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 Biologi el ido recombinante 4-7

La cepa MX1 de M. catarrhalis y la cepa Rd de H. influsnzaee 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).

En un experimento adicional se mostré que el péptido recombinantes
D-7 (pero no el recombinante 6-8, i.e., residucs E659-K863 de UspA1 de
MX2) inhibe el enlace de cepas homblogas o heterdlogas a células CHO
transfectadas que expresan CEACAM1 (Fig. 23). Seguido de la incubacion
de células ya sea sin péptido (columna 1), con péptido de control (2 pg-mr;
columna 2), o D-7 (2 pg-ml'; columna 3), se agregaron bacterias y las
bacterias no adherentes se removieron mediante lavado después de 1h de
incubacién. Las bacterias asociadas con células fueron entonces detectadas
usando antisuero elevado contra distintas cepas y anticuerpos secundarios

9



conjugados con rodamina. Mx: Moraxella catarrhalis, Nm: Neisseria
Meningitidis; Hi: Heamophilus influenzae.

Elemplo 5. Caracterizaclén de los péptidos que se enlazan a CEACAM1

Se encontrd que el péptido D-7 era el péptido recombinante de enlace
mas fuerte. Por lo tanto, la region D-7 (142 amino é&cidos, ver Fig. 16) de
MX2 contiene la informacion de enlace a CEACAM1.

El péptido truncado 4-T (197 amino écidos) retiene enlace débil (Fig.
13). Por lo tanto la regién D-T puede contener una regién con habilidad de
enlace a CEACAMA1.

Se encontrd una sustitucion de amino acido simple, K 560 |, en D-7
para abolir casi todo el enlace a CEACAM1.

La eliminacién de la regién 571-632 en el péptido D-8 (D-84) produjo
una pérdida del enlace a CEACAMA1.

Se hicleron y probaron péptidos de superposicion lineal que guardan
la regidn D-T (Fig. 19) para su habilidad de enlazarse a CEACAM1. No se
observo enlace al CEACAM1.

Espectroscopia de dicroismo circular

El péptido D-7 y el D-7 mutante (K 560 1) fueron analizados mediante
espectroscopia de dicrolsmo circular (CD). Los espectros de dicrolsmo
circular se obtuvieron a temperatura ambiente usando un
espectropolarimetro jobin-Yvon CDB. Los espectros del D-7 recomnbinante y
D-7 (K 560 I) a concentraciones de 0.1 mg/ml se midieron en cubetas de
cuarzo. Todos los espectros son promedios de 8 barridas con espectros de
amortiguador libre de protelna relevante sustraldos y se graficaron usando
Excel (Microsoft Inc.).

Los especiros obtenidos muestran que D-7 tiene una estructura a-
helicoidal mientras que D-7 (K 560 |) adopta una formacién de espiral

at
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aleatoria (Fig. 18). Sin pretender estar ligado por ninguna teorfa, se propone
que el enlace a CEACAM1 de UspA1 de Mx requiere una conformacion de
base a- helicoidal, tal vez una estructura de espiral enrollada.

Resumen

A partir de los resultados descritos anteriormente, los inventores
concluyeron que el enlace a CEACAM1 de UspA1 de Mx requiere una region
con D-7 ademés de una conformacion de base a-helicoidal, tal vez una
estructura de espiral enrollada.

El hallazgo que el dominio de enlace a CEACAM1 de UspA1 de Mx
adopta una conformacion de base a-helicoidal que es requerida para en
enlace del receptor es particularmente interesante. Las proteinas Opa
requieran de reconstitucién cuidadosa para la presentacion de los dominios
de enlace a CEACAM que se encuentran en diferentes asas expuestas de
superficie. Los hallazgos presentes sugieren que D-7 se repliega
espontdneamente para proveer el propiedad de enlace a CEACAM. En D-7
la estructura enrollada provee una estructura de sub-unidad globular con
conformacién apropiada para el enlace a CEACAM1. Esta propiedad
ventajosa del péptido D-7 significa que el péptido, y derivados, homélogos o
fragmentos del mismo, podrian tener utilidad particular como una vacuna o
terapéutico de sub-unidad. Los derivados del péptido D-7 que tienen la
conformacion en base a-helical requerida pueden ser identificados mediante
el espectro de dicrolsmo circular de "huella” anica.

