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INTERACTION OF MORAXELLA CATARRHALIS WITH EPITHELIAL
CELLS, EXTRACELLULAR MATRIX PROTEINS AND THE COMPLEMENT
‘ SYSTEM '

Technical field of the invention | SN

The present invention relates to Moraxella catarrhalis
and their ability to interact with epithelial cells via

“extracellular matrix proteins such as fibronectin and

laminin, and also to their ability to inhibit the complement

system. The interaction with these extracellular proteins is

useful in the preparation of vaccines.
Background art

The ability to bind epithelial cells is of great
importance for several bacterial species. For example,

Staphylococecus aureus and Streptococcus pyogenes possess

" fibronectin binding proteins (FnBP) with related sequence

organization. These FnBP are known as Microbial Surface.
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs).
They exploit the modular structure of fibronectin forming
extended tandem beta-zippers in its binding to
fibroneétin.[27, 39, 47, 73] The function is to mediate
bacterial adhesion and invasion of host cells.

The important mucosal pathogen Moraxella catarrhalis is
the third leading bacterial cause of acute otitis media 1n
children after Streptococcus pneumoniae and Haemophilus
infliuenzae, (14, 40, 55) M. catarrhalis is also one of the
most common inhabitants of the pharynx of healthy children.

Furthermore, M. catarrhalis is also a common cause of
sinusitis and lower respiratory tract infections in adults
with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). [74] The
sﬁcceés of this species in patients with COPD is probably
related in part to its large repertoire of adhesins.

&
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Recent years focus of research has been on the outer
membrane proteins and their interactions with the human
host.[6, 48, 56] Some of these outer membrane proteins
appear to have adhesive functions including amongst others,
M. catarrhalis IgD binding protein (MID, also designated
Hag), protein CD, M. catarrhalis adherence protein (McaP)
and the ubiquitous surface proteins (Usp).[i, 22, 33, 48,
61, 81, 84] '
Summary of the invention

In view of the fact that M. catarrhalis has been found

to be such a leading cause of infections in the upper and
lower airways, there is a current need to develop vaccines
which can be used against M. catarrhalis.

The aim of the present invention has therefore been to
find out in which way M. catarrhalis interacts with
epithelial cells in the body and affects the immune system.
In this way, substances that can act as vaccines against M.
catarrhalis can be developed.

In this study, using M. catarrhalis mutants
derived from clinical isolates, the inventors have been able
To show that both UspAl and A2 bind fibronectin and laminin.
Furthermore, the inventors have been able to show that M.
catarrhalis interfere with the classical pathway of the
complement system, and also to elucidate in which way they
interfere.

Many bacteria acdhere to epithelial cells via fibro-
nectin binding MSCRAMMS. [34, 77) Pseudomonas aeruginosa has
a FnBP that binds to cellular associated fibronectin on
nasal epithelial cells.[69] Blocking the bacteria-
fibronectin protein interactions may help the host tissue to
overcome the infection. In fact, it has been shown that
antibodies against a S§. aureus FnBP resulted in rapid
clearance of the bacteria in infected mice.[71]

Recombinant truncated UspAl/A2 proteins together with
smaller fragments spanning the entire molecule have been

2
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3
tested according to the present invention for fibronectin
binding. Both UspAl and AZ bound fibronectin and the
fibronectin binding domains were found to be located within
UspAl"‘gE"'452 and UspA2'®31% These two truncated proteins both
inhibited binding of M. catarrhalis toc Chang conjunctival
epithelial cells to a similar extent as anti-fibronectin
antibodies. The observations made show that both M.
catarrhalis UspAl and A2 are involved in the adherence to
epithelial cells via cell~associated fibronectin. The

1299-452 and USpA2165—318

biologically active sites within UspA
are therefore suggested as potential candidates to be
included in a vaccine against M. catarrhalis.

Further, the inventors have studied and characterized
binding of M. catarrhalis to laminin. M. catarrhalis is a
common cause of infectious exacerbations in patients with
COPD. The success of this species in patients with COPD is
probably related in part to its large repertoire of
adhesins. In addition, there are pathological changes such
as loss of epithelial integrity with exposure of basement
membrane where the laminin layer itself is thickened in
smokers.[4] Some pathogens have been shown to be able to
bind laminin and this may contribute to their ability to
adhere to such damaged and denuded mucosal surfaces. These
include pathogens known to cause significant disease in the
alrways such as S. aureus and P. aeruginosa amongst
others. 7, 63] The present inventors have been able to show
that M. catarrhalis ubiquitous surface protein (Usp) Al and
A2 also bind to laminin. Laminin binding domains of Uspal
and A2 were, amongst others, found within the N-terminal

150492 230-351 " These domains are also

halves of UspA and UspA
containing the fibronectin binding domains. However, the
smallest fragments that bound fibronectin, UspAl12997%52 ang

Uspa2!%5318  4id not bind laminin to any appreciable extent.

Fragments smaller than the N-terminal half of UspAl (UspAl%%"

1) lose all its laminin binding ability, whereas with

)r
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UspA2, only UspA2?®'”® bound laminin albeit at a lower level
than the whole recombinant protein (Uspa23°*°). These
findings suggest that different parts of the molecule might
have different functional roles. UspAl®""% was also found to
have laminin binding properties.

Comparing the smallest laminin binding regions of UspAl
and A2, we find that there is, however, little similarity by

230-—1’70 and USpA150-491

way of amino acid homology between UspA
{data not shown). This is not surprising as it is a known
fact that both proteins have a 'lollipop'-shaped globular
head structure despite having only 22% identity in both N
terminal halves. {2, 32]

The biologically active sites within Uspal®°7" and
Uspa23°%? are suggested as potential candidates to be
included in a vaccine against M. catarrhalis.

Finally, the inventors have studied the interaction
between M. catarrhalis ubiquitous surface proteins Al and AZ
and the innate immune system, and have found that M.
catarrhalis interferes with the complement system. The
complement system is one of the first lines of innate
defence against pathegenic microorganisms, and activation of
this system leads to a cascade of protein deposition on the
bacterial surface resulting in formation cf the membrane
attack complex or opsonization of the pathogen followed by
phagocytosis. [85, 86] One of the most important complement
proteins is €3, which is present in the circulation in a
concentration similar to some immunoglobulins (1-1.2 mg/ml).
C3 does not only play a crucial role as an opsonin, but also
is the common link between the classical, lectin and
alternative pathways of the complement activation. The
alternative pathway functions as amplification loop for the
classical and lectin pathways and can also be spontaneously
activated by covalent attachment of C3 to the surface cf a
microbe in the absence of complement inhibitors. C3
deposition requires the presence of an internal thiocester
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bond, formed in the native protein by the proximity of a

1019 and a glutamyl carbonyl (Gln!®'?)

sulfhydryl group (Cys
on the C3 a-chain.[76] Proteolytic cleavage of a 77-residue
peptide from the amino terminus of the C3 a—chain generates
C3a (anaphylatoxin) and C3b. Attachment of C3b is then
accomplished through a covalent link between the carbonyl
group of the metastable thicester and either -NH, or -OH
groups of proteins or carbohydrate structures on the
activator surface. [36, 37] M. catarrhalis UspAl and A2 have
been found to non-covalently and in a dose dependent manner
bind both the third component of complement (C3) from EDTA-
treated serum and methylamine treated C3 (C3met). Uspa1l3?-770
and UspA2°°°¥ have been found to bind to C3 and C3met. The
C3-binding region for UspA2 was found to mainly be localised

22007938 yspAl has however been found to have a minor

in Uspa
role in the interactions. The biologically active sites
within UspAl®°7"7° and UspA2®°% are suggested as potential
candidates to be included in a vaccine against M.
catarrhalis.

The UspA family consists of UspAl (molecular weight 88
kDa), UspA2 (62 kDa), and the hybrid protein UspaA2H (92
kDa).[2, 43] These proteins migrate as high molecular mass
complexes in SDS-PAGE, are relatively conserved and hence
important vaccine candidates. The amino acid sequences of
UspAl and A2 are 43 % identical and have 140 amino acid
residues that are 93 % identical. [2] In a series of 108 M.
catarrhalis nasopharyngeal isolates from young children with
otitis media, uspAl and uspA? genes were detected in 107 {99
%) and 108 (100 %) of the isolates, respectively. Twenty-
one percent were identified as having the hybrid variant
gene uspdAZH.([50] Moreover, it is known that naturally
acquired antibodies to UspAl and A2 are bactericidal.[15]

Several functions have been attributed to the UspA
family of proteins. UspAl expression is essential for the
attachment of M. catarrhalis to Chang conjunctival epithe-
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lial cells and Hep-2 laryngeal epithelial cells.[43, 49] In
a more recent study, UspAl was shown to bind carcinoem-
bryonic antigen related cell adhesion molecules (CEACAM)
expressed in the lung epithelial cell line AS549.[31]
Purified UspAl has also been shown to bind fibronectin in
dot blot experiments while purified UspA2 did not.[49] Both
UspAl and A2 may play important roles for M. catarrhalis
serum resistance.[1, 5, 58, 60]

The present invention demonstrates that both UspAl and
A2 are determinants for M. catarrhalis binding to fibro-
nectin and laminin in the clinical isolates M. catarrhalis
BBH18 and RH4. Interestingly, recombinant UspAl and A2
derived from M. catarrhalis Be5 both bound fibronectin to
the same extent. The binding domains for fibronectin were
found within amino acid residues 299 to 452 of UspAl and 165
to 318 of UspAZ. These two domains share 31 amino acid
residues sequence identity.. Importantly, truncated protein
fragments containing these residues in UspAl and UspA2 were
able to inhibit M. catarrhalis binding to Chang epithelial
cells suggesting that the interactions with these cells were
via cell-associated fibronectin.

The binding domains for laminin were found within the
amino acid residues mentioned above. Binding assays with
recombinant proteins revealed that the major binding regions
were localized in the N-terminal parts, where both proteins
form a globular head.

Bacterial factors mediating adherence to tissue and
extracellular matrix (ECM) components are grouped together
in a single family named “microbial surface components
recbgnizing adhesive matrix molecules” (MSCRAMMS). Since
UspAl/AZ2both bind fibronectin and laminin, these proteins
can be designated MSCRAMMS.

According to one aspect the present invention provides
a peptide having sequence ID no. 1, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate
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7
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to another aspect the present invention
provides a peptide having seqguence ID no. 2, and fragments,
homelogues, functional equivalents, derivatives, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to a further aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 3, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate.
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to another aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 4, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to a further aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 5, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to a further-aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 6, and fragments,
homologues, functional eguivalents, derivatives, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycesylation products and
other secondary processing products thereof.

According to another aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 7, and fragments,
homoclogues, functional equivalents, derivatives, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

According to another aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 8, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate
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or hydroxylation, sulphonation or glyceosylation products and
other secondary processing products thereof.
According to another aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 9, and fragments,
homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate

or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and

other secondary processing products thereof.
According to another aspect the present invention
provides a peptide having sequence ID no. 10, and fragments,

homologues, functional equivalents, derivatives, degenerate

or hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and:

other secondary processing products thereof.

According to another aspect, the present invention
provides use of at least one peptide according to the
invention for the production of a medicament for the
treatment or prophylaxis of an infection, preferably an
infection caused by M. catarrhalis, in particular caused by
carriage of M. catarrhalis on muccsal surfaces.

According to another aspect, the invention further
provides a ligand comprising a fibronectin binding doméin,
said ligand consisting of an amino acid sequence selected
from the group consisting of Seguence ID No. I, Sequence ID
No. 2 and Sequence ID No. 3, and fragments, homologues,
functional equivalents, derivatives, degenerate or )
hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

The invention further provides a ligand ¢omprising a
laminin binding domain, said ligand consisting of an amino
acid sequence selected from the group consisting of Seguence
ID No. 4 to Sequence ID No. 8, and fragments, homologues,
functional equivalents, derivatives, degenerate or
hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

Further, the present invention provides a ligand
comprising a C3 or C3met binding domain, said ligand

Y-
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9
consisting of an amino acid sequence selected from the group
consisting of Sequence ID No. 4, Sequence ID No. 6, Sequence
ID No. 9 and Sequence ID No. 10, and fragments, homologues,
functicnal eguivalents, derivatives, degenerate or
hydroxylation, sulphonation or glycosylation products and
other secondary processing products thereof.

Further, the present invention provides a medicament
comprising one or more ligands according to the invention
and one or more pharmaceutically acceptable adjuvants,
vehicles, excipients, binders, carriers, or preservatives.

The present invention further provides a vaccine
comprising one or more ligands according to the present
invention and one or more pharmaceutically acceptable
adjuvants, vehicles, excipients, binders, carriers, or
preservatives.

The present invention alsc provides a method of
treating or preventing an infection in an individual,
preferably an infection caused by M. catarrhalis, in
particular caused by carriage of M. catarrhalis on mucosal
surfaces, comprising administering a pharmaceutically
effective amount of a medicament or vaccine according to the
present invention.

Finally, the present invention also provides a nucleic
acid sequence encoding a ligand, protein or peptide of the
present invention, as well as homologues, polymorphisms,
degenerates and splice variants thereof.

Further disclosure of the objects, problems, solutions
and features of the present invention will be apparent from
the following detailed description of the invention with
reference to the drawings and the appended claims.

The expression ligand as it is used herein is intended
to denote both the whole molecule which binds to the
receptor and any part thereof which includes the receptor
binding domain such that it retains the receptor binding

\S
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10
property. Ligands comprising equivalent receptor binding
domains are also included in the present invention.

The expressions fragment, homologue, functional
equivalent and derivative relate to variants, modifications
and/or parts of the peptides and protein fragments according
to the invention which retain the desired fibronectin,
laminin, €3 or C3met binding properties.

A homologue of UspAl according to the present invention
is defined as a sequence having at least 72% sequence
identity, as can be seen from table 1 below.

A fragment according to the present invention is
defined as any of the homologue sequences which are
truncated or extended by 1, 2, 5, 10, 15, 20 amino acids at
the N-terminus and/or truncated or extended by 1, 2, 5, 10,
15, 20 amino acids at the C-terminus.

The expressions dégenerate, hydroxylation, sulphonation
and glycosylation products or other secondary processing
products relate to variants and/or medifications of the
peptides and protein fragments according to the invention
which have been altered compared to the original peptide or
protein fragment by degeneration, hydroxylation,
sulphonation or glycosylation but which retain the desired
fibronectin, laminin, C3 or C3met binding properties.

The present invention concerns especially infections
caused by Moraxella catarrhalis. A peptide according to the
present invention can be used for the treatment or
prophylaxis of otitis media, sinusitis or lower respiratory

tract infections.

Table 1: Multiple alignment of full length UspAl protein
sequences, associated identity percentages

OI2E | O35E | Q46E | P44 | TTA24 | TTAI7 | V1i7l

ATCC25238 81 75 83 83 84 79 84
O12E 74 77 83 16 72 75
Q35K 72 74 83 73 78

046E 81 81 82 80
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P44 81 75 77
TTA24 76 84
TTA37 78
Table 2: UspA2 Pileup Analysis - Strains and sequences used

ace Strain des sl
O TREMBL:054407 MORCA 054407 {035E Ublqgltous surface |576

protein A 2.
[ TREMBL:058XP4 MORCA Q58XP4 {MC317 UspAZ2. 650
I TREMBL:084851 MORCA Q848S1 [E22 Ublqt_utous surface {877
protein A2H.
I . , Q84882 {V1122 Ubiquitous surface {616
TREMBL.084SSZ MORCA |protein A2,
I TREMBL:08GHS6_MORCA|Q5CHS6|P4 UspA2. 1668
] TREMBL:09L96] MORCA QI9L961 {TTA37 USPA2H. 889
] TREMBL:09L962 MORCA Q9L962 j046E USPA2H. 894
I TREMBL:Q9L963 MORCA Q91,963 |O12E USPA2 (Ubiquitous {684
N surface protein A2).

] TREMBL:09XD51 MORCA QOXDS51|V1171 UspA2. 674
7 REMBL.9XD53 MORCA | PXD33|TTAZ4  |UspA2. |613
TREMBL:QSRTB2 MORCA .QSRTBZ SP12-5 UspA2 {686
O TREMBL.Q9XD55 MORCA Q9XD55]ATCC25238}UspAZ2. 630
Forsgren_UspA2 [UspAZ2. 630

Accordingly, the present invention provides a ligand

isolated from Moraxella catarrhalis outer membrane protein

which has laminin and/or fibronectin and/or C3-binding,

wherein said ligand is a polypeptide comprising or

consisting of an amino acid sequence selected from the group

consisting of SEQ ID NO:

1-10 which are derived from the

full-length Moraxella catarrhalis BC5 UspAl & UspAZ

sequences shown below, or a fragment, homologue, functional

equivalent, derivative, degenerate or hydroxylation,
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processing product thereof.

Full-length UspAl £from Moraxella

BC5S:

MNKIYKVKKN
VGKATNKISG
STIGSGGYNK
GGYNEATIEN
ATGKGSFAAG
FILGSNTDTT
GNGTVSVGKK
IKDLDDEVGL
SGRLLDQKAD
IDQKADLTKD
QDLAAYNELQ
TAKAQANENK
NKADIAKNQA
KAEADASFET
LONQADITTN
RINETNNHQD
LPSPSRAGEH
GLSGGVGGSY

Full-length UspAZ

BCS5:

MKTMKLLPLK
ELEADIGDIT
LEDDVETLTK
TOQRNLVNGFE
ETLKGLITNS
NNINNIYELA
NIQDLATYNE
AKQQTEAIDA
SENTONIAKN
KNKADDDASF
ATADAFTKNG

AAGHLVACSE
GDNNTANGTY
AKGRYSTIGG
STVGGGGYNQ
IDNKANADNA
NAQNGSVLLG
GKERQIVHVG
LGEEINSLEG
IDNNINNIYE
TKALESNVEE
DAYAKQQTEA
DGIAKNQADI
DIANNIKNIY
LTKNQNTLIE
KTAIEQNINR
QKIDQLGYAL
HVLFGSGYHN
RWK

IAVTSAMILG
ALEKYLALSQ
NONAFAEQGE
IEKNKDAIAK
IENTNNITKN
QQODQHSSDI
LODQYAQKQT
LNKASSENTQ
QADIANNITN
ETLTKNQONTL
NAITKNAKSI

FAKGHTKKAV
LTIGGGDYNK
GGYNEATNQY
AKGRNSTVAG
VALGNKNTIE
HNTAGKAATI
AGETSDTSTD
EIFNNQDAIA
LAQQQDQHSS
GLLDLSGRLI
IDALNKASSA
QLHDKKITNL
ELAQQQDQHS
QGEALVEQNK
TVANGFEIEK
KEQGQHEFNNR
GQAAVSLGAA

LGAASTANAQ
YGNILALEEL
ATKEDLQGLA
NNESIEDLYD
KADIQALENN
KTLKKNVEEG
EAIDALNKAS
NIEDLAAYNE
IYELAQQQDK
IEKDKEHDKL
TDLGTKVDGF

from Moraxella

LGSLLIVGIL
TKGRYSTIGG
STIGGGDNNT
GYNNEATGTD
GENSVAIGSN
VNSAEVGGLS
AVNGSQLHVL
KNQADIKTLE
DIKTLKNNVE
DOKADIAKNQ
NTDRIATAEL
GILBSMVARA
SDIKTLAKVS
AINQELEGFA
NKAGIATNKQ
ISAVERQTAG
GLSDTGKSTY

AKNDITLEDL
NKALEELDED
DFVEGQEGKT
FGHEVAESIG
VVEELFNLSG
LLELSDHIID
SENTQNIEDL
LODAYAKQQA
HRSDIKTLAK
ITANKTAIDA
DSRVTALDTK

PCT/SE2006/000931

catarrhallis

GMATTASAQK
GLFNEATNEY
RAKGRYSTIGG
STIAGGRKNQ
NTVKKGQQONV
LTGFAGASKT
ATVVAQNKAD
SNVEEGLLDL
EGLLDLSGRL
ADIAQNQTDI
GIAENKKDAQ
VGNNTQGVAT
AANTDRIAKN
AHADVQDEKQT
ELILONDRLN
GIANAIAIAT
KIGLSWSDAG

catarrhalis

PYLIKKIDQN
VGWNQNDIAN
LONETSIKKN
EIHAHNEAQN
RLIDQKADID
QKTDIAQNQA
AAYNELQDAY
EAIDALNKAS
TSAANTDRIA
NKASADTKFA
VNAFDGRITA

3
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LDSKVENGMA AQAALSGLFQ PYSVGKFNAT AALGGYGSKS AVAIGAGYRV
NPNLAFKAGA AINTSGNKKG SYNIGVNYEF

In a preferred embodiment, the ligand is a polypeptide
ior polypeptide truncate compared with a wild-type
polypeptide] comprising or consisting of an amino acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO: 1-
10, or a fragment, homologue, functional equivalent,
derivative, degenerate or hydroxylation, sulphonation or
glycosylation product or other secondary processing product
thereof.

The term ligand is used herein to denote both the whole
molecule which binds to laminin and/or fibronectin and/or C3
and any part thereof which includes a laminin and/or
fibronectin and/or C3-binding domain such that it retains
the respective binding property. Thus “ligand” encompasses
molecules which consist only of the laminin and/or fibro-
nectin and/or C3-binding domain i.e. the peptide region or
regions required for binding.

For the purposes of this invention laminin, fibronectin
or C3-binding properties of a polypeptide can be ascertained
as feollows: '

For the purposes of this invention laminin, fibronectin
or C3-binding properties of a polypeptide can be ascertained
as follows: Polypeptides can be labelled with ‘**Iodine or
other radioactive compounds and tested for binding in radio
immuncassays (RIA) as fluid or solid phase (e.g., dot
blots). Moreover, polypeptides can be analysed for binding
with enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) or flow
cytometry using appropriate antibodies and detection
systems. Interactions between polypeptides and laminin,
fibronectin, or C3 can further be examined by surface
plasmon resonance (Biacore). Examples of methods are
exemplified in detail in the Material and Methods sectiocn.

In another preferred embodiment, the polypeptide [or
polypeptide truncate compared with a wild-type polypeptide]

N
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14 .
comprises or consists of at least one of the conserved
sequences from within SEQ ID NO: 1-10 which are identified
in the alignment shown herein. Hence, in this embodiment,
the polypeptide [or polypeptide truncate compared with a
wild-type polypeptide] comprises of consists of at least one
of:

From UspAl (conserved fragments from the fibronectin
binding domain - ‘/' separating alternative choices of an
amino acid at a position)

G T/VVSVGS/K Q/E/K/A G/N K/N/G/H/S ERQIVN/HVGA
G Q/N/E/JK I S/RA/DT/DSTDAVNGSQLH/YALARA S/K/T
T/B/V I/V

STDAVNGSQL

LLN/DLSGRLL/IDQEKADIDNNINN/MHIYE/DLA
QQOQDOHSSDIKTLK

DQKADIUDNNTIN

LAQQOQQDQHSSDIKTLK

From UspA2 = (conserved fragments from the fibronectin
binding domain - '/’ separating alternative choices of an
amino acid at a position)
KADIDNNINNHIYELAQQQDQHSSD

I K/Q T/A L K/E K/N/S N V/I BE/V E G/E L L/F E/N L § D/G H/R
I/LI DQKT/AD I/L B/T Q/K ¥N/D

From UspA2 {conserved fragments from the CB—binding
domain - '/’ separating alternative choices of an amino acid
at a position)
IE/QDLAAYNELQDAYAKQQA/TEAIDALNKA
SSENTQNIBABKNQADIANNIT/NNIYELAQQQ
DK/OHR/SSDIKTLAKT/ASAANTUD/NRI
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DLAAYNELQDAYAKQQ
EAIDALNKASSENTOQNIAKNQADIANNI

It will be understood that the polypeptide ligands of
the invention can comprise a laminin and/or fibronectin
and/or C3-binding domain of sequence recited herein which is
modified by the addition or deletion of amino acid residues
to or from the sequences recited herein at either or both
the N or C termini, which modified peptides retain the
apility to bind laminin and/or fibronectin and/or C3,
respectively. Accordingly, the invention further provides a
ligand comprising or consisting of a polypeptide in which
50, 40, 30, 20, 10, 5, 3 or 1 amino acid residues have been
added to or deleted from an amino acid sequence recited
herein at either or both the N or C termini, wherein said
modified polypeptide retains the ability to bind laminin
and/or fibronectin and/or C3:; and/or elicit an immune
response against the non-modified peptide. By extension it
is meant.lengthening the sequence using the context of the
peptide from the full-length amino acid sequence from which
it is derived. _

As regards fragments of the polypeptides of the
invention, any size fragment may be used in the invention
(based on the homologue seqguences/conserved
regions/functional domatins discussed herein) provided that
the fragment retains the ability to bind laminin and/or
fibronectin and/or C3. It may be desirable to isolate a
minimal peptide which contains only those regions required
for receptor binding.

Polypeptide ligands according to the invention may be
derived from known Moraxella catarrhalis UspAl or UspAZ
proteins by truncation at either or both of the N- and C-
termini. Truncates are not the full-length native UspAl or

0N
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A2fmolecules"Accordingly, the invention further provides a-
wild-type UspAl sequence lacking af least (or exactly) 20,
30, 40, 50, &0, 70, 80, 100, 120, 140, 160 etc to 298 amino
acids from the N-terminus,. and/or lacking at least (or
exactly) 20, 30, 40, 50, 6b,,70, 80, 100, 120, 140, ‘160,
180, 200 etc 'to 450 amino acids from the C-terminus.
Preferably, the truncate retains fibronectin binding

function (optionally also laminin and/or C3-binding).



Table 3.

Possible combinations of

truncations to the N- and C- termini of wild-type

UspAl protein.

No. of amino acids lacking, at least or exactly:

f:mn:nt:: v From the C-terminus

ﬁg 20 130 (40 |50 160 [70 | 80 | 100 {120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 [ 240 | 260 | 280 | 300 { 320 | 340 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 ; 450
20 20 {30 {40 |50 |60 |70 |80 | 100 | 420 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 ) 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 ; 400 | 420 | 440 | 450
30 20 130 |40 |50 {0 |70 |80 1100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 { 240 | 260 }.280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
40 20 [ 30 |40 [ 50 {60 |70 | 80 | 100 | 320 | 140 160 | 180 1 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
50 20 {30 {40 |50 |60 |70 | a0 | 100 { 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 { 300 { 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
60 20 130 |40 |50 !so |70 | 80 {100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 {240 | 260 | 280 } 300 [ 320 | 240 | 360 | 380 ) 400 | 420 | 440 | 450
70 20 |30 lao |50 |eo |70 180 | 100 | 120 | 140 { 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
80 20 130 |40 150 {80 |70 180 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 { 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
100 20 130 |40 {50 !so |70 |80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 } 450
120 20 |30 140 |50 |60 {70 | 80 | 100 | 120 { 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 { 400 | 420 | 440 | 450
140 20 |30 {40 |50 |e0 {70 | 80 | 100 | 120 { 140 | 160 | 180 | 200 | 220 [ 240 | 260 | 280 | 300 | 320 [ 240 | 360 | 380 | 400 [ 420 | 440 | 450
160 20 {30 |20 {50 |60 170 [ 80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 j 440 ) 460
180 20 130 {40 |50 |60 |70 i 80_| 100 | 120 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 [ 440 | 450
200 20 |30 |40 {50 |eo {70 | a0 | 100 | 120 | 140 | 160 ( 180 | 200 | 220 | 240 { 260 | 280 | 300 | 320 { 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450
220 20 130 140 150 160 |70 {80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 } 450
240 20 |20 |40 |50 |60 |70 |80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 i 440 | 450
260 20. |20 |40 |50 |60 | 70 | 80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 { 200 } 220 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 459_J
280 o0 130 Jao {50 Y60 |70 {80 |100 { 120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 280 ! 300 | 320 | 240 | 360 | 380 | 400 i 420 | 440 450
298 20 |30 140 |50 |0 |70 |80 | 100 | 420 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 { 280 | 300 § 320 | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 | 450

L1

£9T8I0/L00T OM

[£6000/900T3S/10d
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Accordingly the invention further provides a wild-type
UspA2 sequence lacking at least (or exactly) 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 100, 120, 140, 160, 164 amino acids from the N-
terminus, and/or lacking at least {(or exactly) 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 180, 200 etc to 312 amino
acids from the C-terminus. Preferably, the truncate retains
fipronectin binding function (optionally also laminin and/or
C3-binding). Possible truncates may be selected from those
shown in the following table, all of which are within the

scope of the invention.



Table 4.

Possible combinations of truncations to the N- and C- termini of wild-type UspA2 protein

No. of amino acids lacking, at least or exactly

:;3::;35 N- From the C-terminus

0 X 20 30 |40 50 |60 70 |80 00 |120 l140 1180 180 200 1220 | 240 ) 260 ) 280 | 300 | 312
0 0 20 |30 |40 |so Jso j70 |ag 100 l120 |10 [160 |180 |pon | 220 {240 |260 280 | 300 | 312
30 0 20 {30 |40 0 _j60 (70 |80 w0 l120 140 |60 |180 {200 |220 [240 }2e0 [280 300 |32
40 0 20 130 40 50 |60 |70 |8&0 100 |20 J140 l4eo l1e0 {200 220 240 |2s0 | 280 300 | 312
50 0 20 |30 |40 50 |60 70 |80 s00 |120 |140 180 [180 |00 {220 |[240 |260 280 | 300 {312
60 0 20 |30 (40 50 60 lvo |80 100 |120 |140 |160 |180 |200 | 220 {240 [260 | 280 | 300 |312
70 ) 20 l30 fao lso [e0 70 |80 100 120 l41a0 |0 t1s0 |200 {220 1240 |o2e0 l2e0 | 300 {312
80 0 20 |30 |40 |so |0 76 | 80 j00 |20 |140 |160 | 180 200 | =220 1240 |260 |280 |300 }312
100 0 20 |30 40 50 |60 70 |80 100 |120 {140 [1e0 180 200 {220 240 |60 [280 |300 {312
120 o 20 Jap_ 140 50 |eo 170 |80 100 (120 1140 |1ec |480 [200 |20 |240 [260 |280 | 300 |312
140 0 20 {30 |40 50 | 60 70 |80 100 |120 {140 |60 | 180 [200 |220 [240 |260 |2s0 | 300 | 312
160 g 20 J30 |40 s0 |60 |70 |0 100 |120 |140 |160 |80 {200 [220 [240 |20 280 300 312
164 g 20 |30 |40 50 leo [70  [80 100 l120 1140 l160 {180 {200 |220 |240 (260 [280 |300 {312

ol

£OPRIO/L00Z OM

1€£6000/900TAS/LDd
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Accordingly the invention further provides a wild-type
UspA2 sequence lacking at least {or exactly) 5, 10, 15, 20,
25 or 29 amino acids from the N-terminus, and/or lacking at
least (or exactly) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200 etc to 453 amino acids from the C-
terminus. Preferably, the truncate retains laminin binding
function (optionally also fibronectin and/or C3-binding}.
Possible truncates may be selected from those shown in the
following table, all of which are within the scope of the

invention.

Table 5. Possible combinations of truncations to the N- and

C- termini of wild-type UspA2 protein

No. of amino acids lacking, at least or exactly:

meﬂwc- From the N-terminus

terminus

0 X 5 10 15 20 25 29 !
20 0 5 10 18 20 25 29
30 0 5 10 15 20 25 29
40 0 5 10 15 20 25 29
50 0] 5 10 15 20 25 29
80 0 5 10 15 20 25 29
70 0 5 10 15 20 25 29
80 0 5 10 15 20 25 29
100 0 5 10 15 20 25 29
120 0 5 10 15 20 25 29
140 0 5 10 15 20 25 29
160 0 5 10 15 20 25 29
180 0 5 10 15 20. 25 28
200 0 5 10 15 20 25 29
220 ¢ 5 10 15 20 25 29
240 0 5 10 15 20 25 29
260 0 5 10 15 20 25 29
280 0 5 10 15 20 25 29
300 0 5 10 15 20 25 29
320 0 5 10 15 20 25 29
340 0 5 10 15 20 25 29
360 0 5 10 15 20 25 29
[ 380 0 5 |10 15 |20 [25 [29

1
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400 0 5 10 15 20 25 29
420 0 5 10 15 20 25 29
440 0 5 10 15 20 25 29
453 0 5 10 15 20 25 29

Accordingly the invention further provides a wild-type
UspA2 sequence lacking (or exactly) 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 100, 120, 140, 160 etc. to 301 amino acids from the N-
terminus, and/or lacking at least (or exactly) 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160 or 172 amino acids from
the C-terminus. Preferably, the truncate retains C3 binding
function (optionally also fibronectin and/or laminin
binding) . Possible truncates‘ may be selected from those
shown in the following table, all of which are within the

scope of the invention.

Table 6. Possible combinations of truncations to the N- and

C- termini of wild-type UspA2 protein

No. of amino acids lacking, at least or exactly:

From the

N- From the C-terminus

terminus

0 X |20 13040 [50 {60 |70{80 {100 {120 | 140 |60 } 172
20 0 20130140 |50 {80 70,80 | 100 ]120 | 140 | 160 |172
30 0 |20 |30]40 |50 |60 |70)80 [100 120 |[140 {160 | 172
40 0 |20(30]|40 |50 |60 {7080 (100 [120 | 140 |160 |172
50 0 |20(30l40 |50 [60 70|80 {400 |420 | 140 | 160 4172
60 0 |20]30}40 |50 |60 [70{80 {100 |120 | 140 | 160 | 172
70 0 |20 |30|40 |50 |60 |70{80 100 [120 | 140 | 1680 | 172
80 0 (20 |30/40-[50 |60 [70(80 {100 [120 | 140 ;180 | 172
100 0 {20130!40 {50 |60 |70 )80 | 100 | 1420 | 140 | 160 | 172
120 0 |20130]40 |50 |60 |70]80 |100 [120 | 140 [160 | 172
140 0 [20]30/40 [50 |60 | 70|80 | 100 | 120 [140 | 160 | 172
h160 0 |20]30]40 150 |60 70|80 §100 | 120 | 140 | 160 {172
180 .0 20 |30 {40 |50 |60 70|80 | 100 [ 120 | 140 | 160 | 172
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200 0 |20 130|40 |50 |60 |70|80 |100 | 120 |140 |160 | 172
220 O |20 {30[40 |50 |60 |70|80 |100 | 120 |140 | 160 | 172
240 0 |20 |30[40 |50 [60 7080 {100 | 120 [ 140 | 160 | 172
260 0 |20|30[40 |50 |60 |70|80 |100 | 120 | 440 | 160 | 172
280 0 |20 |30[40 |50 |60 {70 |80 [ 100 | 120 | 140 | 160 | 172
290 0 [20]30]40 |50 {60 |70 (80 |100 | 120 | 140 [160 |172
301 0 120130[40 |50 {60 |70 (80 {100 {120 |140 | 160 | 172

Known wild-type UspAl sequences that may be truncated
in this way are those of strains ATCC25238 (MX2; GenBank
accession no. AADA43465), P44 (AAN848S5), O35E (RAAB96359),
TTA37 (AAF40122), Ol2E (AAF40118), 046E (AAF36416), V1171
(AAD43469), TTA24 (ARD43467) (see Table 1l/Figure 19}); or BC5
(see above). Known wild-type UspA2 sequences that may be
truncated in this way are those of strains O35E (GenBank
accession no. 04407), MC317 (GenBank accession no. Q58XP4),
EZ22 (GenBank accession no. Q848Sl), V1122 (GenBank accession
no. Q848S2), P44 (GenBank accession no. Q8GH86), TTA37
(GenBank accession no. Q9L961), 046F (GenBank accession no,
Q9L962), Ol2E (GenBank accession no. Q91963), V1171 (GenBank
accession no, Q9XD51), TTAZ24 (GenBank accession no. Q9XD53),
SP12-5 (GenBank accession no. QBRTB2), ATCC25238 (GenBank
accession no. Q8XD55) (see Table 2/Figure 20); or BCS
[Forsgren_UspA2] (see above).

Ideally the UspAl or UspA2 truncate of this embodiment
comprises or censists of an amino acid sequence selected
from the group consisting of SEQ ID NO: 1-10 or a fragment,
homologue, functional equivalent, derivative, degenerate or
hydroxylation, sulphonation or glycosylation product or
cther secondary processing product thereof; or comprises or
consists of at least one of the conserved sequences from
within these regions which are identified in the alignment

shown in herein, for example:
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From UspAl (conserved fragments from the fibronectin
binding domain - '/’ separating alternative choices of an
amino acid at a position)
G T/VVSVG S/K Q/E/K/A G/N K/N/G/H/S ERQIVN/HVG A
G Q/N/E/K' I S/RA/DT/DSTDAVNGSQL H/Y A L A S/K/T
T/A/V I/V

STDAVNGSQL

RLL/IDQKADIDNNTINNMHIYE/ LA
DIKTLK.

L L N/D L
QO QDQ

T W0
2 @
[42]

DQKADIDNNIN
LAQQQDQOQHSSDIKTLK

From UspA2 (conserved fragments from the fibronectin
binding domain - ‘// separating alternative choices of an
amino acid at a position)
KADIDNNINNHIYELAQQQDOQHSSD

I K/Q T/A L K/E K/N/S N V/I E/VEG/EL L/F E/NL S D/G H/R
I/L I DQXT/ADI/L A/T Q/K N/D

From UspA2 (conserved fragments from the C3-binding
domain - '/’ separating alternative choices of an amino acid
at a position)

I E/ODLAAYNELQDAYARKQQA/TEAIDALNI KA
SSENTONIAKNQADIANNTIT/NNIYELAQQRQ
DK/QHR/SSDIKTLAKT/ASAANTUD/NRI

=

DLAAYNELQDAYAKQQ

EAIDALNEKASSENTQNIAKNQADIANNI
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It may be convenient to produce fusion proteins
containing polypeptide ligands as described herein.
Accordingly, in a further embodiment, the invention provides
fusion proteins comprising polypeptide ligands according to
the invention. Preferably a fusion protein according to
this embodiment is less than 50% identical to any known
fully length sequence over its entire length. Such fusions
can constitute a derivative of the polypeptides of the
invention. Further derivatives can be the use of the
polypeptides of the invention to as a carrier to covalently
couple peptide or saccharide moieties. They may be coupled
for instance to pneumococcal capsular oligosaccharides or
polysaccharides, or Moraxella catarrhalis lipooligo-
saccaharides, or non-typeable Haemophilus influenzae
lipooligosaccaharides.

Homologous peptides of the invention may be identified
by sequence comparison. Homologous peptides are preferably
at least 60% identical, more preferably at least 70%, 80%,
90%, 95% or 99% identical in ascending order of preference
to the peptide sequence disclosed herein or fragments
thereof or truncates of the invention over their entire
length. Preferably the homologous peptide retains the
ability to bind fibronectin and/or laminin and/or C3; and/or
elicit an immune response against the peptide sequences
disclosed herein or fragment thereof.

Figures 19 and 20 show an alignment of peptide
sequences of UspAl and UspAZ of different origin which
indicates regions of sequence that are capable of being
modified to form homologous sequences whilst retained
function (i.e. fibronectin and/or laminin and/or C3 binding
ability). Homologous peptides to the BC5 SEQ ID NO: 1-10
peptides are for instance those sequences corresponding to
the BC5 sequence from other strains in Figures 19 and 20.
Vaccines of the Invention
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The polypeptides /peptides /functional domains
/homologues /fragments /truncates /derivatives of the
invention should ideally be formulated as a vaccine

comprising an effective amount of sald component(s) and a

‘pharmaceutically acceptable excipient.

The vaccines of the invention can be used for
administration to a patient for the prevention or treatment
of Moraxella catarrhalis infection or otitis media or
sinusitis or lower respiratory tract infections. They may be
administered in any known way, including intramuscularly,
parenternally, mucosally and intranasally.

Combination Vaccines of the Invention

The vaccines of the present invention may be combined
with other Moraxella catarrhalis antigens for prevention or
treatment of the aforementioned diseases.

The present inventors have found in particular that
Moraxella catarrhalis has at least 2 means of hampering the
host immune system from attacking the organism. In addition
to the interacticn with C3 (and C4BP) mentioned in the
Examples below, M. catarrhalis has a strong affinity for
soluble and membrane bound human IgD through protein MID
(also known as OMP106) . Moraxella-dependent IgD-binding to B
lymphocytes results in a polyclonal immunoglobulin synthesis
which may prohibit production of specific monoclonal anti-
moraxella antibodies. The fact that M. catarrhalis hampers
the human immune system in several ways might explain why M.
catarrhalis is such a common inhabitant of the respiratory
tract.

The inventors believe that the combination of antigens
involved in the IgD-binding function (MID) and C3-binding
function (UsphAl and/or UspA2) can provide an immunogenic
composition giving the host enhanced defensive capabilities
against Moraxella’s hampering of the human immune system
thus providing an enhanced decrease in M. catarrhalis

carriage on mucosal surfaces.
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A further aspect of the invention is therefore a
vaccine composition comprising an effective amount of UspAl
and/or UspA2 (particularly the latter) (for instance full-
length polypeptides or polypeptides /peptides /functional
domains /homologues /fragments /truncates /derivatives of
the invention as described herein, preferably which retains
a C3-binding function) in combination with an effective
amount of protein MID (for instance full-length polypeptides
or polypeptides /peptides /functional domains /homologues
/fragments /truncates /derivatives thereof, preferably which
retain a human IgD-binding function), and a pharmaceutically
acceptable excipient.

Protein MID, and IgD-binding homologous/fragments/trun-—
cates thereof is described in WO 03/004651 (incorporated by
reference herein). Particularly suitable fragments for this
purpose is a polypeptide comprising {(or consisting of) the
F2 fragment described in WO 03/004651, or sequences with at
least €0, 70, 80, 90, 95, 99% identity thereto which
preferably retain human IgD-binding activity.

The MID and UspA components of this combination vaccine
may be separate from each other, or may be conveniently
fused together by known molecular biology techniques.

Brief description of the drawings

Figure 1 shows thirteen M. catarrhalis strains tested
for fibronectin binding (A). Strong fibronectin binding
correlated to UspAl/A2 expression as detected by anti-
UspAl/A2 pAb (B-I). Flow cytometry profiles of M.
catarrhalis BBH18 wild type and UspAl/A2 deficient mutants
show an UspAl/A2-dependent binding to soluble fibronectin.
The profiles of wild type clinical isolate (B and F) and
corresponding mutants devoid of UspAl (C and G), or UspA2 (D
and H), and double mutants (E and I) lacking both UspAl and
UspAZ are shown. Bacteria were incubated with rabbit anti-
UspAl/A2 or fibronectin followed by an anti-fibronectin pAb.
FITC-conjugated rabbit pAb was subsequently added followed

ZL
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by flow cytometry analysis. A typical experiment out of
three with the mean fluorescence intensity (MFI) for each
profile is shown.

