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DESCRIPCION
Polipéptidos de OspA multivalentes y métodos y usos relacionados con los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a constructos y a composiciones para su uso como tratamientos profilacticos o terapéuticos
contra infecciones por Borrelia. En particular, la presente invencién se refiere a un polipéptido inmunogénico, a un
acido nucleico que codifica para el mismo, a una composicion farmacéutica que comprende el mismo y al polipéptido
inmunogénico, al acido nucleico o a la composicion farmacéutica para su uso como medicamento, en particular una
vacuna, 0 para su uso en un método de tratamiento o prevencién de una infeccion por Borrelia, asi como a un
método de disefio de un antigeno OspA multivalente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La borreliosis de Lyme (LB), o enfermedad de Lyme, es la enfermedad transmitida por garrapatas mas
habitualmente notificada en Europa y Norteamérica. La enfermedad esta provocada por la espiroqueta de tipo Gram
negativo transmitida por artrépodos, Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l). Borrelia pertenece a la
familia Spirochaetaceae, que se subdivide en los géneros médicamente importantes Treponema, Leptospira y
Borrelia. B. burgdorferi s.l. es una bacteria de tipo Gram negativo vigorosamente movil, con forma de espiral, de
aproximadamente 10-20 um de longitud y 0,2-0,5 pm de anchura, que crece en condiciones microaerofilas. La pared
celular de las espiroquetas consiste en una membrana citoplasmica inmediatamente rodeada por peptidoglicano y
varios flagelos y ademas por una membrana externa asociada débilmente. Las espiroquetas se transmiten por
garrapatas Ixodes spp. de cuerpo duro en un ciclo enzoético complejo que incluye principalmente aves y pequefios
mamiferos. La transmisiéon se produce durante la alimentaciéon de la garrapata, cuando la garrapata infectada
transmite las espiroquetas al torrente sanguineo del huésped. Cuando los seres humanos contraen la infeccion,
puede seguir un espectro de manifestaciones clinicas distintas, que van desde infeccién localizada temprana de la
piel (eritema migratorio) hasta infeccién diseminada progresiva del sistema nervioso (neuroborreliosis), la piel
(acrodermatitis crénica atréfica), el corazon (carditis de Lyme) y las articulaciones (artritis de Lyme). B. burgdorferi
s.l. consiste en al menos 17 genoespecies en todo el mundo. La genoespecie B. garinii puede dividirse
adicionalmente en varios serotipos basandose en la unién de anticuerpos monoclonales a la proteina A de la
superficie externa (OspA).

En la mayoria de los paises, la borreliosis de Lyme no es una enfermedad de declaracion obligatoria y no se dispone
de datos exactos relativos a las tasas de incidencia anuales. En Europa, cuatro genoespecies de B. burgdorferi s.1.,
que representan seis serotipos (ST) de OspA diferentes, son responsables de la mayor parte de los casos clinicos
en seres humanos; B. burgdorferi sensu stricto (s.s.; OspA ST1), B. afzelii (OspA ST2), B. garinii (OspA ST3, ST5y
ST6) y B. bavariensis (OspA ST4). Se estima que el nimero de casos de LB en Europa es de al menos 200.000 al
afio, pero debido a la falta de sistemas de adquisicion de datos y vigilancia centralizada y, junto con el hecho de que
la LB no es una enfermedad de declaracién obligatoria en la mayoria de los paises europeos, es muy probable que
este nimero todavia sea una subestimacion. En los EE. UU., los Centros para el Control de Enfermedades (CDC)
estiman que los casos de LB anuales son de entre 288.000 y 329.000, estableciendo de ese modo que la LB es una
carga asistencial principal con un impacto econémico sustancial. La creciente incidencia de casos a nivel mundial es
un argumento a favor de que el desarrollo de una vacuna multivalente reduciria la debilitante carga asistencial y
econémica de la enfermedad a nivel mundial.

Los esfuerzos por desarrollar una vacuna de subunidades para la prevencién de borreliosis de Lyme se han
centrado en gran parte en el uso de la proteina A de la superficie externa (OspA) de Borrelia como antigeno. Las
vacunas basadas en OspA se han estudiado exhaustivamente en entornos preclinicos y clinicos. Al menos dos
vacunas monovalentes (LYMErix™, SmithKline Beecham e ImuLyme, Pasteur Mérieux-Connaught) basadas en la
OspA de longitud completa de B. burgdorferi s.s. (OspA ST1) se han evaluado en ensayos clinicos, habiéndose
autorizado la primera vacuna para su uso en seres humanos desde 1998 hasta 2002. Adicionalmente, también se
sometié a prueba en ensayos clinicos una vacuna recombinante que comprende tres antigenos OspA quiméricos
que cubren seis serotipos de OspA (Wressnig N. et al., 2013, Lancet Infect. Dis. 13(8):680-689 y Wressnigg N. et al.,
2014, Clin. Vaccine Immunol. 21(11):1490-1499).

Un candidato a vacuna hexavalente contra LB desarrollada por Valneva Austria GmbH se basa en la mitad C-
terminal de seis serotipos de OspA diferentes (OspA ST1-ST6) unidos entre si para formar tres proteinas de fusién
heterodiméricas, conteniendo cada heterodimero fragmentos de OspA de dos serotipos de Borrelia diferentes
(Comstedt et al., 2014, PLoS One 9(11):e113294; Comstedt et al., 2015, Vaccine 33(44):5982-8; documento WO
14/006226 y documento WQ15/104396). Esta vacuna contra LB representa un avance en el campo ya que el
nimero de proteinas en la formulacién de vacuna se ha reducido a tres en lugar de seis; no obstante, en el
procedimiento de produccién todavia estan implicados costes y complejidad considerables.

Por consiguiente, en una realizacion, un objeto de la presente invencion fue proporcionar una vacuna mejorada
contra la borreliosis de Lyme, particularmente un polipéptido multivalente ampliamente protector para su uso como
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vacuna contra la borreliosis de Lyme, preferiblemente con un ndmero limitado de antigenos requeridos.
Preferiblemente, la vacuna se produce facilmente al tiempo que es protectora, segura y mas eficaz que las terapias
existentes y/o proporciona proteccidon contra mas de una especie de Borrelia o serotipo de OspA. Mas
preferiblemente, se deseaba proporcionar un Unico antigeno en la formulacién de vacuna final sin comprometer la
proteccién contra la mayoria de las especies de Borrelia clinicamente relevantes y los serotipos de OspA asociados
con la LB en seres humanos.

SUMARIO DE LA INVENCION

El objeto se resolvid proporcionando polipéptidos quiméricos basados en un fragmento de OspA de armazén que se
altera para contener porciones inmunogénicas de OspA que se derivan de serotipos diferentes (abreviados en el
presente documento “ST”). A la luz de la complejidad, para el desarrollo de una vacuna contra la borreliosis de
Lyme, los inventores han aplicado un enfoque de conformacion de superficie basado en estructura, que selecciona
como diana los seis serotipos de OspA clinicamente mas relevantes (ST1-ST6) de las especies Borrelia que
provocan borreliosis de Lyme. “Conformacion de superficie”, tal como se usa en el presente documento, significa la
alteracion racional de aminoacidos presentes en la superficie de un fragmento C-terminal de OspA. Esta alteracion
de determinados residuos de aminoacido de superficie se usa en el presente documento para disefiar fragmentos de
OspA quiméricos que contienen parches inmunogénicos (es decir, epitopos o porciones de epitopos) en la
estructura de superficie tridimensional que corresponden a serotipos de OspA distintos; es decir, para producir un
antigeno OspA multivalente, por ejemplo, en suma, representando regiones de dos, tres 0 mas serotipos en su
superficie. La mitad C-terminal de OspA, que es la parte de OspA que esta expuesta en la superficie de la
espiroqueta Borrelia, se ha usado para la conformacion de superficie. La secuencia de OspA de B. afzelii (OspA
ST2) que representa el ST mas prevalente que provoca LB en Europa se ha usado como “estructura principal
conservada’ o “armazoén estructural’ para las proteinas quiméricas dadas a conocer en el presente documento. La
superficie del fragmento de OspA se ha dividido en regiones denominadas en el presente documento “parches” y se
han intercambiado aminoacidos de las regiones individuales (véase el ejemplo 1). Tal como se usa en el presente
documento, el antigeno OspA multivalente, en virtud de contener epitopos de dos 0 mas serotipos de OspA, también
puede denominarse “quimeras” 0 “quimeras multivalentes” o “antigenos multivalentes”.