Ejemplo 6. Anélisis de Secuencia

Una alineacién de la regién de D-7 de las secuencias de amino acido
de las proteinas UspA1 de diez cepas de Mx se muestra en la Figura 20.

Seis de diez cepas son idénticas sobre la regidon secuenciada. Las
cepas MX3 y MX4 son 100% idénticas sobre la secuencia disponible de ia
region D-7 y tienen las identidades globales 90.85% y 88.03%
respectivamente, teniendo en cuenta los residuos de aminoécido 13y 17 del
terminal N para MX3 y MX4 respectivaments, que no han sido determinados.



Las dos cepas restantas TTA37 y O35E tienen eliminaciones como se
muestran (Fig. 20) que se encuentran dentro de la regién D-T. La identidad
global incluyendo los espacios en D-7 es 70.4% y 50% respectivamente.
TTA37 es idéntica en la regién restante de 100 amino acidos mientras que
O35E es idéntica en 71 de 72 aminoécidos cuando se alinean manuaimente
(Fig. 21). Se sabe que O35E no se enlaza a CEACAM1. TTA37 no esta
disponible para ensayos.

emplo 7. Propledades de blogueo de adheslén de D-7
Resultados

El potencial de D-7 como un agente anti-adhesivo efectivo contra
cepas homoblogas y heterdlogas de Mx, Nm, Ng y Hi fue primero examinado
usando el receptor soluble CEACAM1-Fc¢. E| (CC1-Fc) fue preincubado con
D-7 antes de extender los lisatos de célula entera de dos cepas de Mx
salpicada en nitrocelulosa. Se mostrd que el D-7 recombinants inhibe el
enlace de CC1-Fc significativamente a una cepa heterbloga MX1 y a la cepa
homéloga MX2 en una manera dependiente de la dosis (Fig. 24 a). La
inhibicién fue significativa y parecié alcanzar una meseta por encima de 0.01
pg'mi?. No se mostrd tal Inhibicion con el péptido de control (D-84),
previamente mostrd que no se enlazaba a CEACAM1 (Ejemplo 5). Ademaés,
se determiné la inhibicién de mditiples cepas bacterianas. La mayoria de las
cepas usadas representaban aislados clinicos de origenes alrededor del
mundo (ver Métodos). Se mostrd la inhibicién significativa y especifica por
D-7 pero no por (D-8A) (Figura 24b). EIl efecto de bloqueo de D-7 fue
entonces examinado usando células de Ovario de Hamster Chino (CHO)
trasfectadas con CEACAM1 (CHO-CEACAM1). Como con el receptor
soluble, se observd una inhibicién de enlace de Mx, Nm y Hi a células CHO-
CEACAM seguida de la preincubacién con D-7 pero no con el péptido de
control (Fig. 25, a y b). La inhibicién del enlace bacteriano a células CHO-
CEACAM1 era dependiente de la dosis y significativo en o por encima de 0.1
pg-mi” para Mx y Hi y 0.2 pg-mi™ para Nm (Figura 25 b). La abolicién casi
completa de enlace bacteriano a CHO-CEACAM1 se obtuvo a
concentraciones de ¢. 2 ug-ml™ ( Fig. 25 a y b). Los valores obtenidos para
inhibicibn tentativamente sugieren un orden de afinidad para las
interacciones de CEACAM de las bacterias usadas en este estudio de
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Nm>Mx>Hi. Ademéas de CEACAM1, se ha mostrado que la N. meningitidis
marca otros miembros de la familia CEACAM, incluyendo CEA y CEACAMG
epiteliales (NCA) ?, este es el caso también de alcuzas cepas de Mx, las
cepas de Hi tienen a marcar CEACAM1 como un receptor preferido (datos
no mostrados). Seguida de la preincubacion con D-7 (2 ug-mi’), se observé
la inhibicibn de enlace Nm a células HelLa transfectadas que expresan
CEACAM1, 6 y CEA (Figura 25 c).