Figure 2 shows that M. catarrhalis RH4 UspA2 deficient
mutants do not bind *°I-labeled fibronectin. E. coli BL21
was included as a negative control not binding fibronectin.
Bacteria were incubated with !*°I-labeled fibronectin
followed by several washes and analyzed in a gamma counter.
Fibronectin binding to the RH4 wild type expressing both
UspAl and A2 was set as 100 %. The mean values of three
independent experiments are shown. Error bars represent
standard deviations (SD). Similar results were obtained with
M. catarrhalis BBH18.

Figure 3 shows pictures that verify that M. catarrhalis
mutants devoid of UspAl and UspARZ do not bind to immobilized
fibronectin. M. catarrhalis wild type was able to adhere at
a high density on fibrenectin coated glass slides (A). M.
catarrhalis fuspAl mutant was also retained at a high
density (B), whereas M. catarrhalis AuspA2 and AuspAl/AZ
double mutants adhered poorly (C and D). Glass slides were
coated with fibronectin and incubated with M. catarrhalis
RH4 and its corresponding UspAl/A2 mutants. After several
washes, bacteria were Gram stained.

Figure 4 is a graph showing that recombinant UspAl and
A2 bind to fibronectin in a dose-dependent manner. Specific
fibronectin binding is shown for UspAl®®77% and UspA2’97°%.
Both UspA proteins (40 nM) were coated on microtiter plates
and incupbated with increasing concentrations of fibronectin
followed by detection with rabbit anti-human fibronectin pab
and HRP-conjugated anti-rabbit pAb. Mean values of three
separate experiments are shown and erxor bars indicate 8D.

Figure 5. The active fibronectin binding domains for
UspAl and UspA2 are located between amino acids 299 to 452
and 165 to 318, respectively. Truncated proteins derived
from UspAl (&) and UspA2 (B) are shown. All fragments were
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tested for fibronectin binding in ELISA. Forty nM of each
truncated fragment was coated on
microtiter plates and incubated with 80 pg/ml and 120 ug/ml
fibronectin for UspAl and UspA2, respectively. Bound
fibronectin was detected with rabbit anti-fibronectin pAb
followed by HRP-conjugated anti-rabbit pAb. Results are
representative for three sets of experiments. Error bars
represent SD.

Figure 6 shows the sequence according to sequence ID
No. 1, and the sequence homology between Uspal?°°-?%2 ang
UspA2!® 18 The 31 identical amino acid residues are within
brackets.

Figure 7 shows that truncated Uspal®°"*°! and Uspa129°-%52
fragments competitively inhibit M. catarrhalis UsphA-
dependent fibronectin binding. M. catarrhalis AuspAl/AZ2
double mutants, which do not bind fibronectin, were included
as negative controls. UspAl recombinant proteins were pre-
incubated with 2 mg/100 ml fibronectin before incubation
with M. catarrhalis. The mean fluorescence values (MFI) of
M. catarrhalis with bound fibronectin detected by FITC
conjugated anti-fibronectin pAb in flow cytometry are shown.
Uspal®® ! and UspA12°°7%%2 resulted in 95 % and 63 % inhibition
respectively. Error bars represent mean + SD of three
independent experiments.

Figure 8 shows that UspAl?®%%%2 and Uspa2!'®73® jphibit M.
catarrhalis adherence to Chang conjunctival cells via cell-
assoclated fibronectin. Chang epithelial cells expressed
fibronectin on the surface as revealed by an anti-
fibronectin paAb and flow cytometry (A). Pre-incubation with
the fibronectin binding proteins UspAl®**™*5%, yspa2!®™38, o
anti-fibronectin pAb resulted in significantly reduced
binding by M. catarrhalis RH4 as compared to controcl
recombinant proteins (UspAl®*®°® and Uspa23® 7y and a
control antibody (anti-ICAM1 mAb) (B). P<0.05 by two-tailed
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paired Student’s t test. Mean values of three separate
experiments are shown and error bars indicate SD.

Fig. 93 shows binding of M. catarrhalis RH4 to laminin
via UspAl and A2. M. catarrhalis RH4 wild type (wt)
strongly bound to immobilized laminin with a mean OD of
1.27. RH4AuspAl showed mean OD of 1.14 (839.8 % of the wild
type) . RH4AuspAZ and the double mutant RH4AuspAl/AZ had a
mean OD of 0.19 and 0.23 respectively (15.0% and 18.1% of
the wild type). This was not significantly different from
the residual adhesion to bovine serum albumin coated plates.
Thirty pg/ml of laminin or bovine serum albumin were coated
on microtiter plates. They were blocked followed by
incubation with bacteria suspension and finally washed.
Bound bacteria was detected with anti-MID pAb and HRP-
conjugated anti-rabbit pAb. The mean results of 3
representative experiments are shown. Error bars represent
standard deviations (SD).

Fig. 9B shows the binding of recombinant UspAl and A2
laminin in a dose-dependent manner. Specific laminin binding
is shown for UspaAl®® 7% and Uspa2®®°3® Both UspA proteins (40
nM) were coated on microtiter plates and incubated with
increasing concentrations of laminin followed by detection
with rabbit anti-laminin pAb and HRP-conjugated anti-rabbit
pBb. Mean values of three separate experiments are shown and
error bars indicate SD.

Fig. 10 A and B show that the active laminin binding
domains for UspAl®®7"° (a) and UspA2’°* (B) are located in

150-170 and

the N-terminal halves. Forty nM of recombinant UspA
Uspa23°%%® together with the truncated proteins were coated
on microtiter plates and incubated with 20 pg/ml of laminin
followed by detection with rabkit anti-laminin pAb and HRP-
conjugated anti-rabbit pAb. Mean values of three separate
experiments are shown and error bars indicate SD.

Fig. 11 is a schematic illustration of C3, covalent

bound C3b and C3met. (&) The C3-molecule in serum consists
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of one o-chain and one B-chain. (B) The wa-chain contains an
internal thioester site that after activation can attach
covalently to a microbial surface. (C) The C3 has been
treated with methylamine, which becomes covalently attached
to the thioester.

Fig. 12 illustrates that M. catarrhalis counteracts the
classical and alternative pathways of the complement system
by the outer membrane proteins UspAl and AZ. (A) M.
catarrhalis RH4 wild-type (wt), the AuspAl, the AuspA2 or
the AuspAl/A2 mutants were incubated in the presence of 10 %
NHS. (B) The AuspAl/AZ mutant was incubated with 10 % NHS
supplemented with either EDTA or Mg-EGTA. Bacteria were
collected at the indicated time points. After overnight
incubation, colony forming units (cfu) were counted. The
number of bacteria at the initiation of the experiments was
defined as 100 %. Mean values of three separate experiments
are shown and error bars indicate S.D. (A) The mean values
after 5 min for the AuspAl, the AuspA2 or the AuspAl/AZ2
mutants were significantly different from the wild-type (P <
0.05). (B) The mean values after 5 min for the AuspAl/A2
mutant and after 10 min for the AuspAl/AZ2 mutant incubated
Mg-EGTA were significantly different from the wild-type (P <
0.05).

Fig. 13 illustrates that Moraxella catarrhalis binds C3
in serum independently of complement activation. Flow
cytometry profiles showing C3 binding to (A) M. catarrhalis
RH4 or (B) Streptococcus pneumoniae. Bacteria were incubated
with NHS or NHS pretreated with EDTA. Thereafter, a rabbit
anti-human C3d pAb and as a seconddary layer a FITC-
conjugated goat anti-rabbit pAb were added followed by flow
cytometry analysis. Bacteria in the absence of NHS, but in
the presence of both pAb, were defined as background
fluorescence. One representative experiment out of three is
shown.
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Fig. 14 illustrates that M. catarrhalis non-covalently
binds purified methylamine-treated C3 in a dose-dependent
manner, and that the binding is based on ionic interactions,
Flow cytometry profiles showing (A) binding with increasing
concentrations of C3met. (B} The mean fluorescence intensity
(mfi) of each profile in panel (A) is shown. (C) C3met
binding of RH4 decreases with increasing concentrations of
NaCl. Bacteria were incubated with C3met with or without -
NaCl as indicated. C3met binding was measured by flow
cytometry as described in Figure 3. Error bars indicate SD.
* p< .05 ** p<(Q.01, *** p s 0.001.

Fig. 15 illustrates that flow cytometry profiles of M.
catarrhalis RH4 wild type and UspAl/A2 deficient mutants
show a UspAl/UspA2-dependent C3met/ C3 binding. The profiles
of a wild type clinical isclate (A, F, K) and corresponding
mutants devoid of protein MID (B, G, L), UspAl (C, H, M),
UspA2 (D, I, N}, or both UspAl and UspA2 (E, J, 0) are
shown. Bacteria were incubated with C3met (A-E), NHS-EDTA
(F-J) or NHS (K-0) and detected as outlined in Figure 3. One
typical experiment out of three with the mean fluorescence
intensity (mfi) for each profile is shown.

Fig. 16 illustrates that C3met binds to purified

230-539  hereas only a weak C3met.binding to

recombinant UspA
UspA1%77® is observed. Furthermore, the C3met binding region
of UspAZ2 was determined to be located between the amino acid
residues 200 to 458. (A) The recombinant UspaAl®*"7"® and
UspA239%3® yere immobilized on a nitrocellulose membrane. The
membrane was incubated with [**°I]-labelled C3met overnight
and bound protein was visualized with a Personal FX (Bio-
Rad) using intensifying screens. The recombinant protein
MID62-2290 oo included as a negative control. (B) UspAl®®777,
UspA23°73%® and a series of truncated UspA2 proteins were
coated on microtiter plates and incubated with C3met,
followed by incubation with goat anti-human C3 pAb and HRP-
conjugated anti-goat pAb. The mean values ocut of three

ERE
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experiments are shown. The background binding was subtracted
from all samples. Error bars correspond to S.D. * P £ 0.05,
** p £ (0,01, *** P < 0.001.

Fig. 17 illustrates that addition of recombinant
UspA1®® 7% and UspA23®5%* to serum inhibit C3b deposition and
killing of M. catarrhalis via the alternative pathway. Flow
cytometry profiles show C3b-deposition on RH4AuspAl/A2 after
incubation with (A) NHS or NHS preincubated with recombinant
(rec.) UsphAl®®77 and Uspa2®®?*® or (B) NHS-Mg-EGTA or NHS-
Mg—EGTA preincubated with UspAlS‘o”-’—’0 and UspaA2397°%®  After
addition of the various NHS combinations, bacteria were
analyzed as described in Figure 13. (C) RH4AuspAl/A2 was
incubated with 10 % NHS or NHS-Mg-EGTA. For inhibition, the
NHS-Mg-EGTA was incubated with 100 nM UspAl®°7"° and/ or
Uspa2?%-5%® pefore addition of bacteria. Bacteria were
collected at the indicated time points. The number of
bacteria at the initiation of the experiments was defined as
100 %. Mean values of three separate experiments are shown
and error bars indicate S$.D. The time points 10, 20 and 30
min for the AuspAl/AZ mutant preincubated with recombinant
proteins were significantly different from the AuspAl/A2
mutant incubated with Mg-EGTA alone (P < 0.05).

Fig. 18 illustrates that recombinant Uspal®®™7"°
UspA23°7%% decrease haemolysis of rabbit erythrocytes by
inhibition of the alternative pathway. NHS was incubated
with or without 160 nM Uspal®®77° and/ or UspA2?°** at 37 °C
for 30 min. NHS at the indicated concentrations was
thereafter added to rabbit erythrocytes. After incubation

and

for 30 min, the suspensions were centrifuged and the
supernatants were measured by spectrophotometry. Maximum
haemolysis in each experiment was defined as 100 %. Mean
values of three separate experiments are shown and error
bars correspend to S.D. The results obtained with NHS +
Uspa23°% and NHS + UspAl1®®77%/ Uspa2’®3¥ at NHS
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concentrations of 2, 3 and 4% were significantly different
from the NHS contrel (P < (0.05).

Fig. 19 illustrates a pileup-analysis of Uspal for
eight different strains, to show the homology of different
parts of UspAal.

Fig. 20 illustrates a pileup-analysis of UspA2 for
thirteen different strains to show the homolegy of different
parts of UspA2.

Fig. 21 illustrates %identity in regions identified on
Forsgren sequence computed as the ratio between the number
of exact matches and the length of the region alignment,
where the region alignment is that part of the above total
alignment containing the Forsgren region.

Materials and methods
Interaction between M. catarrhalis and fibronectin

Bacterial strains and culture conditions

The scurces of the clinical M. catarrhalis strains are
listed in table 7. M. catarrhalis BBH1B and RH4 mutants were
constructed as previocusly described.[23, 58] The M.
catarrhalis strains were routinely cultured in brain heart
infusion (BHI) ligquid broth or on BHI agar plates at 37 °C.
The UspAl-deficient mutants were cultured in BHI
supplemented with 1.5 pg/ml chloramphenicol (Sigma, St.
Louis, MO), and UspA2-deficient mutants were incubated with
7 ug/ml zeocin (Invitrogen, Carlsbad, CA). Both
chloramphenicol and zeocin were used for growth of the
double mutants.

Table 7. Clinical strains of M. catarrhalis used in the

present study

Strain Clinical Source Reference
BBH18B Sputum [53]
D1 Sputum (53]
Ri49 Sputum {53]
C1l0 Sputum [10]

F16 Sputum [10]

53
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Bro2 Respiratory tract [53]
214 Pharynx [10]
56-688 Nasopharynx [23]
BcS Nasopharynx [20]
RH4 Blood [53]
RH6 Blood (53]
R14 Unknown [10]
R4 Unknown [10]

s6-1914 Tympanic cavity aspirate [23]
Note: The strains C10, R4 did not have the uspAl gene,
whereas F16, R14, 214 lacked the uspAZ gene.[10] The
remaining strains contained both uspAl and AZ
genes {(data not shown).
DNA method

To detect the presence uspAl, A2, and AZH genes in
those strains which this was unknown, primers and PCR
conditions as described by Meler et al. was used.[50]
Partial sequencing was also carried out with the UspAl?%9%%2
and UspA2%53 57 and 37 primers of the respective uspAl and
uspA2 gene of RH4 and BBH1B. Confirmation of the presence of
the amino acid residues “DQKADIDNNINNIYELAQQQODQHSSDIKTLK”
was also performed by PCR with a primer (5'-
CAAAGCTGACATCCAAGCACTTG-3") designed from the 5’ end of this
sequence and 3’ primers for uspadl and A2 as described by
Meier at al.[50]
Recombinant proteins construction and expression
Recombinant UspA1°®77% and UspA?*®**?, which are devoid of
their hydrophobic C-termini, has recently been

described. [58] The genomic DNA was extracted from M.
catarrhalis Bc5 using a DNeasy tissue kit (Qiagen, Hilden,
Germany). In addition, recombinant proteins corresponding to
multiple regions spanning Uspal®®77? and Uspa2®°°3® were also
constructed by the same method. The primers used are listed
in table 8. All constructs were sequenced according to
standard methods. Expression and purification of the

A\
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recombinant proteins were done as described previously.[59]

Proteins were purified using columns containing a nickel

resin (Novagen) according to the manufacturer's instructions

for native conditions. The recombinant proteins were
analyzed on SDS-PAGE as described. [21]

Table 8.

Primers used in this present study

Protein

UspAISO'm
UspAlso"'N
UspAlSo'm
UspA15°'32’

5’ primer
gegtetgeggatccagtaggeaaggeaace
gegtetgeggatccagtaggcaaggeaace
gegtctgeggatecagtaggeaaggeaace
gegtotgeggatecagtaggeaaggeaace

ggtgtcactaagettacctgcaccaacatgaac

UspA 129452
UspA14358
UspA1%77
UspA148077

USpA230-539
USpA230-177
UspA2'0+-240
USPA2101-3] 8§
USPAZ]GS-BIS
USPA2302-458
Usp AQHE539

geatttgecaggtecatcggatectggtaatggtact
catagctctgatatggatceacttaaaaac

gecaaageacaagepgatccaaataaagac

gitgagcaaaaggatcccatcaatcaagag

cgaatgeggatectaaaaatgatataactttagagg
cgaatgeggatcctaaaaatgatataactitagage
gatattgcggatcoggaagatgatgtigaaac

gatattgcggatccggaagatgatgtigaaac
gagattgagaagpatccagatgetattpet
gctcaaaaccaageggateccecaagatetg

geaagtgctgeggatectgategtattgot

Antibodies

Rabbit anti-UspAl/AZ polycleonal antibodies

3’ primer
coctgaagetttagtacataacctaattg
ttgagcaagcttagettggtttttageg
acctgtggcaagcticttectgee

gictittgtaapatcaagettitgatcaat
catgetgagaagcettacctagatipg

geicttattggtagtaagettagetiggtittg
ccctgaagetitagtgcataacctaattg

cattaagctiggtgtctaatgeagttac
ctcatgaccaaaatcaagcttaicttcgatagacic
gatcaataagcttaccgcettagattgaatagtictic
gteaatcgettcaageticitttgageatactg
gteaategettcaagettctittgageatactg
getgagegtitcaagetttgeatcageategge
cattaagctiggtgtctaatgeagtiac

(pAb) were

recently described in detail.[58] The other antibodies used

were rabbit anti-human fibronectin pAb, swine FITC-

conjugated anti-rabbit pAb,
conjugated anti-rabbit pAb and finally a mouse anti-
(ICAM1} monocleonal antibody (mAb). Antibodies
(Glostrup, Denmark).

(HRP)

human CD54
were from Dakopatts

swine horseradish peroxidase

Al
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Flow cytometry analysis

The UspAl/A2-protein expression and the capacity of M.
catarrhalis to bind fibronectin were analyzed by flow
cytometry. M. catarrhalis wild type strains and UspAl /A2~
deficient mutants were grown overnight and washed twice in
phosphate buffered saline containing 3 % fish gelatin (PBS~-
gelatin). The bacteria (10%) were then incubated with the
anti-UspAl/A2Z antiserum or 5 pg fibronectin {Sigma, St
Louis, MO). They were then washed and incubated for 30 min

'at room temperature (RT) with FITC-conjugated anti-rabbit

pAb (diluted according to the manufacturer’s instructions)
or with 1/100 dilution of rabbit anti-human fibronectin pAb
(1f fibronectin was first added) for 30 min at RT before
incubation with the FITC-conjugated anti-rabbit pAb. After
three additional washes, the bacteria were analyzed by flow
cytometry (EPICS, XL-MCL, Coulter, Hialeah, FL). All
incubations were kept in a final volume of 100 pl PBS-
gelatin and the washings were done with the same buffer.
Anti-fibronectin pAb and FITC-conjugated anti-rabbit pAb
were added separately as a negative control for each strain
analyzed. Fibronectin inhibition studies were carried out by
pre-incubating 0.25 pmoles of UspA fragments for 1 h with 2
ug of fibronectin before incubation with M. catarrhalis
bacteria (10%) . The residual free amount of fibronectin that
bound to M. catarrhalis was determined by flow cytometry as
outlined above.

Binding of M. catarrhalis to immobilized fibronectin

Glass slides were coated with 30 nl aligquots of fibronectin
(1 mg/ml) and air dried at RT. After washing once with PBS,
the slides were incubated in Petri dishes with pre-chilled
pacteria at late exponential phase (optical density (OD) at
600 nm = 0.9). After 2 h at RT, glass slides were washed
once with PBS followed by Gram staining.

Protein labeling and radio immunocassay (RIA)

2
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Fibronectin was '?*Iodine labeled (Amersham, Bucking-
hamshire, England) to a high specific activity (0.05 mol
iodine per mol protein) with the Chloramine T method.[21] M.
catarrhalis strains BBH18 and RH4 together with their
corresponding mutants were grown overnight on solid medium
and were washed in PBS with 2 % bovine serum albumin (BSA).
Bacteria (10%) were incubated for 1 h at 37°C with 25T~
labeled fibronectin (1600 kcpm/sample) in PBS containing 2 %
BSA. After three washings with PBS 2 % BSA, '?°I-labeled
fibronectin bound to bacteria was measured in a gamma
counter (Wallac, Espoo, Finland).
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Microtiter plates (Nunc-Immunc Module; Roskilde,
Denmark) were coated with 40 nM of purified recombinant
UspA1®®7"® and UspA2%°**° proteins in 75 mM sodium carbonate,
PH 9.6 at 4 °C overnight. Plates were washed four times with
washing buffer (50 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, and 0.1 % Tween
20, pH 7.5) and blocked for 2 h at RT with washing buffer
containing 3 % fish gelatin. After four additional washings,
the wells were incubated for 1 h at RT with fibronectin (120
ng/ml) diluted in three-~fold step in 1.5 % fish gelatin (in
wash buffer). Thereafter, the plates were washed and
incubated with rabbit anti-human fibronectin pAb for 1 h.
After additional washings, HRP-conjugated anti-rabbit pAb
was added and incubated for 1 h at RT. Both the antihuman
fibronectin and HRP-conjugated anti-rabbit pAb were diluted
1:1,000 in washing buffer containing 1.5 % fish gelatin. The
wells were washed four times and the plates were developed
and measured at OD4so. ELISAs with truncated proteins
spanning UspAl1®°777% and UspA2%°-5%° were performed with fixed
doses of fibronectin at 80 pg/ml and 120 pg/ml,
respectively.

Cell line adherence inhibition assay

Chang conjunctival cells (ATCC CCL 20.2) were cultured
in RPMI 1640 medium (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
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Scotland) supplemented with 10 % fetal calf serum, 2 mM L-
glutamine, and 12 pg of gentamicin/ ml. On the day before
adherence inhibition experiments, cells were harvested,
washed twice in gentamicin-free RPMI 1640, and added to 96
well tissue culture plates (Nunc) at a final concentration
of 10% cells/ well in 200 1l of gentamicin-free culture
medium. Thereafter, cells were incubated overnight at 37 °C
in a humidified atmosphere of 5 % COzand 95 % air. On the
day of experiments, inhibition of M. catarrhalis adhesion
was carried out by pre-incubating increasing concentration
of recombinant UspAl/A2 truncated proteins containing the
fibronectin binding domains (UspAl??°7%%2 and Uspa2!®5-31%) or
rabbit anti-human fibronectin pab (diluted 1:50) for 1 h.
Nonfibronectin binding recombinant proteins (UspAl?337°80 and
UspA2®°1") were used as controls. Chang epithelial cells are
known to express ICAML.[18] Hence an anti-ICAM1 antibody was
used to differentiate if the inhibitory effect of the anti-
fibronectin antibody was secondary to steric hindrance.
Subsequently, M. catarrhalis RH4 (10%) in PBS-gelatin was
inoculated onto the confluent monolayers. In all
experiments, tissue culture plates were centrifuged at 3,000
Xx g for 5 min and incubated at 37 °C in 5 % CO;. After 30
min, infected monolayers were rinsed several times with PBS-
gelatin to remove non-adherent bacteria and were then
treated with trypsin-EDTA (0.05 % trypsin and 0.5 mM EDTA)
to release the Chang cells from the plastic support.
Thereafter, the resulting cell/ bacterium suspension was
seeded in dilution onto agar plates containing BHI and
incubated overnight at 37 °C in 5 & CO,.
Determination of fibronectin expression in Chang

conjunctival epithelial cells

Chang conjunctival epithelial cells were harvested by
scraping followed by re-suspension in PBS-gelatin. Cells (1
x 10° /ml) were labeled with rabbit anti-human fibronectin
pAb feollowed by washing and incubation with a FITC-

A
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conjugated anti-rabbit pAb. After three additional washes,
the cells were analyzed by flow cytometry as ocutlined above.
Interaction between M. catarrhalis and laminin

Bacterial strains and culture conditions

The clinical M. catarrhalis strains BBH18 and RH4 and
their corresponding mutants were previously described. [58]
Both strains have a relatively higher expression of UspAZ2
compared to UspAl.{58] The mutants expressed equal amount of

M. catarrhalis immunoglobulin D-binding protein (MID) when
compared to wild type strains. Bacteria were routinely
cultured in brain heart infusien (BHI) broth or on BHI agar
plates at 37 °C. The UspAl-deficient, UspAZ-deficient and
double mutants were cultured in BHI supplemented with
antibiotics as described. [58]

Recombinant protein construction and expression Recombinant
UspAl3® 77 and Uspa2®®®®®, which are devoid of their

hydrophobic C-termini, were manufactured. [58] In addition,
recombinant proteins corresponding to multiple regions
spanning UspAl®® 7% and UspA2®®** were used. (78]
Antibodies

Rabbit anti-UspAl/A2 and anti-MID polyclonal antibodies
(pAb) were used.([22, 58] Rabbit anti-laminin pAb was from
Sigma (St Louis, MO, USA). Swine horseradish peroxidase
(HRP) ~conjugated anti-rabbit pAb was from Dakopatts
(Glostrup, Denmark).
Binding of M. catarrhalis to immobilized laminin

Microtiter plates (Nunc-Immuno Module; Roskilde,
Denmark) were coated with Engelbreth-Holm-Swarm mouse
sarcoma laminin (Sigma, Saint Louis, USA) or bovine serum
albumin (BSA) (30 pg/ml) in Tris-HCL, pH 9.0 at 4°C
overnight. The plates were washed with phosphate buffered
saline and 0.05% Tween 20, pH 7.2 (PBS-Tween) and
subsequently blocked with 2 % BSA in PBS + 0.1 % Tween 20,
pH 7.2. M. catarrhalis RH4 and BBH18 (108f in 100 pl were
then added followed by incubation for 1 h. Unbound bacteria
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were removed by washing 3 times with PBS-Tween. Residual
bound bacteria were detected by means of an anti-MID pAb,
followed by detection with HRP-conjugated anti-rabbit pAb.
The plates were developed and measured at OD4s5p according to
a standard protoccol.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Microtiter plates (Nunc-Immuno Module} were coated with
40 nM of purified recombinant UspAl®®"7® and Uspa230®%
proteins in 75 mM sodium carbonate, pH 9.6 at 4°C. Plates
were washed four times with washing buffer (50 mM Tris-HCL,
0.15 M NaCl, and 0.1 % Tween 20, pH 7.5) and blocked at RT
with washing buffer containing 3 % fish gelatin. After
additioﬁal washings, the wells were incubated for 1 h at RT

with laminin at different dilutions as indicated in 1.5 %
fish gelatin (in wash buffer). Thereafter, the plates were
washed and incubated with rabbit anti-laminin pAb. After
additional washings, HRP-conjugated anti-rabbit pAb was
added and incubated at RT. Both the anti-laminin and HRP-
conjugated anti-rabbit pAb were diluted 1:1,000 in washing
buffer containing 1.5 % fish gelatin. The wells were washed
and the plates were developed and measured at ODssg. Uncoated
wells incubated with identical dilutions of laminin were
used as background controls. ELISAs with truncated proteins
spanning UspA1397770 angd Uspa2%93% yere performed with fixed
doses of laminin {20 ug/ml).

Interaction between M, catarrhalis and C3 and C3met

Bacterial strains and culture conditions

The clinical M. catarrhalis isolates and related subspecies
have recently been described in detail.([21, 53] Type strains
were from the Culture Collection, University of Gothenburg
(CCUG; Department of Clinical Bacteriology, Sahlgrenska
Hospital, Gothenburg, Sweden), or the American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, Va); Neisseria gonorrheae CCUG
15821, Streptococcus pyogenes CCUG 25570 and 25571,
Streptococcus agalactiae CCUG 4208, Streptococcus pneumoniae
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ATCC 48619, Legioconella pneumophila ATCC 33152, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Staphylococcﬁs aureus ATCC 28213, and
finally Staphylococcus aureus ATCC 25923. The remaining
strains in Table 2 were clinical isolates from Medical
Microbiclogy, Department of Laboratory Medicine, Malmd
University Hospital, Lund University, Sweden.
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Table 9. M. catarrhalis is a unique C3/ C3met binding
bacterium. Related moraxella subspecies and other common
human pathogens do not bind €3/ C3met (mfi < 2.0). After
incubation with EDTA-treated NHS or C3met, bacteria were
analysed by flow cytometry using a rabbit anti-C3d pAb and a
FITC-conjugated goat anti-rabbit pAb.

Species ‘ NHS-EDTA (mfi) C3met (mfi)
Moraxella catarrhalis RH4 8.7 22.1
M. osloensis < 2.0 < 2.0
M., bovis < 2.0 < 2.0
M. caniculli < 2.0 < 2.0
M. nonliguefacie < 2.0 < 2.0
N. pharyngis < 2.0 < 2.0
N. sicca < 2,0 < 2.0
N. flava < 2.0 < 2.0
N. subflava < 2.0 < 2.0
Oligella ureolytica (n=2) < 2.0 < 2.0
Haemophilus influenzae (n=7) < 2.0 < 2.0
Streptococcus pneumoniae (n=11) < 2.0 < 2.0
Legionella pneumophila (n=2) < 2.0 < 2.0
Pseudomonas aeruginosa (n=2) < 2.0 < 2.0
Listeria monocytogenes < 2.0 < 2.0
Yersinia entercolitica < 2.0 < 2.0
Staphylococcus aureus (n=3) < 2.0 < 2.0
Streptococcus pyogenes (n=2} < 2.0 < 2.0
Streptococcus agalactia < 2.0 < 2.0
Enterococcus faecalis < 2.0 < 2.0
Helicobacter pylori < 2.0 < 2.0
Escherichia coli (n=2) < 2.0 < 2.0
M. ovis < 2.0 < 2.0
M. caviae < 2.0 < 2.0
Neisseria gonorrheae < 2.0 < 2.0
N. meningtidis < 2.0 < 2.0
N. mucosa < 2.0 < 2.0

4B
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The different non-moraxella species were grown on
appropriate standard culture media. M. catarrhalis strains
were routinely cultured in brain heart infusion (BHI) liquid
broth or on BHI agar plates at 37°C. M. catarrhalis BBH18
and RH4 mutants were manufactured as previously des-
cribed. [22, 23, 58] The MID-deficient mutants were grown in
BHI containing 50 pg/ml kanamycin. The UspAl-deficient
mutants were cultured in BHI supplemented with 1.5 pg/ml
chloramphenicol (Sigma, St. Louis, MO), and UspA2-deficient
mutants were incubated with 7 ug/ml zeocin (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Both chloramphenicol and zeocin were used for
growth of the UspAl/ AZ double mutants.
Antibodies

Rabbits were immunized intramuscularly with 200 pg
recombinant full-length UspAl emulsified in complete Freunds
adjuvant (Difco, Becton Dickinson, Heldelberg, Germany), and
boosted on days 18 and 36 with the same dose of protein in
incomplete Freunds adjuvant.[22] Blood was drawn 3 weeks
later. To increase the specificity, the anti-UspAl antiserum
was affinity-purified with Sepharose-conjugated recombinant
Uspal®®-77% (58] The antiserum bound equally to UspAl and
UspA? and was thus designated anti-UspAl/ A2 pAb. The rabbit
anti-human C3d pAb and the FITC-conjugated swine anti-rabbit
pAhb were purchased from Dakecpatts (Glostrup, Denmark), and
the goat anti-human C3 were from Advanced Research
Technologles (San Diego, CA). The horseradish peroxidase
(HRP) ~conjugated donkey anti-goat pAb was ocbtained from
Serotec {(Oxford, UK).
Proteins and iodine labelling

The manufacture of recombinant UspAl3°77% and Uspaz?®33%,
which are deveid of their hydrophobic C-termini, has
recently been described.[23] The truncated UspAl and UspAZ

proteins were manufactured as described in detail by Tan et
al.[78] C3b was purchased from Advanced Research
Technologies. C3(H,0) was obtained by freezing and thawing
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of purified C3. The C3b-like molecule (C3met) was made by
incubation of purified C3 with 100 mM methylamine (pH 8.0)
for 2 h at 37°C, and subseguent dialysis against 100 mM
Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl. For binding studies, C3met
was labelled with 0.05 mol *2°I (Amersham, Buckinghamshire,
England) per mol protein, using the Chloramine T method. [25]
Flow cytometry analysis

Binding of C3 to M. catarrhalis and other species was

analyzed by flow cytometry. Bacteria were grown on sclid
medium overnight and washed twice in PBS containing 2 % BSA
(Sigma) (PBS-BSA)}. Thereafter, bacteria (10a colony forming
units; cfu) were incubated with C3met, C3b, C3(H0), or 10 %
NHS with or without 10 mM EDTA or 4 mM MgCl, and 10 mM EGTA
(Mg-EGTA) in PBS~BSA for 30 min at 37°C. After washings, the
bacteria were incubated with anti-human C3d pAb for 30 min
on ice, followed by washings and incubation for another 30
min on ice with FITC-conjugated goat anti-rabbit pab. After
three additional washes, bacteria were analyvzed by flow
cytometry (EPICS, ¥XL-MCL, Coulter, Hialeah, FL). All
incubations were Kkept in a final volume of 100 ul PBS-BSA
and the washings were done with the same buffer. The anti-
human C3d pAb and FITC-conjugated anti-rabbit pAb were added
separately as a negative control for each strain analyzed.
In the inhibition studies, serum was preincubated with 100
nM of the recombinant UspAlE’o”770 and UspA2%93%? proteins for
30 min at 37°C. To analyze the characteristics of the M.
catarrhalis and C3 interaction, increasing concentrations of
NaCl (0 - 1.0 M) was added to bacteria and C3met. To analyze
UspAl/ A2 expression, bacteria (10% cfu) were incubated with
the anti-UspAl/ A2 pAb and washed as described above. A
FITC-conjugated goat anti-rabbit pAb diluted according to
the manufacturers instructions was used for detection. To
assure that EDTA did not disrupt the outer membrane proteins
UspAl and UspAZ2, M. catarrhalis was incubated with or
without EDTA followed by detection of UspAl/ A2 expression.
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EDTA, at the concentrations used in the NHS-EDTA
experiments, did not change the density of UspAl/A2.
Serum and serum bactericidal assay
‘Normal human serum (NHS) was obtained from five healthy
volunteers. The blood was allowed to clot for 30 min at room
temperature and thereafter incubated on ice for 60 min.

After centrifugation, sera were pooled, aliquoted and stored
at -70°C. To inactivate both the classical and alternative
pathways, 10 mM EDTA was added. In contrast, Mg-EGTA was
included to inactivate the classical pathway. Human serum
deficient in the C4BP was prepared by passing fresh serum
through a HiTrap column (Amersham Biosciences) coupled with
mAb 104, a mouse mAb directed against CCPl of the a-chain
of C4BP.[41] The flow through was collected and the depleted
serum was stored in aliguots at -70°C. Serum depleted of Clg
was obtained via the first step of Clg purification [79]
using Biorex 70 ion exchange chromatography (Bio-Rad,
Hercules, CA). The resulting sera displayed normal
haemolytic activity. The factor D and properdin deficient
serum was kindly provided by Dr. Anders Sjéholm (Department
of Medical Microbiclogy, Lund University, Lund, Sweden).
M. catarrhalis strains were diluted in 2.5 mM Verocnal
buffer, pH 7.3 containing 0.1 % (wt/veol) gelatin, 1 mM
MgCl,, 0.15 mM CaCl,, and 2.5 % dextrose (DGVB++). Bacteria
(10% cfu) were incubated together with 10 % NHS and EDTA or
Mg-EGTA in a final volume of 100 pl. The bacteria/ NHS was
incubated at 37°C and at various time points, 10 pl aliquots
were removed and spread onto BHI agar plates. In inhibition
studies, 10 % serum was incubated with 100 nM of the
recombinant UspAl13%77° and UspA23°®3 proteins for 30 min at
37°C before bacteria were added.
Dot blot assays

Purified recombinant UspAl®°"7? and Uspa2?®?* diluted in
three-fold steps (1.9 - 150 nM) in 100 pl of 0.1 M Tris-HC1,
pH 9.0 were applied to nitrocellulose membranes (Schleicher
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& Schiill, Dassel, Germany) using a dot blot device. After
saturation, the membranes were incubated for 2 h with PRS-
Tween containing 5 % milk powder at room temperature and
washed four times with PBS-Tween. Thereafter, 5 kcpm [¥251] -
labelled C3met in PBS-Tween with 2 % milk powder was added
overnight at 4°C. The bound protein was visualized with a
Personal FX {Bio-Rad) using intensifying screens.
Surface plasmon resonance (Biacore)

The interaction between UspAl®®77? or Uspa2’°®?® and C3

was further analysed using surface plasmon resonance

(Biacore 2000; Biacore, Uppsala, Sweden) as recently
described for the UspAl/2-C4BP interaction. (58] The Kp (the
equilibrium dissociation constant) was calculated from a
binding curve showing response at equilibrium plotted
against the concentration using steady state affinity model
supplied by Biaevaluation software (Biacore).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Microtiter plates (Nunc-Immunc Module; Roskilde,
Denmark) were coated with triplets of purified recombinant
UspA1°77%, Uspa2’®33®, or the truncated UspAl and UspAZ
fragments (40 nM in 75 mM sodium carbonate, pH 9.6) at 4°C
overnight. Plates were washed four times with washing buffer
(PBS with 0.1 % Tween 20, pH 7.2) and blocked for 2 hrs at
room temperature with washing buffer supplied with 1.5 %
ovalbumin (blocking buffer). After washings, the wells were
incubated overnight at 4°C with 0.25 pg C3met in blocking
buffer. Thereafter, the plates were washed and incubated
with goat anti-human C3 in blocking buffer for 1 h at RT.
After additional washings, HRP-conjugated donkey anti-goat
pAbs was added for another 1 h at RT. The wells were washed

four times and the plates were developed and measured at

ODys0.
Haemolytic assay

Rabbit erythrocytes were washed three times with ice-
cold 2.5 mM Veronal buffer, pH 7.3 containing 0.1 % (wt/vol)

S
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gelatin, 7 mM MgCl,, 10 mM EGTA, and 2.5 % dextrose
(Mq”EGTA), and resuspended at a concentration of 0.5 x 10°
cells/ml. Erythrocytes were incubated with various
concentrations (0 to 4 %) of serum diluted in Mg**EGTA.
After 1 h at 37°C} erythrocytes were centrifuged and the
amount of lysed erythrocytes was determined by spectro-
photometric measurement of released hemoglobin at 405 nm.
For inhibition with UspAl and Usp&2, 10 % serum was
preincubated with 100 nM of recombinant UspAl1®°7""° and/ or
UspA23°'539 proteins for 30 min at 37°C, and thereafter added
to the erythrocytes at 0 te 4 %.
Isolation of polymorphonuclear leukocytes and phagocytosis

Human polymorphonuclear leukocytes (PMN) were isolated

from fresh blood of healthy volunteers using macrodex
(Pharmalink AR, Upplands Vasby, Sweden). The PMN were
centrifuged for 10 min at 300g, washed in PBS and
resuspended in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Paisley,
Scotland). The bacterial suspension (0.5 x 10%) was
opsonized with 3 % of either NHS or NHS-EDTA, or 20 pg of
purified C3met for 15 min at 37°Q. After washes, bacteria
were mixed with PMN (1 x 107 cells/ml) at a bacteria/PMN
ratio of 10:1 followed by incubation at 37°C with end-over-
end rotation. Surviving bacteria after 0, 30, 60, and 120
min of incubation was determined by viable counts. The
number of engulfed NHS-treated bacteria was compared with
bacteria phagocyteosed in the absence of NHS. §. aureus
opsonized with NHS was used as positive control.

Examples and results

Interaction between M. catarrhalis and fibronectin
M. catarrhalis devoid of UspAl and A2 does not bind soluble

‘or immobilized fibronectin.

We selected a random series of M. catarrhalis clinical
strains (n=13) (table 7) and tested them for fibreonectin
binding in relation to their UspAl/A2 expression by flow
cytometry analysis. High UspARl/A2 expression as determined
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by high mean fluorescence intensity (MFI) was correlated to
UspAl/A2 expression (Pearson correlation coefficient 0.77,
P<0.05) (figure 1A). However, to discriminate between UspaAl
and A2 expression was not possible with our anti-UspAl/AZ
pAb. Moreover, the presence of UspAZH protein contributing
to the binding was unlikely as the uspA2ZH gene was not found
in the strains used in this study (data not shown).

Two M. catarrhalis isolates (BBH18 and RH4) and their
specific mutants lacking UspAl, UspA2 or both proteins were
also analyzed by flow cytometry. M. catarrhalis BBH18
strongly bound fibronectin with a mean fluorescence
intensity (MFI) of 96.1 (figure 1F). In contrast,
BBH18AuspAl showed a decreased fibronectin binding with an
MFI of 68.6 (figure 1G). Fibronectin binding to BBH18AuspA2
and the double mutant BBH18AuspAl/AZ2 revealed an MFI of only
10.7 and 11.5, respectively (figure 1H, 1I). Similar results
were obtained with UspAl/A2 mutants of the clinical strain
M. catarrhalis RH4. Taken together, these results suggest
that UspAl and A2 bound fibronectin and that the ability of
the bacteria to bind fibronectin strongly depended on
UspAl/A2 expression.

To further analyze the interaction between fibronectin
and M. catarrhalis, **®I-labeled fibronectin was incubated
with two clinical M. catarrhalis isolates (BBH18 and RH4)
and their respective mutants. The wild type M. catarrhalis
RH4 strongly bound '#*I-fibronectin while the corresponding
AuspAl mutant showed 80 % binding of the wild type. In
contrast, the AuspAZ and double mutant bound 2357 -fibronectin
at 14 % and 12 %, respectively, which was just above the
background levels (5.0 to 10 %) (figure 2). Similar results
were obtained with M. catarrhalis BBH18 and the corres-
ponding UspAl/A2 mutants. Thus, our results suggest that
both UspAl and A2 are required for the maximal binding of
soluble fibronectin by M. catarrhalis.

Y
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To investigate the bacterial attachment to immobilized
fibronectin, M., catarrhalis RH4 and its corresponding
duspAl/AZ mutants were applied onto fibronectin coated glass
slides. After 2 h of incdbatidn, slides were washed, and
subsequently Gram stained. M. catarrhalis wild type and the
duspAl mutant were found to strongly adhere to the
fibronectin coated glass slides (figure 34 and 3B). In
contrast, M. catarrhalis AuspAd2 and duspadl/AZ double mutants
weakly adhered to the fibronectin coated glass slide with
only a few bacteria left after washing (figure 3C and 3D,
respectively). Experiments with another M. catarrhalis
clinical isolate (BBH18) and its derived mutants showed a
similar pattern indicating that UspA2 was of major
importance for M. catarrhalis binding to immobilized
fibronectin.
The fibronectin binding domains include amino acid residues
located between 299 and 452 of UspAl and between 165 and 318
of UspAZ2

To further analyze the interactions of UspAl and A2
with fibronectin, truncated UspAlszm and UspA23°”539 were
recombinantly produced in E. coli, coated on microtiter

plates and incubated with increasing concentrations of
fibronectin. Bound fibronectin was detected with an anti-
human fibronectin paAb followed by incubation with a
horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit pAb. Both
recombinant UspAlsmqm and UspA23°%*® pound soluble
fibronectin and the interactions were dose~dependent
(figure 4).