En el transcurso de la invencion, el concepto de conformacion de superficie se abordé examinando la estructura
cristalina tridimensional de OspA ST1 (Li et al., 1997, PNAS 94(8):3584-9). El procedimiento de conformacion de
superficie se describe en el presente documento para el dominio C-terminal de OspA, pero también podria aplicarse,
por ejemplo, para el disefio de OspA multivalente de longitud completa. En primer lugar, se caracterizaron residuos
de aminoacido en la regién C-terminal de OspA ST2 basandose en su accesibilidad aparente en la estructura de
proteina (basandose en la estructura cristalina de ST1) en relacion con la superficie; es decir, expuestos (“+”),
parcialmente expuestos (“0”) o enterrados (“-") (véase la figura 2). Para la clasificacion “enterrados”, la estructura
también se comprobd con respecto al empaquetamiento de cadenas laterales en el nlcleo. Se conservaron los
residuos que participaban en la estructura compacta de "nucleo” de empaquetamiento de cadenas laterales
hidréfobas de ST2. A continuacién, se evalué adicionalmente cada residuo usando un factor de escala para
penalizaciones de interferencia por residuo en la etapa de seleccidon de combinacion, teniendo en cuenta la
interferencia entre atribuciones de parches vecinos. Los factores de escala fueron 0, 0,5 y 1 para enterrados,
parcialmente expuestos y expuestos, pero distinguiendo entre parcialmente expuestos y expuestos, con efecto sobre
la clasificacién de las combinaciones posibles. Para los residuos parcialmente expuestos, la decisién de incluirlos
como “expuestos” no fue inequivoca, pero se tomo de manera conservadora, es decir, la clasificacion del residuo
puede haberse adaptado basandose en informacién adicional. Por ejemplo, en algunos casos, un residuo
parcialmente expuesto particular puede considerarse o bien “expuesto” o bien “enterrado” dependiendo del angulo
de observacion.

En una etapa adicional, se examiné el fragmento de OspA en cuanto a “parches”, es decir, areas en la superficie de
la molécula plegada que comprenden epitopos potenciales/conocidos (es decir, sitios de union de anticuerpo tales
como, por ejemplo, LA-2 para el serotipo 1 para el que se dispone de una estructura cristalina, PDB 1FJ1) o
epitopos conocidos en el campo proporcionados a partir de una diversidad de métodos con diversos detalles, entre
ellos perturbacion por desplazamiento quimico de RMN, experimentos de mutaciones puntuales, competencia de
anticuerpos, analisis de péptidos lineales y/o prediccién de epitopos. Un parche, tal como se usa en el presente
documento, significa un area en la superficie de la molécula de OspA que comprende una regiéon potencialmente
inmunogénica, es decir, un epitopo 0 un epitopo parcial, preferiblemente una regién que contiene una huella de
anticuerpo parcial o completa, es decir, un sitio de union de anticuerpo. El parche puede ser de aproximadamente
400-2000 angstroms cuadrados (A?), de manera preferible de aproximadamente 500-1800 A2 de manera mas
preferible de entre aproximadamente 600-1600 A2, incluso de manera mas preferible de aproximadamente 800-
1200 A2,

Tal como se usa en el presente documento, un epitopo de OspA especifico quiere decir el area de unién a OspA de
un anticuerpo especifico y, en particular, se define en el presente documento como el area de unién en OspA de
cualquier anticuerpo que compite en al menos el 50% con un anticuerpo especifico que se sabe que es especifico
para dicha area de unién. En general, un epitopo tiene una longitud de aproximadamente cinco o seis aminoacidos.
A este respecto, una secuencia de proteina de longitud completa tipica contiene muchos epitopos diferentes contra

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2957939 T3

los que pueden unirse anticuerpos distintos. Para cualquier secuencia de proteina dada, mdultiples anticuerpos
Unicos reconoceran de manera general la proteina. Cada uno de estos anticuerpos se une a un epitopo especifico
ubicado en esa proteina. Dentro de una secuencia de proteina, pueden hallarse tanto 1) epitopos continuos, que
estan formados por, o definidos por, secuencias de aminoacidos lineales dentro de la proteina como 2) epitopos
discontinuos, que existen so6lo cuando la proteina se pliega para dar una conformacioén particular y regiones mas
distales de la secuencia primaria se disponen en proximidad entre si. Los epitopos de OspA preferibles incluyen los
asociados con la proteccion y/o los correspondientes a los sitios de union mapeados de anticuerpos monoclonales
descritos en la bibliografia, asi como regiones de unién adicionales notificadas para el fragmento C-terminal de
OspA ST1 (Sears JE, et al. 1991. Molecular mapping of Osp-A mediated immunity against Borrelia burgdorferi, the
agent of Lyme disease. J. Immunol. 147:1995-2000; Wilske B, et al. 1992. Molecular analysis of the outer surface
protein A (OspA) of Borrelia burgdorferi for conserved and variable antibody binding domains. Med. Microbiol.
Immunol. 181:191-207; Jiang W, et al. 1994. Purification of Borrelia burgdorferi outer surface protein A (OspA) and
analysis of antibody binding domains. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1:406-12).

Luego se aplicaron los hallazgos de la estructura tridimensional C-terminal de OspA ST1 de PDB 10SP (un
complejo con Fab 184.1, que se une al extremo C-terminal y muestra el extremo C-terminal inalterado por cambios
conformacionales a partir de la uniéon de anticuerpos), por ejemplo, clasificaciéon, posicion espacial y atribucién a
areas de superficie definidas de los residuos de aminoacido, al fragmento homoélogo de OspA ST2 (véase la figura
2). Este fragmento, usado como estructura principal para disefiar el antigeno OspA multivalente, se altero in silico de
diversas maneras. La estructura principal comprendia ademas la adicién de al menos dos residuos de cisteina para
la introduccion de un enlace disulfuro para estabilizar la estructura tridimensional del fragmento de OspA.

Dentro de un parche, se reemplazan los residuos que estan expuestos para representar una superficie del
serotipo/genotipo diana, mientras que se conservan los residuos enterrados con su cadena lateral inaccesible. Los
residuos enterrados a menudo representan aminoacidos hidréfobos y a menudo estan estrechamente
empaquetados. En esta calidad contribuyen a definir el plegamiento de la proteina, que en el caso de OspA ST1-6
es altamente homologo. No cambiar los residuos inaccesibles evita situaciones en las que los residuos centrales
enterrados de parches adyacentes que representan caracteristicas de serotipos/genotipos divergentes se
intercambiarian de manera inadecuada conduciendo a distorsiones de plegamiento.

La atribucion de parches adyacentes puede optimizarse teniendo en cuenta que, dependiendo de la eleccién de las
atribuciones de serotipo a los parches, pueden surgir situaciones en las que se altera la orientacion espacial relativa
de residuos conflictivos en parches adyacentes. El término “conflictivo”, tal como se usa a este respecto, significa
que, en la superficie, un residuo esta cerca de un parche adyacente que es diferente de la atribucion real de
serotipo/genotipo. Se usd un enfoque programatico para atribuir puntuaciones de penalizacibn mas altas a
combinaciones que tienen mas residuos conflictivos. Esto puede lograrse hallando sistematicamente, para todos los
parches, los residuos conflictivos y aplicando un esquema de puntuacién que tiene en cuenta el rango de exposicion
y la distancia entre residuos conflictivos tal como se define por los atomos de C-alfa para definir un valor de corte
para el calculo. La puntuacion se repite para todas las combinaciones de serotipos/genotipos deseados que van a
representarse en el polipéptido multivalente.

Se examinaron in silico una variedad de disefios de fragmentos de ST2 multivalentes. Para la prueba de principio, se
seleccionaron dos disposiciones de parche (disposiciones 1 y 2, figuras 1A y B, respectivamente) y se sintetizaron y
sometieron a prueba los polipéptidos variantes 1-4 (disposicion 1) y variantes 5-6 (disposicion 2) (véase la figura 2).
Las variantes tal como se describen en los ejemplos representan soélo ejemplos finitos de las muchas posibilidades
con respecto a la definiciéon de parche de superficie de OspA y no deben considerarse limitativos. Estas seis
proteinas quiméricas poseen combinaciones de aminoacidos expuestos en superficie que representan multiples
serotipos de OspA. Se evaluaron las seis variantes para determinar la inmunogenicidad midiendo la respuesta de
anticuerpos especificos mediante ELISA y para determinar anticuerpos de unién a OspA funcionales mediante union
a superficie de Borrelia y un ensayo de inhibicion de crecimiento (véanse los ejemplos 2 a 4).