La eficacia de D-7 se probd adicionaimente usando HeLa-CC1H, una
linea celular generada para expresar niveles altos de CEACAM1 para imitar,
en parte, un posible estado de Inflamacién in vivo de células epiteliales. La
densidad de receptor alta permite que las bacterias que expresan Opa se
unan a células objetivo a pesar de la presencia de capsula 7 Por lo tanto,
este modelo nos permitid también usar un fenotipo de Nm (h18.18) que se
puede encontrar in vivo, i.e., encapsulado, frimbriado y que expresa las
proteinas de membrana exterior Opa asi como Opc, '* %, Primero se prob6
el enlace de un derivado deficiente en Opa de h18.18 a HeLa-CC1H, y se
encontré que era relativamente bajo (10-20 bacterias por célula) y se debi6 a
la expresion de pili (fimbrias). Como se esperaba, la adherencia de h18.18 a
HelLa-CC1H fue muy mejorado (100-150 bacterias por célula) y a pesar de la
contribucién de Pill (fimbrias), la adhesién células de h18.18 fue reducida
considerablemente mediante el tratamiento previo o simuttdneo con D-7 (Fig.
25, d). Ademas de lo anterior, D-7 se probé en la linea celular A549 epitelial
pulmonar, conocida por expresar CEACAMs 2, Esta linea celular se eligié
porque también expresa los receptores para otros ligandos de Mx Z asi so
podria probar la eficacia del D-7 para reducir la carga bacteriana. En la
presencia de D-7 (2 pg'mi") pero no D-84, se observd una disminucion
dramética en la interaccién de Nm y Hi con las células A549 (Figura 25, e).
También se observé la reduccién de enlace para la cepa Mx, y aunque en
comparacion relativamente menor, fue no obstante significativa (Fig. 25, e).

Métodos

Alslados y cultivos bacterianos
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La Mx y Nm fueron cultivadas en agar BHI complementado con
sangre de caballo calentada al 10%, mientras que las Hi fueron cultivadas en
agar de infusibn de corazdn cerebro (BHI) complementado con base
Levinthal. Las cepas de Ng se cultivaron en agar GC. Todas las bacterias
se cultivaron a 37 °C por hasta 16 h en un incubador con CO; al 5%. Las
cepas de Mx eran aislados clinicos obtenidos de casos de otitis media y
COPD y representan aislados de varios palses. Eagan, ¢1 y f1 son Hi
clasificables con cépsulas de tipo b, ¢ y f, respectivamente, Rd es un
derivado no encapsulado de la cepa tipo d. Las cepas A930065 y NT1 son
NTHi. Las cepas A3, F2037, F3035 y F1947 son aislados del biogrupo
aegyptius de Hi. Los aislados de Nm C751A, C751B y C751D son tres
aislados distintos que expresan Opa de una cepa C751 de serogrupo A. Los
otros aislados fueron de los siguientes serogrupos: PMC17(A), C311 y
MC58 (B), y C114 (C) PMC2 (29E), PMC4 (W135) y PMC10 (Y). Los
aislados de Ng P9-13, 16 y 35 son variantes Opa intra-cepa de |a cepa P9 y
los otros aislados clinicos eran de origen mundial. La mayoria de las cepas
empleadas en el estudio actual han sido mejor descritas antes 22,

Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal de ratén anti-poli histidina se comprd en
Qiagen y se us6 a 0.2 pg-mr. El antisuero policlonal contra las cepas Mx,
Nm y Hi se elevd en ratones usando protocolos estindar y lisatos de célula
entera de miltiples cepas como antigenos. El anticuerpo anti-UspA1 (R38)
usando en este estudio se ha descrito en el Ejemplo 1 y %. El antisuero
policlonal contra D-7 fue generado en ratones mediante inmunizacién con
péptido enlazado a resina Ni-NTA (Qiagen; 100-200 pug de péptido por
inmunizacién). El complemento fue inactivado mediante calentamiento del
antisuero a 56°C por 30 min. Los anticuerpos anti-D-7 fueron purificados de
afinidad usando péptido D-7 acoplado a columna AminoLink Plus de acuerdo
con el protocolo del fabricante (Pierce).