To define the fibronectin-binding domain of Uspal,
recombinant proteins spanning the entire molecule of Uspal®%-
""" were manufactured. Fibronectin was incubated with the
immobilized UspAl proteins fragments and the interactions
were quantified by ELISA. UspAl®°°™* pound fibronectin almost
as efficiently as UspAl®°® "7 suggesting that the binding
domain was within this part of the protein. Among the other
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truncated fragments, UspAl?*®"*3? efficiently bound
fibronectin (figure 5A). In parallel, the interactions
between fibronectin and several recombinant UspA2 fragments

2%975% yere analyzed. The two

including amino acids UspA
fragments UspA2!°*3!® and Uspa2'%73!® strongly bound
fibronectin (figure 5B). Our findings provide significant
evidence that the binding domains include residues found
within Uspal1?%%%%% and UspA2'®31% A gequence comparison
between these two binding fragments revealed that the 31
amino acid residues “DQKADIDNNINNIYELAQQQDQHSSDIKTLK” were
identical for UspAl and A2 (figure 6). Moreover, this
repeat sequence was also found»in the uspdl and AZ gene of
M. catarrhalis BBH18 and RH4 (data not shown).

UspAl50"491 and UspAl?®®7%5? fragments competitively inhibit M,

catarrhalis fibronectin binding

To further validate our findings on the UspAl/A2
fibronectin binding domains, recombinant truncated UspAl
proteins were tested for their capacity to block fibronectin
binding to M. catarrhalis. Fibronectin (2 pg) was pre-
incubated with 0.25 pmoles of recombinant UspAl fragments
and subsequently incubated with M. catarrhalis. Finally, M.

catarrhalis UspA-dependent fibronectin binding was measured
150-491

by flow cytometry. Pre-incubation with Uspa and
UspAl?®®*52 resulted in decreased fibronectin binding with a
95 % reduction for UspAl®**® and a 63 $ reduction for
UspAl?®®°%2 (figure 7). When fibronectin was pre-incubated
with the truncated UspA2'®3*® | an inhibition of 50% was
obtained.

Thus, the fibronectin binding domains of UspAl and A2
block the interactions between fibronectin and M.
catarrhalis.

UspAl2%°7%%2 and UspA2*®73!® inhibit M. catarrhalis adherence to

Chang epithelial cells
Epithelial cells are known to express fibronectin and

many bacteria attach to epithelial cells via cell-associated

YA



10

15

20

25

30

35

WO 2007/018463 PCT/SE2006/000931

51
fibronectin. [46, 54, 69, 77] Previous studies have shown
that M. catarrhalis adhere to epithelial cells.[43, 49] We
analyzed Chan conjunctival cells, which have frequently been
used in adhesion experiments with respiratory pathogens.
Chang cells strongly expressed fibronectin as revealed by
flow cytometry analysis (figure B8A).

To analyze whether the UspA-dependent fibronectin
binding was important for bacterial adhesion, Chang
epithelial cells were pre-incubated with anti-human
fibronectin pAb, or the recombinant proteins UspAl?997%5?
UsphA2'® 38 cThereafter, M. catarrhalis RH4 was added and

and

bacterial adhesion analyzed. The relative adherence
(measured by the number of colony forming units) after pre-
incubation with 0.4 umoles per 200 pl of UspA12997452
UspA2'%* 38 or an anti-human fibronectin pAb were 36 %, 35 %
and 32%, respectively. Higher concentrations of recombinant
peptides did not result in further inhibition. In contrast,
the non-fibronectin binding fragments UspAlf??-5%0
177 4id not inhibit the interactions between M. catarrhalis
and the Chang epithelial cells (figure 8B). Thus,
fibronectin on Chang epithelial cells may function as a
receptor for M. catarrkalis and the amino acid residues 299~
452 of UspAl and 165-318 of UspAZ contain the ligand

responsible for the interactions.

and Uspa23®”

Interaction between M. catarrhalis and laminin
M. catarrhalis binds laminin through UspAl and AZ

Two clinical M. catarrhalls isolates (BBH18 and RH4)
and their specific mutants lacking UspAl, UspA2 or both

proteins were analyzed by a whole-cell ELISA. M. catarrhalis

RH4 strongly bound to immobilized laminin. (figure 24}, In
contrast, M. catarrhalis RH4 uspAl mutant {RH4AuspAl) showed
a laminin binding of 89.9% of the wild type. M. catarrhalis
RH4 uspA2 mutant (RH4AuspAZ) and the double mutant
RH4AuspAl/AZ2 15.2% and 18.1% binding capacity of the wild
type, respectively. This was not significantly different
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from the residual adhesion to BSA coated plates. Similar
results were obtained with UspAl/AZ mutants originating from
the clinical strain M. catarrhalis BBH18. In these two
strains (BBH18 and RH4), UspA2 is the predominant protein
expressed as compared to UspAl, explaining the minimal
difference in binding between the wild type and RH44AuspAl.
Taken together, these results show that UspAl and A2 bound
laminin.

To further analyze the binding between UspAl/A2 and
laminin, truncated UspAl®®7"% and UspA2?®®®*® were produced in
E. coli. Recombinant proteins were coated on microtiter
plates and incubated with increasing concentrations of
laminin. Bound laminin was detected with a rabbit anti-
laminin pAb followed by incubation with an HRP-conjugated
anti-rabbit pAb. Both recombinant UspAl®®"""° and Uspa23?3*
strongly bound soluble laminin and the binding was dose-
dependent and saturable (figure 9B).

To define the laminin binding domains, recombinant
UspAl and A2 spanning the entire mclecules were
manufactured. Laminin was incubated with immobilized
truncated UspAl and A2 fragments and followed by
quantification by ELISA. UspAl®°'* pound to laminin almost
as efficiently as UspAl®®77° suggesting that the binding
domain was within this parﬁ of the protein. However, among
the other truncated fragments spanning this region, no other
fragment appeared to bind laminin. The N-terminal part,
UspA23°3%, was able to retain 44.7 % binding capacity as
compared to the full length protein. The shorter protein
UspA2w'U7 showed a 43.7 % binding capacity. (figure 10B).
These results show that the binding domains include residues

found within the N-terminals of both UspAl and UspA2.

Interaction between M. catarrhalis and C3 and C3met

M. catarrhalis cuter membrane proteins UspAl and UspdZ

inhibit both the classical and the alternative pathway of

the complement cascade
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UspA2 surface expression is crucial for M. catarrhalis
survival in nermal human serum (NHS) [1, 58], i.e.,
moraxella UspA? deficient mutants are rapidly killed when
exposed to NHS. We have recently shown that both UspAl and
A2 bind C4BP and thus might inhibit the classical pathway of
complement activation (58). To further shed light on M.
catarrhalis interactions with the complement system,
survival of UspAl/A2 double mutants was studied in serum
treated with either EGTA with addition of MgCl, (Mg-EGTA) or
EDTA. Mg~EGTA inhibits the classical and lectin pathways and
thus allows separate analyslis of the alternative pathway. In
contrast, EDTA inhibits all complement pathways by abscrbing
divalent cations {(Mg®' and Ca?'). The M. catarrhalis RH4 wild
type survived after 30 min of incubation, whereas
RH4AuspAl/A2 double mutant was killed by intact NHS after 10
min (Fig. 12). When the classical pathway was inhibited (NHS
+ Mg-EGTA), the RH4AuspAl/A2 mutant survived for a
significantly longer periocd of time as compared to NHS
without any chelators, but not as long as the wild type
bacterium. Furthermore, when both the classical and
alternative pathways were blocked with EDTA, M. catarrhalis
RH4AuspAl/A2 survived. A similar pattern was obtained with
the M. catarrhalis BBH18 isclate and the corresponding BBHI1S8
AuspAl/A2 mutants (not shown). In paréllel, experiments with
Clg and factor D/ properdin deficient sera demonstrated that
both the classical and the alternative pathways were
inhibited by M. catarrhalis {not shown). Thus, M.
catarrhalis, a pathogen that frequently colonizes the human
respiratory tract, does not only counteract the classical
pathway but also the alternative pathway of the complement
system by the outer membrane proteins UspAl and AZ.
M. catarrhalis absorbs C3 from EDTA-inactivated serum

C3b covalently binds to the surface of a microbe and
hence induces the alternative pathway (Fig. 11B). To analyze
whether M. catarrhalis can interact with C3, our RH4 wild
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type strain was incubated with NHS or NHS treated with EDTA.
Binding or deposition (via covalent link) of C3/ C3b at the
bacterial surface of M. catarrhalis RH4 was detected by flow
cytometry analysis with a polyclonal antibody (pAb) directed
against C3d recognizing both C3 and C3b. Incubation of

" bacteria with NHS containing intact complement led to

deposition of C3 (Fig. 13). Interestingly, when the
complement cascade was inactivated in the presence of EDTA,
the M. catarrhalis RH4 still bound C3 (Fig. 134).
Streptococcus pneumoniae that was included for comparison
did not absorb C3 from the EDTA-treated serum (Fig. 13B). In
contrast to pneumococci, M. catarrhalis thus bound C3
irrespectively of complement activation. The internal
thioester of C3 is spontaneocusly hydrolysed in fluid phase
to C3(Hz0). Thus, intact C3 or C3(H;0} was the most likely
forms of C3 interacting with M. catarrhalis. Since M.
catarrhalis also binds C4BP [58], we wanted to exclude that
C4BP was inveolved in the €3 binding and for that purpose we
used C4BP depleted serum. M. catarrhalis absorbed C3 from
the C4BP depleted serum to the same extent as to NHS (not
shown) .

Binding of C3met to M. catarrhalis is dose-dependent and

non—-covalent

Our experiments implied that €3 bound toc the surface of
M. catarrhalis irrespectively of complement activation.
Therefore, we analyzed whether converted C3, which is non-
functional, could bind to the bacteria. Native C3 was
purified from human serum and treated with methylamine,
which converts C3 to a C3met molecule equivalent to C3b
without the capacity to covalently bind to microbes (Fig.
11C). Flow cytometry analysis revealed that the M.
catarrhalis RH4 wild type strain efficiently bound C3met in
a dose-dependent and saturable manner (Fig. 14A and B). This
interaction was not mediated by the C3a part of the C3
molecule since C3b and C3(H;0) also bound M. catarrhalis
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(not shown). The binding between M. catarrhalis RH4 and
C3met was based to a large extent on ionic interactions as
increasing concentrations of NaCl inhibited the interaction
(Fig. 14C). Similar results were obtained with the M.
catarrhalis BBH18 wild type strain (not shown).

To determine whether the binding of €3 is a general
feature of all M. catarrhalis strains, we selected a random
series of clinical isolates (n=13) and analyzed their
capacity to bind C3met. All M. catarrhalis strains bound
C3met as revealed by a flow cytometry analysis with an anti-
C3d pAb. The mfi values varied from 4 to 39. However, S.
pneumoniae and E. coli that were included for comparison did
not bind C3met.

M. catarrhalis is a unigue C3 and C3met binding bacterium

To extend our analysis of bacterial C3 absorption from
NHS, related moraxella subspecies (n=13) as well as common
human pathogens {n=13) were incubated in the presence of
NHS-EDTA. Interestingly,'among all the bacterial species
tested, M. catarrhalis was the only bacterium binding C3 in
complement-inactivated serum (Table 8). All related
moraxella strains as well as the other human pathogens were
also analyzed for binding of C3met. In parallel_with the C3
binding, M. catarrhalis was the only species that bound
C3met. Taken together, M. catarrhalis has a unique feature
to strongly bind C3 and C3met in a non-covalent manner.
M. catarrhalis binds C3met via the outer membrane proteins
UspAl and UspAZ2

To determine the M. catarrhalis protein responsible for
the C3 binding, we tested a series of bacterial mutants

devoid of the outer membrane proteins MID, UspAl and/ or
UspA2 [22, 58]. Interestingly, the binding of C3met was
significantly correlated with Usp expression (Fig. 15). M.
catarrhalis RH4Amid bound C3met to the same degree as the-
wild type counterpart (Fig. 15A-B). The RH4AuspAl mutant
showed only a slightly decreased binding, whereas the
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RH4AuspA2 was a weaker binder as compared to the wild type
counterpart (Fig. 15C-D). In parallel, C3met binding to the
double RH4AuspAl/AZ mutant was completely abolished (Fig.
15E). Furthermore, when the same experiments were performed
using NHS-EDTA, the same pattern was seen (Fig. 15F-J). When
normal human serum was used, all mutants showed similar
amount of C3 on their surface since it was a mixture of
covalent deposition and binding of C3 (Fig. 15K-0). Similar
results were obtained with the M. catarrhalis BBH1B isolate
and the corresponding BBH18 mutants.

To further analyze the interaction between C3 and
UspAl/A2, UspAl®® """ and Uspa2’®%* were produced in E. coli
and purified. The recombinant proteins were dot blotted cnto
a nitrocellulose membrane followed by incubation with
iodine-labelled C3met. Recombinant MID?%27120%  yhich is
derived from the M, catarrhalis couter membrane protein MID
{59}, was included as a negative control. A weak binding to
UspAlE’O"770 was detected, whereas {HSI]—C3met strongly bound
to UspA23®3* (Fig. 16A4). These findings were further
strengthened using surface plasmon resonance {i.e.,
Biacore). UspAl®® " and Uspa23® ™ were immobilized on the
surface of a CM5 chip using amino coupling and C3met was
injected until saturation was reached. The Kp for the
interaction between C3met and UsphA23°3% or Uspal3® " was 3
and 14 pM, respectively. In conclusion, we found that UspA2
was the major C3met-binding protein of M. catarrhalis,
whereas UspAl contributed to the binding to a lower degree.
A C3 binding domain is located between amino acid residues
200 and 458 of UspA2.

To define the C3 binding dcomain of UspA2, recombinant
proteins spanning the entire UspA230-53 polecule were
manufactured. C3met was incubated with the immobilized full
length UspA1%®77%, Uspa2®®°% and a series of truncated UspA2
proteins. Thereafter, the interactions were guantified by
ELISA. In agreement with the dot blot experiments (Fig.

L2
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164), UspaAl®® 77 pound C3met to a much lower extent compared
to UspA23°5% in the ELISA (Fig. 16B). BAmong the truncated
protein fragments, UspA2l7328, Uspn229033% zng yspan3oe-tse
efficiently bound C3met, suggesting that a binding domain
was within the amino acid residues 200 and 458.
Recombinant UspAl/ A2 neutralizes C3 activity

" In order to in detail examine the role of UspAl/A2-
dependent inhibition of the alternative pathway, a series of

flow cytemetry experiments was performed with bacteria
incubated with 10 % NHS or serum that had been preincubated
with 100 nM recombinant UspA13%77% and Uspa23?33?,
Interestingly, a significantly decreased C3 deposition/
binding at the surface of M. catarrhalis RHAAuspAl/A2 was
observed when NHS was pretreated with UspAl1®°°77% and Uspa2®®”
532 (Fig. 17A). When the classical pathway was shut down with
Mg-EGTA, similar results were obtained (Fig. 17B). Thus, the
recombinant proteins UspAl®®7"7? and Uspa2’®>* absorbed €3
from NHS and inhibited deposition/ binding of C3.

To determine whether absorption of C3 by recombinant
Uspal®®77% and UspA2°°°*® increased bacterial survival, the
deuble mutant M. catarrhalis RH4AuspAl/A2 was incubated with
serum supplemented with Uspal®®77% and Uspa2’®>* followed by
determination of the number of surviving bacteria. Mg-EGTA
was included in the reactions in order to inhibit the
classical pathway. Interestingly, addition of recombinant
UspA15m7w and UspAZ:m'539 to NHS prevented killing of the
UspAl /A2 deficient M. catarrhalis (Fig. 17C). UspAZm'“g was
most efficient in inhibiting bacterial killing as compared
to UspaAl1®®7"°, When both recombinant proteins were
supplemented together, no additional inhibition of the
alternative pathway was detected., Ten % NHS correspond to
approximately 600 nM C3. To investigate whether more UspAl
molecules could neutralize the C3 activity, UspAl®®77% and/

or UspA2®°™* yp to 600 nM was added. However, higher

65
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concentrations of the recombinant proteins did not further
increase the inhibition (not shown).

We also included an alternative pathway haemolytic
assay consisting of rabbit erythrocytes and NHS in order to
establish the role of UspAl and A2 as inhibitors of the
alternative pathway. NHS was preincubated with recombinant
UspAl1°%77%, uspa23®%3®, or both proteins together followed by
addition to the erythrocytes. After 1 h incubation, the
amount of erythrocyte lysis was determined. Interestingly, a
significantly decreased haemolysis was observed when NHS was
preincubated with UspAl®*®"70 or Uspaz2’®®??
untreated NHS (Fig. 18). In parallel with the increased

as compared to

survival of bacteria in the presence of UspAZaO'539 or UspAl®®”

230-33% 5ione resulted

7% (Fig. 17C), preincubation with UspA
in a more efficient inhibition of the alternative pathway as
compared to when NHS was preincubated with UspAl1®®7"%, In

239539 jpterfered

conclusion, recombinant UspAlso"770 or UsphA
with the activity of the alternative pathway due to their
ability to capture C3.

In addition of being a key molecule in the complement
cascade, deposited C3b and iC3b (inactivated C3b) target
microbes for removal in the process of opsonophagocytosis.
To investigate whether C3 or C3met that was non-covalently
pound at the surface of M. catarrhalis could still function
as an opsonin, a series of phagocytosis exﬁeriments was
performed. M, catarrhalis was preincubated with C3met, NHS
or NHS treated with EDTA followed by addition of
polymorphonuclear leukocytes. Interestingly, M. catarrhalis
was not engulfed in the presence of C3met, whereas NHS
strongly promoted phagocytosis (data not shown). However,
when NHS was pretreated with EDTA, M. catarrhalis was not
phagocytosed by polymorphonuclear leukocytes. Thus, C3/C3met
was inactive at the M. catarrhalis cell surface and did not
function as an opsonin.

Discussion
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Interaction between M. catarrhalis and fibronectin

UspAl??97*52 and UspA2'®7'® from the clinical M.
catarrhalis strain Bc5 were the shortest fragments that
still bound fibronectin. Interestingly, longer fragments

encompassing the amino acid sequence found within Usph1299-%%2

- and UspA2w5418displayed a more efficient binding to

fibronectin (figure 5A and B). This may mean that these two
regions represent partial binding domains orx that the
binding site is highly dependent on a specific molecular
structure. UspAl?®® %2 and UspA2'®7?® share a sequence of 31
identical amino acid residues including the 23 residues
“NNINNIYELAQQQDQHSSDIKTL” (NNINNIY sequence). This sequence
contains the epitope for the protective monoclonal antibody
(mAb) 17C7 for which there is universal reactivity.([2, 50,
30] In a mouse model, passive immunization with mAb 17C7
provided protection and improved pulmonary clearance of M.
catarrhalis.[30] It is hence most interesting that UspAl/A2
fibronectin binding domains contain these residues and
argues for the importance of this region in the pathogenesis
of M. catarrhalis respiratory tract infection.

The fibronectin binding M. catarrhalis BBH18 and RH4
used in our experiments also carry the 31 amino acid
residues in their UspAl/A2 protein. Most M. catarrhalis have
a part of this sequence (i.e., the NNINNIY sequence).
However, strains like the O35E which has the NNINNIY
sequence in their UspAZ gene do not express a fibronectin
binding UspA2 protein.[49] A likely explanation would be
that the variations in the flanking regions might affect the
interaction with fibronectin. Alsc, the conserved NNINNIY
sequence itself can have minor single amino acid base
changes.[28] It is thus likely that fibronectin binding
would depend not just on UspAl/A2 expression, but also on
the individual makeup of each UspA protein. Interestingly,
an almost identical amino acid sequence can be found in the
hybrid UspA2H protein with adhesive properties (M.

45
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catarrhalis TTA37 and Q46E).[43] This give support to our
findings that the 31 amino acid sequence is important in
adhesion.

In our last set of experiments, we tested whether the
adherence of M. catarrhalis to Chang conjunctival cells
could be inhibited by the fibronectin binding fragments
(UspA1?9%7%992 ang UspA2!®38) (figure 8B). Preincubation with
UspA1?®92 yuspa2*®-3'® or an anti-fibronectin pAb resulted in
decreased binding to Chang epithelial cells. These results
confirm the importance of these binding domains in the
interactions of UspAl/A2 with Chang epithelial cells and
further suggest that fibronectin is an important receptor
for UspA. In addition, it is known that FnBP facilitate the
adherence of bacteria to undifferentiated and injured
airways.[54, 69] Fibronectin expression by lung fibroblasts
is also increased by cilgarette smoke extract.[87] The role
of M. catarrhalis UspAl/A2 binding to ECM fibronectin or
eplthelial cell-asscociated fibronectin is thus of great
importance in patients with COPD and may explain the common
occurrence of M. catarrhalis infection in this group of
patients. [40]

In conclusion, we have shown that'UspAl/AZ of M.
catarrhalis BBH18, RH4 and Bc5 are crucial FnBP. Both
recombinant UspAl and A2 derived from Bcb bind fibronectin
with a binding domain sharing identical amino acid residues
including the conserved NNINNIY sequence. Furthermore, an
interaction of M. catarrhalis UspAl/A2 with epithelial cells
is via cell-associated fibronectin. The definition of these
fibronectin binding domains is therefore an important step
forward in the development of a vaccine against M.
catarrhalis.

Interaction between M. catarrhalis and laminin
M. catarrhalis is a common cause of infectious

.exacerbations in patients with COPD. The success of this

species in patients with COPD is probably related in part to

(ydo
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its large repertoire of adhesins. In additicn, there are
pathological changes such as loss of epithelial integrity
with exposure of basement membrane where the laminin layer
itself is thickened in smokers.[4] Some pathogens have been
shown to be able to bind to laminin and thus may contribute
to their ability to adhere to such damaged and denuded
mucosal surfaces. These include pathogens known to cause
significant disease in the airways such as S§. aureus and P.
aeruginosa amongst others.[7, 63]

We recently showed that both UspAl and A2 bind
fibronectin. [78] The fibronectin binding domains were

12997452 3ng UspA2'®7%. In this study, the
230—351

located within UspA

150-491 (containing the

N-terminal halves UspA and UspA
fibronectin domains) also bound laminin. However, the
smallest fragments that bound fibronectin, UspAl12%974%2 ang
Usph22®573% did not bind laminin to any appreciable extent.
In fact, fragments smaller than the N-terminal half of UspAl
(UspAl13°7**1) losses all its laminin binding ability whereas
with UsphA2, only UspA2®®*!"% pbound laminin albeit at a lower
level then the whole recombinant protein (Uspa230-%3%) | These
findings suggest that perhaps different parts of the
molecules might have different functional roles.

Comparing the smallest laminin binding regiocns of Uspal
and A2, we find that there is, however, little similarity by
way of amino acid homology between UspA23°7Y7° and Uspa1®%'%
(data not shown). This is not surprising as it is a known
fact that both proteins have a 'lollipop'-shaped globular
head structure despite having only 22% identity in both N-
terminal halves.[2, 32] We postulate that a tertiary
structure is likely responsible for the interactions with
laminin in the head region in vivo. The localization of the
binding domains at the N-terminal end would be logical as
this would be most exposed and in contact with the human

basement membrane in wvivo.
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Bacterial factors mediating adherence to tissue and
extracellular matrix (ECM) components are grouped together
in a single family named “microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules” (MSCRAMMS). Since
UspAl/A2 bind both fibronectin and laminin, these proteins
can be designated MSCRAMMS., Our results suggest that UspAl
and A2 are multifunctional adhesins with different domains
interacting with different ligands in the respiratory tract.
Similar broad-spectrum binding profiles have been reported
for other bacterial proteins such as YadA of Yersinia
enterocolitica for which UspAl and A2 bear a structural
relationship. [45, 70] YadaA too binds both fibronectin and
laminin. [32]

In summary we have shown that UspAl/A2 are crucial to
M. catarrhalis interaction with the basement membrane
glycoprotein laminin and this will play an important role in
the pathogenesis of infections in patients with COPD. [74]
Interaction between M. catarrhalis and C3 and C3met

Complement resistance is one of the most important
bacterial virulence factors.[66] The majority (89 %) of M.
catarrhalis isolates from patients with lower respiratory
tract infections are resistant to complement-mediated
killing.{34] M. catarrhalis UspAl and A2 are crucial for

bacterial survival in human serum in vivo [1, 15], and we
have shown that these two outer membrane proteins bind to
the complement fluid phase regulator of the classical
pathway, C4BP.[58] In the present study, we demonstrate that
M. catarrhalis can inhibit the alternative pathway by non-
covalently binding of C3 (Figs. 17 and 18). The binding of
C3 most likely also inhibits the classical pathway. This
could, however, not be analysed in detall since M,
catarrhalis also binds C4BP. Interestingly, the M.
catarrhalis-dependent C3-binding is unique as several
related moraxella subspecies as well as common human
pathogenic bacteria do not bind C3 (Table 9). The

C2
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interactions with C3 and methylamine-treated C3 are mediated
mainly by UspA2, whereas UspAl has a minor role (Figs. 15
and 16). The C3-binding region of UspAZ was localized
between the amino acid residues 200 to 458, This region
contains a stretch of 140 amino acid residues that is 93 &
identical to a region in UspAl.{2] However, despite this
sequence similarity, UspAl binds C3 to a much lower extent.
This might be due to a specific difference in conformation
between the proteins. The discrepancy in the C3 binding of
UspAl and UspA2 stands in contrast to the UspAl/A2
interaction with C4BP. [58]

M. catarrhalis is equally resistant to both the
classical and alternative pathways (Fig. 12B). The bacterium
binds C4BP that inhibits the classical pathway (58] and in
this paper we demonstrate an interaction with the
alternative pathway through binding of C3. To determine
which of these mechanisms that is of most importance for the
M. catarrhalis serum resistance in various in vivo
situations is difficult. For example, the importance of the
classical pathway will strongly depend on history of
infections with M. catarrhalis and ability to generate
complement-activating antibodies. However, every mechanism
providing protection from the complement is certainly
beneficial for a pathogen. Since C3 is a key molecule in the
complement system, the binding of C3 most likely results in
regulation of all three activation pathways and may
contribute the most to serum resistance. |

The importance of the complement system as a primary
defence mechanism is mirrored by the fact that microbes have
developed various strategies to interfere with and/ or
neutralize components of the complement system.[42, 35, B8]
In addition to M. catarrhalis, S. pyogenes, Bordetella
pertussis, E. coli K1, Candida albicans, and N. gonorrhoeae
express specific surface molecules that bind C4BP and as a
consequence protect the bacteria against the classical
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complement pathway.(8, 9, 52, 58, 64, 65, 80] In addition to
inhibition of the classical pathway, several bacteria (e.g.,
C. albicans, N, meningitides, S. pycgenes, and S.
pneumoniae; for reviews see [68, 89] bind factor H and
factor H-like molecule and hence are partially protected
against the alternative complement pathway.

UspAl and A2 absorb €3 from serum and hereby most
likely inhibit the complement activation. Similarly, the
Pneumococcal Surface Protein A (PspA) appears to inhibit the
alternative pathway both in vitro and in vivo. PspA 1s an ‘
important virulence factor for S. pneumoniae. PspA-deficient
prneumococcal strains are readily cleared from the blood,
whereas the PsphA-expressing strains survive.[82]
Furthermore, in a murine model of bacteremia, PspA-deficient
pneumococci have a significantly reduced virulence compared
with pneumocccci that express PspA.[11] It has been
demonstrated that more C3b is deposited on PspA-negative
pneumococci than on PspA-positive.([67, 82] Thus, expression
of PspA reduces the complement-mediated c¢learance and
phagocytosis of S. pneumoniae by limiting opsonization by
C3b.[12, 67] PspA-deficient pneumococci that are not
virulent in normal mice become virulent in C3-deficient and
factor B-deficient mice.[82]

To our knowledge, there are only two examples of
bacterial proteins that non-covalently bind C3 and thereby
interfere with complement function. The first one is the
extracellular fibrinogen-binding protein (Efb) of
Staphylococcus aureus, which was found to bind C3b.[44] Efb
inhibits both the classical and alternative pathways
independently of the thioester conformation, i.e., the
binding to C3b is non-covalent. The second example is the
pneumococcal choline-binding protein (Cbpa), which has been
shown to bind methylamine-treated C3, suggesting a non-
covalent interaction that ié/not dependent on complement
activation. [16] CbpA is a component of the pneumccoccal cell
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wall, but may only bind C3 when the CbpaA is secreted. In

. order to test this hypothesis, which is not firmly

established in the literature, we analyzed eleven different
pneumococcal isolates for C3 binding (methylamine-treated C3
or NHS-EDTAZ) by flow cytometry (Fig. 12B and Table 9). No
bound C3 could be detected on the surface of §. pneumoniae.
When lysates of S. pneumoniae and culture supernatants were
analyzed on Western blots using methylamine-treated C3
followed by an anti-human C3 pab, we confirmed the results
by Cheng and collaborators [16] (not shown). In the light of
Efb and CbpA, which both are C3-binding proteins secreted by
two Gram-positive bacteria, the Gram-negative M. catarrhalis
is a unique species with membrane anchored proteins that
kbind C3 and inhibit the alternative pathway at the surface
of the bacterium.

The yeast Candida albicans has been shown to bind C3b,
iC3b and C3d. However, C3b is bound at a considerably lower
affinity than iC3b and C3d. [29] We found a large difference
between C3 binding to M. catarrhalis and C. albicans (not
shown) ; despite that candida bound C3met (56 % positive
cells), the mean fluorescence intensity (mfi} was only < 2.0
as compared to mfi 36.9 for M. catarrhalis. Furthermore, no
cdetectable binding was seen when C. albicans was incubated
with EDTA-treated serum. Two C3d-binding proteins have been
isclated from C. albicans and the most characterized protein
is a 60 kDa mannoprectein that initially was recognized by an
antibody directed against human complement receptor 2
(CD21).{13] However, M., catarrhalis UspAl and A2 were not
recognized by a polyclonal antibody directed against CD21
{(not shown). In parallel with staphylococci and pneumococci
[52, 64], a secreted C3d-binding protein from C. albicans
also exists.[72] Finally, a C. albicans iC3b receptor has
been isolated and is structurally similar to human CR3
(CD11b) . [3] The mechanisms by which these receptors may
participate in pathogenesis are not fully known.
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The above examples of C3 binding pathogens are notably
different from M. catarrhalis in that these species often
are blood stream isolates. M. catarrhalis is mucosal
pathogen with rare instances of bacteremic infections.
Rence, the binding and inactivating C3 most likely occur at
the mucosal surface. This is supported by the fact that
there is strong ongoing complement activation and consequent
inflammation in disease state such as acute otitis
media.[57] The complement proteins are believed to be
transported to the mucosal surface due to exudation of
plasma. [26, 62] In middle-ear effusions (MEEs) from children
for example, strongly elevated concentrations of C3 products
can also be found.[51] In addition, complement factors in
MEES fluid have been shown to be important in the
bactericidal activity against other mucosal agents such as
non-typable H. influenzae.([75] M. catarrhalis is a strict
human pathogen. It does not cause diseases such as otitis
media or pneumonia in animals. A mouse pulmonary clearance
model and an otitis media model with chinchilla has been
used at several occasions. However, neither otitis media nor
pneumonia develops and bacteria are rapidly cleared .[19,
83] It is thus difficult to test the biological significance
of bacterial C3 binding in vivo. Since UspAl and A2 are
multifunctional proteins [1, 153, 31, 43, 58, 781, it would
be impossible to relate any differences in the clearance of
M. catarrhalis to C3 binding. In particular the fact that
UspAl is an important adhesin of M. catarrhalis and binds
both CEACAM1 and fibronectin [31, 78] would most likely
affect the clearance. Nevertheless, due to the strong
complement activation in disease states such as otitis
media, moraxella-dependent binding of C3 may represent an
important way of combating the mucosal defense.

The fact that M, catarrhalis hampers the human immune
system in several ways might explain why M. catarrhalis is
such a common inhabitant of the respiratory tract [73]. In
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conclusion, M. catarrhalis has developed sophisticated ways
of combating both the humoral and innate immune systems. The
present data show that M. catarrhalis has a unique C3-
binding capacity at the bacterial cell surface that cannot

be found in other bacterial species.
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CLAIMS

1. Peptide consisting of Sequence ID No. 1, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation cor glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

2. Peptide consisting of Sequence ID No. 2, or a
fragment, homologue, functional egquivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or cther secondary processing product thereof.

3. Peptide consisting of Sequence ID No. 3, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

4. Peptide consisting of Sequence ID No. 4, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphenation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

5. Peptide consisting of Sequence ID No. 5, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydreoxylation, sulphonation or giycosylation
product or other secondary processing product thereof.

6. Peptide consisting of Sequence ID No. 6, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

7. Peptide consisting of Segquence ID No. 7, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

8. Peptide consisting of Sequence ID No. 8, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylaticn, sulphonation or glycosylation
product or other secondary preocessing product thereof.
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9. Peptide consisting of Sequence ID No. 2, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

10. Peptide consisting of Sequence ID No. 10, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

11. Use of at least one peptide according to any one of
claims 1 to 10 for the production of a medicament for the
treatment or prophylaxis of an infection.

12. Use according tec claim 11, wherein the infection is
caused by Moraxella catarrhalis.

13. Use according to claim 11 or 12, for the
prophylaxis or treatment of otitis media, sinusitis or lower
respiratory tract infections.

14, A ligand comprising a fibronectin binding domain,
said ligand consisting of an amino acid sequence selected
from the group consisting of Sequence ID No. 1 to Sequence
ID No. 3, or a fragment, homologue, functional equivalent,
derivative, degenerate or hydroxylation, sulphonation or
glycosylation product or other secondary processing product
thereof.

15. A ligand comprising a laminin binding domain, said
ligand consisting of an amino acid sequence selected from
the group consisting of Sequence ID No. 4 to Sequence ID No.
8, or a fragment, homolcgue, functional egquivalent,
derivative, degenerate or hydroxylation, sulphonation or
glycosylation product or other secondary processing product
thereof.

16. A ligand comprising a C3 or C3met binding domain,
sald ligand consisting of an amino acid sequence selected
from the group consisting of Sequence ID No. 4, Sequence ID
No. 6, Sequence ID No. 9 and Sequence ID No. 10, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
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degenerate or hydroxylation, sulphonation or glycosylation
product or other secondary processing product thereof.

17. A medicament comprising one or more ligands
according to any one of claims 14 to 16 and one or more
pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients;
binders, carriers, or preservatives.

18. A vaccine comprising one or more ligands according
to any one of claims 14 to 16 and one Or more
pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients,
binders, carriers, or preservatives.

19. A method of treating or preventing an infection in
an individual comprising administering a pharmaceutically
effective amount of a medicament or a vaccine accerding to
claim 17 or 18,

20. A method according to claim 19, wherein the
infection is caused by Moraxella catarrhalis.

21. A nucleic acid sequence encoding a ligand, protein
or peptide of the present invention, as well as homologues,
polymorphisms, degenerates and splice variants thereof.

22. A polypeptide or a polypeptide truncate comprising
at least one of the conserved sequences of Sequence ID No 1
to Sequence ID No 3 with the ability of binding fibronectin.

23. A polypeptide or a polypeptide truncate comprising
at least one of the conserved sequences of Sequence ID No 4
to Sequence ID No 8 with the ability of binding laminin.

24, A polypeptide or a polypeptide truncate comprising
at least one of the conserved sequences of Sequence 1D No 4,
6, 9, and 10, with the ability of binding C3 and/or C3met.

25. A vaccine composition comprising an effective
amount of UspAl and/or UspA2 in combination with an
affective amount of protein MID and one Qr more
pharmaceutically acceptable adjuvants, vehicles, excipients,
binders, carriers, or preservatives.

26. Use of an effective amount of UspAl and/or UspAZ in
combination with an effective amount of protein MID for the
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Fig. 20
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054407 _morca 10 17 53
q9xd51_morca 10 19 66
q58xpd_moarca 10 16 75
q8gh86_morca 18 43 69
q91962_rorca 9 36 64
9xd55_morca 99 98 96
q848s2_maorca 35 54 74
q9xd53 morca 29 52 64
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SEQUENCE LISTING

<110> Arne Forsgren AB

<120> INTERACTION OF MORAXELLA CATARRHALIS TO EPITHELTIAL CELLS...
<130> 21027432

<160> 10

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 31

<212> PRT

<213> rotein fragment from Moraxella catarrhalis (UspAl 405-435 or UspaZ
244—274? or synthetic petide

<400> 1
ésp GIn Lys Ala ésp ITe Asp Asn Asn Ige Asn Asn Ile Tyr Egu Leu
1

Ala GIn GIn GIn Asp Gln His Ser ser Asp Ile Lys Thr Leu Lys
20 25 30

<210> 2

<211> 154

<212> PRT

<213?d protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspAl 299-452) or synthetic
peptide

<400> 2
Thr Gly Asn Gly Thr val ser val Gly Lys Lys Gly Lys Glu Arg GlIn
1 5 10 15

ITe val His val Gly ala Gly Glu Tle Ser Asp Thr Asp Ala val Asn
20 25 30

Sida 1
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Gly Ser

Ile

AsSp
50

Asn
65

ser

Ash GTn

Leu Asp

ASp Asn

His Ser

130

Leu

Asp
145

<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

<400>
Lys Asp
1

Phe Gly
Glu Ala

Thr
50

Asn

Asn
65

AsSn

Gln Lys

Gin Leu His val

35

Lys Asp Leu Asp

Glu
70

Leu Glu Gly

Ile
85

Ala Asp Lys

Ser
100

Leu Gly Arg

Asn Ile Asn

115

Asn

Ser Asp Ile Lys

Leu Ser Gly

150
3
154
PRT

protein framgent

3

Ala ITe Ala Lys

Glu val Ala

20

His

Gln Glu Thr

35

Asn

Asn Asn Ile Thr

val Glu Glu

70

val

Ile
85

Ala Asp Asp

21027432(21020135) .ST25
Ala Thr val val Ala

Leu
40

Asp Glu val Gly

55

Ile Phe Asn Asn

Glu ser

90

Thr Leu

Ser Thr

105

Leu Leu

Ite Tyr Glu Leu

120

Leu Lys Ash

Ile Asp GlIn

Leu

GIn

75

Asn

Asp

Ala

Asn

Leu

60

Asp

val

Gln

Gln

val
140

GIn
45

Gly
Ala
Glu
Lys
Glin
125

Glu

Asn

Glu

Ile

Glu

Ala

110

Gln

Glu

Lys

Glu

Ala

95

Asp

Asp

Gly

PCT/SE2006/000931 >ry3

Ala

Lys

Leu

Leu

from Moraxella catarrhalis (UspA2 165-318) or synthetic

Ser
10

Ash Asn Glu
Glu ser Ile Gly
25
Leu Lys Gly Leu
40

Lys Asn Lys Ala
55

Leu

Leu Phe Asn

Asn
90

Asn Asn Ile

Ile

Glu

Ile

Asp

Ser

75

AsSn

Sida 2

Glu

Ile

Thr

Ile

60

Gly

Ile

Asp

His

Asn

45

Gln

Arg

Tyr

Leu

Ala

30

Ser

Ala

leu

Ghu

TYyP
15

His
Ile
Leu
Ile

Leu
95

Asp

JASN

Glu

Glu

ASp

80

Ala
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Gln GIn GIn Asp Gin His
100

val Glu Glu Gly Leu Leu
115

Thr Asp Ile Ala Gln Asn
130

Asn Glu Leu GlIn Asp Gln
145 150

<210> 4
<211> 721

<212> PRT

<213>

> protein fragment
peptide

<400> 4

Lys val Gly Lys Ala Thr
1

Ala Asn Gly Thr Leu

20

TYr

Gly Arg Ser Thr

35

Lys Tyr

Glu Ile

50

Asn Tyr Ser Thr

Arg Tyr Ser Thr Ile Gly
65 70

Thr Ile Gly

85

Tyr ser Gly

Ser Thr le Gly 6Ty Gly

Thr val Gly Gly Gly Gly

val Ala Gly Asn

130

Gly Tyr

Asn

Gly Arg
150

Ala Gly
145

Lys

21027432(210201355.sT25

PCT/SE2006/000931

ser Ser Asp ITe Lys Thr teu Lys Lys Asn
105 110

Glu Leu Ser Asp His Ile
120

Gln Ala Asn Ile GIn Asp
135 140

Tyr Ala GIn Lys

from Moraxella catarrhalis (UspAl 50-770) or synthetic

ITe ser

10

Asn Lys Gly Gly

Thr 1le g;y Gly Gly Asp

Ile Gly Gly Gly Leu Phe

40

Gly ser Gly Gly Tyr Asn
55 60

Gly Gly Gly Tyr Asn Glu

75

Gly Asp Asn gsn Thr Ala
0

Asn Glu Ala Thr

Gly Tyr
105

Tyr Asn Gin Ala Gly

120

Lys

Glu Ala Thr Gly Thr

140

Asn
135

GIn Ala Thr Gly Lys

155
sida 3

Gly

Ile Asp GIn Lys
125

Leu Ala Thr Tyr

ASp

Tyr

Asn

45

Lys

Ala

Lys

Ile

Asp

Ser

Asn

Asn

30

Glu

Ala

Thr

Gly

Glu

110

Asn

Ser

Phe

Asn

15

Lys

Ala

Lys

Asn

Arg

95

Asn

Ser

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Gln

80

Tyr

ser

Thr

Ile

Ala
160
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Gly Ile Asp Asn Lys Ala Asn Ala Asp Asn Ala val Ala Leu Gly Asn
165 , 170 175