En resumen, sélo los cuatro fragmentos monoméricos de OspA multivalentes con un enlace disulfuro de tipo B
(enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina introducidos en las posiciones de aminoacido correspondientes a los
aminoacidos 182 y 269 de OspA serotipo 2) demostraron ser significativamente protectores en modelos de
sensibilizacion de raton. Sorprendentemente, no parecia que la presencia de un enlace disulfuro de tipo o (enlace
disulfuro entre dos residuos de cisteina introducidos en las posiciones de aminoacido correspondientes a los
aminoacidos 244 y 259 de OspA serotipo 2) fuera favorable para la presentacién tridimensional de los epitopos
inmunogénicos contenidos en la secuencia primaria.

Las cuatro quimeras multivalentes que tienen un enlace disulfuro de tipo f (variantes 2, 3, 5 y 6) confirieron una
proteccién significativa en ratones sensibilizados con garrapatas infectadas con B. burgdorferi s.s. (OspA ST1),
B. afzelii (OspA ST2) y B. bavariensis (OspA ST4), asi como sensibilizaciones por aguja con B. burgdorferi s.s.
(OspA ST1) y dos cepas de B. garinii (OspA ST5 y ST6) cultivadas in vitro (tabla 2). El estudio demuestra un
novedoso enfoque de vacuna de OspA multivalente que tiene el potencial de lograr una amplia proteccién con un
Unico antigeno, haciendo también que el procedimiento de desarrollo de vacuna de OspA sea menos complejo y
mas rentable.
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Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido inmunogénico que comprende un
dominio C-terminal de OspA alterado, concretamente estabilizado, que comprende al menos tres epitopos de OspA
especificos, cada uno de cepas de Borrelia distintas que provocan borreliosis de Lyme; es decir, un antigeno OspA
multivalente, en el que dicho dominio C-terminal de OspA puede inducir una respuesta inmunitaria protectora frente
a la totalidad de dichas cepas de Borrelia distintas, y en el que el dominio C-terminal de OspA se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y variantes inmunogénicas
de las mismas que tienen una identidad de secuencia de al menos el 80% con al menos una de SEQ ID NO: 9; SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13. Este enfoque proporciona una modalidad para abordar una pluralidad
de serotipos de OspA clinicamente relevantes en el contexto de un polipéptido inmunogénico. Ademas, tales
antigenos OspA multivalentes pueden combinarse en heterdmeros, tales como, por ejemplo, heterodimeros o
heterotrimeros, para proporcionar multiples epitopos de manera simultdnea y posiblemente proteccion frente a
multiples cepas y/o serotipos y/o especies de Borrelia patébgena. En una realizacién preferida, dichos heteromeros
proporcionan epitopos de al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho especies
y/o cepas de Borrelia distintas, preferiblemente al menos seis, lo mas preferiblemente seis exactamente. En una
realizacion, los heterémeros estan unidos mediante péptidos ligadores. En una realizaciéon preferida, los
heteromeros estan lipidados de manera N-terminal. Tal como se usa en el presente documento, “epitopo” quiere
decir una regién inmunogénica que corresponde a al menos un sitio de unién parcial de al menos un anticuerpo,
preferiblemente mas de un anticuerpo. La alteracién con respecto a su forma nativa de un fragmento C-terminal de
OspA, que también puede denominarse en el presente documento “armazédn”, puede lograrse mediante la
combinacion de subfragmentos en serie del fragmento de OspA de especies 0 cepas de Borrelia diferentes, por
ejemplo, la fusién de secuencias de aminoacidos adyacentes derivadas de cepas de Borrelia diferentes. Este
enfoque se describe en detalle en el documento WO2015/104396. Adicionalmente, en una realizacion preferida, un
fragmento C-terminal de armazén de OspA derivado de una especie o cepa de Borrelia puede alterarse de manera
racional en su estructura introduciendo mutaciones puntuales en ubicaciones clave con el fin de recrear epitopos
conocidos a partir de una o mas especies 0 cepas 0 serotipos de Borrelia distintos adicionales. En un aspecto, el
fragmento C-terminal de OspA se estabiliza mediante la introduccién de al menos un enlace disulfuro no nativo. En
una realizacion preferida, el fragmento C-terminal de OspA se estabiliza mediante la introduccion de exactamente un
enlace disulfuro no nativo.

Tal como se usa en el presente documento, un fragmento C-terminal de OspA quiere decir una parte C-terminal de
la proteina OspA completa que comprende o consiste en aproximadamente el 50-60% de los aminoacidos C-
terminales, de manera preferible aproximadamente el 55% de los aminoacidos C-terminales. Lo mas
preferiblemente, el fragmento C-terminal de OspA comprendera o consistira en aminoacidos correspondientes a los
aminoacidos 126-273, usando la OspA de B. afzelii (SEQ ID NO: 74) como secuencia de referencia. Tal como se
usa en el presente documento, un fragmento C-terminal de OspA que se pliega en una estructura tridimensional
estable, ya sea de manera espontanea o debido a la introduccién de mutaciones estabilizantes, por ejemplo, enlaces
de cisteina, también se denomina dominio C-terminal de OspA. En particular, un dominio C-terminal de OspA, tal
como se usa en el presente documento, quiere decir la parte extracelular completa de OspA, tal como, por ejemplo,
el fragmento que consiste en los aminoacidos 126-273 de OspA de B. afzeli (SEQ ID NO: 7) o un equivalente
funcional de la misma que tiene al menos el 80%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% de identidad de
secuencia usando un método de alineacion global tal como el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y
Wunsch (1970) A general method applicable to the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins.
J of Mol Biol. 48 (3): 443-53). El dominio C-terminal de OspA se estabiliza, preferiblemente mediante la introduccién
de dos residuos de cisteina, preferiblemente en las posiciones entre aproximadamente los aminoacidos 180 a 184 y
267 a 271, lo mas preferiblemente en los aminoacidos 182 y 269. Tal como se usa en el presente documento,
“equivalente funcional” quiere decir mantener al menos inmunogenicidad especifica.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién se refiere a las quimeras (antigenos multivalentes) de OspA
anteriores y a variantes de las mismas. En particular, la presente invencion se refiere a un polipéptido inmunogénico
que comprende una OspA C-terminal (i) y/o una OspA C-terminal (ii), en el que
- la OspA C-terminal (i) es una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO 9 y SEQ ID NO: 10, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante
inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10;y
- la OspA C-terminal (i) es una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 12 y SEQ ID NO: 13, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante
inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

Como siguiente etapa, se unieron las proteinas quiméricas de una de las combinaciones para formar una proteina
de fusién con el objetivo de tener so6lo una proteina en la formulacién final, logrando de ese modo una amplia
proteccién con un Unico antigeno. La vacuna de fusién proporciona una proteccion significativa contra
sensibilizaciones con B. burgdorferi s.s. (OspA ST1) crecida in vitro y garrapatas infectadas con B. afzelii (OspA
8T2), demostrando una eficacia alta (véanse los ejemplos 5 y 6).

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion se refiere a estas proteinas de fusién, concretamente a un
polipéptido inmunogénico que comprende un péptido (i) y un péptido (i), en el que
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- el péptido (i) es un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante
inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10;y

- el péptido (i} es un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante
inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

A continuacion, se proporcionan detalles sobre los aspectos mencionados anteriormente de la presente invencién:

Borrelia es un género de bacterias del filo espiroquetas. Borrelia provoca enfermedades transmitidas por vectores,
fiebre recurrente y enfermedad de Lyme, dependiendo de la especie. Borrelia se transmite principalmente por
garrapatas, pero algunas especies se transmiten por piojos. En la actualidad hay 36 especies conocidas de Borrelia.
De las 36 especies conocidas de Borrelia, se sabe que al menos 13 de estas especies provocan la enfermedad de
Lyme (LD) o borreliosis y se transmiten por garrapatas. Las principales especies de Borrelia que provocan la
enfermedad de Lyme son Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii y Borrelia garinii. E| término B. burgdorferi s.l. (sensu
lato) engloba al menos 17 especies de Borrelia (tabla A-1 del documento WO 2015/104396 A1). Estas especies se
encuentran en diferentes regiones geograficas, y viven en la naturaleza en ciclos enzodticos que implican garrapatas
del complejo Ixodes ricinus (también denominado complejo Ixodes persulcatus) y una amplia variedad de huéspedes
animales. Cuatro especies de Borrelia son responsables de la mayoria de las infecciones en seres humanos: B.
burgdorferi s.s. (sensu stricto), B. afzelii, B. bavariensis y B. garinii. Recientemente se ha identificado B. mayonii, una
especie adicional que provoca LB en seres humanos (Pritt et al., 2016, Lancet Infect. Dis. 16:556-64). Otras tres
especies, B. lusitaniae, B. bissettii y B. spielmanii, se han detectado ocasionalmente en seres humanos, pero su
papel en la borreliosis de Lyme es incierto en la actualidad. Todavia estan identificandose nuevas especies de
Borrelia.