Construcciones de receptor soluble & lineas celulares

Las céiulas de CEACAM1-Fc solubles y CHO transfectadas con
CEACAM1 usadas en este estudio han sido descritas previamente ' °. Las

18
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células HelLa que expresan un rango de moléculas de CEACAM fueron un
obsequio del Profesor Wolfgang Zimmemman (Universidad de Munich,
Alemania) y del Dr. Scout Gray-Owen (Universidad de Toronto, Canada) y se
cultivaron en RPMI 1840 que contiene 10% de suero de temero fetal (FCS).
Las células de carcinoma pulmonar humano A549 (Flor Laboratorios) fueron
cultivadas en medio de Ham F12 que contiene 10% de (FCS). Las células
HelLa que expresan niveles altos de CEACAM se generaron usando el
sistema de expresion de gen Tet-On™ (Clonthec) usando Gjfugeno-6
(Roche). Los transfectantes fueron seleccionados usando 400 pg-mi™ de
higromicina. Aquellos transfectantes que eran positivos para la expresién de
CEACAM se seleccionaron usando FACS vy limitando la dilucién. El clon
HeLa-CC1H en la presencia de 0.25 ug-mi' de doxiciclina produjeron los
niveles mas altos del receptor.

Ensayos de extensi6n del receptor

Estos experimentos se basaron en un método descrito previamente ®,
con las siguientes axcepciones. Para los estudios de inhibicién, el
CEACAM1-Fc (0.1 pg-mi') fue preincubado con D-7 o péptido de control
(0.001-2 ug'mi") por 1 h a TA. Las manchas fueron posteriormente
extendidas ya sea con CEACAM1-Fc (0.1 ug-mi) solo o preincubado con
péptidos como se describi6. Altemativamente, las manchas fueron
extendidas con anticuerpo anti-D-7 de conejo purificado (10 pg-mi™") por 1 h
antes de extenderlas con receptor (0.1 pg'mi’). En cualquier caso se
determinaron los niveles de enlace del receptor mediante andlisis
densitométrico usando el programa NIH Scion Image.

Inhibicién de la adherencia bacteriana a células que expresan CEACAM por
el péptido D-7.

Monocapas concluentes de células fueron preincubadas con péptido
D-7 o péptido de control (0.1-2 pg-mi™) por 30-60 min a 37 °C en medio 199
con la adicion de suero fetal bovino al 2%. Las monocapas fueron
examinadas después de la preincubacién con péptido para asegurar que no
habla ocurrido ningin efecto nocivo en las células. Posteriormente, las
monocapas fueron incubadas a una relacién de c¢. 100-200 bacterias por
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célula en medio 199 con la adicién de suero fetal bovino al 2% por 1h a 37
°C. Las bacterias no adherentes fueron removidas lavando 4 veces con
medio 199 y las monocapas fueron entonces tratadas para deteccién de
inmunofiuorescencia o lisadas con 1% de saponina y diluciones de bacterias
puestas en placa para la determinacién de unidades formadores de colonia
(cfu) como se describi6 previamente 2. Para la deteccion de
inmunofluorescencia, las células fueron fijadas en metanol absoluto por 10
min., lavadas y bloqueadas con albiimina de suero bovino al 1% en PBS que
contiene 0.05% de Tween por 1h. Las bacterias unidas fueron detectadas
usando antisuero anti-bacteriano y anticuerpos secundarios conjugados con
rodamina. Los nimeros de bacterias que se adhieren a las células que
expresan HelLa-CEACAM sa obtuvieron por conteo directo usando un
microscopio Olympus IX70, con amplificacion X400. Se obtuvieron los
valores mediod de bacterlas enlazadas después del conteo de bacterias
adherentes a 20 células elegidas aleatoriamente de experimentos
duplicados. La adherencia bacteriana a HeLa-CC1H se determind mediante
andlisis de cfu como de describié anteriormente.