Lys Asn Thr Ile Glu Gly GTu Asn Ser val Ala Ile Gly Ser Asn Asn
180 185 1920

Thr val Lys Lys Gly Gin GIn Asn val pPhe Ile Leu Gly Ser Asn Thr
195 200 205

Asp Thr Thr Asn Ala GIn Asn Gly Ser val Leu Leu Gly His Asn Thr
210 215 220

Ala Gly Lys Ala Ala Thr Ile val Asn Ser Ala Glu val Gly Gly Leu
225 230 235 240

Ser Leu Thr Gly Phe Ala Gly Ala Ser Lys Thr Gly Asn Gly Thr val
245 250 255

ser val Gly Lys Lys Gly Lys Glu Arg GIn Ile val His val Gly Ala
260 265 270

Gly Glu Ile Ser Asp Thr Ser Thr Asp Ala val Asn Gly Ser GlIn Leu
275 280 285

His val Leu Ala Thr val val Ala GIn Asn Lys Ala Asp Ile Lys Asp
290 295 300

Leu Asp Asp Glu val Gly Leu Leu Gly Glu Glu Ile Asn Ser Leu Glu
305 310 315 320

Gly Glu ITe Phe Asn Asn GIn Asp Ala Ile Ala Lys Asn GIn Ala Asp
325 330 335

Ile Lys Thr Leu Glu Ser Asn val Glu Glu Gly Leu Leu Asp Leu Ser
340 345 350

Gly Arg Leu Leu Asp GIn Lys Ala Asp Ile ASp Asnh Asn Ile Asn Asn
355 360 365

Ile Tyr Glu Leu Ala GIn GIn Gln Asp GIn His Ser ser Asp Ile Lys
370 375 380

Thr Leu Lys Asn Asn val Glu Glu Gly Leu Leu Asp Leu Ser Gly Arg
385 390 395 400

Leu ITe Asp GIn Lys Ala Asp Leu Thr Lys Asp Ile Lys ATla Leu Glu
405 410 415

Ser Asn val Glu Glu Gly Leu Leu Asp Leu Ser Gly Arg Leu Ile Asp
420 425 430

Sida 4



Gln
Thr
Ala
465
Ala
Lys
Gly
Thr
Asn
545
Ala
Gln

Ala

Phe

Asp
val

Asn

WO 2007/018463

Lys

Asp

450

Lys

Asn

Lys

Ile

Asn

530

Thr

Asp

Asp

Asn

Glu

610

Leu

Ala

Ile

Ala

Lys

Ala

435

Ile

Gln

Thr

Asp

Ala

515

Leu

GIn

Ile

Gln

Thr

595

Thr

val

His

Thr

Asn

675

Gln

ASp

Glin

Gln

Asp

Ala

500

Lys

Gly

Gly

Ala

His

580

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

660

Gly

Glu

Ile

Asp

Thr

Arg

Gln

Asn

Ile

val

Asn

565

Ser

Arg

Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

Leu

Glu

470

Ile

Ile

Gln

Leu

Asn

Ser

Ile

Lys

Asn
630

' val

LyS

Glu

Ile

Lys

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

His

535

Thr

Ile

Asp

Ala

Asn

615

Lys

Gln

Thr

Ile

Leu
695

21027432(21020135).5T25

Asn GIn Ala Asp Ile

440

Ala

Ile

Thr

Lys

Asp

520

Ser

Asn

Lys

Ile

Lys

Gln

Ala

Asp

Ala

Gluy

680

Gln

Tyr

Asp

Ala

Ala

505

Ile

Met

Lys

Asn

Asn

Ile

Lys

Ile

665

Lys

ASnN

Asn
Ala
Glu
490
GlIn
Glin

val

Ala

Lys
Thr
Asn
Gln
650
Glu

Asn

Asp

Glu

Leu

475

Leu

Ala

Leu

Ala

Asp

Tyr

Leu

Ala

Leu

Gin

Ile

Gln

Lys

Arg

Sida 5

Leu
460
Asn
Gly
Asn
His
540
Ile
Glu
Ala
Glu
Ile
620
Glu
Leu
Asn

Ala

Leu
700

Ala

445

Gln

Lys

ITe

Glu

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

Ala

605

Glu

Leu

Gln

Ile

Gly

Asn

Gln

Asp

Ala

Ala

ASn

510

Lys

val

Lys

Ala

val

580

Asp

Gln

Glu

Asn

Asn

670

Ile

Arg

Asn

Ala

Ser

Glu

495

Lys

Lys

Gly

Asn

Gln

575

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

Arg

Ala

Ile

PCT/SE2006/000931 \ ’7/ ;

Gln
Tyr
Ser
480
ASNn
Asp
Ile

Asn

Gln

560

Gin
Ala
Ser
Glu
Phe
640
Ala
Thr

Thr

Asnh !
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Glu Thr Asn Asn His Gln Asp GIn Lys Ile Asp GIn Leu Gly Tyr Ala
705 710 715 720

Leu

<210> 5
<211> 443
<212> PRT

<213>_d protein fragment from Mcraxella catarrhalis (UspAl 50-491) or synthetic
peptide

<400> 5
iys val Gly Lys €1a Thr Asn Lys Ile igr Gly Gly Asp Asn ?gn Thr

Ala Asn Gly ;gr Tyr Leu Thr Ile g1y Gly Gly Asp Tyr égn Lys Thr
5

Lys Gly égg TYr Sser Thr ITe Ggy Gly Gly Leu Phe ﬁgn Glu Ala Thr
4

Asn ggu Tyr Ser Thr Ile ggy ser Gly Gly Tyr ggn Lys Ala Lys Gly

Arg Tyr Ser Thr Ile Gly Gly Gly Gly Tyr Asn Glu Ala Thr aAsn GIn
65 70 75 80

Tyr Ser Thr Ile g;y Gly GTy Asp Asn Sgn Thr Ala Lys Gly Agg Tyr
9

Ser Thr Ite Gly Gly Gly Gly Tyr Asn Glu Ala Thr Ile Glu Asn Ser
100 105 110

Thr val Gly Gly Gly Gly Tyr Asn GIn Ala Lys Gly Arg Asn Ser Thr
115 120 125

val Ala Gly Gly Tyr Asn Asn Glu Ala Thr Gly Thr Asp Ser Thr Ile
130 135 140

Ala Gly Gly Arg Lys Asn Gln Ala Thr Gly Lys Gly Ser Phe Ala Ala
145 150 155 160

Gly ITe Asp Asn Lys Ala Asn Ala Asp Asn Ala val Ala Leu Gly Asn
165 170 175

Lys Asn Thr Ile Glu Gly GTu Asn Ser val Ala Ile Gly Ser Asn Asn
Sida 6



Thr

Asp

Ala

225

ser

Ser

Gly

His

Leu

305

Gly

Ile

Gly

Ile

Thr

385

Leu

Ser

Glin

<21Q> 6

WO 2007/018463

val

Thr

210

Gly

Leu

val

Glu

val

290

Asp

Glu

Lys

Arg

Tyr

Leu

Ile

Asn

Lys

Lys

195

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

275

Leu

AsSp

Ile

Thr

Leu

355

Glu

Lys

ASp

val

Ala
435

180

Lys

Asn

Ala

Gly

Lys

ser

Ala

Glu

Phe

Leu

340

Leu

Leu

Asn

GlIn

Glu

420

Asp

Gly

Ala

Ala

Phe

245

Lys

Asp

Thr

val

Asn

325

Glu

Asp

Ala

Asn

Ile

Gln

GIn

Thr

230

Ala

Gly

Thr

val

Gly

Asn

Ser

Gln

GlIn

val

390

Ala

Gly

Ala

GIn

AsSh

215

Ile

Gly

Lys

ser

val

295

Leu

GIn

Asn

Lys

GIn

375

Glu

AsSD

Leu

Lys

21027432(21020135) .ST25
185 |

Asn val Phe Ile Leu

200

Gly

val

Ala

Glu

Thr

280

Ala

lL.eu

Asp

val

Ala

360

Gln

Glu

Leu

Leu

Asn
440

Ser

Asn

Ser

Arg

Asp

Gln

Gly

Ala

Glu

345

Asp

Asp

Gly

Thr

Asp

Gln

val

Ser

Lys

250

Gln

Ala

Asn

Glu

Ile
330

Glu

Ile

Gln

Leu

Lys

410

Leu

Ala

Leu

Ala

235

Thr

Ile

val

Lys

Ala

Gly

Asp

His

Leu

395

Asp

ser

Asp

Sida 7

Leu

220

Glu

Gly

val

Asn

Ala

300

Ile

Lys

Leu

Asn

Ser

380

Asp

Ile

Gly

Gly

205

Gly

val

Asn

His

Gly

ASp

Asnh

Asn

Leu

Asn

365

Ser

Leu

Lys

Arg

190

Ser

His

Gly

Gly

val

270

Ser

Ile

Ser

Gln

Asp

Ser

Ala

Leu
430

Asn

AsSn

Gln
Lys
Leu
Ala
Leu
Asn
ITe
Gly
Leu

415

Ile

PCT/SE2006/000931

Thr

Thr

Leu

240

val

Ala

Leu

Asp

Glu

320

Asp

Ser

Asn

Lys

Arg

400

Glu

Asp

B
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<211> 510
<212> PRT

<213>_d protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspA2 30-539) or synthetic
peptide

<400> 6

GIn Ala Lys Asn Asp Ile Thr Leu Glu Asp Leu Pro Tyr Leu Ile Lys
1 5 10 15

Lys Ile Asp ggn Asn Glu Leu Glu éga Asp Xle Gly Asp §8e Thr Ala

Leu Glu ggs Tyr Leu Ala Leu igr GIn Tyr Gly Asn i}e Leu Ala Leu

Glu ggu Leu Ash Lys Ala Lgu GTu Glu Leu Asp ggu Asp val Gly Trp
c .

Asn Gln Asn Asp Ile Ala Asn Leu Glu Asp Asp val Glu Thr Leu Thr
65 70 75 80

Lys Asn GIn Asn Ala Phe Ala Glu Gln ggy Glu Ala Ile Lys S;u Asp
85

Leu GIn Gly Leu Ala Asp Phe val Glu Gly GIn Glu Gly Lys Ile Leu
100 105 110

Gln Asn Glu Thr Ser Ile Lys Lys Asn Thr GIn Arg Asn Leu val Asn
115 120 125

Gly Phe Glu Ile Glu Lys Asn Lys Asp Ala Ile Ala Lys Asn Asn Glu
130 135 140

ser Ile Glu Asp Leu Tyr Asp Phe Gly His Glu val Ala Glu Ser Ile
145 150 155 160

Gly Glu Ile His Ala His Asn Glu Ala Gln Asn Glu Thr Leu Lys Gly
165 170 175

teu ITe Thr Asn Ser Ile Glu Asn Thr Asn Asn Ile Thr Lys Asn Lys
180 185 190

Ala Asp Ile GIn Ala Leu Glu Asn Asn val val Glu Glu Leu Phe Asn
195 200 205

Leu Ser Gly Arg Leu Ile Asp GIn Lys Ala Asp Ilte Asp Ash Asn ITle
210 215 220

sida 8



Asn

225

Ile

ASp

Ile

Lys

Thr

305

Tyr

ser

GIn

Lys

Ile

385

Lys

Thr

Thr

ASp

Ser

465

Gly

WO 2007/018463

Asn

Lys

His

Gln

Gln

280

Gln

Ala

Glu

ASp

Ala

370

Ala

His

Asp

Leu

Lys

Ala

Asn

Ile

Thr

Ile

Asp

Thr

Asn

Lys

Asn

Asn

Arg

Arg

Thr

435

Leu

Asp

Ala

Tyr
Leu
Ile
260
Leu
Glu
Ile
Gln
Thr
340
Tyr
Ser
Asn
ser
Ile
420
Lys
Ile

Thr

Ile

Glu

Lys

245

Asp

Ala

Ala

Glu

Gln

325

GTn

Ala

Glu

Ile

405

Ala

AsSn

Thr

Lys

Thr
485

Leu

230

Lys

Glin

Thr

Ile

Asp

310

Thr

Asn

Lys

Asn

Thr

350

Ile

Lys

GlIn

Ala

Phe

470

Lys

Ala

Asn

LysS

Tyr

AsSp

Leu

Glu

Ile

Gln

Thr

375

Asn

Lys

Asn

Asn

Asn

455

Ala

Asn

21027432(21020135) .ST25

Gln GIn Gin Asp Gln

val

Thr

Asn

280

Ala

Ala

Ala

Glu

Gln

Gln

Ile

Thr

Lys

Thr

440

Lys

Ala

Ala

Glu

Asp

265

Glu

Leu

Ala

Ite

ASD

345

Ala

Asn

Tyr

Leu

Ala

425

Leu

Thr

Thr

Lys

Glu

250

Ile

Leu

Asn

Tyr

Glu

Ile

Glu

Ala

410

Asp

Ile

Ala

Ala

Ser
490

235

Gly
Ala
Gin
Lys
ASn
315
Ala
Ala
Ala
Ala
Leu
395
Lys
Asp

Glu

Ile

sida 9

Leu
Gln
ASp
Ala
300
Glu
Leu
Ala
Ile
Lys
380
Ala
Thr
Asp
Lys
Asp

Ala

Thr

His

Leu

Asn

Gn

285

Ser

Leu

Asn

Tyr

Asp

365

Asn

Gin

Ser

Ala

Phe

Asp

Ser

Glu

GlIn

270

Tyr

ser

Gln

Lys

Asn

350

Ala

Gln

Gln

Ala

ser

430

Lys

Ash

Thr

Leu

ser
Leu
255
Ala
Ala
Glu

Asp

w >
(S]]

Glu

Leu

Ala

GlIn

Ala

415

Phe

Glu

Lys

Lys

PCT/SE2006/000931

240

Ser

Asn

Gln

Asn

Ala

320

Ser

Leu

Asn

Asp

Asp

400

Asn

Glu

His

Ala

Asn

480

Thr

13
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Lys val Asp Gly Phe Asp Ser Arg gg} Thr Ala Leu Asp Thr
500

510
<210> 7
<211> 322
<212> PRT

<213>_—d protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspA2 30-351) or synthetic
peptide

<400> 7

Gln Ala Lys Asn Asp Ile Thr Leu Glu Asp Leu Pro Tyr Leu Ile Lys
1 5 10 15

Lys Ile Asp S1n Asn Glu Leu Glu g;a Asp Ile Gly Asp %89 Thr Ala
0

Leu Glu Lys Tyr Leu Ala Leu Sgr Gln Tyr Gly Asn ﬁge Leu Ala Leu
35 4

Glu Glu Leu Aasn Lys Ala Leu Glu Glu Leu Asp Glu Asp val Gly Trp
50 55 60

Asn GIn Asn Asp Ile Ala Asn Leu Glu Asp Asp val Glu Thr Leu Thr
65 70 75 80

Lys Asn Gln Asn Ala phe Ala Glu Gln Gly Glu Ala Ite Lys Glu Asp
85 90 95

Leu Gln Gly Leu Ala Asp Phe val Glu Gly GIn Glu G1y Lys Ile Leu
100 105 110

GIn Asn Glu Thr ser Ile Lys Lys Asn Thr GIn Arg Asn Leu val Asn
115 120 125

Gly Phe Glu ITe Glu Lys Asn Lys Asp Ala Ile Ala Lys Asn Asn Glu
130 135 140

Ser 1le Glu Asp Leu Tyr Asp Phe Gly His Glu val Ala Glu Ser Ile
145 150 155 160

Gly Glu Ile His Ala His Asn Glu Ala Gln Asn Glu Thr Leu Lys Gly
165 170 175

Let Ite Thr Asn Ser Ite Glu Asn Thr Asn Asn Ile Thr Lys Asn Lys
180 185 190

Ala Asp ITe GIn Ala teu Glu Asn Asnh Val val Glu Glu Leu Phe Asn
195 200 205

Sida 10
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Leu Ser Gly Arg Leu Ile Asp GIn Lys Ala Asp Ile Asp Asn Asn Ile
210 215 220

Asn Asn Ile Tyr Glu Leu Ala GIn GIn GIn Asp Gln His ser Ser Asp
225 230 235 240

Ile Lys Thr Leu Lys Lys Asn val Glu Glu Gly Leu Leu Glu Leu Ser
245 250 255

Asp His Ile Ile Asp Gln Lys Thr Asp Ile Ala GIn Asn Gln Ala Asn
260 265 270

Ite G1n Asp Leu Ala Thr Tyr Asn Glu Leu Gln Asp GIn Tyr Ala GIn
275 280 285

Lys Gln Thr Giu Ala Ile Asp Ala Leu Asn Lys Ala Ser Ser Glu Asn
290 295 300

Thr GIn Asn Ile Glu Asp Leu Ala Ala Tyr Asnh Glu Leu Gln Asp Ala
305 310 315 320

Tyr Ala

<210> 8
<211> 148
<212> PRT

<213?d protein fragment from Moraxella catarrhalis (Uspa2 30-177) or synthetic
peptide

<400> 8

GIn Ala Lys Asn Asp Ile Thr Leu Glu Asp Leu Pro Tyr Leu Ile Lys
1 5 10 15

Lys Tle Asp %n Asn Glu Leu Glu g;a Asp Ile Gly Asp gge Thr Ala

Leu Glu %gs Tyr Leu Ala Leu isr Gln Tyr Gly Asn ﬁge Leu Ala Leu

Glu ggu Leu Asn Lys Ala égu Glu Glu Leu Asp ggu Asp val Gly Trp

Asn Gln Asn Asp Ile Ala Asn Leu Glu Asp Asp val Glu Thr Leu Thr
65 70 75 230

Lys Asn GIn Asn Ala Phe Ala Glu Gln Gly Glu Ala ITe Lys Glu Asp
85 90 95

Sida 11
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Leu GIn Gly Leu Ala Asp Phe val Glu Gly G1n Glu Gly Lys Ile Leu
100 105 110

G1n Asn Glu Thr Ser Ile Lys Lys Asn Thr Gln Arg Asn Leu val Asn
115 120 125

Gly Phe Glu Ile Glu Lys Asn Lys Asp Ala Ile Ala Lys Asn Asn Glu
130 135 140

Ser Ile Glu Asp
145

<210> 9

<211> 340
<212> PRT

<213?d protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspA2 200-539) or synthetic
peptide

<400> 9
Asn Glu Thr Leu Lys Gly Leu Ile Thr Asn Ser Ile Glu Ash Thr Asn
1 5 10 15

Asn Ile Thr Lys Asn Lys Ala Asp Ile Gln Ala Leu Glu ggn Asn val
20 25

val Glu Glu Leu Phe Asn Leu zgr Gly Arg Leu Ile Qgp Gln Lys Ala
35

Asp gge Asp Asn Asn ITe Asn Asn Ile Tyr Glu ggu Ala GIn GIn GlIn
55

Asp Gln His Ser Ser Asp Ile Lys Thr Leu Lys Lys Asn val Glu Glu
65 70 75 80

Gly Lteu Leu Glu Leu Ser Asp His Ile Ile Asp Gln Lys Thr Asp Ile
85 90 95

Ala GIn Asn GIn Ala Asn Ile Gln Asp Leu Ala Thr Tyr Asn Glu Leu
100 105 110

GIn Asp Gln Tyr Ala GIn Lys GIn Thr Glu Ala Ile Asp Ala Leu Asn
115 120 125

Lys Ala Ser Ser Glu Asn Thr GIn Asn Ile Glu Asp Leu Ala Ala Tyr
130 135 140

Asn Glu Leu GIn Asp Ala Tyr aAla Lys GIn GIn Thr Glu Ala Ile Asp
Sida 12
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145 150 160

Ala Leu Asn Lys Ala Ser Ser Glu Asn Thr Gln Asn Ile Glu Asp Leu
165 170 175

Ala Ala Tyr asn Glu Leu GIn Asp Ala Tyr Ala Lys Gin Gln Ala Glu
180 185 190

Ala ITe Asp Ala Leu Ash Lys Ala Ser Ser Glu Asn Thr Gln Asn Ile
195 200 205

Ala Lys Asn GIn Ala Asp Ile Ala Asn Asn Ile Thr Asn Ile Tyr Glu
210 215 220

Leu Ala GIn GIn GIn Asp Lys His Arg Ser Asp Ile Lys Thr Leu Ala
225 ’ 230 235 240

Lys Thr ser Ala ATa Asn Thr Asp Arg Ile Ala Lys Asn Lys Ala Asp
245 250 255

Asp Asp Ala Ser Phe Glu Thr Leu Thr Lys Asn GIn Asn Thr Leu Ile
260 265 270

Glu Lys Asp Lys Glu His Asp Lys Leu Ile Thr Ala Asn Lys Thr Ala
275 280 285

Ile Asp Ala Asn Lys Ala Ser Ala Asp Thr Lys phe Ala Ala Thr Ala

290 : 295 300
Asp Ala Phe Thr Lys Asn Gly Asn Ala Ile Thr Lys Ash Ala Lys Ser
305 310 315 320
ITe Thr Asp Leu Gly Thr Lys val Asp Gly Phe Asp Ser Arg val Thr
325 330 335
Ala Leu Asp Thr
340
<210> 10
<211> 157
<212> PRT

<213?d protein fragment from moraxella catarrhalis (UspA2 302-458) or synthetic
peptide

<400> 10
Ile GIn Asp Leu Ala Thr Tyr Asn Glu Leu GIn Asp Gln Tyr Ala GIn
1 5 10 15

Sida 13



Lys

Thr

Tyr

Ser

65

GlIn

Lys

Ile

Lys

Thr
145
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Gln
Gln
Ala
50

Glu
Asp
Ala
Ala
His
130

Asp

Thr

Asn

35

Lys

Asn

Ala

Ser

Asn

115

Arg

Arg

Glu

20

Ile

Gln

Thr

Tyr

Ser

100

Asn

Ser

Ile

Ala

Glu

Gln

Gln

Ala

85

Glu

Ile

Asp

Ala

Ile

Asp

Thr

ASh

70

Lys

Ash

Thr

Ile

Asp

Leu

Glu

Ile

Gln

Thr

Asn

135

Asn

21027432(21020135) .5T25

Ala Leu Asn Lys Ala Ser Ser
25

Ala

40

Ala

Glu

Gln

GlIn

Ile

120

Thr

Lys

Ala

Ile

ASp

Ala

Asn

105

Tyr

ey

Ala

Tyr

ASp

Leu

Glu

90

Ile

Glu

Ala

ASp

Sida 14

Asn

Ala

Ala

75

Ala

Ala

Leu

Lys

Glu

Leu

60

Ala

Ile

Lys

Ala

Thr

140

ASp

Leu

45

Asn

Tyr

Asp

Asn

Gln

ser

Ala

30

Gln

Lys

Asn

Ala

Gln

110

Gln

Ala

Glu

Asp

Ala

Glu

Leu

95

Ala

Gln

Ala
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Asn

Ala

Ser

Leu

80

Asn

Asp

Asp

Asn

3N
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INTERACCION DE LA MORAXELLA CATARRHALIS CON CELULAS

EPITELIALES, PROTEINAS DE MATRIZ EXTRA CELULAR Y EL SISTEMA

COMPLEMENTO

Campo téchico de la invencion

La presente invéncién se relaciona con la- Moraxella catarrhalis y su
capacidad para interactuar con células epiteliales via proteinas de matriz
extracelular tales como la fibronectina y laminina, y también a su capacidad para
inhibir el sistema complemento. La interacciéon con estas proteinas extracelulares

es util en la preparacion de vacunas.

Antecedentes de la técnica

La capacidad para ligar células epiteliales es de gran importancia para
diversas especies bacterianas, por ejemplo, el Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes posee proteinas de ligado a la fibronectina (FnBP) con
una organizacion de secuencia relacionada. Estas FnBP son conocidas como
componentes de superficie microbiana que reconocen moléculas de matriz
adhesivo (MSCRAMM). Estas explotan la estructura modular de la fibronectina
forméndo conjuntos paralelos extendidos beta-cremalleras en su ligado a la
fibronectina. [27, 39, 47, 73] La funcion es mediar la adhesion bacteriana y la

invasion de células anfitrionas

La Moraxella catarrhalis mucosal patogena importante es la tercera causa
de ataque bacteriano de otitis aguda media en los nifios despues del

Streptococcus pneumoniae Y Haemophilus Influenzae. {14, 40, 55] M. catarrhalis
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también es uno de los mas comunes habitantes en la faringe de nifios sanos.
Adicionalmente, la M. catarrhalis también es una causa comdn de la sinusitis y de
infecciones del tracto respiratorio inferior en adultos con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (COPD). [74] El éxito de estas especies en los pacientes con
COPD estd probablemente relacionado en parte con su gran repertorio de

adhesinas.

En aiios recientes el enfoque de la investigacion ha sido sobre las proteinas
de membrana exterior y su interaccion con el anfitrion humano. [6, 48, 56] Algunas
de estas proteinas de membrana exterior parecen tener funciones adhesivas que
incluyen entre otras, la proteina de ligado A1 IgD a la M. catarrhalis (MID, también
designada Hag), la proteina CD, la proteina de adherencia M. catarrhalis (McaP) y

las proteinas de superficie ubicua (Usp). [1, 22, 33, 48, 61, 81, 84]

Resumen de la invencién

En vista del hecho de que se ha encontrado que la M. catarrhalis es la que
causa el inicio de infecciones en las vias respiratorias superiores e inferiores,
existe una necesidad actual de desarrollar vacunas que puedan ser usadas contra

la M. catarrhalis.

El proposito de la presente invencion por lo tanto ha sido encontrar de que
manera interactia la M. cafarrhalis con las células epiteliales en el cuerpo y
afectan el sistema inmune. De esta manera, las sustancias que puedan actuar

como vacunas contra la M. catarrhalis pueden ser desarrolladas.

\
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En este estudio, usando mutantes de M. catarrhalis derivados de aislados
clinicos, los inventores han sido capaces de mostrar que tanto la UspA1 y A2 ligan
a la fibronectina y laminina. Mas aun, los inventores han sido capaces se mostrar
que la M catarrhalis interfiere con el trayecto clasico del sistema complemento, y

también para elucidar de que manera ellos interfiere.

Muchas bacteriés se adhieren a las células epiteliales mediante
MSCRAMMS que liga a la fibronectina. [54, 77] Pseudomonas aeruginosa ha sido
un FnBP que se liga a la fibronectina asociada a las células en células epiteliales
nasales. [69] Bloquear las interacciones de la bacteria con la proteina de
fibronectina puede ayudar A1 tejido anfitrién a sobreponerse a la infeccion. De
hecho, se ha mostrado que los anticuerpos contra un FnBP de S. aureus

resultaron en una clarificacién rapida de la bacteria en ratones infectados. [71]

Las proteinas recombinantes truncadas UspA1/A2 junto con fragmentos
mas pequerios que separan la molécula completa han sido ensayadas de acuerdo
con la presente invencién en cuanto A1 ligado a la fibronectina. Tanto el UspA1y
A2 ligan a la fibronectina y los dominios que ligan a la fibronectina se encontraron
localizados dentro de UspA12%452 y UspA2'%*?18, Estas dos proteinas truncadas
inhibieron ambas el ligado de la M. catarrhalis a las células epiteliales conjuntivas
de Chang a un grado similar .comc los anticuerpos anti-fibronectina. Las
observaciones hechas muestran que tanto la UspA1 y A2 de la M. catarrhalis
estan involucradas en la adherencia a las células epiteliales mediante a la
ﬂbronéctina asociada a las células. Los sitios activos biolégicamente' dentro de la
UspA12%4%2 y UspA2'*'® han sido sugeridos por lo tanto como candidatos

potenciales para ser incluidos en una vacuna contra la M. catarrhalis.

\3%
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Adicionalmente, los inventores han estudiado y caracterizado el ligado de la
M. catarrhalis a la laminina. La M. catarrhalis es una causa comun de
exarcebaciones infecciosas en pacientes con COPD. E! éxito de estas especies en
los pacientes con COPD esta probablemente relacionado en parte a su gran
repertorio de adhesinas. Adicionalmente, hay cambios patologicos tales como
pérdida de la integridad epitelial con exposicion de la membrana basal en donde la
capa de laminina misma se ha engruesado en los fumadores. [4] Se ha mostrado
que algunos patégenos son capaces de ligar a la laminina y de esta manera
contribuyen a su capacidad para adherirse a tales superficies mucosales dafiadas
y desnudas. Estos incluyen patégenos conocidos por causar enfermedad
significativa en las vias respiratorias tales como el S. aureus y P. aeruginosa entre
otros. {7, 63] Los presentes inventores han.sido capaces de mostrar que la
proteina de superficie ubicua M. catarrhalis (Usp) A1 y A2 también se ligan a la
laminina. Los dominios de ligado de ia laminina del UspA1 y A2 se encontraron,
entre otros, dentro de las mitades del terminal N del UspA1°%49! y UspA2%-3%1,
Estos dominios también contienen los dominios de ligado de la fibronectina. Sin
embargo, los fragmentos mas pequefios que ligan a la fibronectina, UspA12%%4%2 y
UspA2'®5318 no ligan a la laminina a un grado apreciable. Los franentos mas

pequefios que la mitad del terminal N del UspA1 (UspA1°%4°!

) pierde toda su
capacidad para ligar la laminina, mientras que con el UspA2, solamente el
UspA23%'7? se liga a la laminina a pesar de un nivel inferior al de la proteina
recombinante completa (UspA2°°°%). Estos hallazgos sugieren que las partes

diferentes de la molécula pueden tener diferentes papeles funcionales. Se

encontré también que la UspA1°®7° tiene propiedades de ligado a la laminina.

Haciendo la comparacién de las regiones de ligado a la laminina mas

pequefias de la UspA1 y A2, encontramos que existe sin embargo, una muy poca
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similaridad por via de homologia de aminoacidos entre la UspA2°*'7®y la UspA1®>
491 (datos no mostrados). Esto no sorprende ya que es un hecho conocido de que
ambas proteinas tienen una estructura de cabeza globular en forma de “chupeta” a

pesar de tener solamente un 22% de identidad tanto en ambos mitades de

terminal N. [2, 32]

Los sitios activos biolégicamente dentro de la UspA1%°77® y UspA2°5% son
sugeridos como candidatos potenciales para ser incluidos en una vacuna contra la

M. catarrhalis.

Finalmente, los inventores han estudiado la interaccién entre las proteinas

de superficie ubicua M. catarrhalis A1 y A2 y el sistema inmune innato, y se ha
encontrado que la M. catarrhalis interfiere con el sistema complemento. El sistema
complemento es una de las primeras lineas de defensa innata contra
microorganismos patogénicos, y la actiyacién de este sistema lieva a una cascada
de posicion de proteina en la superficie bactériana resultando en la formacién de
la membrana de ataque complejo o opsonizacion del patéogeno seguido por
fagocitosis [85, 86] Una de las mas importantes proteinas de complemento es Ia
C3, que esta presente en la cifculacién en una concentracion similar a algunas
inmunoglobulinas (1-1.2 mg/ml). La C3 no solamente juega un papei crucial en in
opsonino, sino también es el enlace comin entre la lectina y los trayectos
alternativos clasicos de la activacién del complemento. Las funciones de trayecto
alternativo como lazo de amplificacién para los trayectos clasico y de lectina y
pueden fambién ser activados espontaneamente mediante el ligado covalente de
C3 a la superficie de un microbio en la ausencia de inhibidores complemento. La
deposicién de C3 requiere la presencia de un enlace de tioéster interno formado

1010
)

en la proteina nativa mediante la proximidad de un grupo sulfidrilo (Cys y un
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glutamilo carbonilo (GIn'®'2

) en la cadena a del C3. [76] La division oroteolitica de
un péptido de 77 residuos del terminal amino de la cadena a del C3 genera C3a
(anafilatoxina) y C3b. El ligado de C3b es entonces llevado a cabo mediante un
enlace covalente entre el grupo carbonilo del tioéster metastable y cualquiera
entre los grupos de proteinas o estructuras de carbohidratos- -NH, o —OH sobre
loa superficie activadora. [36, 37] El M. catarrhalis UspA1 y A2 se ha encontrado

que ligan de manera no covalente en una dosis dependiente tanto del tercer

componente de complemento (C3) del suero tratado con EDTA y el C3 tratado con

1 50-770 230~539

metilamina (C3met). La UspA y UspA se encuentra que ligan al C3 y
C3met. La region de ligado al C3 para la UspA2 se encontrd principalmente
localizado en UspA22°°-%8 | a UspA1 sin embargo se encontré que tiene un papel
menor en las interacciones. Los sitios activos biologicamente dentro del UspA1°®
770 v UspA23%-5%® estan sugeridos como candidatos potenciales para ser incluidos

en una vacuna contra el M. catarrhalis.

La familia UspA consiste de UspA1 (peso molecular 88 kDa), UspA2 (62
kDa), y la proteina hibrida UspA2H (92 kDa). [2, 43] Estas proteinas migran como
complejos de alta masa molecular en SDS-PAGE, y son conservados
relativamente y por lo datos candidatos importantes como vacunas. Las
secuencias de aminoacidos del UspA1 y A2 son 43 % idénticas y tienen 1)40
residuos de aminoacidos que son 93% idénticos. [2] En una serie de 108 aislados
nasofaringeos de M. catarrhalis nifios jévenes con otitis media, los genes uspAly
uspA2 fueron detectados en 107 (99 %) y 108 (100 %) de los aislados,
respectivamente. 21% fueron identificados como tenian el gen de la variante

hibrida uspA2H. [50] Mas aun, es conocido que los anticuerpos_adquiridos

naturalmente contra el UspA1 y A2 son bactericidas. [15]
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Diversas funciones han sido atribuidas a la familia de proteinas UspA. La
ex'presién UspA1 es esencial para el ligado del M. catarrhalis a las células
epiteliales conjuntivas Chang y las células epiteliales laringeas Hep-2. [43, 49] En
un estudio mas reciente, el UspA1. mostr6 que se liga al antigeno
carcinoembrionico relacionado con moléculas de adhesion celular (CEACAM)
expresadas en las lineas de células epiteliales de pulmén A549. [31] El UspA1
purificado también ha mostradolque se liga a la fibronectina en experimentos dot
blot mientras que el UspAz2 purificado no lo hace. [49] Tanto el UspA1 y A2 pueden
jugar papeles importantes para la resistencia al suero de la M. catarrhalis [1, 5, 58,

60]

La presente invencion demuestra que tanto el UspAl y el A2 son
determinantes para el ligado del M. catarrhalis a la fibronectina y a la laminina en
aislados clinicos de M. catarrhalis BBH18 y RH4. De manera muy interesante, el
UspA1 y A2 recombinantes derivados del Bc5 del M. catarrhalis se ligan ambos a
la fibronectina al mismo grado. Los dominios de ligado para la fibronectina fueron
encontrados dentro de los residuos de aminoacidos 299 a 452 del UspA1 y 165 a
318 del UspA2. Estos dos dominios comparten 31 residuos de aminoacidos con
identidad de secuencia. De manera muy importante, los fragmentos de proteina
truncados que contienen estos residuos en UspA1 y UspA2 fueron capaces de
inhibir el ligado de M. catarrhalis a las células epiteliales chang sugiriendo que las

interacciones con estas células se hicieron via fibronectina asociada a células.

Los dominios de ligado para la laminina se encontraron dentro de los
residuos de aminoacido mencionados anteriormente. Los ensayos de ligado con

proteinas recombinantes revelaron que las regiones de ligado principales fueron
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localizadas en las partes de terminal N, en donde ambas proteina forman una

cabeza globular.

Los factores bacterianos que median la adherencia al tejido y a los
componentes de matriz extracelular (ECM) son agrupados juntos en una Unica
familia llamada “‘componentes de superficie microbiana que reconoce las
moléculas de matriz adhesiva” (MSCRAMMS). Ya que tanto UspA1/A2 se'ligan a
la fibronectina y a la laminina, estas proteinas pueden ser designadas como

MSCRAMMS.

De acuerdo con un aspecto la presente invencion suministra un péptido que
tiene la secuencia ID no. 1, y fragmentos, homélogos, equivalentes funcionales,
derivados, degenerados o hidroxilacion, sulfolacion, o productos de glicosilacion y

otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con otro aspecto la presente invencién suministra un péptido
que tiene la secuencia ID no. 2, y fragmentos, homologos, equivalentes
funcionales, derivados, productos de degeneracion, o hidroxilacién, sulfonacion o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con un aspecto adicional la presente invencién suministra un
péptido que tiene la secuencia ID no. 3, y fragmentos, homologos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacién, sulfonacion o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con otro aspecto la presente invencion suministra un peptido

que tiene la secuencia ID no. 4, y' fragmentos, homélogos, equivalentes
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funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacion o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con un aspecto adicional la presente invencién suministra un
péptido que tiene la secuencia ID no. 5, y fragmentos, homologos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacion o

glicosilacién y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con un aspecto adicional la presente invencién suministra un
péptido que tiene la secuencia ID no. 6, y fragmentos, homdlogos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacién, sulfonacion o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con otro aspecto la presente invencién suministra un péptido
que tiene la secuencia ID no. 7, y fragmentos, homdlogos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacién, sulfonacién o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con otro aspecto ia presente invencién suministra un péptido
que tiene la secuencia ID nc. 8, y fragmentos, homologos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacion o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

"De acuerdo con ofro aspecto la presente invencion suministra un péptido

que tiene la secuencia ID no. 9, y fragmentos, homélogos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacidn o

glicosilacién y otros productos de procesamiento secundario del mismo.
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De acuerdo con otro aspecto la presente invencién suministra un péptido
que tiene la secuencia ID no. 10, y fragmentos, homélogos, equivalentes
funcionales, derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacién o

glicosilacion y otros productos de procesamiento secundario del mismo.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencidén suministra el uso de por
lo menos un péptido de acuerdo con la invencién para la produccion de un
medicamento para el tratamiento o profilaxis de una infeccién, preferiblemente una
infeccion causada por M. catarrhalis, en particular causada por el portador de M.

calarrhalis sobre superficies mucosales.

De acuerdo con otro aspecto, la invenciéon suministra adicionalmente un
ligado que comprende un dominio que liga a la fibronectina, dicho ligando consiste
de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de
Secuencia ID No. 1, La secuencia ID No. 2 y La secuencia ID No. 3, y fragmentos,
homologos, equivalentes funcionales, derivados, productos degenerados o de
hidroxilacion, sulfonacidon o glicosilacion y otros productos de procesamiento

secundario del mismo.

La invencion suministra adicionalmente un ligando que comprende un
dominio de ligado a la laminina, dicho ligando consiste de una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo gue consiste de La secuencia ID No. 4 a La
secuencia ID No. 8, y fragmentos, homodlogos, equivalentes funcionales,
derivados, productos degenerados o de hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion y

otros productos de procesamiento secundario del mismo.
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Adicionalmente, la presente invencién suministra un ligando que comprende

un dominio de ligado a C3 o C3met, dicho ligando consiste de una secuencia de

*aminoacido seleccionada del grupo que consiste de La secuencia 1D No. 4, La

secuencia ID No. 6, La secuencia ID No. 9 y La secuencia ID No. 10, y
fragmentos, homodlogos, equivalentes funcionales, derivados, productos
degenerados o de hidroxilacion, sulfonacion o glicosilaciéon y otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Adicionalmente, la presente invencidn suministra un medicamento que
comprende uno o mas ligandos de acuerdo con la invencién y uno o mas
adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes, portadores o preservativos

farmacéuticamente aceptables

La presente invencidn suministra adicionalmente una vacuna que
comprende unc o mas ligandos de acuerdo con la presente invencion y uno o mas
adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes, portadores o preservativos

farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion también suministra un método para tratar o prevenir una
infeccion en un individuo, pre feriblemente una infeccién causada por M.
catarrhalis, en particular causada por el portador de M. catarrhalis sobre
superficies mucosales, que comprende administrar una  cantidad
farmacéuticamente efectiva de un medicamento o vacuna de acuerdo con la

presente invencién.

Finalmente, la presente invencion también suministra una secuencia de

acido nucleico que codifica un ligado, proteina o péptido de la presente invencion,

\o
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lo mismo que homélogos, polimorfismos, degenerados y variantes divididas de los

mismos.

La divulgacion adicional de los objetos, problemas, soluciones, y rasgos de
la presente invencion sera evidente a partir de la siguiente descripcion detallada

de la invencion con referencia a los dibujos y a las reivindicaciones adjuntas.

La expresion ligando como se usa aqui tiene el propésito de denotar tanto
la molécula completa que liga al receptdr y cualquier parte de la misma que
incluye el dominio de ligado al receptor tal que este retiene la propiedad de ligado
al receptor. Los ligandos comprenden dominios de ligado receptor equivalentes

también son incluidos en la presente invencion.

Las expresiones fragmento, homologo, equivalente funcional! y derivados se
relacionan con variantes como modificaciones y/o partes de los péptidos y
fragmentos de proteinas de acuerdo con la invencion los cuales retienen las

propiedades de ligado a la fibronectina, laminina, C3 o C3met deseadas.

Un homélogo del UspA1 de acuerdo con la presente invencion se define
como una secuencia que tiene por lo menos 72% de identidad de secuencia, como

puede verse en la Tabla 1 adelante.

Un fragmento de acuerdo con la presente invencion esta definido como
cualquiera de las secuencias homdlogas que son truncadas o extendidas por 1, 2,
5,10, 15, 20 aminoacidos en el terminal N y/o truncados y extendidos por 1, 2, 5,

10, 15, 20 aminoacidos en el terminal C.
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Las expresiones producto degenerado, de hidroxilacién, de sulfonacion, o
de glicosilacion u otros productos de procesamiento secundario se relacionan con
variantes y/o modificaciones de los péptidos y fragmentos de proteinas de acuerdo
con la invencion que han sido alterados comparados con el péptide o fragmento
de proteina original por degeneracién, hidroxilacion, sulfonacién o glicosilacion

pero que retienen las propiedades de ligado deseadas a la fibronectina, laminina,

C3 o C3met.

‘La presente invencidn se relaciona especialmente con infecciones

causadas por Moraxella catarrhalis. Un péptido de acuerdo con la presente

invencion puede ser usado para el tratamiento o profilaxis de la otitis media,

sinusitis o infecciones del tracto respiratorio inferior.

Tabla 1: Alineacion multiple de longitud completa de las secuencias de proteina

UspA1, asociadas por porcentajes de identidad

OI12E | O35E | O46E | P44 | TTAL4 | TTAY? v1in
ATCC25238 81 75 B3 83 84 79 84
012E 74 77 | 82 76 72 75
0356 72 | 74 83 73 78
046E g1 81 82 80
P44 | B1 75 77
TTA24 | 76 84
TTA37 _ 78

Tabla 2: Analisis de Ia\ pila de UspA2-cepas y secuencias usadas

VAR
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aec Cepa des sl
C' TREMBL:054407 MORCA 054407 |035E Prot_t-ama superficie 576
protein A 2.
T TREMBL:OS8XPs MORCA |Q58XP4IMC3LT  tUspAZ. 650
| : Q84851 {E22 Proteina superficie 877
TREMBL:Q848S1 MORCA ubicua A2H.
| TREMBL:084852 MORCA Q84882 {vil22 Pro_t_gmasuperﬁcle 616
ubicuaA2.
D REMBL:OSGHS6 MORCA |2BGHEG P44 UspAZ. 668
O TREMBL-Q9L961 MORCA Q91961 |TTA37 USPA2H. 889
] TREMBL:09L962_MORCA Q91.962 [046E USPA2H. 894
3 ‘ Q91963 {OI2E USPA2 (Proteina |684
TREMBL:Q9L963 MORCA Superficie UBICU a2
) TREMBL:Q9XDS1 MORCA QOXD51{VILT1 UspAZ2. 674.
| TREMBL:QYXD53 MORCA Q9XDS3{TTA24 UspAZ, 613}
TREMBL:QS8RTB2Z_MORCA  {Q8RTB2{SP12-5 UspA2 |686
(| TREMBL:Q9XD55 MORCA Q9XD55|ATCC25238|{UspAZ. 630
Forsgren_UspA2 UspAZ. 630

De acuerdo a lo anterior, la presente invencién suministra un ligando
aislado de la proteina de membrana exterior de la Moraxella catarrhalis que tiene
ligado a la Iaminina y/o fibronectina y/o C3 en donde dicho ligando es un
polipéptido que comprende o consiste de una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1-10 que son derivado de
las secuencias UspA1 & UspA2 del BC5 de Moraxella catarrhalis mostradas abajo,
o un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado,
o de hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion u otro producto de procesamiento

secundario dei mismo.