Tal como se detalld anteriormente, la proteina A de la superficie externa (OspA) de Borrelia es una lipoproteina
inmunogénica abundante de Borrelia de particular interés debido a su potencial como candidato a vacuna. OspA de
B. burgdorferi s.I. es una lipoproteina basica que tiene una masa molecular de aproximadamente 28 kDa y se
codifica en un plasmido lineal. Se expresa por las espiroquetas s6lo cuando se encuentra en el intestino de la
garrapata vector. Durante la alimentacion de la garrapata, la sangre entrante a partir del huésped da como resultado
cambios ambientales en el intestino de la garrapata, lo que hace que las espiroquetas regulen por disminucién la
OspA. Después de la regulacién por disminucién de la OspA, las espiroquetas migran a las glandulas salivales de la
garrapata vector y, desde alli, al huésped. Los diferentes entornos del huésped que encuentran las espiroquetas
necesitan su regulacion diferencial de expresion de proteinas para la infeccién y supervivencia en los diversos
medios. Por tanto, los anticuerpos contra OspA producidos mediante la vacunaciéon no combaten la infeccion en el
cuerpo del huésped, sino que mas bien entran en el intestino de la garrapata cuando realiza la ingesta de sangre.
Por tanto, los anticuerpos neutralizan las espiroquetas y bloquean la migracién de bacterias desde el intestino
primitivo medio hasta las glandulas salivales de la garrapata, la ruta a través de la cual Borrelia entra en el huésped
vertebrado. Por tanto, los anticuerpos especificos contra OspA previenen la transmision de Borrelia desde la
garrapata vector hasta el huésped humano.

Un aspecto importante de la proteina OspA es la presencia de un resto lipidico N-terminal; es decir, acidos grasos
con una longitud de cadena de entre aproximadamente C14 y C20 con o sin dobles enlaces, unidos a un residuo de
cisteina N-terminal, una caracteristica que potencia la inmunogenicidad de la proteina OspA. Se ha demostrado que
los péptidos sintéticos poco inmunogénicos inducen respuestas de anticuerpos mas fuertes cuando estan lipidados;
por ejemplo, cuando se acoplan de manera covalente a PamsCys (Bessler y Jung, 1992, Research Immunology
143:548-552; véase también la figura 8), una sustitucion de acido graso hallada en el extremo amino-terminal de
muchas lipoproteinas bacterianas que se sintetizan con una secuencia sefial que especifica la unién de lipidos.
Adicionalmente, se demostro que el resto PamsCys potencia las respuestas inmunitarias de OspA en ratones,
parcialmente a través de su interaccion con TLR-2/1 (Yoder, et al., 2003, Infection and Immunity 71:3894-3900). Por
tanto, se esperaria que la adicién de un resto lipidico N-terminal a una quimera, a una proteina de fusién o a un
derivado de OspA potencie la inmunogenicidad y la capacidad protectora.

Tal como se detalla en el presente documento, los polipéptidos inmunogénicos de la presente invencion se
caracterizan por las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO:
13.

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 se refiere a una proteina, también denominada variante 2, con un
enlace disulfuro de tipo B (indicado por *). Comprende epitopos derivados de ST1, ST4 y ST5 y tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

FNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTC*GTVTLSK
HIPNSGEITVELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSNGTN
LEGKAVEITTLKELC*NALK (SEQIDNO:9)
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La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 se refiere a una proteina, también denominada variante 3, con un
enlace disulfuro de tipo B (indicado por *). Comprende epitopos derivados de ST1, ST4 y ST5 y tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

FNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTC*GTVTLS
KNISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGT
NLEGKAVEITTLKELC*NALK (SEQID NO: 10)

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 se refiere a una proteina, también denominada variante 5, con un
enlace disulfuro de tipo B (indicado por *). Comprende epitopos derivados de ST2, ST3 y ST6 y tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKC*GTVTL
SKEIAKSGEVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAG
TNLEGSPAEIKDLAELC*AALK (SEQID NO: 12)

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 se refiere a una proteina, también denominada variante 6, con un
enlace disulfuro de tipo B (indicado por *). Comprende epitopos derivados de ST2, ST3 y ST6 y tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKC*GTVTL
SKEIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSA
GTNLEGSPAEIKDLAELC*AALK (SEQ ID NO: 13)

Los péptidos anteriores y las variantes de los mismos pueden dividirse en dos grupos. Segln la presente invencion,
un péptido del grupo (i), también denominado péptido (i), incluye un péptido con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, o una variante inmunogénica de las
mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID
NO: 9 o SEQ ID NO: 10. Un péptido del grupo (ii), también denominado péptido (ii), incluye un péptido con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13, o una variante
inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos
el 80% con SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

La identidad de secuencia, tal como se conoce en la técnica y tal como se usa en el presente documento, es la
relacion entre dos o0 mas secuencias peptidicas o polipeptidicas (de aminoacidos), tal como se determina
comparando las secuencias. En la técnica, identidad también significa el grado de relacién de secuencia entre
secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas, segun sea el caso, tal como se determina por la coincidencia entre las
cadenas de tales secuencias. La identidad puede calcularse facilmente. Si bien existen varios métodos para medir la
identidad entre dos polinucleétidos o dos secuencias polipeptidicas, el término lo conocen bien los expertos en la
técnica (por ejemplo, Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987). Los métodos
preferidos para determinar la identidad se disefian para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias
sometidas a prueba. Los métodos para determinar la identidad estan codificados en programas informaticos. Los
métodos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, pero no
se limitan a, el paquete de programa GCG (Devereux, J. et al., 1984), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. et
al., 1990).

En realizaciones preferidas de aspectos de la presente invencion,

- la variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93% o el
94%, preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente el 97%,
mas preferiblemente el 98%, incluso mas preferiblemente el 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 9; 0

- la variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93% o el
94%, preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente el 97%,
mas preferiblemente el 98%, incluso mas preferiblemente el 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10; O

- la variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93% o el
94%, preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente el 97%,
mas preferiblemente el 98%, incluso mas preferiblemente el 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ
IDNO: 12; 0

- la variante inmunogénica tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93% o el
94%, preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente el 97%,
mas preferiblemente el 98%, incluso mas preferiblemente el 99% con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 13.
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Segun la presente invencion, los péptidos i) y/o ii) estdn comprendidos en un polipéptido inmunogénico. El término
“inmunogénico” en el contexto de un compuesto 0 una composicion significa que el compuesto o la composicién
inmunogénicos tiene la propiedad de inducir la produccion de anticuerpos que se unen especificamente a una
proteina de superficie externa A (proteina OspA). En determinados aspectos, el compuesto o la composicion
inmunogénicos tiene la propiedad de inducir la produccion de anticuerpos que se unen especificamente a Borrelia.
En aspectos particulares, el compuesto o la composicidn inmunogénicos tienen la propiedad de inducir la producciéon
de anticuerpos que neutralizan Borrelia. En algunos aspectos, los anticuerpos son producidos por un animal. En
aspectos adicionales, el animal es un mamifero. En aspectos incluso adicionales, el mamifero es un ser humano.

El término "péptido” o “polipéptido” se refiere a una molécula biolégica de cadenas de monémeros de aminoacidos
unidas mediante enlaces peptidicos (amida). Los enlaces quimicos covalentes se forman cuando el grupo carboxilo
de un aminoacido reacciona con el grupo amino de otro. Los (poli)péptidos de la presente invencién son cadenas de
aminoacidos continuas y no ramificadas. El (poli)péptido de la presente invenciéon comprende un enlace de cisteina.
El enlace de cisteina es un enlace disulfuro de tipo B, es decir, un enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina en
las posiciones de aminoacido correspondientes a los aminoacidos 182 y 269 de OspA serotipo 2.

El polipéptido inmunogénico de la presente invencion puede comprender o consistir en:

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9,

- un péptido que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 9,
- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10,

- un péptido que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 10,
- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12,

- un péptido que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 12,
- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y/o

- un péptido que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 13.