Elemplo 8. El anticuerpo anti-D7 Inhlbe las interacclones de Mx-
CEACAM1

Resultados

El antisuero de conejo generado contra D-7 contenia anticuerpos que
reaccionan cruzadamente con UspA1 de varias cepas de Mx en la extension
de manchado Occidental de lisatos de célula entera (datos no mostrados).
No se observd enlace de anti-D-7 a Opa de Nm o P5 de Hi por el manchado
Occidental usando anticuerpos purificados de afinidad (datos no mostrados).
La incubacidn de lisatos de célula entera de un rango de cepas de Mx con
anti-D-7 (10 ug-ml’') antes de la extensién de CC1-Fc produjo una inhibicién
significativa del enlace del receptor con la mayoria de las cepas que
muestran inhibicion mayor al 80% (Fig. 26). Sin embargo, solamente se
observaron niveles bajos de inhibicién para cepas de Hi, Nm y Ng en
experimentos similares. Asi, los anticuerpos contra D-7 podrian ofrecer
proteccién contra la infeccién por Mx mientras que D-7 puede servir como un
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péptido anti-microbiano més general para un diverso rango de bacterias que
marcan CEACAM.

Elemplo 9. Inhibicién de la adherencla bacterlana a células endotellales

humanas que expresan CEACAM por el do D-7

Con el fin de evaluar el efecto de D-7 en células endoteliales se
usaron monocapas confluentes de células HMEC-1. Las células endoteliales
microvasculares humanas fueron preincubadas con ya sea D-7 o una
molécula de control recombinante (ambas a 1 pg-mi') por 60 min. Las
bacterias (aislado que expresa OpaD de cepa C751 de N. meningitidis)
fueron entonces agregadas a una relacion de infeccién de 100 bacterias por
célula y se incubaron por 11h a 37 °C. Después de este tiempo, las
bacterias no adherentes fueron removidas mediante lavado y la monocapa
fijada en metanol por 10 min a temperatura ambiente. Las bacterias
adherentes se detectaron mediante extensién con antisuero policional de
conejo contra N.meningitidis y posteriormente anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado con TRITC.

La mayoria de las células endoteliales tenfan hasta 30 bacterias
asociadas por célula en la ausencia de péptidos. En la presencia de péptido
de control no se observd inhibicion obvia del enlace bacteriano. Sin
embargo, en la presencia de D-7, el enlace fue virtualmente abolido con
células esporadicas que tienen 1-2 bacterias unidas (Fig. 27).

Asl, D-7 es capaz de inhibir la adhesidén mediada por Opa-CEACAM
de N. meningitidis a células endoteliales as! como a células epiteliales.

Elemplo 10. Conservacién de la secuencla de fragmento “4-T" {amino
ficldos 427-823 de Uspa1 de MX2) entre secuenclas de proteina UspA1

Tabla Il. Cepas y secuencias usadas

Nimero de acceso Cepa Longitud ( aa )
GenBank
AANB4895 P44 913
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AAB96359 a5E 832
AAF40122 TIA37 873
AAF40118 O12E 922
AAF36416 O4B6E 892
AAD43460 VA171 012
AAD43467 TTA24 941
AAD43465 ATCC25238 (MX2) 863

Se hizo una alineacién muiltiple con un todas las secuencias de
proteina de longitud total para identificar el fragmento cormespondiente en las
secuencias de otras cepas.

Tabla lll. Ubicacidn del fragmento comespondiente

Cepa De aa A aa Longltud
ATCC25238 427 623 97
O12E 515 682 168
O35E 485 582 88
O46E 456 652 197
P44 477 673 197
TTA24 505 701 197
TTA37 486 €33 148
Vit 476 672 197

La alineacién mdiltiple de estos fragmentos se muestra en la Figura
28. Los porcentajes de identidad asociados se muestran a continuacién.

Tabla IV. Porcentaje de ldentidad de secuencia de los fragmentos definidos
en la Tabla lll.

O12E | O35E | O46E | P44 | TTA24 | TTAS7 | VAI71
ATCC25238 | 95 | 85 | 96 | 29 | @6 97 o7
O12€ 92 ( 8 | 96 | 8 4] 84
O35E g0 | 86 ( £ 89 89

I
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O46E 87 28 g8 98
P44 14 14 1214
TTA24 88 98
TTA3? g8

Como se muestra en el Ejemplo 6 para la regién D-7, los resultados
anteriores indican que la regiébn 4-T esta aitamente conservada entre
diferentes cepas, con identidad de secuencia del 95% o més para todas las
cepas probadas excepto O35E (85% de identidad).  Como se notd
previamente, la O35E no se enlaza a CEACAM. En consecuencia, los
péptidos que comprenden o consisten de regiones conservadas de las
secuencia 4-T (427-623), como se muestra en la Figura 28, son péptidos
preferidos de acuerdo con la invencién con utilidad para el tratamiento o
profilaxis de enfermedades, en particular enfermedades en donde los
receptores CEACAM estan implicados.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende o congiste de una secuencia
de amino &cido seleccionada del grupo que consiste de: residuos 527 a 623
de la secuencia mostrada en la Figura 6, y las secuencias conservadas
identificadas en la alineacién de secuencia mostrada en la Figura 28.