La UspA1 de longitud completa de la cepa BC5 de la Moraxella catarrhalis:
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MNKIYKVKKN AAGHLVACSE FAKGHTKKAV LGSLLIVGIL GMATTASAQK
VGKATNKISG GDNNTANGTY LTIGGGDYNK TKGRYSTIGG GLFNEATNEY
STIGSGGYNK AKGRYSTIGG GGYNEATNQY STIGGGDNNT AKGRYSTIGG
GGYNEATIEN STVGGGGYNQ AKGRNSTVAG GYNNEATGTD STIAGGRKNQ
ATGKGSFAAG IDNKANADNA VALGNKNTIE GENSVAIGSN NTVKKGQQNV
FILGSNTDTT NAQNGSVLLG HNTAGKAATI VNSAEVGGLS LTGFAGASKT
GNGTVSVGKK GKERQIVHVG AGEISDTSTD AVNGSQLHVL ATVVAQNKAD
IKDLDDEVGL LGEEINSLEG EIFNNQDAIA KNQADIKTLE SNVEEGLLDL
SGRLLDQKAD IDNNINNIYE LAQQQDQHSS DIKTLKNNVE EGLLDLSGRL
IDQKADLTKD IKALESNVEE GLLDLSGRLI DQKADIAKNQ ADIAQNQTDI
QDLAAYNELQ DAYAKQQTEA IDALNKASSA NTDRIATAEL GIAENKKDAQ
IAKAQANENK DGIAKNQADI QLHDKKITNL GILHSMVARA VGNNTQGVAT

NKADIAKNQA DIANNIKNIY ELAQQQDQHS SDIKTLAKVS AANTDRIAKN
KAEADASFET LTKNQNTLIE QGEALVEQNK AINQELEGFA AHADVQDKAQI
LQNQADITTN KTAIEQNINR TVANGFEIEK NKAGIATNKQ ELILQNDRLN
RINETNNHQD QKIDQLGYA1 KEQGQHFNNR ISAVERQTAG GIANAIAIAT
LPSPSRAGEH HVLFGSGYHN GQAAVSLGAA GLSDTGKSTY KIGLSWSDAG

GLSGGVGGSY RWK
La UspA2 de longitud completa de la cepa BC5 de la Moraxella catarrhalis

MKTMKLLPLK IAVTSAMIIG LGAASTANAQ AKNDITLEDL PYLIKKIDQN
ELEADIGDIT ALEKYLALSQ YGNILALEEL NKALEELDED VGWNQNDIAN
LEDDVETLTK NQNAFAEQGE AIKEDLQGLA DFVEGQEGKI LQNETSIKKN
TQRNLVNGFE IEKNKDAIAK NNESIEDLYD FGHEVAESIG EIHAHNEAQN
ETLKGLITNS IENTNNITKN KADIQALENN VVEELFNLSG RLIDQKADID

NNINNIYELA QQQDQHSSDI KTLKKNVEEG LLELSDHIID QKTDIAQNQA
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NIQDLATYNE LQDQYAQKQT EAIDALNKAS SENTQNIEDL AAYNELQDAY
AKQQTEAIDA LNKASSENTQ NIEDLAAYNE LQDAYAKQQA EAIDALNKAS
SENTQNIAKN QADIANNITN IYELAQQQDK HRSDIKTLAK TSAANTDRIA
KNKADDDASF ETLTKNQNTL | IEKDKEHDKL ITANKTAIDA NKASADTKFA
ATADAFTKNG NAITKNAKSI TDLGTKVDGF DSRVTALDTK VNAFDGRITA
LDSKVENGMA AQAALSGLFQ PYSVGKFNAT AALGGYGSKS AVAIGAGYRV

NPNLAFKAGA AINTSGNKKG SYNIGVNYEF

En una modalidad preferida, el ligando es un polipéptido [0 un polipéptido
truncado comparado con un polipéptido tipo silvestre] que comprende o consiste
de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de la SEQ
ID No: 1-10, o un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado, producto
degenerado o de hidroxilaciéon, sulfonacion o glicosilacion u otro producto de

procesamiento secundario del mismo.

El término ligando es usado aqui para denotar tanto la molécula completa
gue se liga a la laminina y/o fibronectina y/o C3 y cualquier parte de la misma que
incluye un dominio de ligado a la laminina y/o fibronectina y/o C3 tal que este
retiene la propiedad de ligado respectiva. Asi, “ligando” abarca moléculas que
consisten solamente del dominio que liga a la laminina y/o fibronectina y/o C3 es

decir la region de polipéptido o regiones de polipéptido requeridas para el ligado.

Para el proposito de esta invencion las propiedades de ligado a laminina,

fibronectina o C3 de un polipéptido pueden ser determinadas como sigue:

Para el propdsito de esta invencién las propiedades de ligado de laminina,

fibronectina o C3 de un polipéptido pueden ser determinadas como sigue: los
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polipéptidos pueden ser marcados con '®yodo u otros compuestos radiactivos y

ser ensayad en cuanto al ligado en radicinmuno ensayos (RIA) como fase fluida o
solida (por ejemplo dot blots). Mas adn, los polipéptidos pueden ser analizados en
cuanto a ligado con ensayos inmunosorbentes ligados a enzima (ELISA) o

citometria de flujo usando anticuerpos apropiados y sistemas de deteccion. Las

interacciones entre polipéptidos y laminina, fibronectina, o C3 pueden ser

examinados adicionalmente por resonancia de plasmén de superficie (Biacore).

Ejemplos de métodos se ejemplifican en detalle en la seccién material y métodos.:

En otra mc‘JdaIidad preferida, el polipéptido [0 el polipéptido truncado
comparado con un polipéptide tipo silvestre] comprende o consiste de por lo
menos una de las secuencias conservadas de entre la SEQ ID NO: 1-10 que son
identificadas en la alineaciéon mostrada aqui. Asi, en esta modalidad, el polipéptido
[0 polipéptido truncado comparado con un polipéptido tipo silvestre] comprende o

consiste de por lo menos uno de:

Del UspA1 (fragmentos conservados det dominio de ligado a la fibronectina-

‘I escogencias alternativas de separacién de un aminoacido en una posicién)

GTVVSVGSKQEKAGNKNGHSERQIVNHVGAGQ/NE/KIS/R

ADTDSTDAVNGSQLHYALASKTTANIN
STDAVNGSAQL

LLNDLSGRLLIDQKADIDNNINNHIYEDLAQQQDQHSSDI

KTLK
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DQKADIDNNIN
LAQQQDQHSSDIKTLK

De la UspA2 (fragmentos conservados del dominio de ligade a la
fibronectina- ‘I’ escogencia alternativa de separacién de un aminoacido en una

posicion)
KADIDNNINNHIYELAQQQDQHSSD

IKIQT/ALKEEK/INSSNVIENVEGELLFENLSD/GHRILIDQKT/ADIL

AT Q/IKN/D

De la UspA2 (fragmentos conservados del dominio de ligado a C3- '/

escogencia alternativa de separacion de un aminoacido en una posicion)

IEQDLAAYNELQDAYAKQQATEAIDALNKASSENTAQNIA
KNQADIANNITNNIYELAQQQDKQHR/ISSDIKTLAKT/ASAA
NTD/NRI

DLAAYNELQDAYAKQQ
EAIDALNKASSENTQNIAKNQADIANNI

Podra entenderse que los ligandos de polipéptido de la invencion pueden
comprender un dominio de ligado a laminina y/o fibronectina y/o C3 de secuencia
recitada aqui que es modificada mediante la adicién o eliminaciéon de residuos de
aminoacido a o desde las secuencias recitadas aqui sea en uno o ambos

terminales N o C, dichos péptidos modificados retienen la capacidad para ligar a la
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laminina y/o fibronectina y/o C3, respectivamente. De acuerdo a lo anterior la
invenciéon suministra adicionalmente un ligando que comprende o consiste de un
polipéptido en el cual 50, 40, 30, 20, 10, 5, 3 o 1 residuos de aminoacido han sido
agregados a o eliminados de una secuencia de aminoacidos recitada aqui sea en
uno o ambos de los terminales N o C, en donde dicho polipéptido modificado
retiene la capacidad para ligar a la laminina y/o la fibronectina y/o C3; y/o producir
una rgspuesta inmune contra el péptido no modificado. Por extension se quiere
significar agrandar en longitud la secuencia usando el contexto del péptido de

secuencias de aminoacidos de longitud completa desde los cuales se deriva.

Con respecto a los fragmentos de los polipéptidos de la invencién, cualquier
tamafio de fragmento puede ser usado en la invencién (con base en las
secuencias homologas/regiones conservadas/dominios funcionales discutidos
aqui) siempre que el fragmento retenga la capacidad para ligar a la laminina y/o
fibronectina y/o C3. Puede ser deseable aislar un péptido minimo que puede
contener solamente aquellas regiones requeridas para el ligado a! receptor. Los
ligandos de polipéptido de acuerdo con la invencion pueden ser derivados de las
proteinas UspA1 o UspA2 de la Moraxella catarrhalis mediante el truncado sea de
cada uno o de ambos terminales N y C. Los truncados no son molécula de UspA1
o A2 nativas de longitud completa. De acuerdo a lo anterior, la invencion
suministra adicionalmente una secuencia de UspA1 tipo silvestre que carece de
por lo menos (o exactamente) de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160 etc
a 298 aminoacidos del terminal N, y/o carece de por lo menos (o exactamente) 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 etc a 450 aminoacidos del
terminal C. Preferiblemente, el truncado retiene {a funcién de ligado a la

fibronectina (opcionalmente también a la laminina y/o ligado al C3).
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Tabla 3. Combinaciones posibles de truncaciones en los terminales N y C de la proteina UspA1 tipo silvestre

Ne. de carencia de aminodcidos, lo menos o exactamente:
Del‘t?‘rlminai Del terminal C
0 X120 f3p (a0 |50 160 |70 |80 | 100§ 120 | 140 ! 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 250 | 300 {320 | 240 | 36D | 380 1400 | 420 | 440 j 450
20 0 |20 |30 140 |80 j60 |70 j80 ) 100 1120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 } 260 | 260 | 200 | 320 ) 24D i 360 ) 380 1 400 ;420 | 440 } 450
30 0 {20 |30 {a0 |50 {60 |70 |80 ) 100 |120 | 1ap | 160 | 180 | 200 } 220 f 240 ) 260 | 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 } 400 | 420 ; 440 | 450
0 0 20 |30 [a0 [50 [eo |70 Jeo {400 [120 | 140 | 60 | 180 | 200 {200 | 240 | 260 | 280 | 300 | 320 | 240 § 350 | 380 } 400 } 420 | 440 | 450
50 o 120 130 lan {50 Leo |70 leo {100 [120 | 140 | 460} 180 | 200 | 220 {240 | 260 { 280 | 300 | 320 | 240 | 360 | 350 | 400 | 420 ] 440 | 450
0 ¢ 2o |30 140 |50 |66 i70 [20 1 10n | e20 | 140 | 150 ) 180 } 200 | 220 | 240 } 260 ) 260 {300 { 320, | 240 | 360 | 380 | 400 | 420 | 440 ; 450
79 g |20 |30 J40 {50 |60 |70 (60 |00 | 120 | 140 | 50 { 180 | 200 {220 | 2¢0 {260 | 2e0 300 | 320 | 240 | 360 | 360 {400 | 420 | 44D {450
50 o |20 130 ten |50 |60 |70 I80 | 100 | 120 {140 | 160 1180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 260 {300 | 320 | 249 {360 {380 | 400 ¢ 420 { 440 450
100 o |20 {30 {40 |50 |60 [70 180 | 100 ] 120 | 140 } 180 | 180 | 200 | 220 {240 ] 280 | 286 | 300 | 320 } 24D | 950 | 380 1 400 ) 420 | 440 | 450
120 o 20 {30 j<o |50 |60 |70 {80 | 100 | 120 | 140 160 {180 | 200 | 220 | 24D | 260 | 280 } 300 | 320 } 240 | 350 J 380 ¢ 400 | 420 | 440 | 450
140 o |20 §30 Leo |50 [e0 |70 {80 [ 100 | 120 | 140 [ 160 1 180 [ 200 {220 | 24p 1 260 | 280 1 300 | 320 § 240 | 360 [ 380 | 400 | 420 [ 440 | 450
160 0 |20 {30 jao 50 1ao |70 186 1100 {120 | 140 | 160 | 180 | 200 | 220 {240 | 260 | 280 | 300 | 320 } 240 | 360 380 | 400 } 420 | 440 | 450
- {180 0 l20 3a |an |50 {60 {70 {mo | 100 | 120 | 140 | 60 | 180 [ 200 | 200 | 240 {260 {280 | 300 [ 320 | 26g | 360 { 360 ;400 | 420 | 440 | 450
200 5 |20 {30 |40 |50 160 {70 [60 | 100 [ 120 | 140 [ 160 { 160 | 200 | 220 ! 240 : 260 280 | 300 | 320 | 240 | 360 {360 ; 400 | 420 | 440 ] 450
220 o {20 |20 {40 [eo 1e0 {70 |80 | 100 } 120 | 140 } 960 | 18D {200 | 220 | 240 | 260 280 | 300 { 320 | 240 | 360 | 350 | 400 | 420 | 440 1 450
240 0 |20 |30 |40 {50 lmo {70 feo | 100} 120 ) 140 | 160 | 180 200 | 230 { 240 260 | 280 | 300 | 320 {240 | 260 | 360 | 400 | 420 { 440 | 450
260 o 120 |30 |40 {50 ieo J70 (e [ 100 | 120 {140 {160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 | 260 | 300 | 320 | 240 | 360 | 380 § €00 | 420 | 440 ) 450
280 o J20 |20 140 150 | 6o [ 7o {s0 Y100 | 120 | 140 | 160 | 480 [ 200 {220 | 24p | 260 | 260 | 300 {320 1240 | 960 | 360 | 400 4 420 | 440 1 450
298 p {20 |30 j20 Jso Ieo (70 {80 §100 | 120 | 140 | 160 | 480 | 200 {20 | 240 | 260 [ 260 [ 300 | 220 {240 | 360 | 360 | 400 { 420 } 440 | 450
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De acuerdo con lo anterior, la invencidon suministra adicionalmente una

secuencia UspAz2 tipo silvestre que carece de por lo menos (o exactamente) 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160, 164 aminoacidos del terminal N y/o-A

carece de por lo menos (o exactamente) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140,
180, 200 etc a 3 12 aminoacidos del terminal C'. Preferiblemente, el truncado
retiene la funcién de ligado a la fibronectina (opcionalmente también el ligado a la
laminina y/o C3). Truncados posibles pueden ser seleccionados entre aquellos

mostrados en la siguiente tabla, todos estan dentro del alcance de la invencion.
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Tabla 4. Combinaciones posibles de truncaciones en terminales N y C de la proteina UspAZ2 tipo silvestre

No. de carencia de aminoacidos, lo menos o eéxactamente:

PB'. t%mina! Del terminal C

0 20 30 49 50 60 (il )] 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 312
a0 6 20 lao la lso Jen fvo las |16 iz [re0 1is0o |as0 |200 j2e [2en loe0 joe0 300 ) 312
20 g 20 130 fa0  |s0 60 70 Js8s lwc 120 |1 Jase lane loo0 {200 240 f2s0 280 (300 1312
40 0 20 J30 ja8 iso Jeo fr Jeo |00 1120 Yso [0 11se i200 [2%0 Ja2¢0 |2sn [2ep 1300|312
50 1) 20 30 40 SOF Y] 70 80 0 120 140 160 186 200 220 240 260 289 360 312
60 0 20 lao lae iso leo iz |eo [san {120 i1s0 | 160 l12e iago 220 {2¢0 260 {230 P300 342
70 [*] 20 : 30 40 590 60 70 BO 130 120 149 160 1868 200 220 249 260 280 acd 312
8D 0 20 30 40 50 60 70 8D 100 120 149 160 188 200 220 240 260 280 300 312
100 g 20 lio t40 1350 [e0 |70 Ieo Pwoo P20 (140 [1e0 1180 [200 [200 [240 1060 {288 300 |32
120 o 26 a0 40 Y36 leo |70 feo too {420 {1an w0 {ee [200 1220 lwan {280 {280 [300 |312
140 0 30 |30 Jao lso [en Jv lss l100 V10 jtap |60 |160 fzon |220 ]2a0 {280 260|300 i 342
160 0 20 30 44 L44) 80 7 81 100 120 140 180 ] 180 200 220 240 20 280 300 12
1654 0 20 3 40 5] 60 70 60 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 360 3H2
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De acuerdo con esto, la invencion suministra adicionalmente una secuencia
de UspA2 tipo silvestre que carece de por lo menos (o0 exactamente) 5, 10, 15, 20,
25 o 29 aminoacidos del terminal N y/o que carece de por lo menos (0
exactamente) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 etc a 453
aminoacidos del terminal C. Preferiblemente, el truncado retiene la funcién de
ligado a la laminina (opcionalmente también el ligado a la fibronectina y/o C3).
Posibles truncados se pueden seleccionar de aquellos mostrados en la siguiente

tabla, todos dentro del alcance de la presente invencion.

Tabla 5. Posibles combinaciones de truncaciones en terminales N y C de la

proteina UspAZ2 del tipo silvestre
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No. de_carencia de aminoacidos, por [o menos o exactamente:
Del tﬁrminal Delterminal C
0 X 5 10 15 20 25 29
20 Q 5 10 15 20 25 29
30 0 5 10 15 20 25 29
40 0 5 10 15 20 25 29
50 D 5 10 16 20 25 29
80 0 5 10 15 20 |25 29
70 0 6 10 15 20 25 29
80 0 5 10 15 20 25 25
100 0 5 10 15 20 25 28
120 0 5 10 15 20 25 28
140 0 5 10 16 20 25 29
160 0 5 10 15 20 25 29
180 0 5 10 15 20 25 29
200 a 5 10 15 20 25 29
220 0 5 10 15 20 25 29
240 0 5 10 15 20 25 29
260 0 5 10 16 20 25 29
280 0 5 10 15 20 25 29
300 0 5 10 15 20 25 29
320 0 5 10 15 20 25 29
340 0 5 10 18 20 25 29
380 0 5 10 15 20 25 28
380 0 5 10 15 20 25 29
400 0 5 10 15 20 25 29
420 o 5 10 15 20 25 29
440 Y 5 10 15 20 25 29
453 0 <] 10 15 20 25 29

De acuerdo con esto, la invencion suministra adicionalmente una secuencia

UspA2 tipo silvestre que carece (o exactamente) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100,

120, 140, 160 etc. a 301 aminoacidos del terminal N, y/o carece de por lo menos

(o exactamente) de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 160 o 172

aminoacidos del terminal C. Preferiblemente, el truncado retiene la funcién de

ligado a C3 (opcionaimente también el ligado a la fibronectina y/o laminina).

Posibles truncados se pueden seleccionar de aquellos mostrados en la siguiente

tabla, todos dentro del alcance de la presente invencion.
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Tabla 6. Posibles combinaciones de truncaciones en terminales N y C de la

proteina UspAZ2 tipo silvestre

No. de carencia de aminoacidos, por [0 menos o eXactamente:

EDeI t'ﬁ(minal Delterminal C

0 X |20 130({40 (50 |60 17080 1400 | 120 1140 {160 | 172
20 0 |2013 {40 |50 180 )70 {80 j100 |120 ) 140 | 160 | 172
30 0 |20 130140 |50 |60 |70 (80 {100 | 120 | 140 | 160 ] 172
40 0 [20 130140 |50 |60 |70]|80 {100 [120 :140 | 160 | 172
50 0 120130140 |50 |60 |[70]80 {4100 }120 [140 ;160 | 172
80 O 120130140 [50 |80 (7080 [100 | 120 [140 | 160 | 172
70 0O {20 130140 {50 [60 70|80 [ 100 | 120 | 140 | 160 | 172
80 0 ;20 [30]40 |50 (80 |70!80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 172
100 0 3120 130/40 |50 |80 | 70180 | 100 | 120 | 140 | 160 | 172
120 0 [20]30[40 |50 |60 ]70180 100 | 120 | 140 | 160 | i72
140 0 |20[30!/40 |50 |80 |70 (80 | 100 | 120 [ 140 | 160 [ 172
180 0 [201(30{40 (50 {80 {70l80 100 | 120 | 140 | 160 172
180 0 |20130}40 50 160 )70]180 100 | 120 | 140 | 160 | 172
200 o |20130!40 {50 {60 701801100 1120 [140 ;180 1172
220 0 |20 30|40 {50 |60 170(80 {100 | 120 |140 | 160 172
240 0 j20|30}40 {50 {60 |70 {80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 172
260 ¢ {20 130140 {50 {80 70180 | 100 | 120 | 140 |} 160 ) 172
280 o 120130140 |50 |60 |70!80 (100 |120 | 140 | 160 | 172
280 0 |20130140 150 160 170{80 1100 {120 {140 | 180 ! 172
301 0 120130140 |50 |60 |70 [80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 172

Secuencias conocidas de UspA1 tipo silvestre que pueden ser truncadas de
esta manera son aquellas de las cepas ATCC25238 (MX2; No. de acceso
GenBank AAD43465), P44 (AAN84895), O35E (AAB96359), TTA37 (AAF40122),
O12E (AAF40118), O46E (AAF36416), V1171(AAD43469), TTA24 (AAD43467)
(Ver Tabla 1/Figura 19); o BC5 (ver anterior). Las secuencias conocidas de UspA2
tipo silvestre que pueden ser truncadas de esta manera son aquellas de las cepas
O35E (No. de acceso GenBank 04407), MC317 (No. de acceso GenBank

Q58XP4), E22 (No. de acceso GenBank Q848S1), V1122 (No. de acceso
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GenBank Q848S2), P44 (No. de acceso GenBank Q8GH86), TTA37 (No. de
acceso GenBank Q9L961), O46E (No. de acceso GenBank Q9L962), O12E (No.
de acceso GenBank Q9L963), V1171 (No. de acceso GenBank Q9XD51), TTA24
(No. de acceso GenBank QQXDSB), SP12-5 (No. de acceso GenBank Q8RTB2),
ATCC25238 (No. de acceso GenBank Q9XD55) (ver tabla 2/Figura 20) ; o BC5

[Forsgren_UspAZ2] (ver anterior).

Idealrﬁente el UspA1 o UspA2 truncados de esta modalidad comprenden o
consisten de una secuencia de aminoacidos seleccionadas del grupc que consiste
de la SEQ ID NO: 1-10 o un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado,
producto degenerado o de hidroxilacion, sulfonacién o glicosilacién u otro producto
de procesamiento secundario del mismo; o comprende o consiste de por lo menos
una de las secuencias conservadas desde dentro de estas regiones que son

identificadas en la alineacion mostrada aqui, por ejemplo:

De la UspA1 (fragmentos conservados del dominio de ligado a la
fibronectina- /" escogencia de alternativa de separacion de un aminoacido en una

posicién)

GTNVVSVGS/KQEKAGNEKNGHSERQIVNHVGAGQ/NEKIS/IR

ADTIDSTDAVNGSQLHYALAS/KTTAVIN

STDAVNGSQL

LLNDLSGRLUIDQKADIDNNINNHIYEDLAQQQDQHSSDI

KTLK

\o)
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DQKADIDNNIN
LAQQQDQHSSDIKTLK

De la UspA2 (fragmentos conservados del dominio -de ligado a la
fibronectina- '/ escogencia de alternativa de separacién de un aminoacido en una

posicion)
KADIDNNINNHIYELAQQQDQHSSD

IKIQT/ALKEEK/IN/SNVIENEGELLUFENLSD/GHRILIDQKT/ADIL

AT Q/KN/D

De la UspA2 (fragmentos conservados del dominio de Iigadd a C3-f/

escogencias alternativas de separacién de un aminoacido en una posicion)
IEIQDLAAYNELQDAYAKQQATEAIDALNKASSENTQNIA

KNQADIANNIT/NNIYELAQQQDKQHR/SSDIKTLAKTASAA

NTD/NRI
DLAAYNELQDAYAKQQ
EAIDALNKASSENTQNIAKNQAD‘IANNI

Puede ser conveniente producir proteinas de fusién que contienen ligandos

de polipéptidos como se describen aqui. De acuerdo a lo anterior, en una

modalidad adicional, la invencién suministra proteinas de fusion que comprenden
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ligandos de poli;;éptido de acuerdo con la invencion. Preferiblemente Llha proteina
de fusién de acuerdo con esta invencion es menos de 50% idéntica a cualquier
secuencia de longitud completa conocida en toda lsu longitud. Tales fusiones
pueden constituir un derivado de polipéptido de la invencion. Derivados
adicionales pueden ser usados de los polipéptidos de la invencidon como un
portador para un péptido covalentemente acoplado o partes de sacaridos. Estos
pueden ser acoplados por ejemplo a oligoéacéridos capsulares del neumococo o
polisacaridos de, o lipooligosacaridos de la Moraxella catarrhalis, o

lipooligosacaridos no clasificables del Haemophilus influenzae.

Los péptidos homdlogos de la invencion bueden ser identificados por
comparacién de secuencia. Péptidos homélogos son preferiblemente por lo menos
60% idénticos, mas preferiblemente por lo menos 70%, 80%, 90%, 95% o 99%
idénticos en orden ascendente de preferencia a la secuencia de polipéptido
descrita aqui o a los fragmentos de la misma o truncados de la invencion sobre su
longitud completa. Preferiblemente los péptidos homélogos retienen la capacidad
para ligar a la fibronectina y/o laminina y/o C3; y/o producen una respuesta inmune

contra las secuencias de péptido descritas aqui o los fragmentos de los mismos.

Las Figuras 19 y 20 muestran un alineamiento de secuencias de péptido de
UspA1 y UspAZ2 de_ origen diferente que indica regiones de secuencia que son
capaces de ser modificadas para formar secuencias homodlogas mientras se
retiene la funcion (Es decir la capacidad de ligado a la fibrenectina y/o laminina y/o
C3). Los péptidos homoélogos al BC5 SEQ ID NO: 1-10 son por.ejemplo aquella
secuencia correspondiente a la secuencia de BC5 de otras cepas en las figuras 19

y 20.
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Vacunas de la invencidon

4
Los polipéptidos/péptidos/dominios
funcionales/fragmentos/truncados/derivados de la invencion deberian ser
formulados idealmente como una vacuna que comprende una cantidad efectiva de

dichos componentes y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las vacunas de la invencion pueden ser usadas para la administracion a un
paciente para la prevencion o tratamiento de la infeccion por Moraxella catarrhalis
u otitis media o sinusitis o infecciones del tracto respiratorio inferior. Ellas pueden
ser administradas de cualquier forma conocida, incluyendo intramuscularmente,

parenteralmente, mucosal e intranasalmente.

Combinacion de vacunas de vacunas de la invencion

Las vacunas de la presente invencion pueden ser combinadas con otros
antigenos de Moraxella catarrhalis para la prevencion o tratamiento de las

enfermedades anteriormente mencicnhadas.

- Los inventores de la presente han encontrado en particular que la Moraxella
catarrhalis tiene por lo menos dos medios de anidarse en el si_stema inmune
anfitrion para atacar el organismo. En adicién a la interaccion con C3 (y C4BP)
mencionados en los ejemplos adelante, la M. catarrhalis tiene una fuerte afinidad
para lalgD humana ligada a membrana y soluble mediante la proteina MID
(también conocida como OMP106). El ligado de Moraxella dependiente de 1gD a
los linfocitos B resulta en una sintesis de inmunoglobulina policlonal que puede

prohibir la produccion de anticuerpos anti- moraxella monoclonales especificos. El
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hecho de que la M. catarrhalis se anida en el sistema inmune humano de diversas
maneras puede explicar porque la M. catarrhalis es un habitante tan comuan del

tracto respiratorio.

Los inventores creen que la combinacion de antigenos involucradoes en la
funcién de ligado a IgD (MID) y la funcién de ligado a C3 (UspA1 y/o UspA2)
pueden suministrar una composicion inmunogénica que da capacidades
defensivas mejoradas al anfitriéon contra el anidamiento de la Moraxella en el
sistema inmune humano suministrando asi una disminucién mejorada en la M.

catarrhalis sobre superficies mucosales.

Un aspecto adicional de la invencion es por lo tanto una composicion de
vacuna que comprende una cantidad efectiva de UspAl y/o UspA2
(particularmente el ultimo) {por ejemplo polipéptidos de longitud completa o
polipéptidos/péptidos/dominios
funcionales/homélogos/fragmentos/truncados/derivados de la invencion como se
describié aqui, preferiblemente que retengan una funcién de ligado a C3) en
combinacién con una cantidad efectiva de la proteina MID (por ejemplo
polipéptidos de longitud completa o  polipéptidos/péptidos/dominios
funcionales/homélogos/fragmentos/truncados/derivados de mismo,
preferiblemente que retengan una funcién de ligado al IgD humano), y un

excipiente farmacéuticamente aceptable.

La proteina MID, y los homologos/fragmentos/truncados de ligado a IgD el
mismo se describen en la WO 03/004651 (incorporada aqui como referencia).
Particularmente los fragmentos adecuados para este propésito es un polipéptido

que comprende (o consiste de) el fragmento F2 descrito en la WO 03/004651, o
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las secuencias con por lo menos 60, 70, 80, 90, 95, 99% de identidad con

respecto a este que preferiblemente retengan la actividad de ligado a gD humano.
Los componentes MID y UspA de esta vacuna de combinacion pueden ser
separados uno de! otro, o pueden ser fusionados convenientemente juntos

mediante técnicas de biologia molecular conocidas

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra 13 cepas de M. cétarrhalis ensayadas en cuanto a
ligado a fibronectina (A). El ligado a fibronectina fuerte correlacionado con la
expresion de UspA1/A2 es detectado por el anti- UspA1/A2 pAb (B-1). Los perfiles
de citometria de flujo de! BBH18 de la M. catarrhalis tipo silvestre y de los
mutantes deficientes de UspA1/A2 muestran un ligado dependiente al UspA1/A2-a
la fibronectina soluble. Los perfiles dé aislade clinico tipo silvestre (B y F) y los
mutantes correspondientes libres de UspAt1 (C y G), o UspA2 (D y H), y los
mutantes dobles (E y 1) que carecen tanto de UspA1 y UspA2 se muestran. Las
bacterias fueron incubadas con anti- UspA1/A2 o fibronectina de conejo seguido
por un pAb de anti-fibronectina. Ef pAb de conejo conjugado con FITC fue
subsiguientemente agregado seguido por el andlisis de citometria de flujo. Un
experimento tipico de tres con intensidad media de fluorescencia (MF!) para cada

perfil se muestra.

La Figura 2 muestra que los mutantes deficientes RH4 UspA2 de la M.
catarrhalis no ligan a la fibronectina marcada con '%I. EI BL21 E. coli fue incluido
como un contro! negativo‘que no se liga a la fibronectina. Las bacterias fueron

incubadas con fibronectina marcada con '?° seguido por varios lavados y
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analizado en un contador gama. El ligado a la fibronectina al RH4 tipo silvestre
expresa tanto el UspA1-y A2 fue establecido como 100 %. El valor medio de tres
experimentos independientes se muestra. Las barras de error representan
desviaciones estandar (DE). Resultados similares fueron obtenidos con el BBH18

de la M. catarrhalis.

La Figura 3 muestra fotos que verifican que los mutantes de M. catarrhalis
exentos de UspA1 y UspA2 no se ligan a la fibronectina inmovilizada. El M.k
catarrhalis tipo silvestre fue capaz de adherirse en una aita densidad sobre
platinas de vidrio recubiertas con fibronectina de alta densidad (A). EI mutante
AuspA1 de la M. catarrhalis también fue retenido a una alta densidad (B), mientras
que los mutantes dobles a AuspA2 y AuspA1/A2 de la M. catarrhalis se adhirieron
pobremente (C y D). Las platinas de vidrio fueron recubiertas con fibronectina e
incubadas con el RH4 del M. catarrhalis y sus mutantes correspendientes

UspA1/A2. Después de varios lavados, las bacterias fueron gram manchadas.

La Figura 4 es un grafico que muestra que el UspA1 y A2 recombinantes se
ligan a la fibronectina de una manera dependiente de la dosis. El ligado especifico
a la fibronectina es mostrado para el UspA1%%77% y UspA2°°%® Ambas proteinas
de UspA (40 nM) fueron recubiertas sobre placas microtitulo e incubadas con
concentraciones incrementales de fibronectina seguido por la deteccion con pAb
de fibronectina anti-humana de conejo y pAb anti-conejo conjugada con HRP. Los
valores medios de tres experimentos separados se muestran y las barras de error

indican la DE.

La Figura 5. Los dominios que ligan a la fibronectina activas para el UspA1

y UspA2 estan localizados entre los aminoacidos 299 a 452 y 165 a 318,
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respectivamente. Las proteinas truncadas derivadas de UspA1 (A) y UspA2 (B) Se
muestran. Todos los fragﬁwentos fueron ensayados en cuanto al ligado a
fibronectina en ELISA. Cuarenta nM de cada fragmento truncado fue recubierto
sobre placas microtitulo e incubados con 80 pg/ml y 120 pg/mi de fibronectina
para UspA1 y UspA2, respectivamente. La fibronectina ligada fue detectada con
pAb anti-fibronectina de conejo seguido por pAb anti-conejo conjugada con HRP.
Los resultados son representativos para tres conjuntos de experimentos. Las

barras de error representan la desviacién estandar.

La Figura 6 muestra la secuencia de acuerdo con la secuencia ID No. 1,y la
homologia de secuencia entre el UspA12°%452 y o] UspA2'%*3'® L os 31 residuos de
aminoacido idénticos estan entre corchetes.

La Figura 7 muestra que los fragmentos truncados del UspA1°%4¢!

y
UspA12%452 inhiben de manera competitiva el ligado a la fibronectina dependiente
del UspA del M. catarrhalis. Los mutantes dobles AuspA1/A2 del M. catarrhalis,
que no se ligan a la fibronectina, fueron incluidos como controles negativos. Las
profeinas recombinantes de UspA1 fueron pre-incubadas con 2 mg/100 ml de
fibronectina antes la incubacién con M. catarrhalis. Los valores medios de
fluorescencia (MF1) del M. catarrhalis con fibronectina ligada detectados por FITC
conjugado con pAb anti-fibronectina en citometria de flujo se muestran. El
UspA1%%" vy UspA1%%%52 resulté en una inhibicién del 95 % y 63 %

respectivamente. Las barras de error representan la media *+ DE de ftres

experimentos independientes.

La Figura 8 muestra que el UspA12%452 y UspA2'%3"® inhibe la adherencia

al M. catarrhalis a la fibronectina asociada con las células via las células

o1
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conjuntivales Chang. Las células epiteliales Chang expresan la fibronectina sobre
la superficie seguin se revel6é por un pAb anti-fibronectina y la citometria de flujo
(A). La Pre-incubacion con las proteinas UspA12%%4%2 UspA2'%%3'® que ligan a la
fibronectina, o la pAb anti-fibronectina resultaron en un ligado significativamente
reducido por el RH4 de M. catarrhalis en comparacion con las proteinas
recombinantes de control (UspA1“33'580 y UspA23°'177) y un anticuerpo de control
(anti-ICAMI mAb) (B). El P<0.05 mediante dos ensayos Student emparejados de
dos filas. Los valores medios de tres experimentos separados se muestras y las

barras de error indican la DE.

La Figura 9A muestra el ligado del RH4 M. catarrhalis a la laminina
mediante el UspA1 y A2. El RH4 de M. catarrhalis tipo silvestre (wt) se liga
fuertemente a la laminina inmovilizada con un OD medio de 1.27. La RR4AuspA1
mostré un OD medio de 1.14 (89.8 % del tipo silvestre). EL RR4AuspAZ y el
mutante doble RR4AuspA1/AZ tenian un didmetro externo medio de 0.19 y 0.23
respectivamente (15.0% y 18.1% del tipo silvestre). Esto no fue diferente de
manera significativa de la adhesion residual a las placas recubierta con albumina
de suero bovino. 30 pg/nA1 de laminina o de albimina de suero bovino fueron
recubiertos sobre placas micro titulo. Estas fueron bloqueadas seguido por la
incubacién con una suspension de bacterias y finalmente lavadas. Las bacterias
ligadas fueron detectadas con pAb anti-MID y pAb anti-conejo conjugado con
HRP. Los resultados medios de tres experimentos representativos se muestraﬁ.

Las barras de error representan las desviaciones estandar (DE).

La figura 9B muestra el ligado del UspA1 y A2 recombinantes a la laminita
en una manera dependiente de la dosis. El ligado a la laminita especificc se

muestra para el UspA1%77° y UspA2°°5%® Ambas proteinas de UspA (40 nM)

oY
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fueron recubiertas sobre placas microtitulo e incubadas con concentracicnes
incrementales de laminina seguido por la deteccién con pAb a nti-laminina de
conejo y pAb anti-conejo conjugada con HRP. Los valores medios de tres

experimentos separados se muestran y las barras de error indican la DE.

Las figuras 10 A y B muestran que los dominios de ligado a la laminita
activos para el UspA13°77° (A) y UspA2°%%* (B) se localizan en las mitades del
Terminal N. 40 nM de UspA1°®77° y UspA23%-3% recom‘binantes juntos con las
proteinas truncadas fuéron recubiertos sobre placas microtitulo e incubas con 20
pg/ml de laminina seguido por la deteccidén con pAb anti-laminina de conejo y pAb
anti-conejo conjugada con HRP. Los valores medios de tres experimentos

separados se muestran y las barras de error indican la DE.

La figura 11 es una ilustracion esquematica de‘ C3, C3b y C3met ligados
covalentemente. (A) La molécula C3 en suero consiste‘ de una cadena a y una
cadena B. (B) La cadena a contiene un sitio tioéster interno due después de
activacion puede ligar covalentemente con una superficie microbiana. (C) ElI C3 ha

sido tratado con metilamina la que se liga covalentemente al tio éster.

La Figura 12 ilustra que el M. catarrhalis contractia con los trayectos
clasicos y alternativos del sistema complemento mediante las proteinas de
membrana exterior UspA1 y A2. (A) EL RH4 del M. catfarrhalis tipo silvestre (wt), el
AuspA1, el AuspA2 o los mutantes AuspA1/A2 fueron incubados en la presencia
de 10 % NHS. (B) El mutante AuspA1/A2 fue incubado con 10 % de NHS
suplementado con EDTA o con Mg-EGTA. Las bacterias fueron recolectadas en
los puntos del tiempo indicados. Después de incubacién durante la noche, las

unidades formadoras de colonia (cfu) fueron contadas. El niumero de bacterias a la
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iniciacion de los experimentos se definiéo como el 100 %. Los valore medios de tres
experimentos separados se muestran y las barras de error indican la D. E. (A) Los
valores medios después de 5 minutos para el AuspA1, el AuspA2 o los mutantes
AuspA1/A2 fueron diferentes significativamente del tipo silvestre (P < 0.05). (B)
Los valores medios después de 5 minutos para los mutantes AuspA1/A2 vy
después de 10 minutos para el mutante AuspA1/A2 incubado con Mg-EGTA

fueron significativamente diferentes del tipo silvestre (P < 0.05).

La figura 13 ilustra que la Moraxella catarrhalis se liga a C3 en suero
independientemente de la activacion del complemento. Los perﬁleé de citometria
de flujo muestran el ligado a C3 a (A) M. catarrhalis RH4 o (B) Streptococcus
pneumoniae. Las bacterias fueron incubadas con NHS o NHS pretratado con
EDTA. Luego, un pAb de C3d de anti-humano de conejo y una segunda capa de
un pAb anti-conejo de cabra conjugado con FITC fueron agregados seguido por el
analisis de citometria de flujo. Las bacterias en la ausencia de NHS, pero en la
presencia de ambos pAb, fueron definidos como florescencia de fondo. Un

experimento resentativo de tres se muestra.

La figura 14 ilustra que el M. catarrhalis no se liga covalentemente al C3
tratado con metilamina purificado de una manera dependiente a dosis, y que el
ligado se basa en interaccibnes idnicas. Los perfiles de citometria de flujo
muestran (A) el ligado con concentraciones incrementales de C3met. (B) la
intensidad media de fluorescencia (mfi) de cada perfil en el panel (A) Se muestran.
(C) el ligado a C3met del RH4 disminuye con concentraciones incrementales de
NaCl. Las bacterias se incuban con C3met con o sin NaCl como se indico. El
ligado a C3met fue medido mediante citometria de flujo como se describié en la

figura 3. L.as barras de error indican la DE. * P £ 0.05, ™ P < 0.01, *** P = 0.001.
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La Figura 15 ilustra que los perfiles de la citometria de flujo del RH4 del M.
catarrhalis tipo silvestre y los mutantes deficientes de UspA1/A2 muestran un
ligado a C3met/ C3 dependiente de UspA1/UspA2. Los perfiles de un aislado
~ clinico tipo silvestre (A, F, K) y los mutantes correspondientes exentos de proteina
MID (B, G, L), UspA1 (C, H, M), UspA2 (D, |, N), c ambeos UspA1 y UspA2 (E, J, 0)
se muestran. Las bacterias se incubaron con C3met (A-E), NHS-EDTA (F-J) o
NHS (K-O) y detectadas segun se delinea en la figura 3. Un experimento tipico de

tres con intensidad media de fluorescencia (mfi) para cada perfil se muestra.

La figura 16 ilustra que et C3metse liga al UspA2°°°* recombinante purificado,

150770 ge observa.

mientras que solamente un ligado del C3met débil a la UspA
Mas aun, la region de ligado al C3met del UspA2 fue determinada localizada entre
los residuos de aminoacidos 200 a 458. (A) El UspA1°79 y UspA23%5%
recombinantes fueron inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa. La
membrana fue incubada con C3met marcado con [**°l] durante la noche y la
proteina ligada fue visualizada con un FX personal (Bio- Rad) usando pantallas de
intensificacion. La proteina recombinante MID%%'2% fye incluida como un control
negativo. (B) el UspA1°®77° UspA2°®°*® y una serie de proteinas UspA2 truncadas
fueron recubiertas sobre placas microtitulo e incubadas con C3met, seguido por
incubacion con pAb de C3 anti-humano de cabra y pAb anti-cabra conjugada con
HRP. Los valores medios de tres. experimentos se muestran. El ligado de fondo

fue sustraido de todas las muestras. Las barras de error correspondena D. E. * P

<0.05,*P=<0.01, "™ P =0.001.