El polipéptido inmunogénico de la presente invencién también puede ser una proteina de fusion que comprende o
que consiste en un péptido (i) y un péptido (ii) y opcionalmente un ligador para unir el péptido (i) al péptido (ii). La
proteina de fusién puede comprender o consistir en:

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definid anteriormente Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o una
variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definid anteriormente Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o una
variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definid anteriormente Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 o una
variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definid anteriormente Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o una
variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definié anteriormente Y un ligador Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12
0 una variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definié anteriormente Y un ligador Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13
0 una variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente,

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definié anteriormente Y un ligador Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12
0 una variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente, o

- un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una variante inmunogénica de la misma tal
como se definié anteriormente Y un ligador Y un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13
0 una variante inmunogénica de la misma tal como se definié anteriormente.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el péptido (i) es N-terminal con respecto al péptido (i) o el
péptido (i} es N-terminal con respecto al péptido (i} en la proteina de fusion de la presente invencién. Segun esto,
las disposiciones de proteina de fusién a modo de ejemplo anteriores pueden entenderse como una enumeracion de
los componentes (péptido (i), péptido (ii} y opcionalmente el ligador) desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-
terminal o desde el extremo C-terminal hasta el extremo N-terminal.

Tal como se detall6 anteriormente, la proteina de fusién puede comprender un ligador, que conecta el péptido (i) y el
péptido (ii). Un ligador es una secuencia de aminoacidos mas bien corta empleada para conectar dos péptidos. Debe
disefiarse con el fin de evitar cualquier impacto negativo sobre los péptidos, su interaccién en sujetos que van a
tratarse o0 vacunarse 0 sobre su capacidad protectora. Se prefieren ligadores cortos de como maximo
23 amino&cidos, particularmente de como maximo 21 aminoacidos, particularmente de como maximo
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15 aminoécidos, especialmente de como maximo 12 u 8 aminoacidos. Mas preferiblemente, el uno o mas ligadores
esta(n) compuesto(s) por aminoacidos pequefios con el fin de reducir o minimizar las interacciones con los péptidos,
tales como glicina, serina y alanina. Preferiblemente, el péptido (i) y el péptido (ii) se unen mediante una secuencia
ligadora, particularmente en la que dicha secuencia ligadora comprende ©0 consiste en
ANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFE (SEQ ID NO: 32). Sin embargo, el péptido (i), el ligador y el péptido (ii) pueden
unirse entre si mediante puentes peptidicos cortos de como maximo 10, 9, 8, 7, 6 6 5 aminoacidos cada uno,
preferiblemente de como maximo 5, 4, 3, 2 6 1 aminoacidos. Alternativamente, el péptido (i) y el péptido (ii) se unen
entre si directamente sin ningin ligador o puente peptidico.

Segun la presente invencion, el polipéptido inmunogénico puede ser una proteina lipidada, también denominada
lipoproteina, en el que los restos lipidicos, junto con el grupo glicerol, también se denominan “Lip”. Segln la
invencion, Lip comprende de uno a tres lipidos tales como alquilo C1420 y/0 alquenilo C14-20 unidos a un glicerol y un
grupo amino de una cisteina N-terminal del polipéptido de la invencion, o preferiblemente en el que Lip es un resto
de férmula (1) a continuacion,

I 2
0-C—Ry HN—C—R;
CHy—CH—CH;—8~CH,—CH

0-%4‘% %XO
o X
Férmula (1),

en la que uno de R1, Rz 0 Rs es alquilo o alquenilo C14-Cz20, y cada uno de los demas es, independientemente, alquilo
C14-C20 0 alquenilo C14-C20, ¥ X es una secuencia de aminoacidos unida al residuo de cisteina mostrado en la
formula (l). Mas preferiblemente, Lip mas la cisteina N-terminal del polipéptido es N-palmitoil-S(2RS)-2,3-bis-
(palmitoiloxi)propilcisteina (también denominada en el presente documento “PamsCys”; véase la figura 8) y esta
conectada a través del carbonilo C de la cisteina a dicha secuencia de aminoacidos de la invencién. En la formula (1)
anterior, R, R?2 y R® serian restos palmitoflo y X es una secuencia de aminoacidos unida al residuo de cisteina.

Seguln esto, el polipéptido inmunogénico segin la presente invencion puede comprender una secuencia sefial de
lipidacion N-terminal. La lipidacion de una proteina con una secuencia sefial de lipidacion N-terminal, tal como las
presentes en un polipéptido de OspA activo, se produce en el vector de expresion de E. coli mediante la accion
gradual de las enzimas diacilgliceril transferasa, sefial peptidasa |l y transacilasa, respectivamente. La primera etapa
es la transferencia de un diacilglicérido al grupo sulfhidrilo de la cisteina de la prolipoproteina sin modificar, seguido
de la escision del péptido sefial mediante la sefial peptidasa Il y, finalmente, la acilacién del grupo amino de la
cisteina N-terminal de la apolipoproteina. El resultado es la colocacién de un lipido y un grupo glicerol con dos
lipidos adicionales unidos en un residuo de cisteina N-terminal del polipéptido. La secuencia sefial de lipidacion, que
se escinde durante la lipidacién, no esta presente en la secuencia polipeptidica final. Una secuencia sefial de
lipidacion preferida es MKATKLVLGAVILGSTLLAGCSS (SEQ ID NO: 30). Cuando se escinde la secuencia sefial de
lipidacion de SEQ ID NO: 30, los tres residuos mas C-terminales (CSS) de SEQ ID NO: 30 permanecen en el
extremo N-terminal del polipéptido, lo que da como resultado un residuo de cisteina N-terminal lipidado seguido de
dos residuos de serina.

Para los fines de purificacién o deteccion, el péptido inmunogénico también puede comprender una secuencia de
marcador o etiqueta. Los marcadores adecuados incluyen, sin limitacién, una etiqueta (por ejemplo, etiqueta de 6
His (0o HexaHis), etiqueta Strep, etiqueta HA, etiqueta c-myc o glutation S-transferasa (etiqueta GST).
Preferiblemente, la etiqueta es LEHHHHHH (SEQ ID NO: 75) o HHHHHH (SEQ ID NO: 31), especialmente
HHHHHH (SEQ ID NO: 31).

Los dominios C-terminales de OspA y los polipéptidos inmunogénicos preferidos de la presente invencién incluyen
los de SEQ ID NO: 9, 10, 12 6 13, las variantes lipidadas con o sin etiqueta de His C-terminal de SEQ ID NO: 15, 16,
18, 19, 21, 22, 24 6 25, la proteina de fusion lipidada V3-L2-V5 con o sin etiqueta de His C-terminal de SEQ ID NO:
26 6 28, respectivamente. La proteina de fusién de OspA multivalente lipidada V3-L2-V5 también se denomina
indistintamente en el presente documento “Lip-V3-L2-V5".

Un polipéptido inmunogénico muy preferido de la presente invencién es una proteina de fusién que comprende o
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28 (Lip-V3-L2-V5). La proteina de fusién lipidada
comprende un péptido CSS N-terminal lipidado (“LipCSS”), que permanece después del procesamiento proteolitico a
partir de una secuencia sefial de lipidacién en el extremo N-terminal (SEQ ID NO: 30), la variante 3 (SEQ ID NO: 10;
indicada por subrayado), el ligador L2 (SEQ ID NO: 32; cursiva) y la variante 5 (SEQ ID NO: 12, windicada por
subrayado discontinuo) tal como sigue:
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LipCSSENAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCG
TVTLSKNISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKOLVFTKEDTITVONY

AELCAALK (SEQ ID NO: 28)

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un acido nucleico que codifica para el polipéptido
inmunogénico de la presente invencion.

Para los fines de la invencién, el término “acido(s) nucleico(s)’ se refiere de manera general a cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o0 ARN o ADN modificado
incluyendo regiones/formas monocatenarias y bicatenarias.

El término “acido nucleico que codifica para un polipéptido”, tal como se usa en el presente documento, engloba
polinucleétidos que incluyen una secuencia que codifica para un péptido o polipéptido de la invenciéon. El término
también engloba polinucleétidos que incluyen una Unica regién continua o regiones discontinuas que codifican para
el péptido o polipéptido (por ejemplo, polinucledtidos interrumpidos por un fago integrado, una secuencia de
insercién integrada, una secuencia de vector integrada, una secuencia de transposén integrada, o debido a edicién
de ARN o reorganizacion de ADN genémico) junto con regiones adicionales, que también pueden contener
secuencias codificantes y/o no codificantes.

Los expertos habituales en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, hay
muchas secuencias de nucledtidos que codifican para un polipéptido tal como se describe en el presente
documento. Algunos de estos polinucleétidos presentan una similitud minima con la secuencia de nucleétidos de
cualquier gen nativo (es decir, que se produce de manera natural). No obstante, la presente invencion contempla
especificamente polinucledtidos que varian debido a diferencias en el uso de codones, por ejemplo, polinucleétidos
que estan optimizados para la seleccion de codones humanos y/o de primates y/o de E. coli.