2. Un polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual la
secuencia conservada se selecciona del grupo que consiste de

QHSSDIKTLK,
NVEEGLLDLSGRLIDQKADLTKDIK,
NVEEGLLDLSRGLIDQKADIAKNQA,

DIAQNQT,

DIQDLAAYNELQD,

QTEAIDALNKASS,
TAELGIAENKKDAQIAKAQANENKDGIAK,
NQADIQLHDKKITNLGILHSMVARAVGNNTQGVATNKADIAK,
NQADIANNIKKNIYELA,

NQADIANNI, y

NIYELA.

3. Un polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacibn 1 o
reivindicacion 2, que es una proteina UspA1 truncada.

4, Un polipéptido aislado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que se enlaza a los receptores CEACAM.

5. Un medicamento que comprende el polipéptido de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y uno 0 més adyuvantes, vehiculos,
excipientes, aglutinantes, portadores o preservativos farmacéuticamente
aceptables.

6. El uso de un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 5 para el
tratamiento o profilaxis de la infeccién.

&V



7. El uso de un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 5 para el
tratamionto o prevencion de una enfermedad en la cual los receptores
CEACAM estan involucrados.

8. El uso de acuerdo con la relvindicacion 7 para el tratamiento o
prevencion de infeccibn, enfermedad respiratoria, enfermedades
neoplasticas y condiciones asociadas con enfermedades neoplasticas,
angiogénesis, caries dental y enfermedad periodontal.

9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en
donde la infeccién es de, o ha ocurrido mediante una membrana mucosa.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la infeccién es
causada por Nelsseria menlingitidis, Haemophilus influenzae o Moraxella
catarrhalis.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde la infeccidn es
causada por Fusobacterium nucleafum.

12. E! uso de un medicamento de acuerdo con la reivindicacién 5 para la
profilaxis o tratamiento de otitis media.

13. El uso de un polipéptidoc de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaciones 1 a 4 en un ensayo de seleccién para la identificacion de
reactivos de bloqueo novedosos para uso como agentes terapéuticos, que
comprende la seleccidon de agentes terapéuticos potenciales por su habilidad
para imitar, o por su homologia a dicho polipéptido.

14. Una vacuna que comprende un polipéptido de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, y uno o mas adyuvantes, vehiculos,
excipientes, aglutinantes, portadores ¢ preservativos farmacéuticamente
aceptables.

15. Un método para tratar o prevenir la infeccién en un individuo en
necesidad de este, que comprende la administraciéon de una cantidad
efectiva de un medicamento segun la reivindicacién 5.

4
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16. Un polipéptido sustanciaimente como el descrito aqul con referencia y
como se ilustra en la Figura 8 de los dibujos acompafiantes.

17. Un medicamento sustancialmente como el descrito aqul, que
comprende el polipéptido de la reivindicacion 16.

18. El uso de un ligando de enlace del receptor CEACAM en la
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 patégeno que causa la enfermedad, en donde el ligando
comprende o0 consiste de una secuencia de aminoacio seleccionada del
grupo que consiste de los residuos 527 a 623 de la secuencia mostrada en
la Figura 6 y secuencias conservadas identificadas en la alineacion de
secuencia mostrada en la Figura 28, o un fragmento o equivalente funcional
de la misma que retiene la habilidad de enlace CEACAM.