La figura 17 ilustra que la adicion del UspA1°®7 y UspA2**5%

recombinantes al suero inhiben la deposicion de C3b y matan la M. catarrhalis via
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el trayecto alterﬁativo. Los perfiles de citometria de flujo muestran la deposicidén de
C3b sobre RH4AuspA2/A2 después de incubacion con (A) NHS o NHS
preincubado con UspA1°®7® y UspA2°%°*® recombinantes (reé.), o (B) NHS-Mg-
EGTA o-NHS- Mg-EGTA preincubado con UspA1%®77% y UspA2°®5*® Después de
la adicion de varias combinaciones de NHS, las bacterias fueron analizadas como
se describié en la figura 13. (C) El RR4AuspA1/A2 fue incubado con 10 % de NHS
o NHS-Mg-EGTA. Para la inhibicion, el NHS-Mg-EGTA fue incubado con 100 nM
UspA1°%7 yio UspA2°®3* antes de la adicion de la bacteria. Las bacterias fueron
recolectadas en los puntos del tiempo indicados. Ei nimero de bacterias a la
iniciacion de los experimentos se definidé como el 100 %. Los valores medios de
tres experimentos separados se muestran y las barras de error indican la D.E. Los
puntos de tiempo 10, 20 y 30 min para e! mutante AuspA1/A2 preincubado con
proteinas recombinantes fueron diferentes de manera significativa del mutante

AuspA1/A2 incubado con Mg-EGTA solo (P < 0.05).

1 50-770 230—539

La Figura 18 ilustra que el UspA y UspA recombinantes

disminuyen la hemodlisis de los eritrocitos De conejo mediante la inhibicion del

trayecto alternativo. EI NHS fue incubado con o sin 100 nM UspA1%77

y/o
UspA239%3° 3 37 °C durante 30 min. El NHS en las concentraciones indicadas fue
luego agregado a eritrocitos de conejo. Después de la incubaciéon durante 30
minutos, la suspension fue centrifugada y los sobrenadantes fueron medidos por
espectrofotometria. La hemdlisis maxima en cada experimento fue definida como
el 100%. Los valores medios de tres experimentos separados se muestran y las
barras de error corresponden a D.E. Los resultados obtenidos con NHS +

UspA23%%% y NHS + UspA1%%77% UspA2°®3* en concentraciones NHS de 2, 3 y

4% fueron significativamente diferentes del control de NHS (P < 0.05).
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La figura 19 ilustra un analisis de apilado del UspA1 para 8 cepas

diferentes, para mostrar la homologia de partes diferentes del UspA1.

La figura 20 ilustra un analisis de apilado del UspA2 para trece cepas

diferentes para mostrar la homologia de partes diferentes del UspA2.

La Figura 21 ilustra el % de identidad en regiones identificadas sobre la
secuencia Forsgren calculada como la proporcién entre el nimero de cases
exactos y Ia longitud del alineamiento de la regién, en donde el alineamiento de la
regidon es aquella parte del alineamiento total anterior que contiene la region

Forsgren

Materiales y métodos

Interaccion entre M. catarrhalis y cepas bacterianas con fibronectina v cpndiciones

de cultivo

Las fuentes de las cepas M. catarrhalis se dan en la tabla 7. Los mutantes BBH18
y RH4 de la M. catarrhalis fueron construidos como se describid previamente. [23,
58] Las cepas de M. catarrhalis fueroh cultivadas rutinariamente en infusion de
cerebro y coerazén (BHI) como caldo de liquido o en placas de agar con BHI a 37
°C. Los mutantes deficientes del UspA1 fueron cultivados en BHI suplementado
con 1.5 yg/ml de cloramfenicol (Sigma, St. Louis, MO), y los mutantes deficientes
de UspA2 fueron incubados con 7 pg/ml de zeocina (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Tanto el cloramfenicol como la zeocina fueron usadas para el crecimiento de

mutantes dobles.

Y7
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Tabla 7. Cepas clinicas de M. catarrhalis usadas en el presente estudio

Cepa fuente clinica referencia
BBH18 Esputo [53]
D] Esputo [53]
Ri49 Esputo [53]
ClO Esputo [10]
F16 _ Esputo [10]
Bro2 tracto respiratorio [53]
Z14 faringe [10]
S6-688 Nasofaringe [23]
Bceb Nasofaringe [20]
RH4 Sangre [53]
RH6 Sangre [53]
R14 Desconocido [10]
R4 Desconocido [10]
S0O-1914 aspirado de la cavidad timpanica [23]

Nota: las cepas C10, R4 no tenian el gen uspA1, mientras que las F16, R14, Z14
carecian del gen uspA2. [10] Las cepas restantes contenian tanto genes uspA1y

A2 (datos no mostrados).

Meétodo de ADN

Para detectar la presencia de genes uspA1, A2, y A2H en aquella; cepas
que eran desconocidas, los cebadores y condiciones de PCR segun se describid
por Meier et al. Fueron usadas. [50] secuenciamiento parcial fue también llevado a
cabo con el UspA12942 y UspA2'%°218 |os cebadores 5' vy 3' de los genes uspA1y
uspA2 respectivos del RH4 y el BBH18. La confirmacion de la presencia de los
residuos de aminodacido "DQKADIDNNINNIYELAQQQDQHSSDIKTLK" también se

llevd a cabo mediante PCR con un cebador (5'-
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CAAAGCTGACATCCAAGCACTTG-3") disefiado desde el terminal 5' de esta
secuencia y los cebadores 3' para uspA1 y A2 como se describié en Meier at al.

[50]

Construccion y expresion de proteinas recombinantes

Las UspA1%2770 y UspAZ30-53¢ qﬁe estan exentas de sus terminales C hidrofébicos,
han sido descritas recientemente. [58] el ADN genomico fue extraido del BcS de la
M. catarrhalis usando un kit de tejidec DNasy (Qiagen, Hilden, Alem ania). En
adicion, las proteinas recombinantes correspondientes a las regiones muitiples

199770y UspA2°%5% también fueron construidas por el mismo

que anidan UspA
método. Los cebadores usados se dan en la tabla 8. Todas las construcciones
‘fueron secuenciadas de acuerdo con métodos estandar. La expresion y
purificaciébn de las proteinas recombinantes se hizo como se describid
previamente. [59] Las proteinas fueron purificadas usando columnas que
contenian resina de niquel (Novagen) de acuerdo con' las instrucciones del

fabricante para las condiciones nativas. Las proteinas recombinantes fueron

analizadas sobre SDS-PAGE comos se describio. {21]

Tabla 8. Cebadores usados en el presente estudio

5
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Proteina cebador 5’ cebador 3’
UspA1™™  gogtotgeggatecagtaggeaaggeaace ccetgaagetttagtgeataacctaatig
UspA1™*  peptetpegpatecagtaggeanggeaace tigagcaagettagottgatitttageg
UspAl 0197 gegtotgegpatccaglaggecaagpeance acctptggoaageticticetgee
UspA1*2%! gegtetgeggatecagtaggeaaggeance

getgteactaagottacctgcaccaacatgaac |

UspAl 299452 goatttgcaggtacatcggatectggtaatggtact gtctitigtaagatcaagetittgatcaat
UspA1®**%  catagctetpatatggatceactiasaaac catgetgapaagcertacciagattgg
UspA1¥7T™  accanapcacaapeggatceanataaagac gatctiattggtagtaagetiagettagtitty
UspA19%7™™  ositpapcaaangpatcccatcaatcaagag ccctgaapctitagtgeataacctaattg
UspAZ*™™  cgamtgeggatcctaaagatgatatanctitagagg  cattaageiiggtgtctaatgeagiiac
UspA2i®17  conatgcggatectaaaaatgatataacittapape  cteatgaccazaalcaagettateitegatagacte
UspA2'®20  satattpegpatcegpaagatgatgtigaaac gatcaataagcttaccgcttagattgaatagttcttc
UspA2'™"®  gatattgcggatccggaagatgatpttpaaac gtcaatcgettcaagetictittgageatactg
UspA2'938  pypaitpagragpatccagatgctattect glcaatcgettcangettctittgageatactg
UspA2™*%®  petcasaaccaageggateccoaagatetg getgagcatitcangctitgeatcageategge

geaagtgctgogpalcctgateglatiget

cattaagetiggtgtctaatgcagttac

U sp A2446-539

Anticuerpos

Los anticuerpos policlonéles anti-UspA1/A2 de conejo {pAb) fueron
descritos recientemente en detalle. [58] Los otros anticuerpos usados fueron pAb
de fibronectina anti-humana de conejo, pAb anti-conejo conjugado con FITC de
cerdo, perpxidasa de rabano de cerdo (HRP) conjugada con pAb anti-conejo y

finalmente un anticuerpc monoclonal (mAb) CD54 (ICAMI) anti-humano de raton.

Los anticuerpos fueron obtenidos de Dakopatts (Glostrup, Dinamarca).

Analisis por citometria de flujo

La expresion de la proteina UspA1/A2 y la capacidad de la M. catarrhalis de
ligar a la fibronectina fueron analizadas por citometria de flujo. Las cepas tipo

silvestre de M. catarrhalis y los mutantes deficientes de UspA1/A2 se hicieron



WO 2007/018463 43 PCT/SE2006/000931 -

crecer durante la noche y se lavaron dos veces en una salina amortiguada con
fosfato que contenia 3% de gelatina de pescado (PBS- gelatina). Las bacterias
(10%) fueron entonces incubadas con el anti suero anti-UspA1/A2 o con 5 pg de
fibronectina (Sigma, St Louis, MQ). Estos se lavaron e incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente (RT) con pAb anti-conejo conjugada con FITC
(diluida de acuerdo con las instrucciones del fabricante) o con 1/100 de disolucién
de pAb de fibronectina anti-humana de conejo {si fue la fibronectina que se agregé
primero) durante 30 minutos a Ta antes de la incubacién con el pAb anti-conejo
conjugado con FITC. Después de tres lavados adicionales, las bacterias fueron
analizadas por citometria de flujo (EPICS, XL-MCL, Coulter, Hialeah, FL). Todas
las incubaciones fueron mantenidas en un volumen final de 100 pl de PBS-
gelatina y los lavados -se hicieron con el mismo amortiguador. EI pAb anti-
fibronectina y el pAb anti-conejo conjugado con FITC se agregaron
separadamente como control negativo para cada cepa analizada. Los estudios de
inhibicién de fibronectina se llevaron a cabe mediante preincubar 0.25 pmoles de
fragmentos de UspA durante 1 h con 2 ug de fibronectina antes de la incubacién
con la bacteria M. catarrhalis (10°%). La cantidad residual libre de fibronectina que
se ligb al M. se determiné por citometria por flujo como se menciond
anteriormente.

[

Ligado del M. catarrhalis a la fibronectina inmovilizada

Platinas de vidrio fueron recubiertas con 30 ul de alicuotas de fibronectina
(1 mg/ml) y aire seco a RT. Después del lavado una vez con PBS, las platinas
fueron incubadas en platos petri con bacterias pre-enfriadas en una fase

exponencial tardia (densidad optica (OD) a 600 nm == 0.9). Después de 2h a RT,
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las platinas de vidrio fueron lavadas una vez con PBS seguido por manchado

gram

Marcado de la proteina y radicinmuno ensayo {RIA)

2y0do (Amersham, Buckinghamshire,

La Fibronectina fue marcada con
Inglaterra) hasta una actividad altamente especifica (0.05 mol de yodo por mol de
proteina) con el método de cloramina T. [21] Las cepas BH18 y RH4 de la M.
catarrhalis junto con sus mutantes correspondientes se hicieron crecer durante la
noche sobre un medio soélido y fueron lavadas en PBS con 2 % de albumina de
suero bovino (BSA). Las Bacterias (10%) fueron incubadas durante 1 h a 37°C con
fibronectina marcada con %l (1600 kcpm/muestra) en PBS que contiene 2 %
BSA. Después de tres lavados con PBS y 2% de BSA, la fibronectina marcada con

'?%| ligada a la bacteria fue medida en un contador gama (Wallac, Espoo,

Finlandia).

Ensayo inmuno absorbente ligado a enzima (ELISA)

Las placas microtitulo Nunc-Immuno Module; Roskilde, Dinamarca) fueron
recubiertas con 40 nM de las proteinas UspA1°®~° y UspA2°®°* en 75 mM de
carbonato de sodio, pH 9.6 a 4 °C durante la noche. Las placas fueron lavadas 4
veces con amortiguador de lavado (50 mM de Tris-HCI, 0.15 M NaCl, y 0.1 %
Tween 20, pH 7.5) y fueron bloqueadas durante 2 h a RP con el amortiguador de
lavadoe que contenia 3% de gelatina de pescado. Después de 4 lavados
adicionales, los pozos fueron incubados durante 1 h a RP con fibronectina (120
pug/ml) diluido en etapas de tres veces en 1.5% de gelatina de ensacado (en

amortiguador de lavado). Después de ahi en adelante, las placas fueron lavadas e
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incubadas con pAb de fibronectina anti-humana de conejo durante 1 h. Después
de lavados adicionales, el pAb anti-conejo conjugado con HRP fue agregado y se
incubo durante 1 h a RT. Tanto la fibronectina anti humana como el pAb anti-
conejo conjugado con HRP fueron diluidos 1:1,000 en amortiguador de lavado que
contenia 1.5% de gelatina de pescado. Los pozos fueron lavados cuatro veces y
las placas fueron desarrolladas y medidas en OD450. Los ELISA con proteinas
truncadas anidadas en UspA1°®770 y UspA23®°*%se llevd a cabo con dosis fijas de

fibronectina en 80 pg/mly 120 ug/ml, respectivamente.

Ensayo de inhibicidn de adherencia de la linea celular

Células conjuntivas Chang (ATCC CCL 20.2) se cultivaron en un medio de
RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Scotland) suplementadas con

10 % de suero de ternero fetal, 2 mM de L- glutamina, y 12 pg de gentamicina/ mi.

En el dia antes de los experimentos de inhibicion de adherencia, las células fueron

cosechadas, lavadas dos veces en RPMI 1640 libre de gentamicina, y agregadas
a placas de cultivo de tejidos de 96 pozos (Nunc) a una concentracion final de 10*
células/ pozo en 200 pl de medio de cultivo libre de gentamicina. Después de ahi
en adelante, las celulas fueron incubadas durante la noche a 37 °C en un
atmésfera humidificada y 5% de CO, y 95 % de aire. En el dia de los
experimentos, la inhibicion de la adhesion del M. catarrhalis se llevé a cabo
mediante pre-incubar concentraciones incrementales de proteinas truncadas
UspA1/A2 recombinantes que contenian los ligados a la fibronectina (UspA1299'452
y UspA2'%%'8) 5 pAb de fibronectina anti-humana de conejo (diluida 1:50) durante

1 h. las proteinas recombinantes que no ligan a la fibronectina (UspA1*3°%

Y
UspA2°°'7") fueronj usadas como controles. Las células epiteliales Chang son

conocidas porque expresan el ICAMI. [18] Por lo tanto un anticuerpo anti-ICAMI
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fue usado para diferenciar si el efecto inhibitorio del anticuerpo anti- fibronectina
era secundario al impedimento estérico. Subsiguientemente el, RH4 del M.
catarrhalis (10°%) en PBS-gelatina se inoculd dentro de las monocapas confluentes.
En todos los experimentos, las placas de cultivo de tejido fueron centrifugadas a
3,000 x g durante 5 min e incubadas a 37 °C en 5 % CQO;. Después de 30 min, las
mono capas infectadas fueron enjuagadas varias veces con PBS-gelatina para
remover bacteria no adherente y fueron entonces tratadas con tripsina-EDTA (0.05
% de tripsina y 0.5 mM de EDTA) para liberar las células Chang del soporte de
plastico. De ahi en adelante la suspension resulténte de ceélula/bacteria fue
sembrada en dilucién en placas agar que contenia BHI y se incubd durante la

noche a 37 °C en 5 % de CO..

Determinacion de la expresion de fibronectina en células epiteliales

conjuntivas Chang

Las células epiteliales conjuntivas Chang fueron cosechadas mediante
raspado seguido por la re-suspensién en PBS-gelatina. Las células (1 x 10° /ml) se
marcaron con pAb de fibronectina anti-humana de conejo seguida por el lavado e
incubacién con pAb anti-conejo conjugada con FITC. Después de tres lavados
adicionales, las ceélulas fueron a analizadas por citometria de flujo como se

establecid anteriormente.

Interaccion entre cepas bacterianas M. catarrhalis v laminita y concisiones de

cultivo

Las cepas M. catarrhalis BBH18 y RH4 clinicas de M. catarrhalis y sus

mutantes correspondientes fueron descritos previamente. [58] Ambas cepas tienen
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una expresion relativamente mas alta de UspA2 comparado con UspA1.[58] Los
 mutantes expresaron igual cantidad de proteina ligada a la inmunoglobulina del M.
catarrhalis (MID) cuando se comparé con las cepas tipos silvestre. Las bacterias
fueron cultivadas rutinariamente en caldo de infusién de cerebro corazéon (BHI) o
en unas placas agar con BHI a 37 °C. Los mutantes dobles y los deficientes de
UspA1, UspA2 fueron cultivados en BHI suplementado en antibiéticos como se

describié. [58]

Construccidn y expresion de la proteina recombinante

Las UspA1°%770 y UspA23%5° recombinantes, que estaban exentas de sus
. terminales C hidrofobicos, fueron fabricadas {58] Adicionalmente, las proteinas
recombinantes que correspondian a regiones multiples que anidaban el UspA1%™

70y UspA2°%°% fueron usadas. [78]

Anticuerpos

Los anticuerpcs policlonales anti-UspA1/A2 y anti-MID de conejo (pAb)

fueron usados. [22, 58] EL pAb anti-laminina de conejo era de Sigma (St Louis,

MO, USA). El pAb anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano de cerdo

(HRP) era de Dakopatts (Glostrup, Dinamarca).

Ligado de la M. catarrhalis a la laminita inmovilizada

Placas microtitulo (Nunc-Immuno Module; Roskilde, Dinamarca) fueron recubiertas
con laminita de sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm (Sigma, Saint Louis,

USA) o con albimina de suero bovino (BSA) (30 pg/ml) en Tris-HCL, pH 9.0 a 4’c
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durante la noche. Las placas fueron lavadas con salina amortiguada con fosfato y
0.05% Tween 20, pH 7.2 (PBS-Tween) y y se bloquearon subsiguientemente con
2 % de BSA en PBS + 0.1 % Tween 20, pH 7.2. EI RH4 y BBH18 de M. catarrhalis
(108) en 100 pl fueron entonces agregados seguido por incubaciéon durante 1 h.
Las bacterias no ligadas fueron removidas mediante lavado tres veces con PBS-
Tween. La bacteria residual fue detectada por medio de un pAb anti-MID, seguido
por la deteccidbn con pAb anti-ratdn conjugado con HRP. Las placas fueron

desarrolladas y medidas en OD4s¢ de acuerdo con un protocolo estandar

Ensayo inmunosorbente Iidado a enzima (ELISA)

Las placas microtitulo (Nunc-Immuno Module) fueron recubiertas con 40 nM
de proteinas UspA1°%%77C y UspA23%-%%° recombinantes purificadas en 75 mM de
carbonato de sodio. pH 9.6 a 4 °C. Las placas fueron lavadas 4 veces con
amPﬂiguador de lavado (50 mM de Tris-HCI, 0.15 M NaCl, y 0.1 % Tween 20, pH
7.5) y fueron bloqueadas durante RP con el amortiguador de lavado que contenia
3% de gelatina de pescado. Después de lavados adicionales, los pozos fueron
incubados durante 1 h a RP con laminita en diferentes diluciones como se indicé
en 1.5% de gelatina de pescado (en amortiguador de lavado). Después de ahi en
adelante, las placas fueron lavadas e incubadas con pAb anti-laminina de conejo.
Después de lavados adicionales, el pAb anti-conejo conjugado con HRP fue
agregado y se incubé TA. Tanto el anti-laminina como el pAb anti-conejo
conjﬁgado con HRP fueron diluidos 1:1,000 en amortiguador de lavado que
contenia 1.5% de gelatina de pescado. Los pozos fueron lavados y las placas
fueron desarrolladas y medidas en ODgso. LOs pozos no recubiertos incubados con

diluciones idénticas de laminita fueron usados como controles fe fondo. Los ELISA
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con proteinas truncadas anidadas en UspA1°%77% y UspA2**5¥se llevo a cabo con

dosis fijas de laminita (20 pg/ml).

Interaccion _entre M. catarrhalis y las cepas bacterianas C3 y C3meto v

concisiones de cultive

Los aislados de M. catarrhalis clinicos y las sub-especies relacionadas han sido
descritas recientemente en detalle [21, 53] las cepas tipos fueron de la Culture
Collection, Universidad de Gothenburg (CCUG; Departamento de bacteriologia
clinoica, Sahlgrenska Hospital, Gothenburg, Suiza), o €l American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, Va); Neisseria gonorrheae CCUG 15821,
Streptococcus pyogenes CCUG 25570 y 25571, Streptococcus agalactiae CCUG
4208, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Legionella pneumophila ATCC
33152, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Staphylococcus aureus ATCC
29213, y finamente Staphylococcus aureus ATCC 25923. Las cepas restantes en
la tabla 9 fueron aislados clinicos de microbiologia médica, departamento del

laboratorio de medicina, Malmo University Hospital, Lund University, Suiza.

Tabla 9. M. catarrhalis es una bacteria que liga al C3/C3met unicamente. Las sub-

especies de moraxella relacionadas vy otros patdgenos humanos comunes no se

ligan al C3/ C3met {mfi < 2.0). Después de incubacion con NHS tratado con EDTA

o con C3met, las bacterias fueron analizadas por citometria de flujo usando un

pAb anti-C3d de conejo v un pAb anti-conejo de cabra cohiuqado con FITC
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Las diferentes especies diferentes a moraxella se hicieron crecer en medios
de cultivo estandar apropiados. Las cepas de M. catarrhalis fueron culfivadas
rutinariamente en un caldo liquido de infusién de cerebro y corazén (BHI) o sobre
placas agar de BHI a 37 °C. Los mutantes BBH18 y RH4 de la M. catarrhalis
fueron fabricados como se describié previamente. [22, 23, 58] Los mutantes
deficientes de MID se hicieron crecer en BHI que contenia 50 pg/ml de

canamicina. Los mutantes deficientes de UspA1 fueron cultivados en BHI
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suplementado coh 1.5 pg/ml de cloramfenicol (Sigma, St. Louis, MO), y los

mutantes deficientes de UspA2 fueron incubados con 7 pg/ml de zeocina
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Tanto el cloramfenicol y ia zeocina fueron usadas para

el crecimiento de los mutantes dobles UspA1/ A2.

Anticuerpos

Los conejos fueron inmunizados intramuscularmente con 200 pg de UspA1 de
longitud completa recombinante emulsificado en adyuvante Freunds completo
(Difco, Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania), y se reforzé en los dias 18 y 36
con la misma dosis de proteina en adyuvante Freunds incompleto. [22] Se
tomaron muestras de Sangre tres semanas después. Para incrementar la
especificidad, el anti suero anti-UspA1 fue purificado con respecto a la afinidad

15077 recombinante conjugado con sefarosa. [58] El anti suero ligado

con UspA
igualmente a la UspA1 y UspA2 y se des;igné como pAb anti-UspA1/ A2. El pAb de
C3d anti-humano de conejo y el pAb anti-conejo de cerdo conjugado con FITC
fueron comparados de Dakopatts (Glostrup, Dinamarca), y el C3 anti-humano de
cabra fue obtenido de Advanced Research Technologies (San Diego, CA). El pAb

anti-cabra de burro conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) fue obtenido de

Serotec (Oxford, UK).

Proteinas y marcacion con yodo

La fabricacion del UspA1%%770 y UspA2®%5% recombinantes que estaban exentos
de sus terminales C hidrofébicos, han sido descritos recientemente. [23] Las
proteinas UspA1 y UspA2 truncadas fu eron fabricadas como se describio en

detalle por Tan et al.[18] EI C3b Se compré de Advanced Research Technologies.

s
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C3 (H20) fue obtenido mediante congelar y deshelar el C3 purificado. La molécula
similar a C3b (C3met) fue hecha mediante la incubacion de C3 purificado con 100
mM de metilamina (pH 8.0) durante 2 h a 37 °C, y la dialisis subsiguiente contra
100 mM de Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM de NaCl. Para estudios de ligado, el C3met
fue marcado con 0.05 mol *#°| (Amersham, Buckinghamshire, inglaterra) por mol

de proteina, usando el método de cloramina T. [25]

Analisis por citometria de flujo

El ligado de C3 de la M. catarrhalis y otras especies fue analizado por
citometria de flujo. Las bacferias se hicieron crecer sobre un medio sélido durante
la noche y se lavaron dos veces en PBS que contenia BSA al 2% (Sigma) (PBS-
BSA). De ahi en adelante, las bai en adelante, las bacterias (108 unidades
formadoras de colonias; cfu) se incubaron con C3met, C3b, C3 (H;0), o 10 % de
NHS con o sin 10 mM de EDTA 0 4 mM de MgCl, y 10 mM EGTA (Mg-EGTA) en
PBS-BSA durante 30 min a 37 °C. Después de los lavados, las bacterias fueron
incubadas con pAb de C3d anti-humano durante 30 minutos sobre hielo, seguido
por lavados e incubacion durante otros 30 minutos sobre hielo con pAb anti-conejo
de cabra conjugado con FITC. Después de tres lavados adicionales, las bacterias
fueron analizadas por citometria de flujo (EPICS, XL-MCL, Coulter, Hialeah, FL).
Todas las incubaciones fueron mantenidas a un volumen final de 100 pl PBS-BSA
y los lavados fueron hechos con el mismo amortiguador. El pAb de C3d anti-
humano y el pAb anti-conejo conjugade con FITC fueron agregados
separadamente como control negativo para cada cepa analizada. En los estudios
de inhibicion, el suero fue pre-incubado con 100 nM de UspA1°%77® y UspA23*-5%*
recombinantes, durante 30 minutos a 37 °C. Para analizar las caracteristicas de la

interaccion entre M. catarrhalis y C3, concentraciones incrementales de NaCl (0 -
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1.0 M) fueron agregadas a las bacterias y al y C3met. Para analizar la expresion
del UspA1/A2, las bacterias (10® cfu) se incubaron con el pAb anti-UspA1/A2 pAb
y lavadas como se describié anteriormente. Un pAb anti-conejo de cabra
conjugado con FITC diluido de acuerdo con las instrucciones del fabricante fue
usado para la deteccion. Para asegurar que el EDTA no rompia las membranas de
proteina exterior UspA1 y UspA2, el M. catarrhalis fue incubado con o sin EDTA

seguido por la deteccion de la expresion del UspA1/A2.

El EDTA, en las concentraciones usadas en los experimentos NHS-EDTA,

no cambian la densidad del UspA1/A2.

Ensayo de suero y suero bactericida

El suero humano normal (NHS) fue obtenido de 5 voluntarios saludables.
Se permitié que la sangre se coagulara durante 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se incubdé sobre hielo durante 60 min. Después de
centrifugacién, el suero fue agrupado, se formaron alicuotas y se almacené a -70°
C. Para inactivar tanto los trayectos clasico y alternativo, se agregé 10 mM de
EDTA. En contraste, el Mg-EGTA se incluyé para inactivar el trayecto clasico. El
suero humano deficiente en el C4BP se prepard mediante pasar suero fresco por
una columna HiTrap (Amersham Biosciences) acoplada con mAb 104, un mAb de
ratén dirigido contra el CCP1 de la cadena a del C4BP. [41] El flujo que pasé fue
recolectado vy fue vaciado del suero y almacenado en alicuotas a -70° C. El suero
vaciado de C1q fue obtenido via la primera etapa de purificacion del C1q [79]
usando cromatografia de intercambio idnico Biorex 70 (Bio-Rad, Hercules, CA). Ei
suerc resultante mostré una actividad hemolitica normal. El factor D y el suero

deficiente de properdina fue suministrade amablemente por el Dr. Anders Sjdholm
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(Departamento de microbiologia médica, Lund University, Lund, Suiza). Las cepas
de M. cafarrhalis fueron diluidas en 2.5 mM de amortiguador Veronal, pH 7.3 que
contenia 0.1 % (p/v) de gelatina, 1 mM de MgCl,, 0.15 mM de CaCl,, y 2.5 % de
dextrosa (DGVB**). Las Bacterias (10° cfu) se incubaron junto con 10 % NHS y
EDTA o Mg-EGTA en un volumen final de 100 pl. Las bacterias/ NHS fueron
incubadas a 37° C y en diferentes puntos del tiempo, se tomaron alicuotas de 10
Hl y se distribuyeron en placas agar BHI. En estudios de inhibicién, 10% del suero
fue incubado con 100 nM de las proteinas UspA1°%7™® y UspA2%0-5%
recombinantes durante 30 minuots a 37° C antes de que las bacterias fueron

agregadas.

Ensayos Dot blot

Las UspA1°%77% y UspA23%°%® recombinantes purificadas diluidas en etapas
de tres veces {1.9 -150 nM) en 100 ul de 0.1 M Tris-HCI, pH 9.0 se aplicaron a
membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schull, Dassel, Alemania) usando un |
dispositivo dot blot. Después de saturacién, las membranas fueron incubadas
durante 2 h con PBS- Tween que contiene 5 % de leche en polvo.a temperatura
ambiente y lavadas durante 4 veces con PBS-Tween. De ahi en adelante, 5 kcpm
de 3met marcado con ['?°l]- En PBS-Tween con 2 % de leche en polvo fueron
agregados durante la noche a 4° C. La proteina ligada fue visualizada con un FX

personal (Bio-Rad) usando pantallas intensificadoras.

Resonancia de plasmdn de superficie (Biacore)

La interaccion entre UspA1%%70 o UspA2*®°® y C3 fue analizada

adicionalmente usando resonancia de plasmén de superficie (Biacore 2000;
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Biacore, Uppsala, Suiza) como se describié recientemente para la interaccion
UspA1/2-C4BP. [58] El Kp (la constante de disociaclién de equilibrio) fue calculada
de una curva de ligado que muestra la respuesta en equilibrio graficado contra la
concentracién usando el modelo de afinidad de estado estable suministrado por el

software Bioevaluation (Biacore).

Ensayo inmunosorbente enlazado e enzima (ELISA)

Placas microtitulo (Nunc-lmmunoc Module; Roskilde, Dinamarca) fueron
recubiertas con tripletas de UspA1°%77°, UspA2°%°* purificadas recombinantes, o
fragmentos UspA1 y UspA2 truncados (40 nM en 75 mM de carbonato de secdio,
pH 9.6) a 4° C durante la noche. Las placas fueron lavadas cuatro veces con
amortiguador de lavado (PBS con 0.1 % Tween 20, pH 7.2) y bloqueadas durante
dos horas a temperatura ambiente con el amortiguador de lavado suministrado
con 1.5 % de ovalbumina (amortiguador de bloqueo). Después de los lavados, los
pozos fueron incubados durante la noche a 4° C con 0.25 pgde C3 meten
amortiguador de bloqueo. De ahi en adelante, las placas fueron lavadas e
incubadas con C3 anti-humano de cabra en amortiguador de cloqueo durante 1 h
a RT. Después de lavados adicionales, los pAb anti-cabra de burro conjugado con
HRP fueron agregados durante otra hora a RT. Los pozos fueron lavados cuatro

veces Y las placas fueron desarrolladas y medidas en ODaso.

Ensayo hemolitico

Los eritrocitos de conejo fueron lavados tres veces con hielo frio 2.5 mM de
amortiguador Veronal, pH 7.3 que contenia 0.1 % (p/v) de gelatina, 7 mM de

MgCly, 10 mM de EGTA, y 2.5 % de dextrosa (Mg"™"EGTA), y se resuspende a una
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concentracion de 0.5 x 10° células/ml. Los Eritrocitos fueron incubados con
diversas concentraciones (0 a 4 %) de suero diluido en Mg*™*EGTA. Después de 1
h a 37° C, los eritrocitos fueron centrifugados y la cantidad de eritrocitos lisados
fue determinada mediante medidas espectrofotométricas y de la hemoglobina
liberada a 405 nm. Para la inhibicidon con UspA1 y UspA2, 10 % del suero fue pre-
incubado con 100 nM de UspA1°%77? y/o UspA23%°*® durante 30 min a 38° C, y de

ahi en adelante se agrego6 a los eritrocitos entre 0 a 4 %.

Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares y fagocitosis

Los leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN) fuero aislados de sangre
fresca de voluntarios saludables usando macro dex (Pharmalink AB, Upplands
Vasby, Suiza). El PMN se centrifuga durante 10 min a 300 g, lavado en PBS y
resuspendido en el medio RPMI 1640 (Life Technologies, Paisley, Scotland). La
suspension bacteriana (0.5 x 10°) fue opsonizada con 3 % de NHS o NHS-EDTA,
0 20 yg de C3met purificado durante 15 min a 37°C. Después de lavados, las
bacterias fueron mezcladas con PMN (1 x 107 células/ml) en una proporcion de
bacterias/PMN de 10:1 seguido por incubacién a 37° C con rotacion final sobre
final. Las bacterias sobrevivientes después de 0, 30, 60, y 120 minutos de
incubacion fueron determinadas mediante cuentas viables. El numero de bacterias
tratadas con NHS agrupadas fueron comparadas con las bacterias fogosidades en
la ausencia de NHS. El S. aureus opsonizadoc con NHS fue usado como control

positivo.

Ejemplos vy resultados
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interaccion entre M. cafarrhalis y fibronectina M. calarrhalis exenta de UspA1 y A2

no se liga a la fibronectina soluble o inmovilizada.

Nosotros seleccionahos una serie aleatoria de cepas clinicas de M. catarrhalis
(n=13) {tabla 7) y las ensayamos en cuanto a su ligado a la fibronectina en
relacion con su expresion de UspA1/A2 mediante analisi por citometria de flujo. La
expresion alta de UspA1/A2 segun se determind mediante intensidad media de
fluorescencia (MFI) fue correlacionada con la expresién de UspA1/A2 (coeficiente
de correlacion Pearson 0.77, P<0.05) (figura 1A). Sin embargo, para discriminar
entre la expresion UspA1 y A2 np fue posible con nuestro pAb anti-UspA1/A2 pAb.
Mas adn, la presencia de la proteina UspA2H que contribuye al ligado fué
improbablemente como el gen uspA2H encontrado en las cepas usadas en este

estudio.

Dos aislados de M. catarrhalis (BBH18 y RH4) y sus mutantes especificos
.que carecian de UspA1, UspA2 o de ambas proteinas fueron también analizados
por citometria de flujo. EI BBH18 del M. catarrhalis se ligo fuertemente a la
fibronectina con una intensidad de fluorescencia media (MFI) de 96.1 (figura iF).
En contraste, el BBEI8AuspA1 mostré un ligado a la fibronectina disminuido con
un MFI de 68.6 (figura IG). El ligado de la fibronectina al BBH18AuspA2 y del
mutante doble BBH18AuspA1/AZ reveld un MFI de solamente y 10.7y 11.5,
respectivamente (figuras 1H, 1J). Resultados similares se obtuvieron con los
mutantes UspA1/A2 de la cepa clinica RH4 de M. catarrhalis. Tomados juntos,
estos resultados sugieren que el UspA1 y A2 se ligan a la fibronectina y que la
capacidad de las bacterias para ligarse a la fibronectina fuertemente dependen de

la expresién de UspA1/A2.

el
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Para analizar adicionalmente la interaccion entre la fibronectina y el M.
catarrhalis, fibronectina marcada coﬁ '2%| fue incubada con dos aislados clinicos de
M. catarrhalis (BBH18 y RH4) y sus mutantes respectivos. El RH4 de la M.
catarrhalis tipo silvestre se ligd fuertemente a la fibronectina 1.25I mientras que el
mutante correspondiente AuspA1 mostré 80 % de ligado del tipo silvestre. En
contraste, el AuspA2 y el mutante doble se ligd a la fibronectina marcada con '*°|
en 14 % y 12 %, respectivamente, lo que estaba justo por encima de los niveles de
fondo (5.0 a 10 %) (figura 2). Resultados similares fueron obtenidos con el BBH18
de la M. catarrhalis y los mutantes correspondientes UspA1/A2. Asi, nuestros

resultados sugieren que tanto el UspA1 y A2 son requeridos para el ligado maximo

de la fibronectina soluble por el M. catarrhalis.

Para investigar la sujecién bacteriana a la fibronectina inmovilizada, el RH4
de M. catarrhalis y sus mutantes correspondientes AuspA1/A2 fueron aplicados
sobre platinas de vidrio recubiertas con fibronectina. Después de 2 h de
incubacion, las platinas fueron lavadas, y manchadas gram subsiguiente,ente. El
M. catarrhalis tipo silvestre y el mutante AuspA1 fueron encontrados que se
adhieren fuertemente a las platinas de vidrio recubiertas con fibronectina (figura
3A y 3B). En contraste, la AuspA2 del M. catarrhalis y los mutantes AuspA1/A2 se
adhirieron débilmente a la platina de vidrio recubierta con fibronectina con
solamente unas pocas bacterias que quedaron después del lavado (figura 3C y
3D, respectivamente). Los experimentos con otro aislado clinico de M. catarrhalis
(BBH18) y sus mutantes derivados mostré un patrén similar indicando que el
UspA2 era de mayor importancia del ligado de la M. catarrhalis a la fibronectina

inmovilizada.

S
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Los dominios de ligado de fibronectina incluyen residuos de aminoacidos

localizados entre 299 v 452 de la UspA1 v entre 165 y 318 de la UspA2

Para analizar adicionalmente las interacciones del UspA1 y A2 con la
fibronectina, UspA1%%7’® vy UspA2°%%%  truncados fueron producidos
recombinantemente en in E. coli, recubiertos sobre placas micré titulos e
incubados con concentraciones incrementales de fibronectina. La fibronectina
ligada fue detectada con un pAb de fibronectina anti-humano seguido por
incubapién por un pAB anti-conejo conjugado con peroxidas de rabano. Ambos la
spA1°%770 v UspA2°%**® recombinantes se ligaron a la fibronectina soluble y las

interacciones fueron dependientes de la dosis (figura 4).

Para definir el dominio de ligado de la fibronectina de las proteinas
recombinantes UspA1 anidadas en la molécula entera de la UspA1°%®7™ fueron
fabricadas. La fibronectina fue incubada con los fragmentos de proteina UspA1
inmovilziados y las interacciones fueron cuantificadas por HELISA. La UspA1%%4"
se ligd a la fibronectina casi tan eficientemente comb la UspA1%%770 sugiriendo que
el dominio de ligado estaba dentro de esta parte de la proteina. Entre los otros
fragmentos truncados, la UspA12%4%? se ligé eficientemente a la fibronectina
(figura 5A). En paralelo, las interacciones entre la fibronectina y los varios
fragmentos de UspA2 recombinantes que incluyen aminoacidos UspA23%°% fueron
analizados. Los dos fragmentos UspA2'°13® y UspA2'85-32 se ligaron fuertemente
a la fibronectina (figura 5B). Nuestros hallazgos suministran evidencia significativa
de que los dominios de ligado incluyen los residuos encontrados dentro de la
UspA1%%%%52 y UspA2'®2'® Una comparacién de secuencias entre estos dos

fragmentos de ligado revelaron que los 31 residuos de aminoacido

"DQKADIDNNINNIYELAQQQDQHSSDIKTLK" fueron idénticos para UspA1 y A2
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(figura 6). Mas auln, esta secuencia repetida también se encontré en los genes

UspA1y A2 BBH18 y RH4 del M. catarrhalis {datos no mostrados)

Fragmentos UspA1°®*! v UspA1?%*%2 inhiben competitivamente el ligado de la

fibronectina al M. catarrhalis

Para validar adicionalmente nuestros hallazgos sobre los dominios de
ligado de la fibronectina UspA1/A2, las proteinas UspA1 truncadas recombinantes
fueron ensayadas en cuanto a su capacidad para bloguear el ligado de la
fibronectina a la M. catarrhalis. Fibronecfina (2 yg) fue pre-incubada con 0.25
pmoles de fragmentos UspA1 recombinantes y se incubd subsiguientemenfe con
M. catarrhalis. Finalmente, el ligado de la fibronectina dependiente de UspA a la
M. catarrhalis fue medida mediante citometria de flujo. La pre-incubaciéon con
UspA1°%41 y UspA129942 resultd en un ligado de fibronectina disminuido con un
95% de reduccion para la UspA1°®*°! y un 63 % de reduccion para la UspA12%9-4%2
(figura 7). Cuando la fibronectina fue pre-incubada con el UspA2'°''®  truncado,

una inhibicién del 50% fue obtenida.

Asi, los dominios de ligado de la fibronectina de UspA1 y A2 bloquean las

interacciones entre la fibronectina y el M. catarrhalis.

UspA12%9452 v UspA2'55-2'8 inhiben la adherencia del M. catarrhalis a las células

epiteliales Chang

Las células epiteliales son conocidas por expresar fibronectina y muchas
bacterias se sujetan a las células epiteliales mediante a la fibronectina ahocicada a

la célula. [46, 54, 69, 77] Estudios previos han mostrado que la M. catarrhalis se

G
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adhiere a las células epiteliales. [43, 49] Nosotros analizamos las células
conjuntivas Chan que frecuentemente han sido usadas en experimentos de
adhesion con patogenos respiratorios. Las células Chang expresan fuertemente la

fibronectina segun se reveld por el analisis de citometria de flujo. (figura 8A).

Para analizar si el ligado de la fibronectina dependiente de la UspA era
importante para la adhesién bacteriana, las células epiteliales Chang fueron pre-
incubadas con pAb de fibronectina anti-humano, ¢ las proteinas recomcinantes
UspA12%4%2 y UspA2'%-%18 De ahi en adelante, el RH4 del M. catarrhalis fue
agregado y se analiz6 la adhesion bacteriana. La adherencia relativa (medida por
el nimero de unidades formadoras de colonia) después de pre-incubacién con 0.4
umoles por 200 pl de UspA12%4%2 UspA2'®53'® o un pAb de fibronectina
antthumana fueron de 36 %, 35 % y 32%, respectivamente. Concentraciones
mayores de péptidos recombinantes no resultaron en inhibicidn adicional. En
contraste, los fragmentos que no ligan a la fibronectina UspA13*%80 y UspA2°°-177
no inhibieron las ir{teracciones entre la M. cafarrhalis y las células epiteliales
Chang (figura 8B). Asi, la fibronectina sobre células epiteliales Chang puede
funcionar como un receptor para la M. catarrhalis y los residuos de aminoacidos
299- 452 de la UspA1 y 165-318 de la UspA2 contienen el ligando responsable

para las interacciones.