Las secuencias que codifican para un polipéptido deseado pueden sintetizarse, en su totalidad o en parte, usando
métodos quimicos bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, Caruthers, M. H. et al., 1980. Nucl. Acid Res.
Symp. Ser. pags. 215-223, Horn et al., 1980. Nucl. Acid Res. Symp. Ser. pags. 225-232). Alternativamente, la propia
proteina puede producirse usando métodos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido,
o una parte de la misma. Por ejemplo, la sintesis de péptidos puede realizarse usando diversas técnicas en fase
soblida (Roberge et al., 1995. Science 269:202-204) y la sintesis automatica puede lograrse, por ejemplo, usando el
sintetizador de péptidos ASI 431 A (Perkin Elmer, Palo Alto, CA).

Ademas, las secuencias polinucleotidicas de la presente invencidon pueden modificarse por ingenieria usando
métodos generalmente conocidos en la técnica con el fin de alterar las secuencias codificantes de polipéptidos por
una variedad de motivos, incluyendo, pero sin limitarse a, alteraciones que modifican la clonacion, el procesamiento
y/o la expresién del producto génico. Por ejemplo, pueden usarse intercambio de ADN mediante fragmentacién
aleatoria y reensamblaje por PCR de fragmentos génicos y oligonucleétidos sintéticos para modificar por ingenieria
las secuencias de nucleétidos. Ademas, puede usarse mutagénesis dirigida al sitio para insertar nuevos sitios de
restriccion, cambiar la preferencia de codones, producir variantes de corte y empalme o introducir mutaciones, etc.

“Molécula de acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a cualquier
molécula de acido ribonucleico o molécula de acido desoxirribonucleico, que puede ser ARN o ADN sin modificar o
ARN o ADN modificado. Por tanto, por ejemplo, molécula de acido nucleico, tal como se usa en el presente
documento, se refiere al menos a ADN monocatenario y bicatenario, moléculas hibridas que comprenden ADN y
ARN que pueden ser monocatenarios 0, mas normalmente, bicatenarios, 0 una mezcla de regiones monocatenarias
y bicatenarias. Tal como se usa en el presente documento, el término molécula de acido nucleico incluye moléculas
de ADN o ARN tal como se describieron anteriormente que contienen una o mas bases modificadas. Por tanto, las
moléculas de ADN o ARN con estructuras principales modificadas por motivos de estabilidad o por otros motivos son
una "molécula de acido nucleico” en el sentido en que se entiende este término en el presente documento. Ademas,
las especies de ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como
bases tritiladas, por nombrar sélo dos ejemplos, también son moléculas de acido nucleico tal como se definen en el
presente documento. Se apreciara que se han realizado una gran variedad de modificaciones a las moléculas de
ADN y ARN que sirven para muchos fines Utiles conocidos por los expertos en la técnica. El término molécula de
acido nucleico, tal como se usa en el presente documento, abarca tales formas modificadas de manera quimica,
enzimatica o metabdlica de moléculas de &cido nucleico, asi como las formas quimicas de ADN y ARN
caracteristicas de virus y células, incluyendo células simples y complejas, entre otras. El término molécula de acido
nucleico también engloba moléculas de acido nucleico cortas a menudo denominadas oligonucleétido(s). Los
términos “polinucleétido” y “acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se usan indistintamente en el presente
documento.
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Los acidos nucleicos segun la presente invencion pueden sintetizarse de manera quimica. Alternativamente, los
acidos nucleicos pueden aislarse a partir de Borrelia y modificarse mediante métodos conocidos por el experto en la
técnica. Lo mismo se aplica a los polipéptidos segun la presente invencion.

Ademas, el acido nucleico de la presente invencién puede unirse de manera funcional, usando técnicas
convencionales tales como clonacién, a cualquier secuencia deseada, ya sea una secuencia reguladora de Borrelia
0 una secuencia reguladora heter6loga, una secuencia lider heteréloga, una secuencia marcadora heteréloga o una
secuencia codificante heter6loga, para crear un gen de fusion.

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién pueden estar en forma de ARN, tal como ARNm o ARNc,
o en forma de ADN, incluyendo, por ejemplo, ADNc y ADN genémico obtenido mediante clonacion o producido
mediante técnicas de sintesis quimica, o mediante una combinacion de las mismas. El ADN puede ser tricatenario,
bicatenario o monocatenario. EI ADN monocatenario puede ser la cadena codificante, también conocida como
cadena sentido, o puede ser la cadena no codificante, también conocida como cadena antisentido.

Acidos nucleicos preferidos son los que codifican para los polipéptidos inmunogénicos de la presente invencién,
particularmente los de SEQ ID NO: 9, 10, 12 6 13, las variantes lipidadas con o sin una etiqueta de His C-terminal de
SEQ ID NO: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 ¢ 25, |a proteina de fusién lipidada V3-L2-V5 con o sin una etiqueta de His C-
terminal de SEQ ID NO: 26 6 28, respectivamente. Un acido nucleico muy preferido comprende o consiste en la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 29.

Los productos de la presente invencioén, particularmente los polipéptidos inmunogénicos y los acidos nucleicos, se
proporcionan preferiblemente en forma aislada, y pueden purificarse hasta homogeneidad. El término “aislado”, tal
como se usa en el presente documento, significa separado “por la mano del hombre” a partir de su estado natural;
es decir, si se produce en la naturaleza, se ha cambiado o retirado de su entorno original, 0 ambos. Por ejemplo, una
molécula de acido nucleico que se produce de manera natural o un polipéptido presente de manera natural en un
organismo vivo en su estado natural no esta “aislada”, pero la misma molécula de &cido nucleico o polipéptido
separada de los materiales coexistentes de su estado natural esta “aislada”, tal como se emplea el término en el
presente documento. Como parte o después del aislamiento, tales moléculas de acido nucleico pueden unirse a
otras moléculas de acido nucleico, tales como moléculas de ADN, para la mutagénesis, para formar genes de fusion
y para la propagacioén o expresion en un huésped, por ejemplo. Las moléculas de acido nucleico aisladas, solas o
unidas a otras moléculas de acido nucleico tales como vectores, pueden introducirse en células huésped, en cultivo
0 en organismos completos. Introducidas en células huésped, en cultivo o en organismos completos, tales moléculas
de ADN todavia estaran aisladas, tal como se usa el término en el presente documento, porque no estarian en su
entorno o forma natural. De manera similar, las moléculas de acido nucleico y los polipéptidos pueden presentarse
en una composicion, tal como formulaciones de medio, disoluciones para la introduccion de moléculas de acido
nucleico o polipéptidos, por ejemplo, en células, composiciones o disoluciones para reacciones quimicas o
enzimaticas, por ejemplo, que no son composiciones que se producen de manera natural, y, en ellas permanecen
como moléculas de &cido nucleico o polipéptidos aislados dentro del significado de ese término tal como se emplea
en el presente documento.

El acido nucleico de la presente invencion puede estar comprendido en un vector o en una célula. El vector puede
comprender el acido nucleico mencionado anteriormente de tal manera que el vector sea replicable y pueda
expresar la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos en una célula huésped.

El acido nucleico de la invencién puede unirse a un promotor inducible de manera que, cuando se induce el
promotor, se expresa un polipéptido codificado por el acido nucleico. En una realizacién preferida, el vector es
pPET28b(+) (http://www.addgene.org/vector-database/2566/). Preferiblemente, dicho vector comprende un promotor
inducible, que se activa mediante la adicion de una cantidad suficiente de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido)
preferiblemente al medio de crecimiento. Opcionalmente, estd a una concentracién de entre 0,1 y 10 mM, 0,1 y
5mM,0,1y25mM, 02y10mM,0,2y5mM, 0,2y 25mM, 0,4y 10 mM, 1y 10 mM, 1y5mM, 25y 10 mM, 25y
5 mM, 5y 10 mM. Alternativamente, el promotor puede inducirse mediante un cambio en la temperatura o el pH.

El acido nucleico de la invencion puede estar en una célula, preferiblemente una célula huésped. Para la produccién
recombinante de los polipéptidos de la invencién, las células huésped pueden modificarse por ingenieria genética
para incorporar sistemas de expresion o porciones de los mismos del acido nucleico de la invencién. La introducciéon
de un &cido nucleico en una célula huésped puede efectuarse mediante métodos descritos en muchos manuales de
laboratorio convencionales, tales como Davis, et al, BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) y
Sambrook, et al, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), tales como transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por
DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catidnicos, electroporacion,
conjugacion, transduccion, carga por raspado, introduccién balistica e infeccion.