19. El uso segln la reivindicacién 18, en donde la secuencia conservada
80 selecciona del grupo que consiste de:

QHSSDIKTLK,
NVEEGLLDLSGRLIDQKADLTKDIK,
NVEEGLLDLSRGLIDQKADIAKNQA,
DIAQNQT,

DIQDLAAYNELQD,

QTEAIDALNKASS,
TAELGIAENKKDAQIAKAQANENKDGIAK,
NQADIQLHDKKITNLGILHSMVARAVGNNTQGVATNKADIAK,
NQADIANNIKKNIYELA,

NQADIANNI, y

NIYELA.

20. El uso de acuerdo con |a neivindicacidn 18 o reivindicacion 19, en
donde la enfermedad es seleccionada del grupo consistente de infeccién,
enfermedad respiratoria, enfermedad neopléstica y condiciones asociadas
con enfermedad neoplastica, angiogénesis, caries dental y enfermedad
periodontal.

D\
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21. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 18 a 20, en donde el
patdgeno infecta o entra por medio de una membrana mucosa.

22. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 18 a 20, en donde el
patégeno que causa la enfermedad se selecciona del grupo que consiste de
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae y Moraxella catamrhalis.

23. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, en
donde el patdgeno que causa la enfermedad es Fusobacterium nucleafum.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22 o 23, en donde la
enfermedad es otitis media.
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Distancias Par de D7align.meg ClustatV¥ (Lentafrecisa, Gonnet)

.Porcenteje de simiitud en el triéngulo superior
Pu-carﬁ: de Divergencia en el riénguio Inferior

W, 2 3 9 5 5 9 9 1y
1) TTAZ4D-7 +S~  100.0 100.0 100.9 88.9 100.0°100.0 102.0 100.0 100.0 1) TTAZ4D-7
2) TIRID=T 6.0 :vv 100.0 1000 30.3 100.0 100.0 100.0 87.0 63,5 2} TIRIM-?
3) BddD-7 0.6 0.0 ++" Mgplg 8.3 190.9 200.0 100.0 1000 100.0 3] p43D-7
1) 012507 0,4 0.0 Qg ase 100.6 100.0 100.0 190.0 100.0 4) OL2ED-T
91 oiSED-7 IG.4 10,4 10,4 10.4 sin 98,9 30.9 B8.9 8.9 98,9 5) pasep
FF DAGRD=7 6.0 0.0 0.0 0.0 19.4 o0i 108.p 100,90 100.0 100.0 &) 04 62D-7
7} Mk2-7 0.0 0.0 Q.0 0.0 18.4 0,0 +:4 100,0 L00.0 100.0 75 wmzb-7
0) V1171107 0.0 0.0 0.0 9.0 0.4 0.0 0.0 ' ol 100.0 8) viiTip-y
8) I-7 0.0 0.0 o.p 0.0 10,4 9.0 0.0 0.0 FE o 1006.0 9) p3D-7
19Ixdn-7 0.0 g.9 0.0 0% 10.4 0.9 0.0 0.8 0.0 e 16)dxep-7

1 H) EH q) 5) ) L] 8) 9 19
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SUFERIYI ENCERCIA O A FaA ¥ COMBCR)
~00000-0000

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
& Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [»] A
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [>] A4
€ Descripcion de la invencién (] 40
9 Dibujos de ser estos pertinentes R
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [x] 2
COMPLETA [»] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacién de que se solicita el registro de Diseflo Industrial [ ]
¢ Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de Ias tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
¢ Representacion grafica del esquema trazado

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ a? INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

- - -
el Bl Sl B

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador; 3 82 08 40
Fex: 35052 20
E-mall: |nfof@sic.gov.co
www slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




REPUBLICA DE COLOMBIA d.o
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Folio/ﬁ{

2020
Bogot4 D.C.,

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
THE UNIVERSITY OF BRISTOL

REFERENCIA Radicacién No. 06 113634
Solicitud internacional PCT/GB2005/001465
Fecha inicio fase nacicnal 15/11/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacién 416
Oficio No. 2238
Folios 1

Tenlendo cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado la referencia, reGne los requisitos de forma establecidos en
la Decisién 486 de la Comlsién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifm en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular finica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propledad Induptrial.

Ciimplase
Dado Bogot& DC,

20 DIC. 2008

CEBPEDES DE VERGEL
Jafe de 1n"r divisién de Nuevas Creaciones

L

aalvarado