Interaccion entre M. catarrhalis y laminita

La M. catarrhalis se liga a la laminita mediante UspA1 vy A2

Dos aislados clinicos de M. catarrhalis (BBH18 y RH4) y sus mutantes

especificos que carecen de UspA1, UspA2 o de ambas proteinas fueron a

4S5
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analizados mediante un ELISA de célula completo. El RH4 del M. catarrhalis se
liga frecuentemente a la laminita inmovilizada (figura 9A). En contraste, el mutante
uspA1 del RH4 de la M. catarrhalis (RH4AuspA1) mostré un ligado a laminita del
89.9% de la del tipo silvestre. EI mutante UspA2 del RH4 de la M. catarrhalis
(RR4AuspA2) y el mutante doble RH4AuspA1/A2 tiene una capacidad de ligado
de 15.2% y 18.1% del tipos silvestre, respectivamente. Esto no fue diferente de
manera significativa de la adhesion residual a las placas_recubiertas con BSA.
Resultados similares fueron obtenidos con los mutantes UspA1/A2 que se originan
de la cepa clinica BBH18 del M. catarrhalis. En estas dos cepas (BBH18 y RH4),
el UspA2 es la proteina predominante expresada en comparacion con la UspAf,
explicando la diferencia minima en el ligado entre el tipo silvestre y el RH4AuspA1.

Tqmados juntos, estos resultados muestran que UspA1 y A2 se ligan a la laminita.

Para analizar adicionalmente el ligado entre UspA1/A2 y laminina, UspA1%®
0y UspA2%°°® truncados fueron producidos en E. coli. Las proteinas
recombinantes fueron recubiertas sobre placas microtitulo y se incubaron con
concentraciones incrementadas de laminita. La laminita ligada fue detectada con
un pAb anti-laminina de conejo seguido por incubacién con pAb anti-conejo
conjugado con HRP. Ambas UspA1°®7"® y UspA2°%°* recombinantes se ligaron

fuertemente a la taminita soluble y el ligado fue dependiente de dosis y saturable

(figura 9B).

Para definir los dominios de ligado de la iaminita, la UspA1l y A2
recombinantes que se anidan en las moléculas completas fueron fabricadas. La
laminita fue incubada con fragmentos UspA1 y A2 truncados inmovilizados y
seguido por cuantificacion mediante HELISA. El 'UspA15°'491 se ligo a la laminita

1 50-770

casi tan eficientemente como el UspA sugiriendo que el dominio de ligado
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estaba dentro de esta parte de la proteina. Sin embargo, entre los otros
fragmentos truncados que se anidan en esta régién, no hubo fragmentos que
aparentemente se ligaran a la laminina. La parte del Terminal N, UspA23®3%' fue
capaz de retener 44.7% de su capacidad de ligado cuandc se comparé con la
proteina de longitud completa. La proteina mas corta UspA23%177
de capacidad de ligado. (figura 10B). Estos resultados muestran que los dominios

de ligado incluyen los residuos encontrados dentro de los terminales N tanto de la

UspA1 como de la UspAz2.

Interaccion entre M. catarrhalis y C3 y C3met

Las proteinas de membrana externa UspA1 v UspA2 del M. catarrhalis inhiben

tanto el trayecto clasico como el alternativo de la cascada de complemento

La expresién d‘e superficie UspA2 es crucial para la supervivencia de la M.
catarrhalis en suero humano normal (NHS) [1, 58], es decir, los mutantes
deficientes de UspA2 de la moraxella son matados rapidamente cuando estan
expuestos al NHS. Hemos mostrado recientemente que tanto el UspA1 y A2 se
ligan al C4BP y por lo tanto pueden inhibir el trayecto clasico de la activacion
complemento [68]. Para luz adicional sobre las interacciones de la M. catarrhalis
con el sistema complemento, la supervivencia de los mutantes dobles UspA1/A2
fue estudiada en el suero tratado con EGTA con la adicién de MgCl, (Mg-EGTA) o
EDTA. El Mg-EGTA inhibe los trayectos clasicos y de lectina y por lo tanto
permiten el analisis separado del trayecto alternativo. En contraste, el EDTA inhibe
todos los trayectos complemento mediante absorber cationes divalentes (Mg** y
Ca®"). El RH4 del M. catarrhalis tipo silvestre sobrevivié después de 30 minutos de

incubacion, mientras que el mutante doble RH4AuspA1/A2 fue muerto por el NHS

mostré un 43.7%
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~ intacto después de 10 minutos (Figura 12). Cuando e! trayecto clasico fue inhibido

(NHS + Mg-EGTA), el mutante RH4AuspA1/A2 sobrevivié durante un periodo de
tiempo significativamente mas largo en comparacion con el NHS sin ningun
quelante, pero no tan largo como la bacteria del tipo silvestre. Adicionalmente,
cuando ambos trayectos clasico y alternativo fueron bloqueados con EDTA, el
RR4AuspA1/A2 del M. catarrhalis sobrevivié. Un patrén similar fue obtenido con el
aislado BBH18 del M. catarrhalis y los mutantes correspondientes del BBH18
AuspA1/A2 (no mostrados). En paralelo, experimentos con C1q y el suero

deficiente del factor D/properdina demostrdé que tantc los trayectos clasico como
alternativo fueron inhibidos mediante el M. catarrhalis (no mostrado). Asi, M.
catarrhalis, un patdégeno que frecuentemente coloniza el tracto respiratorio
humano, no solamente contractia contra el trayecto clasico sino también contra el
trayecto alternativo del sistema complemento mediante las proteinas de

membrana exterior UspA1y A2. M.

El M. catarrhalis absorbe C3 del suero inactivado con EDTA

El C3b liga covalentemente a la superficie de un microbio y por lo tanto
induce el trayecto alternativo (figura 11B). Para analizar si el M. catarrhalis puede
interactuar con C3, nuestra cepa RH4 tipo silvestre incubada con NHS o NHS
tratado con EDTA. El ligado o deposicién (via enlace covalente) de C3/ C3b en la
superficie bacteriana del RH4 del M. catarrhalis fue detectada mediante analisis de
citometria de flujo con un anticuerpo policlonal (pAb) dirigido contra C3d que

reconoce tanto C3 como C3b. La incubaciéon de las bacterias con NHS que

contenian el complemento intacto llevd a la deposicién de C3 (figura 13). De

manera muy interesante, cuando la cascada complemento fue inactivada en al

presencia de EDTA, el RH4 de M. catarrhalis todavia se ligo al C3 (figura 13A). El
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Streptococcus pneumoniae que fue incluido como comparacion no absorbido el C3
del suero tratadc; con EDTA (figura 13B). En contraste a los neumococos, el M.
catarrhalis si se ligé al C3 y respectivamente dc.a la activacion complemento. El
tioéster interno C3 es hidrolisado esponténeamenté en la fase fluida al C3 (H.0).
Asi, C3 intacto o 03(H,0) fueron las formas mas probables de C3 que interactian
con el M. catarrhalis. Ya que el M. catarrhalis también se liga al C4BP [58],
nosotros quisimos excluir que el C4BP estuviera involucrado en el ligado del C3 y
para este proposito se us6 suero sin C4BP. El M. cafarrhalis absorbido en el C3

del suero sin C4BP al mismo grado que el NHS (no mostrado).

Ligado del C3met al M. catarrhalis es dependiente de dosis y no covalente.

Nuestros experimentos implicaron que el C3 ligadc a la superficie del M.
catarrhalis y respectivamente de la activacion de complemento. Por lo tanto,
analizamos si el C3 convertido, que es no funcional podria ligarse a la bacteria. El
C3 native fue purificado de suero humano y tratado con metilamina. Lo que
convierte el C3 en una molépu!a C3met equivalente al C3b sin la capacidad del
ligado covalentemente a los microbios (figura 11C). El analisis de citometria de
flujo reveld que el RH4 del M. catarrhalis de la cepa tipos silvestre se ligd
eficientemente al C3met en una manera dependient6e de dosis y saturable
(figuras 14A y B). Esta interaccion no fue mediada por el C3a parte de la molécula
de C3. ya que el C3b y el C3 (H20) tambien se ligaron a la M. catarrhalis (no
mostrado). El ligado entre el RH4 del M. catarrhalis y el C3met fue basado a un
buen gradc en interacciones idnicas a medida que se incrementd las
concentraciones de NaCl se inhibié la interaccién (figura 14C). Resultados
similares fueron obtenidos con la cepa tipo silvestre BBH18 del M.catarrhalis (no

mostrado).
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Para determinar si el ligado de C3 es un rasgo general de todas las cepas
M. catarrhalis, seleccionamos una serie aleatoria de aislados clinicos (n=13) y se
analizé su capacidad para ligarse al C3met. Todas las cepas de M. catarrhalis se
ligaron al C3met como se reveldé mediante un analisis de citometria de flujo con un
pAb anti-C3d. Los valores MFI valriaron entre 4 a 39. Sin embargo, el S.
pneumoniae y E. coli que fueron incluidos para la comparacién no se ligaron al

C3met.

M. catarrhalis es una bacteria gque se liga al C3 y al C3met Unica

Para extender nuestro analisis de la absorcion bacteriana de C3 desde en
NHS, subespecies de moraxella relacionadas (n=13) lo mismo que patégenocs
humanos comunes (n=13) fueron incubados en la presencia de NHS-EDTA. De
manera muy interesante, entre todas las especies bacterianas ensayadas, la M.
catarrhalis fue la unica bacteria que se ligé al C3 en suero inactivado por
complemento (tabla 9). Todas las cepas de moraxella relacionadas lo mismo que
los otros patdégenos humanos fueron también analizados en cuanto al ligado del
C3met. En paralelo con el ligado al C3, la M. cata(rhalis fue la Unica especie que
se ligd al C3met. Tomados juntos, la M. catarrhalis tiene un rasgo Gnico de ligado

fuerte al C3 y al C3met de una manera no covalente.

El M. catarrhalis se liga al C3meti via las proteinas de membrana exterior UspA1 vy

UspA2

Para determinar si la proteina de M. catarrhalis es responsable para el

ligado con C3, ensayamos una serie de mutantes bacterianos exentos de las

\
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proteinas de membrana exterior MID, UspA1 y/o UspA2 [22, 58]. De manera muy
interesante, el ligado del C3meti fue correlacionado significativamente con la
expresion de Usp (Figura 15). El RH4Amid de la M. catarrhalis se ligd el C3met al
mismo grado que la contraparte tipo silvestre (figuras 15A-B). El mutante
RH4AuspA1 mostrd solamente una ligera disminucion en el ligado, mientras que el
RH4AuspA2 fue el ligador mas débil en comparacion con su contraparte tipo
silvestre (figuras 15C-D). En paralelo, el ligado del C3met al mutante doble
RHAAuspA1/A2 fue abolido completamente (Figura 15E). Mas aln, cuando los
mismos experimentos se llevaron a cabo usando NHS-EDTA, el mismo patrén fue
visto (figura 15F-J). Cuando el suero humano normal fue usado, todos los
mutantes mostraron una cantidad similar de C3 sobre su superficie ya que era una
mezcla de deposicion covélente y ligado de C3 (figura 15K-0O). Resultados
similares se obtuvieron con el aislado BBH18 de M. cafarrhalis y los mutantes de
BBH18 correspondientes.

Para analizar adicionalmente la interaccién entre C3 y UspA1/A2, UspA1%®
70y UspA2°®®* fueron producidos en E. coli y purificados. Las proteinas
recombinantes fueron ensayadas en dot blot sobre una membrana de nitrocelulosa
seguida por la incubacion con C3met marcado con yodo. EI MID%%12%
recombinante, que es derivado de la proteina MID de membrana exterior de la M.
catarrhalis [59], fue incluido como un control negativo. Un ligado débil a la
UspA1°%7° fue detectado, mientras que el C3met marcado con ['?I] se ligo
fuertemente a la UspA2°*°*® (Figura 16A). Estos hallazgos fueron fortalecidos
adicionalmente usando resonancia de plasmén de superficie (es decir, Biacore).
La UspA1°%7? y UspA2°*°* fueron inmovilizados en la superficie de una pastilla
CM5 usando acoplamiento amino y el C3met fue inyectado hasta que se alcanzé

la saturacion. El Ky para la interaccion entre el C3met y UspA2°%°*° o UspA1507™
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fue 3 y 14 pM, respectivamente. En conclusién, encontramos que el UspA2 fue la
proteina mas importante en el ligado con el C3met de la M. catarrhalis, mientas

que el UspA1 contribuy6 al ligado a un grade menor.

Un dominic de ligado C3 es localizado entre los residuos de aminoacido 200 v 458

del UspA2.

Para definir el dominio de ligado C3 del UspA2, proteinas recombinantes

que anidan el UspA230-539

completo fueron fabricados. El C3met fue incubado con
el UspA1%%770% UspA2°®%* de longitud completa inmovilizados y una serie de
proteinas UspAZ2 truncadas. De ahi en adelante, las interacciones fqeron
cuantificadas mediante ELISA. De acuerdo con los experimentos dot blot (figura
16A), el UspA1°®7"® se ligs al C3met a un grado mucho menor en comparacion
con el UspA2*°°% en el ELISA (Figura 16B). Entre Iso fragmentos de proteina
truncados, el UspA2'%52'8 UspA229%53% y UspA2°°%*°® se ligaron eficientemente al

C3met, sugiriendo que un dominio de ligado estaba dentro de los residuos de

aminoacidoa 200 y 458.

El UspA1/ A2 recombinante neutraliza la actividad C3

Con el objeto de examinar en detalle el papel de la inhibicién dependiente
de UspA1/A2 del trayecto alternativo, una serie de experimentos de citometria de
flujo fue llevada a cabo con bacterias incubadas con 1% de NHS o suero que

habia sido pre-incubado con 100 mM de UspA1°%77

y UspA23%%¥ De manera
interesante, una disminucién significativa de la -deposicién/ligado de C3 en la
superficie del RH4AuspA1/A2 del M. catarrhalis fue observada cuando el NHS fue

pre-tratado con UspA1°%77% y UspA23%% (Figura 17A). Cuando el trayecto clasico
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fue terminado con Mg-EGTA, resultados similares fueron obtenidos (Figura 17B).

1 50-770 230-539

Asi, las proteinas recombinantes UspA y UspA absorbieron el C3 del

NHS e inhibieron la deposicion/iigado del C3.

Para determinar si la absorcion del C3 mediante la UspA1°%77° y UspA2®®
¥ recombinantes incrementd la supervivencia bacteriana, el mutante doble
RH4AuspA1/A2 del M. catarrhalis fue incubado con suero suplementado con
UspA1°%770 y UspA2°%%* seguido por la determinacion del nimero de bacterias
sobrevivientes. El Mg-EGTA fue incluido en la reaccién para poder inhibir el
trayecto clasico. De manera muy interesante, la adicién del UspA1°°77° y UspA23®
5% recombinantes al NHS impidié la muerte del M. catarrhalis deficiente de la
UspA1/A2 (Figura 17C). La UspA2°®**® fue mas eficiente en inhibir la muerte
bacteriana en comparacién con el UspA1®*°"°. Cuandc ambas proteinas
recombinantes fueron suplementadas juntas, ninguna inhibiciéon adicional del
trayecto alternativo fue detectada. 10% de NHS corresponde a aproximadamente
600 nM de C3. Para investigaf si mas moléculas UspA1 pudieran neutralizar la
actividad C3, UspA1°%77? y/o UspA2°*5*® hasta 600 nM se agregé. Sin embargo,

concentraciones mayores de las proteinas recombinantes no incrementaron

adicionalmente ia inhibicidon (no mostrado).

También incluimos un ensayo hemolitico de trayecto alternativo que
consiste de eritrocitos de conejo y NHS para poder establecer el papel de la
UspA1 y A2 como inhibidores del trayecto alternativo. EI NHS fue pre-incubado
con UspA15°'77d, UspA2°®°% recombinantes o ambas proteinas juntas seguido por
la adicién a los eritrocitos. Después de 1 h de incubacién, la cantidad de lisis de
eritrocitos fue determinada. De manera muy interesante, una hemdlisis

significativamente disminuida fue observado cuando el NHS fue pre-incubado con
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UspA1°>70 o UspA2°%3% en comparacién con el NHS no tratado (Figura 18). En
paralelo con la supervivencia incrementada de bacterias en la presencia de
UspA2%%% o UspA1°®7 (Figura 7C), la pre-incubacion con UspA2°°%% solo
resultdé en una inhibicidn mas eficiente del trayecto alternativo en comparacion a
cuando el NHS fue pre-incubado con UspA1°*7°. En coclusion, el UspA1°°770 o
UspA2°*% recombinantes interfirieron con la actividad del trayecto alternativo

debido a su capacidad para capturar el C3.

En adicién a ser una molécula clave en la cascada complemento, microbios
objetivos C3b y C3b depositados (C3b inactivado) para la remocién en el proceso
de opsonofagocitosis. Para investigar si el C3 o el C3met que no se ligaban
covalentemente en la superficie del M. catarrhalis podrian todavia funcionar como
opsonina, una serie de experimientos de fagocitosis fue llevada a cabo. El M.
catarrhalis fue pre-incubado con C3met, NHS o NHS tratado con EDTA seguido
por la adicion de leucocitos polimorfo nucleares. De manera muy interesante, el M.
catarrhalis no fue engullido en la presencia del C3met, mientras que el NHS
promovid fuertemente la fagocitosis (datos no mostrados9: sin embargo, cuando el
NHS fue pre-tratado con EDTA, el M. cafarrhalis no fue fagositosidado por los
leucocitos polimorfo nucleares. Asi, el C3/C3met fue inactivo en la superficie de

célula M. catarrhalis y no funciona como un opsonino.

Discusion

Interaccidn entre el M. catarrhalis y al fibronectina

La UspA12942 y UspA2'%°2'® de la cepa Bc5 clinica del M. catarrhalis

fueron los fragmentos mas cortos que todavia se ligaban a la fibronectina. De
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manera muy interesante, fragmentos mas largos que abarcan la secuencia de
aminoacido encontrada dentro del UspA1%°*%%% y UspA2'9%2'® mostraron un ligado
mas eﬁcienté a la fibronectina (figura 5A y B). Esto puede significar que estas dos
regiones representan dominios de ligado parciales o que el sitio de ligado es
altamente dependiente de una estructura molecular especifica. El UspA12%94%2 y
UspA2'®5*'® comparten una secuencia de 31 residuos de aminoacidos idénticos
incluyendo los 23 residuos "NNINNIYELAQQQDQHSSDIKTL" (secuencia
NNINNIY). Esta secuencia contiene el epitope para el anticuerpo monoclonal
protector (mAb) 17C7 para el cual existe reactividad universal. [2, 50, 30] En un
modelo de ratdn, la inmunizacién pasiva con mAb 17C7 suministro proteccion y
mejor6 la clarificacion pulmonar de la M. catarrhalis. [30] Por lo tanto es mas
interesante que los dominios de ligado a la fibronectina UspA1/A2 contengan estos
residuos y argumenta la importancia de esta region en la patogénesis de la

infeccion del tracto respiratorio por la M. catarrhalis.

La fibronectina que liga al BBH18 y RH4 del M. cafarrhalis usada en
nuestros experimentos también lleva los 31 residuos de aminoacidos en su
proteina UspA1/A2. La mayoria de los M. catarrhalis tienen un parte de esta
secuencia (es decir, la secuencia NNINNIY). Sin embargo, las cepas similares a
0O35E que tienen la secuencia NNINNIY en su gen UspA2 n o expresan una
proteina UspA2 que se liga a la fibronectina. [49] Una explicaciéon probable seria
que las variaciones en las regioﬁes de flanqueo pueden afectar las interacciones
con la fibronectina. También, la secuencia NNINNIY conservada misma puede
tener menores cambios de base de aminoacido Unicos. [28] Por lo tanto es
probable que el ligado de la fibronectina depende no justo en la expresion de
UspA1/A2 sino también en la fabricacién individual de cada proteina UspA. De

manera muy interesante, en casi la secuencia de aminoacidos idéntica se pueden

124



WO 2007/018463 72 PCT/SE2006/000931 ( ; '

encontrar en la proteina UspAZ2H hibrida con propiedades adhesivas [M.
catarrhalis TTA37 y O46E). [43] Esto da soporte a nuestros hallazgos de que la

secuencia de 31 aminoacidos es importante en la adhesion

En nuestro ultimo conjunto de experimentos, ensayamos si la adherencia
del M. catarrhalis a las células conjuntivas Chang pudiera ser inhibido mediante
los fragmentos que ligan a la fibronectina (UspA12°%452 y UspA2'653'%) (figura 8B).
La preincubacion con UspA12°%4%2 UspA2'%*'8 g un pAb anti-fibronectina resultd
en un ligado disminuido a las células epiteliales Chang. Estos resultados
confirman la importancia de estos dominios de ligado en las interacciones del
UspA1/A2 con las células epiteliales Chang y sugiere adicionalmente que la
fibronectina es un receptor importante para la UspA. En adicién, es conocido que
el FNBP facilita la adherencia de las bacterias a trayectos no diferenciados y
danados. [54, 69] La expresion de fibronectina mediante los fibroblastos de
pulmén se incrementa también mediante el extracto del humo del cigarrillo. [87]- el
papel del ligado del UspA1/A2 del M. catarrhalis a la fibronectina ECM o a la
fibronectina asociada a célula epitelial es por lo tanto de gran importancia en
pacientes con COPD y puede explicar la ocurrencia comun de infeccion M.

catarrhalis en este grupo de pacientes. [40]

En conclusion, hemos mostrade que la UspA1/A2 del BBH18, RH4 y Bcb
del M. catarrhalis son cruciales para el FnBP. Ambas la UspA1l y A2
recombinantes derivadas del Bc5 se ligan a la fibronectina con un dominic de
ligado que comparte residuos de aminoacidos idénticos incluyendo la secuencia
NNINNIY conservada. Mas aun, una interaccion del UspA1/A2 del M. catarrhalis

con células epiteliales se hace via fibronectina asociada a la célula. La definicion
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de estos dominios de ligado a la fibronectina es por lo tanto un paso importante

hacia el desarrollo de una vacuna contra la M. catarrhalis.

Interaccién entre M. catarrhalis y laminita

La M. catarrhalis es una causa comun de exacerbaciones infecciosas en
pacientes con COPD. El éxito de estas especies en pacientes con COPD esta
relacionado probablemente en parte con su amplio repertorio de adhesinas.
Adicionalmente, hay cambios patologicos taies como pérdida de integridad epitelial
con la exposicion de la membrana de base donde la capa de laminina misma se
ha ‘engruesado en los fumadores. [4] Algunos patoégenos han mostrado ser
capaces de ligar a la laminina y por lo tanto pueden contribuir con su capacidad
para adherirse a tales superficies mucosales dafadas y desnudas. Estos
patogenos conocidos incluyen la causa de la enfermedad significativa en las vias
respiratorias tales como S. aureus y P. aerugincsa entre otras. [1, 63] Hemos
mostrado recientemente que tanto el UspA1 y A2 Se ligan a la fibfonectina. [78]
Los dominios de ligado de la fibronectina fueron localizados dentro del UspA1%°%
42 v UspA2'%%%'® En este estudio, las mitades de Terminal N UspA1%9-4°! y
UspA23%**' (que contienen los dominios de fioronectina) también se ligan a la
faminina. Sin embargo, los fragmentos mas pequefios que se ligan a la
fibronectina (UspA12%%%%2 y UspA2'%°2'® ng se ligan a la laminina en ningtn grado
apreciable. De hecho, fragmentos mas pequerios que la mitad del Terminal N de la
UspA1 (UspA1°%>*®" pierde toda su capacidad de ligado a la laminina mientras que
con UspA2, solamente UspA22%'7° Se liga a la laminina a pesar de un bajo nivel
entonces la proteina recombinante completa (UspA2°°°%). Estos hailazgos
sugieren que quizas partes diferentes de las moléculas pueden tener diferentes

papeles funcionales.
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Comparando las regiones de ligado de laminina mas pequefias del UspA1y"

A2, encontramos que existe; sin emba'rgo, una pequena similaridad por via de
homologia de aminoacidos entre UspA2%®'7 y UspA15%4°! (datos no mostrados).
No es sorprendente que sea un hecho conocido de que ambas proteinas tienen
una estructura de cabeza globular similar a colombina o chupeta a pesar de tener
solamente 22% de identidad en ambas mitades de Terminal N. [2, 32] Nosotros
postulamos que una estructura terciaria es probablemente responsablé de las
interacciones con la laminina en la regién de cabeza in vivo. La localizacién de los
dominios de ligado en el Terminal N serian ldgicas ya que esta seria la mayor

parte expuesta y en contacto con la membrana profunda humana in vivo.

Los factores bacterianos que median la adherencia al tejido y a los
componentes de matriz extracelular (ECM) scon agrupados juntos en una unica
familia denominada “componentes de superficie microbiana que reconocen las
moléculas de matriz adhesiva” (MSCRAMMS). Ya que la UspA1/A2 liga tanto a la
fibronectina como a la laminina, estas proteinas pueden ser designadas comao
MSC“RAMMS. Nuestros resultados sugieren que la UspA1 y A2 son adhesinas
multifuncionales con diferentes dominios que interactuan con diferentes ligandos
en el tracto respiratorio. Perfiles de ligado de amplio espectro similares han sido
reportados para otras proteinas bacterianas tales como la YadA de Yersinia
enterocolitica para la cual el UspA1 y A2 tiene una relacion estructural. [45, 70]

YadA también liga tanto a la fibronectina como a !a laminina. [32]

En resumen hemos mostrado que las UspA1/A2 son cruciales para la

interaccion con la M. catarrhalis con la membrana basal de glicoproteina de

2
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laminina y esta juega un papel importante en la patogénesis de las infecciones en

pacientes con COPD. [74]

Interaccién entre la M. catarrhalis y C3 y C3met

La resistencia del complemento es uno de los factores de virulencia
bact6erianos mas importantes. [66] La mayoria (89 %) de los aislados de M.
catarrhalis de pacientes con infecciones del tracto respiratorio inferior son
resistentes a la muerte mediada por el complemento. [34] La UspA1 y A2 de la M.
catarrhalis son crucialeé para la supervivencia bacteriana en el suero humano in
vivo [1, 15], y hemos mostrado que estas dos proteinas de membrana extérna se
ligan al regulador de fase fluida complemento del trayecto clasico, C4BP. [58] En
el presente estudio, hemos demostrado que la M. catarrhalis puede inhibir el
trayecto alternativo mediante ligado no covalente dei C3 (figuras 17 y 18). El ligado
de C3 mas probablemente también inhibe el trayecto clasico. Este podria, sin
embargo, no ser analizado en detalle ya que el M. catarrhalis también se liga al
C4BP. De manera muy intresante, el ligado del C3 dependiente del M. catarrhalis
es unico ya que varias subespecies de moraxella relacionadas tambien como
bacterias patogénicas comunes humanas no se ligan al C3 (tabla 9). Las
interacciones con C3 y C3 tratada con metilamina son mediadas principaimente
por UspA2, mientras que el UspA1 tiene un papel menor (figuras 15 y 16). La
regién de ligado al C3 del UspA2 fue localizada entre los residuos de aminoacidos
200 a 458. Esta region contiene un estiramiento de 140 residuos de aminoacidos
que es el 93% idéntica a una regién en la UspA1. [2] Sin emﬁargo, a pesar de esta
similaridad en la secuencia, la UspA1 se liga a C3 a un grado mucho menor. Esto

puede ser debido a una diferencia especifica en la conformacion entre las
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proteinas. La discrepancia en el ligado de C3 de la UspA1 y UspAZ2 se da por el

contraste con respecto a la interaccidon UspA1/A2 con el C4BP. [58]

La M. catarrhalis igualmente es resistente tanto a los trayectos clasicos
como los alternativos (figura 12B). La bacteria de liga al C4BP que inhibe el
trayecto clasico [58] yen este papel nosotros demostramos una interaccién con el
trayecto alternativo mediante el ligado del C3. Para determinar cuales de estos
mecanismos que son de mayor importancia para la resistencia al suero de {a M.
catarrhalis en varias situaciones in vivo es dificil. Por ejemplo, la importéncia del
trayecto clasico dependera fuertemente de la historia de las infecciones con el M.
catarrhalis y la capacidad para generar anticuerpos que activan el complemento.
Sin embargo, cada mecanismo que suministra proteccion desde el complemento
ciertamente es beneficioso para un patdégenc. Ya que C3 es una molécula clave
en el sistema complemento, el ligado de C3 muy probablemente resulta en la
regulacion de todos los tres trayectos de activacion y puede contribuir mucho mas

a la resistencia al suero.

La importancia del sistema complemento es un mecanismo de defensa
primario o principal que es mirado como espejo por el heche de que los microbios
han desarrollado varias estrategias para interferir con y/o neutralizar componentes
del sistema complemento. [42, 35, 88] En adicién a la M. catarrhalis, S. pyogenes,
Bordetella pertussis, E. coli KI, Candida albicans, y N. gonorrhoeae expresan
moléculas de superficie especificas que ligan al C4BP y como consecuencia
protegen la bacteria contra el trayecto clasico de complemento. [8, 9, 52, 58, 64,
65, 80] En adicion a la inhibicion del trayecto clasico, varias bacterias (por ejemplo,

C. albicans, N. meningitides, S. pyogenes, y S. pneumoniae; para su revision ver
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[68, 89] el factor de ligado H y la molécula similar al factor H y por lo tanto son

parcialmente protegidos contra el trayecto alternativo de complemento.

La UspA1 y A2 absorben a C3 desde el suero y por lo tanto mas
probablemente inhiben la activacion del complemento. Similarmente, la proteina
neumococal (PspA) parece inhibir el trayecto alternativo tanto in Vitro como in vivo.
El PspA es un factor de virulencia importante para el S. pneumoniae. Las cepas
neumococales déﬁcientes en PspA son facilmente clarificadas de la sangre,
mientras que las cepas que expresan el PspA sobreviven. [82] Mas adn, en un
modelo de murina de acteremia, los neumococos deficientes en PspA tienen una
virulencia significativamente reducida en comparacién con los neumococos que
expresan el PspA. [11] Se ha demostrado que mas C3b es depositado sobre
neumococos negativos en PspA que sobre PspA positivo. [67, 82] Asi, la
expresion de PspA reduce la clarificacion mediada por complemento y la
fagocitosis del S. pneumoniae mediante limitar la opsonizacién por C3b. [12, 67]
Los neumococos deficientes de PspA que no son virulentos en ratones normales

se vuelven virulentos en ratones deficientes de C3 y deficientes del factor B. [82]

Para nuestro conocimiento, hay solamente dos ejemplos de proteinas
bacterianas que se ligan de manera no covalente con C3 y por lo tanto interfieren
con la funcién complemento. El primero es la proteina de'ligado a fibrinogen
extracelular (Efb) del Staphylococcus aureus, del cual se encontré que liga al
C3b.[44] EI Efb inhibe tanto los trayectos clasicos como alternativos
independientemente de la conformacion de tioéster, es decir, el ligado al C3b no
es covalente. El segundo ejemplo es la proteina que liga a la colina nheumococal
(CbpA), que se ha mostrado que se liga al C3 tratado con metilamina, sugiriendo

una interaccidn no covalente que no es dependiente de la activacidon de
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complemento. [16] EI CbpA es un componente de la pared de la célula
neumococal, pero puede solamente ligarse tres cuando el CbpA es secretado.
Para poder hacer el ensayo de esta hipotesis, que no esta firmemente establecido
en la literatura, nosotros analizamos 11 aislados diferentes neumococales para el
ligado a C3 (C3 tratado con metilamina o NHS-EDTA) media.nte citometria de flujo
(figuras 12B y tabla 9). Ningun C3 ligado pudo ser detectado sobre la superficie
del S. pneumoniae. Cuando los lisados del S. pneumoniae y los sobrenadantes del
cultivo fueron analizados en Western blot usando C3 tratado con metilamina
seguido por un pAb de C3 anti-humano, confirmamos los resultados dados por
Cheng y sus colaboradores [16] (no mostrado). A la luz del Efb y CbpA, en los
cuales ambos son proteinas que ligan al C3 secretados por dos bacterias gram
positivas, la M. catarrhalis gram negativa es una especie Unica con proteinas
ancladas a la membrana que ligan a C3 que inhibe el trayecto alternativo en la

superficie de la bacteria.

La levadura Candida albicans se ha mostrado que se liga a la C3b, iC3b y
C3d. Sin embargo, el C3b Es ligado con una afinidad considerablemente menor
gue el iC3b y el C3d. [29] Encontramos una gran diferencia entre ligado de CS ala
M. catarrhalis y C. albicans (no mostrado); a pesar de que Candida se liga al
C3met (56 % de células positivass), la intensidad media de fluorescencia (mfi) fue
solamente < 2.0 en comparacidon con el mfi 36.9 para la M. catarrhalis.
Adicicnalmente, no hubo ligado detectable visto cuando el C. albicans fue
incubado con suero tratado con EDTA. Dos proteinas de ligado a C3d han sido
aisladas del C. albicans y la proteina mas caracterizada es una manoproteina de
60 kDa que inicialmente fue reconocida por un anticuerpo dirigido contra el
receptor 2 del complemento humano (CD21). {13] Sin embargo, la UspA1y A2 del

M. catarrhalis no fueron reconocidos por un anticuerpo policlonal directamente
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contra CD21 (no mostrado). En paralelos con estafilococos y neumococos [52, 64],
Una proteina que liga al C3d secretada del C. aIbicans» también existe. [72]
Finalmente, un receptor de iC3b de la C. albicans ha sido asilado y es
- estructuralmente similar al CR3 humano (CD11b). [3] Los mecanismos mediante
los quales estos receptores pueden participar en la patogénesis no sdn

completamente conocidos.

Los ejemplos anteriores de patégenos que ligan a C3 son notablemente
diferentes de la M. catarrhalis en que estas especies frecuentemente son aisladas
de corrientes sanguineas. La M. cafarrhalis es patdégeno mucosal con instancias
raras de infeccion bacterénica. Por lo tanto, el ligado y la inactivacion de C3 mas
probablemente ocurre en la superficie mucosal. Esto soportado por el hecho de
‘que existe una activacion complemento establecida fuertemente e inflamacién
consecuente en el estado de enfermedad tal como la otitis media aguda. [57] Las
proteinas complemento se cree que son transportadas a la superficie mucosal
debido a la exudacion del plasma. [26, 62] En efusiones del oido mledio (MEE) de
nifios por ejemplo, concentraciones fuertemente elevadas de productos de C3
pueden también encontrarse. [51] En adicién, los factores de complemento en el
fluido MEE se ha mos6trado que son importantes en la actividad bactericida contra
otros agentes mucosales tales como la H. influenzae no tipificable. [75] La M.
catarrhalis es un patdogeno humano estricto. Este no causa enfermedades como la
otitis media o la neumonia en animales. Un modelo de clarificacion pulmonar en
ratén y un modelo de otitis media con conejillos de indias, ha sido usado en varias
ocasiones. Sin embargo, ni la otitis media ni la neumonia se desarrollan y las
bacterias son clarificadas rapidamente. [19, 83] Por lo tanto es dificil ensayar el
significado biologico del ligado de C3 bacteriano in vivo. Ya que la UspA1y A2 son

proteinas multifuncionales [1, 15, 31, 43, 58, 78], seria imposible relacionar
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cualquier diferencias en la clarificacion del M. catarrhalis al ligado con C3. En
particular el hecho de que la UspA1 es una adhesina importante de la M.
catarrhalisy que liga tanto a CEAC AMlcomo a la fibronectina [31, 78] muy
probablemente afectaria la clarificacién. Sin embargo, debido a la fuerte activacion
de complemento en los estados de enfermedad tales como la otitis media, el
ligado dependiente de la moraxella de C3 puede representar una via importante

para combatir la defensa mucosal

El hecho de que la M. catarrhalis se anida en el sistema inmune humano de
varias maneras puede explicar porque la M. catarrhalis es un habitante tan comudn
del tracto respiratorio [73]. En conclusion, la M. catarrhalis ha desarrollado
maneras sofisticadas de combatir tanto los sistemas inmune humorales e innatos.
Los datos presentes muestran que la M. catarrhalis tiene una capacidad de ligado
a C3 unica en la superficie de células bacterianas que no se puede encontrar en

otras especies bacterianas.
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REIVINDICACIONES

Un Peéptido que consiste de la secuencia ID No. 1, o un fragmento,
homologo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacidn de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 2, o un fragmento,
homologo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacidén, sulfonacion o glicositacion de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 3, o un fragmento,
homélogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 4, o un fragmento,

homélogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o

" hidroxilacién, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 5, o un fragmento,
homoélego, equivalente funciona!, derivado, producto degenerado o
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacién de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.
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10.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 6, o un fragmento,
homodlogo, equivalente funcicnal, derivado, producto degenerado o
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacién de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 7, o un fragmento,
homologo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacién, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 8 o un fragmento,
homdlogo, equivalente funcional, derivado, productc degenerado o
hidroxilacién, sulfonacién o glicositacién de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 9, o un fragmento,
homoélogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacién de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.

Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 10, o un fragmento,
homélogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros productos de

procesamiento secundario del mismo.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

El uso de por lo menos un péptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 para la produccién de un medicamento para el

tratamiento o profilaxis de una infeccion.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la infeccién es

causada por Moraxella catarrhalis.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, para la profilaxis o
tratamiento de la otitis media, sinusitis o infecciones del tracto respiratorio

inferior.

Un ligando que comprende un dominio que liga a la fibronectina, dicho
ligando consiste de ulna secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste de La secuencia ID No. 1 a la secuencia ID No. 3, o un
fragmento, homodlogo, equivalente funcional, derivado, producto
degenerado o hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros

productos de procesamiento secundario del mismo.

Un ligando que comprende un dominio de ligado a la laminina, dicho
ligando consiste de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste de la secuencia ID No. 4 a La secuencia ID No. 8 0 un

fragmento, homologo, equivalente funcional, derivado, producto

degenerado o hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacion de producto u otros

productos de procesamiento secundario del mismo.

Un ligando que -comprende un dominié de ligado a C3 o C3met, dicho

ligando consiste de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
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17.

18.

19.

20.

21.

que consiste de la secuencia ID No. 4, la secuencia ID No. 6, 1a secuencia
ID No. 9 y la secuencia ID No. 10, o un fragmento, homologo, equivalente
funcional, derivado, producto degenerado de hidroxilacién, sulfonaciéon o

glicosilacién u otros productos de procesamiento secundario del mismo.

Un medicamento que comprende uno o mas ligandos de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 y uno o0 mas adyuvantes,
vehiculos, excipientes, aglomerantes, portadores o© preservativos

farmacéuticamente aceptables.

Una vacuna que comprende uno o mas ligandos de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 y uno o mas adyuvantes,
vehiculos, excipientes, aglomerantes, portadores o preservativos

farmacéuticamente aceptables.

Un método para tratar o prevenir una infeccion en un individuo que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente efectiva de un

medicamento o de una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 17 o 18.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la infeccion es
causada por Moraxella catarrhalis.

Una secuencia de acido nucleico que cedifica un ligado, proteina o péptido
de la presente invencién, los mismo que homodlogos, polimorfismos,

degenerados y variantes divididas del mismo.

2133



WO 2007/018463 99 PCT/SE2006/000931 (2/5)’\

22.  Un polipéptido o un polipéptido truncado que comprende por lo menos una
de las secuencias conservadas de la secuencia ID No 1 a la secuencia ID

No 3 con la capacidad de ligar a la fibronectina.

23.  Un polipéptido o un polipéptido truncado que comprende por lo menos una ’
de las secuencias conservadas de la secuencia ID No 4 a la secuencia ID

No 8 con la capacidad de ligar a la laminina.

24.  Un polipéptido o un polipéptido truncado que comprende por lo menos una
de las secuencias conservadas de la secuencia ID No 4, 6, 9, y 10, con la

capacidad de ligar al C3 y/o al C3met.

25. Una composiciéon de vacuna que comprende una cantidad efectiva de
UspA1 y/o UspA2 en combinacion con una cantidad efectiva de proteina
MID vy uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes,
portadores o preservativos farmacéuticamente aceptables.
{
26. El uso de una cantidad efectiva de UspA1 y/o UspA2 en combinacién con
una cantidad efectiva de proteina MID para la produccién de un

medicamento para el tratamiento o profilaxis de una infeccion.

27. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 26, en donde la infeccion es

causada por Moraxella catarrhalis.
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INTERACCION DE LA MORAXELLA CATARRHALIS CON CELULAS

EPITELIALES, PROTEINAS DE MATRIZ EXTRA CELULAR Y EL

SISTEMA COMPLEMENTO

Resumen

La presente invencién se relaciona con proteinas de matriz extracelular de
Moraxella Catarrhalis y smj capacidad para interactuar con celulas 'epiteliales via
fibronectina y laminina asociadas con células, y también a su capacidad para
inhibir el sistema complemento. Estas proteinas extracelulares son utiles en la
preparacion de vacunas. La presente invencion suministra péptidos que

interactaan con la fibronectina, laminina y sistemas complemento.