Los ejemplos representativos de huéspedes apropiados incluyen células bacterianas Gram negativas, tales como
células de E. coli, Acinetobacter, Actinobacillus, Bordetella, Brucella, Campylobacter, Cyanobacteria, Enterobacter,
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Erwinia, Franciscella, Helicobacter, Hemophilus, Klebsiella, Legionella, Moraxella, Neisseria, Pasteurella, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Treponema, Vibrio, Yersinia. En una realizacion, la célula huésped es
una célula de Escherichia coli. En una realizacion preferida, la célula huésped es una célula de E. coli BL21(DE3) o
una célula de E. coli BL21 Star™ (DE3). Preferiblemente, la célula huésped es E. coli.

Alternativamente, también pueden usarse células bacterianas Gram positivas. Puede usarse una gran variedad de
sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la invencién. En una realizacién, el vector se deriva de
plasmidos bacterianos. De manera general, para la expresion a este respecto, puede usarse cualquier sistema o
vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucledtidos y/o para expresar un polipéptido en un
huésped. La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el sistema de expresion mediante cualquiera de una
variedad de técnicas bien conocidas y de rutina, tales como, por ejemplo, las expuestas en Sambrook et al.,
MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL (citado anteriormente).

Las células pueden hacerse crecer a presion selectiva, tal como en presencia de antibidticos, preferiblemente
kanamicina. Alternativamente, las células pueden hacerse crecer en ausencia de antibibticos.

Puede usarse una gran variedad de vectores de expresién para expresar los polipéptidos segin la presente
invencién. De manera general, para la expresion a este respecto, puede usarse cualquier vector adecuado para
mantener, propagar o expresar acidos nucleicos para producir un polipéptido en un huésped. Seglin esto, el vector
puede ser, por ejemplo, un vector plasmidico, un vector de fago monocatenario o bicatenario o un vector viral de
ARN o ADN monocatenario o bicatenario. Los plasmidos de partida dados a conocer en el presente documento
estan disponibles comercialmente, estan disponibles para el publico o pueden construirse a partir de plasmidos
disponibles mediante la aplicacion de rutina de procedimientos publicados bien conocidos. En determinados
aspectos, entre los vectores preferidos se encuentran aquellos para la expresion de las moléculas de acido nucleico
y los polipéptidos segun la presente invencién. De manera convencional, pueden usarse constructos de acido
nucleico en células huésped para producir el producto génico codificado por la secuencia recombinante.
Alternativamente, los polipéptidos segun la presente invencién pueden producirse de manera sintética mediante
sintetizadores de péptidos convencionales.

Ademas, un vector que comprende el acido nucleico de la presente invencion puede estar comprendido en una
célula huésped. Los ejemplos representativos de células huésped apropiadas incluyen bacterias tales como
estreptococos, estafilococos, E. coli, Streptomyces y Bacillus subtilis; hongos tales como levadura y Aspergillus;
células de insecto tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de mamifero tales como células
CHO, COS, Hela, C127, 3T3, BHK, 293 o de melanoma de Bowes; y células vegetales. Preferiblemente, la célula
huésped es E. coli. También pueden emplearse sistemas de traduccion libres de células para producir tales
proteinas usando ARN derivado del constructo de ADN de la presente invencion.

Con el fin de expresar la secuencia de aminoacidos deseada practicamente introduciendo el vector que comprende
el &cido nucleico segun la presente invencién en una célula huésped, el vector puede contener, ademas de la
secuencia de acido nucleico segun la presente invencién, otras secuencias para controlar la expresion (por ejemplo,
secuencias promotoras, secuencias terminadoras y secuencias potenciadoras) y marcadores génicos para
seleccionar microorganismos, células de insecto, células de cultivo animal, o similares (por ejemplo, genes de
resistencia a la neomicina y genes de resistencia a la kanamicina). Ademas, el vector puede contener la secuencia
de &cido nucleico segun la presente invencion en forma repetida (por ejemplo, en tandem). El vector puede
construirse basandose en procedimientos que se usan de manera convencional en el campo de la ingenieria
genética.

Las células huésped pueden cultivarse en un medio apropiado, y la proteina segun la presente invencién puede
obtenerse a partir del producto de cultivo. La proteina segun la presente invencién puede recuperarse del medio de
cultivo y purificarse de manera convencional.

Por consiguiente, la presente divulgacion describe un procedimiento para producir una célula que expresa un
polipéptido inmunogénico segun la presente invencion, que comprende transformar o transfectar una célula huésped
adecuada con el vector segun la presente invencién, o un procedimiento para producir el polipéptido inmunogénico
segun la presente invencion, que comprende expresar la molécula de acido nucleico segun la presente invencion.

El método para producir el polipéptido inmunogénico tal como se definié anteriormente puede estar caracterizado
por las siguientes etapas:
a) introducir un vector que codifica para el polipéptido inmunogénico segun la invencion en una célula
huésped,
b) hacer crecer la célula huésped en condiciones que permitan la expresion de dicho polipéptido
inmunogénico,
¢) homogeneizar dicha célula huésped, y
d) someter el homogeneizado de células huésped a etapas de purificacion.

Un método alternativo para producir un polipéptido tal como se definidé anteriormente esta caracterizado por las
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siguientes etapas:

introducir un acido nucleico que codifica para un polipéptido en un vector,

introducir dicho vector en una célula huésped,

hacer crecer dicha célula huésped en condiciones que permitan la expresion del polipéptido,
homogeneizar dicha célula huésped,

enriquecer el polipéptido en la fase lipidica mediante separacion de fases, y

purificar adicionalmente en una columna de filtracién en gel.

Sl2202

Un método todavia adicional para producir un polipéptido tal como se definié anteriormente esta caracterizado por
las siguientes etapas:
a) introducir un acido nucleico que codifica para un polipéptido en un vector,

b) introducir dicho vector en una célula huésped,

c) hacer crecer dicha célula huésped en condiciones que permitan la expresion del polipéptido,
d) homogeneizar dicha célula huésped,

e) enriquecer el polipéptido en la fase lipidica mediante separacién de fases,

g) purificar en una columna de filtracién en gel, y

h)  opcionalmente, procesar adicionalmente en una columna de intercambio de tampén.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
(iy el polipéptido inmunogénico segun la presente invencion y/o el acido nucleico segln la presente invencién;

y
(i) opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composicién farmacéutica es una composicién destinada para su uso en el campo farmacéutico o como
producto farmacéutico. Opcionalmente puede contener cualquier portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable, tal como sustancias tampon, estabilizadores o principios activos adicionales, especialmente componentes
conocidos en relacién con composiciones farmacéuticas y/o produccion de vacunas. En general, la naturaleza de los
excipientes dependera del modo particular de administracion que esté empleandose. Tales portadores pueden
incluir, pero no se limitan a, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y
combinaciones de los mismos. La formulacion debe adecuarse al modo de administracion. Por ejemplo, las
formulaciones parenterales comprenden habitualmente, como vehiculo, liquidos inyectables que incluyen liquidos
farmacéutica y fisiolégicamente aceptables tales como agua, soluciéon salina fisiologica, disoluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol, o similares. Ademas de portadores bioldgicamente neutros, las
composiciones farmacéuticas que van a administrarse pueden contener cantidades menores de sustancias
auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes de regulacién de
pH, y similares.

Un portador o excipiente preferible para los polipéptidos segin la presente invencion en sus diversas realizaciones,
o una molécula de acido nucleico segun la presente invencién, es un compuesto inmunoestimulador tal como un
adyuvante para estimular adicionalmente la respuesta inmunitaria al polipéptido segun la presente invencién o una
molécula de acido nucleico codificante del mismo.

En una realizacién, la composicion farmacéutica comprende ademas un adyuvante. La eleccion de un adyuvante
adecuado para mezclarse con toxinas bacterianas o0 conjugados preparados usando los procedimientos de la
invencién esta dentro del conocimiento del experto en la técnica. Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de
aluminio tal como hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, pero también pueden ser otras sales metalicas tales
como las de calcio, magnesio, hierro o zinc, o pueden ser una suspension insoluble de tirosina acilada, o azlicares
acilados, sacaridos derivatizados de manera cationica o aniénica, o polifosfacenos. En una realizacion preferida, a la
composicién farmacéutica se le afiade un adyuvante de hidréxido de aluminio.