WPC16327 /1D.118180
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 11
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Figura 33
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Arne Forsgren AB

INTERACTION OF MORAXELLA CATARRHALIS TO EPITHELIAL CELLS...
21027432
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PatentIn version 3.1

1

31

PRT

rotein fragment from Moraxella catarrhalis (UspAl 405-435 or UspA2
? or synthetic petide '

1

Asp GIn Lys Ala Asp Ile Asp Asn Asn Ile Asn Asn Ile Tyr Glu Leu
1 5 . 10 15

Ala 6¢In GIn GIn Asp GIn His Ser Ser Asp Ile Lys Thr Leu Lys
20 25 30

<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

<400>
Thr Gly
1

Ite val

2
154
PRT

protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspAl 299-452) or synthetic

2
Asn Gly Thr val ser val Gly Lys Lys Gly Lys Glu Arg G1In
5 10 15

His val Gly Ala GTy Glu Ile Ser Asp Thr Asp Ala val Asn
20 25 30

Sida 1



Gly

Asp

Asn

65

Ash

Leu

Asp

His

Leu
145
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Ser

Ile

50

Ser

G1n

Asp

Asn

ser

130

Asp

<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

<400>

Gin Leu
35

Lys Asp

Leu Glu

Ala Asp

Leu Ser
100

Asn Ile
115

Ser Asp

Leu Ser

3
154
PRT

His

Leu

Gly

Ile

85

Gly

AsSn

Ile

Gly

val

Asp

Glu

70

Lys

Arg

Asn

Lys

protein framgent

3

iys Asp Ala Ile

Phe

Glu

Asn

Asn

65

Gln

Gly
Ala
Thr
50

Asn

Lys

His Glu
20

GIn Asn
35
ASh ASh

val val

Ala Asp

Ala

val

Glu

Ile

Ile
85

Lys

Ala

Thr

Thr

Glu

70

Asp

Leu

ASp

55

Ile

Thr

Leu

Ile

Thr

135

Leu

from Moraxella catarrhalis (UspA2 165-318) or synthetic

Asn

Glu

Leu

Asn
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Ala Thr val val Ala

40

Glu

Phe

Leu

Leu

Tyr

120

Leu

Ile

Asn

Ser

Lys

Asn

Phe

Asn

val

Asn

Glu

Ser

105

Glu

Lys

Asp

Glu

Ile

25

Gly

Lys

Asn

Ile

Gly Leu
Asn Gln

75
ser Asn
90
Thr Asp
Leu Ala

Asn Asn

Gln

Ser Ile

10

GTy Glu

Leu Ile

Ala Asp

Leu Ser
75

Asn Asn
90
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Leu

60

Asp

val

Gln

Gln

val
140

Glu

Ile

Thr

Ile

60

Gly

Ile

Gln
45

Gly
Ala
Glu
Lys
Gln

125

Glu

Asp
His
Asn
45

Gln

Arg

Tyr

Asn

Glu

Ile

Glu

Ala

110

Gln

Glu

Leu

Ala

30

Ser

Ala

Leu

Glu

Lys

Glu

Ala

Gly

95

ASp

ASp

Gly

Ile

Leu

Ile

Leu
95
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80
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Asn

Glu

Glu

Asp

80

Ala
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Gin GIn GIn Asp GIn His
100

val Glu Glu Gly Leu Leu

115

Thr Asp I1e Ala GIn Asn

130

Asn Glu Leu Gln Asp Gln

145

<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

4
721
PRT

150

protein fragment

<400> 4

Lys val Gly
1

Ala

Lys

ASn

Arg

65

Tyr

Ser

Thr

va't

Ala
145

Asn

Gly

Glu

50

Tyr

Ser

Thr

val

Ala

130

Gly

Gly

Arg

35

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gly

Lys

Thr

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

TYr

Ser

Thr

Ile

Gly

85

Gly

Gly

Tyr

Lys

Thr

teu

Thr

Ile

Gly

70

Gly

Gly

Gly

Asn

Asn
150
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Ser Ser Asp Ile Lys Thr Leu Lys Lys Asn
105 110

Glu Leu Ser Asp His Ile Ile Asp GIn Lys
120 125

GIn Ala Ash Ile GIn Asp Leu Ala Thr Tyr
135 140

Tyr Ala GIn Lys

from Moraxella catarrhalis (UspAl 50-770) or synthetic

Asn Lys Ile Ser Gly Gly Asp Asn Asn Thr
10 15

Thr Ile g;y Gly Gly Asp Tyr ggn Lys Thr

Ile Gly Gly Gly Leu Phe Asn Glu Ala Thr
40 45

g;y Ser Gly Gly Tyr egn Lys Ala Lys Gly

Gly Gly Gly Tyr Asn Glu Ala Thr Asn Gln
75 80

Gly Asp Asn Asn Thr Ala Lys Gly Arg Tyr
90 95

Gly Tyr Asn Glu Ala Thr Ile Glu Asn Ser
105 110

Tyr Asn GIn Ala Lys Gly Arg Asnh Ser Thr
120 125

Asn Glu Ala Thr Gly Thr Asp Ser Thr Ile
135 140

GIn Ala Thr Gly Lys Gly Ser phe Ala Ala
155 160

Sida 3
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Gly

Lys

Thr

Asp

Ala

225

Ser

Ser

Gly

His

Leu

305

Gly

Ile

Gly

Ile

Thr

385

Leu

Ser
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Ile
Asn
val
Thr
210
Gly
Leu
val
Glu
val
290
Asp
Glu
Lys
Arg
Tyr
370
Leu
Ile

Asn

Asp

Thr

Lys

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

275

Leu

Asp

ITe

Thr

Leu

355

Glu

Lys

Asp

val

Asn

ITe

180

Lys

Asn

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Glu

Phe

Leu
340

Leu

Leu

Ash

Gln

Glu
420

Gly

Ala

Ala

Phe

245

Lys

Asp

Thr

val

ASn

325

Glu

Asp

Ala

Asn

Lys

405

Glu

Ala

Gly

GIn

Gln

Thr

230

Ala

Gly

Thr

val

Gly

310

Asn

ser

Gln

Gln

val

390

Ala

Gly

Asn

Glu

Gln

Asn

215

Ile

Gly

Lys

Ser

val

295

Leu

Gln

Asn

Lys

GlIn

375

Glu

Asp

Leu
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Ala Asp Asn Ala val
170

Asn
Asn
200
Gly
val
Ala
Glu
Thr
280
Ala
Leu
Asp
val
Ala
360
Gln
Glu

Leu

Leu

ser

185

val

Ser

Asn

Ser

Arg

Asp

Gln

Gly

Ala

Glu

345

ASp

Asp

Gly

Thr

425

val

Phe

val

ser

Lys

250

Gln

Ala

Asn

Glu

Glu

Ile

Gln

Leu

Lys

410

Leu

Ala

Ile

Leu

Ile

val

Lys

Glu

315

Ala

Gly

Asp

His

Leu

395

Asp

Ser
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Ile

Leu

Leu

220

Glu

Gly

val

Asn

Ala

300

Ile

LyS

Leu

Asn

ser

380

Asp

Ile

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

val

AsSn

His

Gly

Asp

Asn

Asn

Leu

Asn

365

Ser

Leu

Lys

Arg

Leu

Ser

190

ser

His

Gly

Gly

val

270

ser

Ile

Ser

Gln

Asp

Ile

Asp

Ser

Ala

Leu
430

Gly

Asn

Asn

Asn

Gly

Thr

255

Gly

Gln

Lys

Leu

Ala

Leu

Asn

Ile

Gly

Leu

415

Ile
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Asn

Asn

Thr

Thr

Leu

240

val

Ala

Leu

Asp

Glu

320

Asp

Ser

Asn

Lys

Arg

400

Glu

Asp
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GIn

Thr

Ala

465

Ala

Lys

CGly

Thr

Asn

545

Ala

Gln

Ala

Phe

Ala

625

Ala

Asp

val

Asn
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Lys

Asn

Lys

Ile

Asn

530

Thr

Asp

Asp

Asn

Glu

610

Leu

Ala

Ile

Ala

Lys

Gln

Thr

Asp

Ala

515

Leu

GlIn

Ile

Gln

Thr

595

Thr

val

His

Thr

Asn

675

Gtn

Asp

Gln

Gln

AsSp

Ala

500

LYys

Gly

Gly

Ala

His

580

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

660

Gly

Glu

Ile

Asp

Thr

Asn

Ile

val

AsSn

565

Ser

Arg

Thr

Gln

645

Asn

Phe

Leu

Ala

Leu

Glu

470

Ile

Ile

Gln

Leu

Ala

AsSn

ser

Ile

Lys

Asn

630

val

Lys

Glu

Ile

Lys

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

His

Thr

Ile

Asp

Ala

Asn

615

Lys

Gln

Thr

Ile

Leu
695
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Asn GIn Ala Asp Ile

440

Ala

Ile

Thr

Lys

Asn

Lys

Ile

Ala

Asp

Ala

Glu

680

Gln

Tyr

Asp

Ala

Ala

505

Ile

Met

Lys

Asn

Asn

Ile

Lys

Ile

665

Lys

Asn

Asn Glu

Ala Leu
475

Glu Leu
490

Gln Ala

Gln Leu

val Ala

Ala Asp
555

Ile Tyr
570

Thr Leu

Lys Ala

Thr Leu

Asn Gln

635

Gln Ile
650

Glu Gin

Asn Lys

ASp Arg

Sida §

Leu

460

Asn

Gly

Asn

His

540

Ile

Glu

Ala

Glu

Ile

620

Glu

Leu

ASn

Ala

Ley
700

Ala

445

Gln

Lys

Ile

Glu

Asp

525

Ala

Ala

Leu

Lys

Ala

605

Glu

Leu

Gln

Ile

Gln

Asp

Ala

Ala

Asn

510

Lys

val

Lys

Ala

val

590

Asp

Gln

Glu

Asn

Asn

670

Ile

Arg

Asn

Ala

Ser

Glu

495

Lys

Lys

Gly

Asn

GIn

575

ser

Ala

Gly

Gly

Gn

655

Arg

Ala

Ile
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GlIn

Tyr

Ser

480

Asn

Asp

Ile

AsSNn

Gin

560

Ala

Ser

Glu

Phe

640

Ala

Thr

Thr

Asn

LD



Glu Thr Asn Asn His Gln As

705

Leu
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<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

<400>

5
443
PRT

710

protein fragment

5

iys val Gly Lys

Ala

Lys

Asn

Arg

65

Tyr

Ser

Thr

val

Ala

145

Gly

Lys

Asn

Gly

Glu

30

Tyr

Ser

Thr

val

Ala

130

Gly

Ite

Asn

Gly

Arg

35

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

Gly

AsSp

Thr

Thr

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Ile

Ala

Tyr

ser

Thr

Ile

Gly

85

Gly

Gly

Tyr

Lys

Thr

Leu

Thr

Ile

Gly

70

Gly

Gly

Gly

Asn

Asn

150

Ala

Gly

from Moraxella catarrhalis (UspAl 50-491) or synthetic

Asn

Thr

Ile

Gly

55

Gly

Gly

Gly

TYr

Asn

135

Gln

AsSh

Glu
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Lys

Ile

Gly

40

ser

Gly

Asp

Tyr

Asn

120

Glu

Ala

Ala

Asn

Ile
Gly
25

Gly
Gly
Gly
Asn
Asn
105
GTn
Ala
Thr

Asp

Ser

ser
10

Gly
Gly
Gly
Tyr
Asn
90

Glu
Ala
Thr
Gly
Asnh

170

vai

Gly

Gly

Leu

Tyr

Asn

75

Thr

Ala

Lys

Gly

Ala

Sida 6

G]y
Asp
Phe
Asn
60

Glu
Ala
Thr
Gly
Thr
140
Gly

val

Ile

ASD

Tyr

Lys

Ala

Lys

Ile

Arg

125

Asp

ser

Ala

Gly

Asn

Asn
30

Glu

Ala

Thr

Gly

Glu

110

Asn

Ser

Phe

Leu

Ser

p GIn Lys Ile ?ig Gln Leu Gly Tyr

Asn
15

Lys
Ala
Lys
ASN
Arg
95

Asn
Ser
Thr
Ala

Gly

Asn
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Ala

720

Thr
Thr
Thr
Gly
G1n
80

Tyr
Ser
Thr
Ile
Ala
160

Asn

Asn

279



Thr

Asp

Ala

225

ser

Ser

Gly

His

Leu

305

Gly

Ile

Gly

Ile

Thr

385

Leu

Ser

Gln
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val

Thr

210

Gly

Leu

val

Glu

val

290

ASp

Glu

LYsS

Arg

Tyr

Leu

Ile

AsSn

Lys

<210>

6

Lys

195

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

275

Leu

Asp

Ile

Thr

Leu

355

Glu

Lys

Asp

val

Ala

180

Lys

Asn

Ala

Gly

Lys

Ser

Ala

Glu

Phe

Leu

340

Leu

Leu

Asn

GlIn

Glu

420

Asp

Gly

Ala

Ala

Phe

245

Lys

Asp

Thr

val

Asn

325

Glu

Asp

Ala

Asn

ITe

Gln

Gln

Thr

230

Ala

Gly

Thr

val

Gly

310

Asn

ser

Gln

GIn

val

390

Ala

Gly

Ala

GIn

Asn

215

Ile

Gly

Lys

ser

val

295

Leu

Gln

Asn

Lys

Gln

Glu

Asp

Ley

Lys

21027432(21020135) .sT25
185

Asn

200

Gly

val

Ala

Glu

Thr

280

Ala

Leu

Asp

val

Ala

360

Gln

Glu

Leu

Leu

Asn
440

val Phe Ile Leu

Ser

Asn

Ser

Arg

265

Asp

Gln

Gly

Ala

Glu

345

ASD

Asp

Gly

Thr

Asp

GIn

val

ser

Ala

Asn

Glu

Ile

330

Glu

Ile

Gln

Leu

Ala

Leu

Ala

235

Thr

Ile

val

Lys

Glu

315

Ala

Gly

ASp

His

Leu

395

Asp

Ser
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ser
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Ser
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Gly
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val
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Ser

Ile

ser

Gln

ASp
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ITe
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Ala

Leu
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Asn
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Lys

Leu
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Leu

Asn
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Leu
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Ile
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Leu
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Asn
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Leu

Gln

Gly

ser
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Gly
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Ie

Glu
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Gin
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FPhe
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Ile

Glu
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ASpP

ser
210

AsSp

Lys

35

Leu

Asn

Gln

Gly

Glu
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Thr
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195

Gly

Asn

Gln

20

Tyr

Asn

Asp

Asn

Leu
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Thr

AsSp

His

Asn

180

Gln

Arg
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Asn
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Lys
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85
Ala
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Leu
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Leu
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Ile
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Phe
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Tyr
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His
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from Moraxella catarrhalis (Uspa2 30-539) or synthetic
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35
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Phe
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Glu
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Leu

Glu
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Glu
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GIn

Glu

Ala
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Gln

Glu
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Gly
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Lys
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10
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Gly
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GlIn
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GTu
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Arg
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45
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Glu

Ile
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Thr
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Leu
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AsSh
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Asn
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His
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Gln
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Asp
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ASD
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TIle
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Thr
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Asn
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ser

Asn
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Arg

Thr
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Leu
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Ala
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Leu
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Leu
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340
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Lys
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Ile
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245
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Gln

Ala
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Thr
485
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Lys
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Thr
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Ala

Ala
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395
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ile
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21027432(21020135) .5T25
Lys val Asp Gly Phe Asp ser Arg val Thr Ala Leu Asp Thr
500 505 510
<210> 7
<211> 322
<212> PRT

<213>.d protein fragment from Moraxella catarrhalis (uspA2 30-351) or synthetic
peptide

<400> 7
GIn Ala Lys Asn Asp Ile Thr Leu Glu Asp Leu Pro Tyr Leu Ile Lys
1

Lys ITe Asp GIn Asn Glu Leu Glu Ala Asp Ile Gly Asp Ile Thr Ala
20 25 30

Leu Glu Lgs Tyr Leu Ala Leu zgr GIn Tyr Gly Asn i;e Leu Ala Leu
3

Glu Glu Leu Asn Lys Ala Leu Glu Glu Leu Asp Glu Asp val Gly Trp
50 S5 60

Asn Gln Asn Asp Ile Ala Asn teu Glu Asp Asp val Glu Thr Leu Thr
65 70 75 80

Lys Asn GIn Asn Ala Phe Ala Glu Gln Gly Glu Ala ITe Lys Glu Asp
85 90 95

Leu GIn Gly Leu Ala asp Phe val Glu Gly G1In Glu Gly Lys Ile Leu
100 105 110

GIn Asn Glu Thr ser Ile Lys Lys Asn Thr GIn Arg Asn Leu val Asn
115 120 125

Gly Phe Glu ITe Glu Lys Asn Lys Asp A1a Ile Ala Lys Asn Asn Glu
130 135 140

ser ITe Glu Asp Leu Tyr Asp Phe Gly His Glu val Ala Glu Ser Ile
145 150 155 160

Gly clu ITe His Ala His Asn Glu Ala Gln Asn Glu Thr Leu Lys Gly
165 170 175

Ley Ile Thr Asn ser ITe Glu Asn Thr Asn Asn Ile Thr Lys Asn Lys
180 185 190

Ala asp Ile GIn Ala Leu Glu Asn Asn val val Glu Glu Leu Phe Asn
195 200 205

sida 10
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Ser
210

Leu

Asn
225

Asn
Ile Lys
Asp His
Gln

Ile

Gln
290

Lys

Thr GlIn

305

Tyr Ala
<210>
<211>
<212>

<213>
peptide

<400>
Gln Ala
1

Lys Ile
Glu

Leu

Glu
50

Glu

Asn GIn

65

Lys Ash

Gly Arg Leu Ile

‘Glu Leu

230

Ile Tyr

Thr Leu Lys Lys

Ile Gln

260

Ile Asp

Asp Leu Ala Thr

275

Thr Glu Ala 1le

Asn Ile Glu Asp

310

8
148
PRT

protein fragment

8

Lys Ash ?sp Ile

Gln Glu

20

ASD Asn

Lys Leu Ala

35

Tyr

Leu Asn Lys Ala

Ala
70

Asn Asp Ile

Ala Phe

85

Gln Asn

Asn

Lys

Tyr

ASp

Leu

from Moraxella catarrhalis (UspAZ 30-177) or synthetic
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Leu
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Leu
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280
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40
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220

GIn GIn Asp GIn

235

Glu Gly Leu

Asp Ala Gln

Giu Leu GIn Asp

Ala
300

Ley Asn Lys

Ala Asn Glu

315

Tyr

Glu Asp Leu Pro

10

Ala Asp Ile Gly

GIn Tyr Gly Asn

Glu Leu Asp Glu

60

Glu Asp Asp val
75

GIn Gly Glu Ala

90
sida 11
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Leu

Asn

Gln

285

Ser

Leu

Tyr

Asp

Ile

45

Asp

Glu

Ile

Asn

Ser

Glu

Gln

270

Tyr

ser

GlIn

Leu

Ile

30

Leu

val

Thr

Lys

Asn

Ser

Leu

255

Ala

Ala

Glu

ASp

Ile

15

Thr

Ala

Gly

Leu

Glu
95
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Ile

Asp
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sSer

Asn

Gln
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Ala
320

Lys

Ala

Leu

Trp

Thr

80

ASp
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Leu G1n

GIn Asn

Gly Phe
130

Ser Ile
145

<210> 9
<211> 3
<212> P
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Gly Leu Ala Asp Phe val Glu Gly GIn Glu Gly Lys Ile Leu

Glu
115

Glu

Glu

40
RT

100

Thr Ser Ile Lys

Ile Glu Lys Asn Lys Asp Ala Ile

Asp

<213> protein fragment

peptide

<400> 9
Asn Glu
1

Asn Ile
val Glu
Asp Ile

50

Asp Gln
65

Gly Leu
Ala GIn
GIn Asp
Lys Ala

y 130

Asn Glu

Thr

Thr

Glu

35

Asp

His

Leu

ASn

GlIn

115

ser

Leu

Leu

Asn

ser

Glu

Gln

100

Tyr

ser

Gn

Lys
5
Asn
Phe
Asnh
ser
Leu
85
Ala
Ala

Glu

ASp

Gly

Lys

Asn

Ile

AsSp

70
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Asn

Gln

Asn

Ala

135

from Moraxella catarrhalis (UspA2 200-539) or synthetic

Leu

Ala

Leu

Asn

55

Ile

ASp

Ile

Lys

Thr

135

Tyr

120

Ile

Asp

ser

40

Asn

Lys

His

Gln

Gln

120

GIn
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105

Thr

Ile

25

Gly

Ile

Thr

Ile

ASp

105

Thr

Asn

Lys

Asn Ser Ile
10

Gln Ala Leu
Arg Leu Ile

Tyr Glu Leu
60

Leu Lys Lys
75

Ile Asp Gln
90

Leu Ala Thr
Glu Ala 1le

ITe Glu Asp
140

¢In G1In Thr
Sida 12

Glu

Glu

Asp

45

Ala

Asn

Lys

Tyr

ASp

125

Leu

Glu

110

Asn

Ash

30

Gln

Gln

val

Thr

Asn

110

Ala

Ala

Ala

Thr

15

Asn

Lys

Gln

Glu

Asp

95

Glu

Leu

Ala

Ile

Lys Asn Thr Gin Arg %gg Leu val Asn

Ala Lys Asn Asn Glu
140

Ash

val

Ala

Gln

Glu

80

Ile

Leu

AsSn

Tyr

Asp

230
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LYys

Asp

Glu

Ile
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210

Ala
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Asp

Lys

Asp
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Ala

Thr
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<210>
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<212>

<213>
peptide

<400>
Ile GIn Asp Leu Ala Thr Tyr Asn Glu Leu Gln Asp GIn Tyr Ala Gln
1 5 10 15
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Tyr
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pPhe

ASp
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10

157
PRT

protein fragment from Moraxella catarrhalis (UspAZ 302-458) or synthetic
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Lys

Asn
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Ala
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Gln

ATa

ser

260

Lys

Asn

Thr

Leu

Thr
340

Ala

165

Glu

Leu

Ala

Gin

Ala

245

Phe

Glu

Lys

LysS

Gly

150

Ser

Leu

Asn

AsSp

Asp

230

Asn

Glu
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ASN
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Thr

Ser

Gln

Lys

Ile
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Lys

Thr

Thr

ASD

ser

295

Gly

Lys
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Glu

Asp

Ala

200

Ala

His

Asp

Leu

Lys

280

Ala

ASn

val

Asn

Ala

185

Ser

Asn

Arg

Arg

Thr

265

Leu

ASp

Ala

Asp

Thr GIn Asn

170

Tyr

Ser

Asn

ser

ITe

250

Lys

Ile

Thr

Ile

Gly
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Glu

Ile

ASp

235
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Asn

Thr

Lys

Thr

315

Phe

Lys

Asn

Thr

220

Ile

Lys

Gln
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Phe

300

Lys

Asp
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GlIn

Thr
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Asn

Lys

Asn

Asn
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285

Ala

Asn

Ser

Glu

Gln
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Gln
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Thr

Lys

Thr

270
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Arg

Asp
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Tyr
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Thr

Thr

Lys

val
335
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Leu

Glu

Ile

Glu
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Asp

ser
320

Thr
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Thr

Tyr

Ser
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GIn Thr Glu Ala
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Gln

Ala

50

Glu

Asp

Ala

Ala

His

130

Asp

Asn

35

Lys

Asn

Ala

Ser

Asn

115

Arg

Arg

ITe

Gln

Thr

TYr

Ser

100

Asn

Ser
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Glu

Gln

GlIn
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Glu
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Leu
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40
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Ile
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Glu
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Thr
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45
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Tyr
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ser

Ala
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Gln
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1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

8. type of material

E a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of material
D<A on paper

PZ4 in electronic form

¢. time of filing/farnishing
PX|  contained in the international application as filed
filed together with the international epplication in electronic form
I:l furnished subsequently to this Authority for the purposes of search

2 I:l In addition, in the case that more than one version or copy of & sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet {1)) (April 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/SE2006/000931

BoxNo. Tl  Observations where certain claims were found unsearchable (Continnation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article.17(2)(a) for the following reasons:

L Claims Nos.: 19-20
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:
Claims 19-20 relate to a method of treatment of the human or
animal body by surgery or by therapy, as well as diagnostic

S SR
2 [ ClaimsNos.: _
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be canried out, specifically:

3, D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found muitiple inventions in this international application, as follows:

1: Claims 1-3 (completely), 11-13 (partially), 14
(completely), 17-21 (partially) and 22 (completely) directed
to a fibronectin-binding peptide consisting of SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:3 and their use for treating
infections caused by Moraxella catarrhalis.

1. [] Asall required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims. '

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite iaay.meﬁt of
any additional fee.

3. X} Asonly some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 1~24

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D ‘The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable,
the payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s profest but the applicable
protest fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
E No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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Box ITI.1

methods /Rule 39.1(iv). Nevertheless, a search has been
executed for this these claims. The search has been based on
the alleged effects of the compounds.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)
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]NTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/SE2006/000831
Box III
2: Claims 4-8 (completely), 11-13 {partially)}, 15

(completely), 17-21 {partially) and 23 (completely) directed
to a laminin-binding peptide consisting of SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 or SEQ ID NO:8 and their use
for treating infections caused by Moraxella catarrhalis.

3: Claims 4,6 (completely) and 9-10 (completely}, 11-13
{partially), 16 {completely), 17-21 (partially) and 24
(completely) directed to peptides congisting of SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 9 and SEQ ID NO: 10 which inhibit the
complement system and their use for treating infections caused
by Moraxella catarrhalis.

4: Claims 25-27 directed to a vaccine composition comprising
UspAl and/or UspA2 in combination with the protein MID.
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International application No.

PCT/SE2006/000931

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

Box No. 1 - Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on:
D the international application in the language in which it was filed

a translation of the intemational application into i
which is the language of a translation furnished for the purposes of:

[] intomational sarch (Rules 12.3(a) and 23.1(5)
[] sublication of the intemational application (Rule 12.4(a))
[} international preliminary examination (Rules 55.2(a) and/or 55.3(a))

2. With regard to the elements of the international application, this report is based on (replacement sheets which have been

Jfurnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as “originally filed”
and are not annexed 1o this report).

D the intemational application as originally filed/furnished
E the description:

pages 1-92 ' ' as originally filed/furnished
- pages* - received by this Authority on
pages* received by this Authority on
& the claims: .
: pages : as originally filed/furnished
pages* ) as amended (together with any statement) under Article 19
pages* 1-2 received by this Authorityon 08-06-2007
pages*® . received by this Authority on
. g the drawings:
' pages 1-33 : as originally filed/furnished
pages* received by this Authority on
pages* received by this Authority on

a sequence listing and/er any related table(s) — see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

O X

The amendments have resulted in the cancellation of.
D ) the description, pages
l:] the claims, Nos.

D the drawings, sheets/figs
D the sequence listing (specify): .
D any table(s) related to the sequence listing (specify):

4. D This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below had not been
made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule
70.2(c)).
D the description, pages
D the claims, Nos.
D the drawings, sheets/figs
l:l the sequence listing (specijj)):
I:l any table(s) related to the sequence listing (specify):

This report has been established taking i into account the rectification of an obvious mistake authorized by or nonﬁcd to
this Authority under Rule 91 (Rule 70.2(e)).

*  Ifitem 4 applies, some or all of those sheets may be marked “superseded.”

Form PCT/IPEA/409 (Box No. I) (April 2007)
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International application No.

PCT/SE2006/000931

%

Box No.II.  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inveative step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be industrially
applicable have not been examined in respect of: :

L]
X

the entire international application

claimsNos. 10-11 and 14-16

because:

the said international application, or the said claims Nos. 10-11
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify):

See PCT Rule 67.1.(iv).: Methods for treatment of the human or

animal body by surgery or . therapy, as well as diagnostic
methods. '

L]

I:] .

L]

D .

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or seid claims Nos.
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify ):

the claims, or said claims Nos.

are so inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify ): '

no intemnational search report has been established for said claims Nos. 14-16

a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time
limit: ‘

furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative
D Instructions, and such listing was not available to the Intemational Preliminary Examining Authority in a form and
manner acceptable to it.
furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of the
D Administrative [nstructions, and such listing was not available to the International Preliminary Examining Authority
in a form and manner acceptable to it. '

D pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an invitation under Rules
13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

a meaningful opinion could not be formed without the tables related.to the sequence listings; the applicant did not, within
the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical requirements provided for in
Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables rélated to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not comply with the
technical requirements provided for in the Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See Supplemental Box for further details.

Form PCT/IPEA/409 (Box No. IIT) (April 2007)
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Box No. V

citations and explanations supporting such statement

. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;

Statement
Novelty (N) Claims 1-9,12-13
Claims
Inventive step (IS) Claims 1-9.13
Claims - 192
Industrial applicability (1)~ Claims 1-9.12-13
Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7)

The claimed subject-matter pertains to extracellular peptidés

consgisting of SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:3 being isclated from-

Moraxella catarrhalis outer membrane. SEQ ID NO:2 represents a
protein fragment from UspAl 299-452 and SEQ ID NO:3 from UspA2
165-318. The peptides have the ability of binding to the
extracellular matrix protein fibronectin and are useful for
- treating infections caused by Moraxella catarrhalis.

Reference is made to the following documents:

D1: W0S5828333
D2: Database GSP, accession no: AAW68277, retrieved from EBI

D1 refers to UspAl and UspA2 proteins from Moraxella
catarrhalis and to their respective genes uspAl and uspA2.

Each protein encompasses a region that is conserved. D1.

discloses that UspAl has fibronectin-binding activity (see
fig.8 and page 83, line 22-page 85, line 6 and page 93, line
28). D1 discloses a peptide having 79 amino acids (SEQ 1ID
NO:98) which shows 96% identity with 55 amino acids of the 154
amino acids of the claimed peptide having SEQ ID NO:2 (see
D2). -The peptide comprises the amino acid sequence
NNINNIYELAQQODQOHSSDIKTL which also is enclosed in the two
claimed sequenceses SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:3.

The disclosed peptide can be used in vaccines for treating
Moraxella catarrhalis infections.

Y S

Form PCT/IPEA/409 (Box No. V) (April 2007)
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation of BOX V -

The claimed invention differs from D1 in that the peptides SEQ

ID NO:2 and SEQ ID NO:3 have slightly different sequences and
have been found to be fibronectin-binding.

Consequently; with the background of D1 the problem is to
provide truncated UspAl and UspA2 which retain fibronectin
binding properties and are useful in the treatment of
' Moraxella catarrhalis infections. - ‘

Although it is known from D1 that Uspl has a region which

binds to fibronectin the authors of D1 were not able to find
the region in UspAl or UspA2 which were respon31b1e for the
fibronectin binding (see page 93, line 30).

Thus, a person skllled in the art who is presented with the

problem of flndlng peptides  isolated from Moraxella
catarrhalis which bind to flbronectln w111 not find such a
~solution in D1.

Furthermore it is not probable that the known peptide
comprising the amino acid sequence NNINNIYELAQQQDQHSSDIKTL
being so much shorter than the claimed peptide has the ability
of binding to fibronectin and therefore is as suitable as the
claimed peptides for treating infections caused by Moraxella
catarrhalis such as acute otitis, sinusitis and lower
respiratory tract infections.

Thus, the subject-matter of claims 1-9 and 13 is considered to

involve an inventive step. All claims are considered novel and’

industrially applicable.

Claim 12 lacks inventive step (and probably also novelty) as
it is so broad that it does not restrict the claimed nucleic
acid sequences to sequences having the ability to bind to
-fibronectin. Thus the claimed sequences fail to define the
inventive concept (see also box VIII).

Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (April 2007)
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-

Box No. VIII - Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, d&scription, and drawings or on the question whether the claims are fully
supported by the description, are made:

Claim 3 1is not'supported by the description as required by-

Article 6 PCT, as its scope is broader than justified by the
description. The reason therefore are the following: it is not
probable that the claimed peptides can be used in the
treatment of any infection but only for treating infections
caused by Moraxella catarrhalis.

Claim 12 does not meet the requirements of Article 6 PCT in
that the matter for which protection is sought is not clearly
defined. It encompasses nucleic acid sequences encoding a
ligand, protein or peptide of the present invention as well as
homologues, polymorphisms, fragments, degeneratives and splice
variants thereof without them being limited to the ability to
bind to fibronectin. '

Form PCT/IPEA/409 (Box No. VIII) (April 2007)
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CLAIMS.

1. Peptide consisting of Sequence ID No. 2, or a
fragment, homologue, functional equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylation, sulphonation or ’
glycosylatlon product or other secondary proce331ng
product thereof which retain fibronectin binding
properties.

2. Peptide consisting of Sequence 1D No 3, or a
fragment, homologue, functlonal equivalent, derivative,
degenerate or hydroxylatlon,rsulphonation or
glycosylation product or other secondary processing
product thereof which retain fibronectin binding
properties.

3. Use of at least one peptide according to any one
of claims 1 to 2 for the production of a medicament for
the treatment or prophylaxis of an infection.

| 4. Use according to claim 3, wherein the infection
is caused by Moraxella catarrhalis.

5. Use according to claim 3 or 4, for the
prophylaxis or treatment of otitis media, sinusitis or
lower respiratory tract infections.

6. A ligand comprising a flbronectln blndlng domain,
said ligand consisting of an amino acid sequence selected
from the group consisting of Sequence ID No. 2 or
Sequence .ID No. 3, or a fragment, homologue, functiocnal
equivalent, derivative, degenerate or hydroxylation,

- sulphonation or glycosylation product or other secondaiy

processing product thereof which retain fibronectin

~ binding properties.

7. A fusion ‘protein. comprlslng one or more ligands
according to clalm 6.

8. A medicament comprising one or more ligands
according to claim 6 or 7 and one- or more
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pharmaceutically aéceptable adjuvants, vehicles,
excipients, binders, carriers, or preservatives.

9. A vaccine comprising one or more ligands
according to claim 6 or 7 and one or more
pharmaceutically adceptable adjuvants, vehicles,
excipients, binders, carriers, or preservatives.

10. A method'of-treating or preventing an infection
in an individual comprising administering a
pharmaceutically effective amount of a medicament or a
vaccine according to claim 8 or 9.

11. A method according to claim 10, wherein the
infection is caused by Moraxella catarrhalis.

12. A nucleic acid sequeﬁce encoding a ligand,
protein or peptide of the present invention, as well as
homologues, polymorphisms, fragments, degenerates and
splice variants thereof.

13. A polypeptide or a polypeptide truncate
comprising at least one of the conserved seguences of
Sequence ID No. 2 or Sequence ID No. 3 or a fragment,
homologue, functional equivalent, derivative, degenerate
or hydroxylation, sulphonation or glycosylation product
or other secondary processing product thereof with the
ability of binding fibronectin.

14, A vaccine composition comprising an effective
amount of. UspAl and/or UspA2 in combination with an
effective amount of protein MID and one or more
pharmaceuticélly acceptable adjuvants,  vehicles,

- eXcipients, binders, carriers, or preservatives,

15. Use of an effective amount of UspAl and/or UspA2
in combination with an effective amount of protein MID
for the production of a medicament for the treatment or
prophylaxis - of an infection. '

16. Use according to claim 15, wherein the infection
is caused by Moraxella catarrhalis.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en la secuencia ID No. 2, o un fragmento,
homologo, equivalente funcional, derivado, degenerado ¢ producto de hidroxilacion,
sulfonacién o glicosilaciéon u otros productos de procesamiento secundario del mismo

que retiene propiedades de ligado a la fibronectina.

2. Un péptido que consiste en la secuencia |D No. 3, o un fragmento,
homologo, equivalente funcional, derivado, degenerado o producto de hidroxilacion,
sulfonacién o glicosilacién u otros productos de procesamiento secundario def mismo

que retiene propiedades de ligado a la fibronectina.

3. El uso de por lo menos un péptido de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 2 para la producciéon de un medicamento para el tratamiento

o profilaxis de una infeccion.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la infeccidn es

causada por Moraxella catarrhalis.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, para la profilaxis o

tratamiento de 1a otitis media, sinusitis o infecciones del tracto respiratorio inferior.

6. Un ligando que comprende un dominio que liga a la fibronectina, dicho
ligando consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en la secuencia ID No. 2 o la secuencia ID No. 3, o un fragmento, homologo,
equivalente funcional, derivado, degenerado o producto de hidroxilaciéon, sulfonacion
0 glicosilacion u otros productos de procesamiento secundario del mismo que retiene

propiedades de ligado a la fibronectina.

HOJA MODIFICADA 1
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7. Una proteina de fusion que comprende uno o mas ligandos de acuerdo

con la reivindicacion 6.

8. Un medicamento que comprende uno o mas ligandos de acuerdo con la
reivindicacion 6 o 7 y uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes,

portadores o preservantes farmacéuticamente aceptables.

9. Una vacuna que comprende uno o mas ligandos de acuerdo con la
reivindicacién 6 o 7 y uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes,

portadores o preservantes farmacéuticamente aceptables.

10. Un método para tratar o prevenir una infeccién en un individuo que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente efectiva de un medicamento

o de una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 8 o0 9.

11.  Un método de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde la infeccion

es causada por Moraxella catarrhalis.

12. Una secuencia de acido nucleico que codifica un ligado, proteina o
péptido de la presente invencion, asi como homdlogos, polimorfismos, fragmentos,

degenerados y variantes divididas de los mismos.

13.  Un polipéptido o un polipéptido truncado que comprende por lo menos
una de las secuencias conservadas de la secuencia ID No. 2 a la secuencia ID No. 3
o un fragmento, homdlogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o] producto'
de hidroxilacién, sulfonacion o glicosilacion u otros productos de procesamiento

secundario con la capacidad de ligado a la fibronectina.

HOJA MODIFICADA 2



g2

14.  Una composicién de vacuna que comprende una cantidad efectiva de
UspA1 y/o UspA2 en combinacién con una cantidad efectiva de proteina MID y uno o
mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglomerantes, portadores o preservantes

farmacéuticamente aceptables.

15. El uso de una cantidad efectiva de UspA1 y/o UspAZ2 en Combinacic’)n
‘con una cantidad efectiva de proteina MID para la produccién de un medicamento

para el tratamiento o profilaxis de una infeccion.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde la infeccién es

causada por Moraxella catarrhalis.

DVZ\DVZ\ID-118235\WPCL002G
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DIVISION DE NUEVAS CREACICNES

Industria y Comercio

EXTRACTO PARA PUBLICACION

SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

{21) N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha (33} Pais
us
US |(72) Inventor(es) ARNE FORSGREN

60/706,745 10/08/2005
60/707,148 11108/2005

~ ¢

{51) Int CI: "~ CO7K 014/021

{71)Solicitante(s) ~ARNE FORSGREN AB

KRISTIAN RIESBECK

(74) Apoderado.  EMILIO FERRERO

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  10/03/2008

(86) Datos relativos a la presentacion de !a solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 08/08/2006
No. de solicitud PCT/SE2006/000931

(87) Publicacion internacional
Fecha: 15/02/2007
N°® publicacién: WO 2007/018463 A2-A3

(54) Titulo: ~ INTERACCION DE LA MORAXELLA CATARRHALIS CON CELULAS EPITELIALES, PROTEINAS DE MATRIZ EXTRA

CELULAR Y EL SISTEMA COMPLEMENTO

Reivindicacion(es):

1, Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 1, o
un fragmento, homdlogo, equivalente funcional, derivado,
productc  degenerado o hidroxilacion, sulfonacion o
glicosilacion de producto u ofros productos de procesamiento
secundario del mismo.

2. Un Péptido que consiste de la secuencia [D No. 2, ¢
un fragmento, homoélogo, equivalente funcional, derivado,
producto degenerado o hidroxilacion, sulfonacién o
glicosilacién de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

3. . Un Péptido que consiste de la secuencia 1D No. 3, o
un fragmento, homdlogo, equivalente funcional, derivado,
producto  degenerado o hidroxilacidon, sulfonacién o
glicosilacion de producto u oftros productos de procesamiento
secundario del mismo.

4, Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 4, 0
un fragmento, homoélogo, equivalente funcional, derivado,
producto  degenerado o hidroxilacién, sulfonacién o
glicosilacién de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

5 Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 5, 0
un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado,
producto  degenerado o hidroxilacién,  sulfonacion o
glicosilacion de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

6. Un Péptide que consiste de la secuencia ID No. 6, o
un fragmento, homodlogo, equivalente funcional, derivado,
producto  degenerado ¢ hidroxilacion,  sulfonacién o
glicosilacion de producto u otros productos de procesamiento
secundario def mismo.

7. Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 7, o
un fragmento, homologo, equivalente funcional, derivado,
producto degeneradc o hidroxilacion, sulfonacion o
glicosilacion de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

8. Un Péptido que consiste de la secuencia ID No. 8, o
un fragmento, homélogo, equivalente funcional, derivado,
producto degenerado o hidroxilacidn, sulfonacién o
glicosilacién de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo,

9. Un Péptido que consiste de la secuencia 1D No. 9, 0
un fragmento, homodlogo, equivalente funcional, derivado,
producto  degenerado o hidroxilacidn, sulfonacién o
glicosilacién de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

10. Un Péptido que consiste de la secuencia 1D No. 10,
o un fragmento, homologo, equivalente funcional, derivado,
producto degenerade o hidroxilacién, sulfonacion o
glicosilacién de producto u otros productos de procesamiento
secundario del mismo.

. El uso de por lo menos un péptido de acuerdo con
una cualquiera de fas reivindicaciones 1 a 10 para la
produccién de un medicamento para el tratamiento o profilaxis
de una infeccion.

12, El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde
la infeccién es causada por Moraxella catarrhalis.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 11 0 12, para
la profilaxis o tratamiento de la ofitis media, sinusitis o
infecciones del tracto respiratorio inferior.
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NIT : BOO17408%-2

RECIBO OFICIAL BE CAJA : 6B - 9,440 ' i Y
FECHA + FEBRERD 4 DE 2008 SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGIO !
LT T
No. 08-011728- -00000-0000
Fecha 2008-02-06 17:42:55 Dep. 2020 NUECREACIONI *
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 379
Act. 411 PRESENTACION Vgolios:"g&SENACIONAL” i
L v N . J
giest CONSISNACTON ki
DEPBSITANTE TIPD PAGD BARCO CUENTA No. PAGO FECHA PGB Vr. PAGO
CAVELIER ABOGADOS COMSIGNACION  BANCO DE BOGOTA 042734387 2678327 04702/2008 31.244,000.00
gt C 9 NCERPT Ot
AT, RE&TIS¥ICB CONCEPTD TOTAL CONCEPTE
t 30005-01-01 SOLICITHUDES | TRAMITES DE 50L. DE PATENTE DE IN 501.000.00

TOTAL : ] 301,000.00

S0M: QUINIENTOS UN HMIL PESOS

RESPONSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADOD AL EXPEDIENTE No,

(Yo (632)-8210n-©



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
LT N
Fecha: 2008'-02-06 17:42:55 Dep. 22020 NUECREACION Indusn"a y Comertlo.

Tra. 11 PATENTEIVII Eve:. 379 FASENACI SUPERINTENDENCIA
Act. 411 PRESENTACION Folios: 308 ONAL '

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

Tt bt id ad

PCT
VPATENTE DE INVENCION [n’( ' MODELQO DE,UTlLiDAD (]
4 Indicacién de que se solicita la concesion de una patente %
¢ Datos de identificacion del sohcntante o de la persona que presenta Ia solicitud Y
¢ Descripcion de la invencién . \ o _ (Y
Q Dibujos de ser estos pertinentes » ,
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [»( '
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
’ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio industrial _ [
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
. Representacubn grafica y fotografica del Disefio lndustnal O muestra del [
~material que incorpora el disefio '
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas .|
COMPLETA [ ] o ~ INCOMPLETA [ ]
'ESQUEMA DE TRAZADO [ ]
¢ indicacion de que se sollcata el reglstro de un. Esquema de Trazado : ' a .]
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta’la solicitud [1
2 2 Representacnén grafica del esquema trazado [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas _ | : [ ]

COMPLETA [ ]

Ql\oudo N) T\\e.uoCH\(ﬂo

INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha

Carrera 13 No. 27-00 PISO 57y10
Conmutador: 3 82 08 40
- Fax: 3505220
E-mail: info@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)
FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacidén No. 8 11728

Solicitud internacional PCT/SE2006/000931
Fecha inicio fase nacional 10/03/2008
Tramite 11

Evento 379

Actuacidn 430

Ccficlio No.
4178
Como resultade del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articuloc 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes {PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercioc, se le comunica que:

1. La scolicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del
dereche a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

2. La solicitud no contiene. el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisites exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento <Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento gue acredita la
existencia y representacidn Ilegal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulec 39 de la Decisidn 486, se le
regquiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En case de no dar cumplimientoe al presente reguerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su Elacyon.

Notifigquese el presente oficj
e), del capitulo quinto del

a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
tulo primgro de la Circular Unica No.l1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA CEYPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisién de Nuevas C?éaciones

El antgrior reguerimiento fue notificado por fijacién - en lista de

e SR, 20

jfernand