Se prefiere particularmente el uso de un adyuvante de hidroxido de aluminio y/o fosfato de aluminio, y los antigenos
generalmente se adsorben a estas sales. Preferiblemente, el hidréxido de aluminio estd presente a una
concentracion final del 0,15%. Un adyuvante de fosfato de aluminio Gtil es hidroxifosfato de aluminio amorfo con una
razén molar PO4/Al de entre 0,84 y 0,92. Otro adyuvante util en la presente invencién es una sal de aluminio que
puede proporcionar una composicion acuosa que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicién acuosa. Un adyuvante a base de aluminio Gtil adicional es AS04, una combinacion de hidréxido de
aluminio y monofosforil lipido A (MPL).

Pueden usarse compuestos inmunoestimuladores en las composiciones de la invencién. Preferiblemente, el
compuesto inmunoestimulador en las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion se selecciona del
grupo de sustancias policatidnicas, especialmente péptidos policatidonicos, moléculas de &acido nucleico
inmunoestimuladoras, preferiblemente desoxinucleétidos inmunoestimuladores, emulsiones de aceite en agua o de
agua en aceite, MF59, sales de aluminio, adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund,
compuestos neuroactivos, especialmente hormona de crecimiento humana, o combinaciones de los mismos.

Tal como se detallé anteriormente, la composicién farmacéutica puede comprender un estabilizador. El término
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“estabilizador” se refiere a una sustancia o excipiente de vacuna que protege la composicién inmunogénica de la
vacuna frente a condiciones adversas, tales como las que se producen durante el calentamiento o la congelacion,
y/o prolonga la estabilidad o la vida util de almacenamiento de la composiciéon inmunogénica en una condicién o un
estado estable e inmunogénico. Los ejemplos de estabilizadores incluyen, pero no se limitan a, azlcares, tales como
sacarosa, lactosa y manosa; alcoholes de azucares, tales como manitol; aminoacidos, tales como glicina o acido
glutamico; y proteinas, tales como albimina sérica humana o gelatina.

En una realizacion, la composicion comprende fosfato de sodio entre 5 mM y 50 mM, cloruro de sodio entre 100 y
200 mM, L-metionina entre 5 mM y 25 mM, sacarosa entre el 2,5% y el 10%, Tween-20 (polisorbato-20) entre el
0,01% y el 0,1% e hidroxido de aluminio y entre el 0,1% y el 0,2% (p/v). Mas preferiblemente, la formulacién
comprende fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, L-metionina 10 mM, sacarosa al 5%, Tween 20 al
0,05% e hidroxido de aluminio al 0,15% (p/v) a pH 6,7 £ 0,2. Incluso mas preferiblemente, la formulacion comprende
al menos uno, al menos dos, al menos tres heterodimeros de OspA mutantes segun la invencién. En una realizacion
adicional, la composicién farmacéutica comprende fosfato de sodio, cloruro de sodio, L-metionina, sacarosa y
polisorbato-20 (Tween-20) a un pH de 6,7 + 0,2. Preferiblemente, la composicién farmacéutica también comprende
hidréxido de aluminio, preferiblemente a una concentracién del 0,15%. En otra realizacion preferida, el excipiente
farmacéuticamente aceptable comprende L-metionina.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse de cualquier manera conveniente
eficaz, incluyendo, por ejemplo, administracién por las vias topica, oral, anal, vaginal, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, intranasal, intratraqueal o intradérmica, entre otras. En una realizacion preferida, las
composiciones farmacéuticas se administran por via subcutdnea o intramuscular, lo mas preferiblemente
intramuscular. En terapia o como producto profilactico, el agente activo de la composicién farmacéutica de la
presente invencién puede administrarse a un individuo como composicién inyectable, por ejemplo, como dispersion
acuosa estéril, preferiblemente isoténica.

Alternativamente, la composicion, preferiblemente la composicion farmacéutica, puede formularse para aplicacién
topica, por ejemplo, en forma de pomadas, cremas, lociones, pomadas oculares, colirios, gotas para los oidos,
enjuague bucal, apositos y suturas impregnados y aerosoles, y puede contener aditivos convencionales apropiados,
incluyendo, por ejemplo, conservantes, disolventes para ayudar a la penetracién del farmaco, y emolientes en
pomadas y cremas. Tales formulaciones tépicas también pueden contener portadores convencionales compatibles,
por ejemplo, bases de crema o pomada, y etanol o alcohol oleilico para lociones. Tales portadores pueden constituir
desde aproximadamente el 1% hasta aproximadamente el 98% en peso de la formulaciéon; mas habitualmente
constituirdn hasta aproximadamente el 80% en peso de la formulacion.

Ademés de la terapia descrita anteriormente, las composiciones de esta invencion pueden usarse generalmente
como agente de tratamiento de heridas para prevenir la adhesion de bacterias a proteinas de la matriz expuestas en
el tejido de la herida y para su uso profilactico en el tratamiento dental como alternativa a, o junto con, la profilaxis
con antibioticos.

La composicién farmacéutica de la invencion incluye kits que comprenden una o mas formulaciones farmacéuticas
para la administracion a un sujeto envasadas de una manera que se facilite su uso para la administracion a sujetos.
En una realizacion preferida, los kits comprenden la formulacién en un volumen final de 2 ml, mas preferiblemente
en un volumen final de 1 ml.

Los kits pueden ser para producir una unidad de administracion de dosis Unica. Cada uno de los kits puede contener
tanto un primer recipiente que tiene una proteina seca como un segundo recipiente que tiene una formulacién
acuosa. También se incluyen dentro del alcance de esta invencion kits que contienen jeringas precargadas de una
sola camara y de multiples camaras (por ejemplo, jeringas para liquidos y liojeringas).

Ademas, un kit de este tipo puede incluir una formulacién farmacéutica descrita en el presente documento (por
ejemplo, una composicién que comprende una proteina o un péptido terapéutico) envasada en un recipiente tal
como una botella o un frasco sellado, con una etiqueta adherida al recipiente o incluida en el envase que describe el
uso del compuesto o de la composicion en la puesta en practica del método. En una realizacién, la formulacién
farmacéutica se envasa en el recipiente de manera que la cantidad de espacio de cabeza en el recipiente (por
ejemplo, la cantidad de aire entre la formulacién liquida y la parte superior del recipiente) es muy pequefia.
Preferiblemente, la cantidad de espacio de cabeza es insignificante (es decir, casi nula).

El kit puede contener un primer recipiente que tiene una composicion proteica o peptidica terapéutica y un segundo
recipiente que tiene una disolucion de reconstitucion fisiologicamente aceptable para la composicién. La formulacion
farmacéutica puede envasarse en forma de dosificacion unitaria. Opcionalmente, el kit incluye ademas un dispositivo
adecuado para administrar la formulaciéon farmacéutica segun una via especifica de administracion. El kit puede
contener una etiqueta que describe el uso de las formulaciones farmacéuticas. La composicion farmacéutica de la
invencion puede mezclarse previamente en un vial, preferiblemente en una jeringa.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende el polipéptido inmunogénico que comprende o
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que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 28 (Lip-V3-L2-V5) y opcionalmente un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

La composicion farmacéutica puede contener una variedad de antigenos diferentes. Ejemplos de antigenos son
organismos muertos o atenuados, subfracciones de estos organismos, proteinas o, en su forma mas sencilla,
péptidos. Los antigenos también pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario en forma de proteinas o
péptidos glicosilados y también pueden ser o contener polisacaridos o lipidos. Pueden usarse péptidos cortos, ya
que las células T citotdxicas (CTL) reconocen los antigenos en forma de péptidos cortos, habitualmente de 8-11
aminoacidos de longitud, junto con el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Las células B pueden
reconocer epitopos lineales tan solo de 4 a 5 aminoacidos, asi como estructuras tridimensionales (epitopos
conformacionales).

En una realizaciéon de la invencién, la composicion farmacéutica comprende ademas al menos un antigeno adicional
de Borrelia 0 un patégeno distinto de Borrelia (denominada de manera genérica en el presente documento “vacuna o
composicion farmacéutica de combinacion”). En una realizacion preferida, el al menos un antigeno adicional se
deriva de una especie de Borrelia que provoca borreliosis de Lyme. En diversos aspectos, el al menos un antigeno
adicional se deriva de otro patdégeno, preferiblemente un patégeno transmitido por garrapatas. En un aspecto
adicional, el patégeno provoca fiebre maculosa de las Montafias Rocosas, ehrlichiosis granulocitica humana (HGE),
fiebre de Sennetsu, ehrlichiosis monocitica humana (HME), anaplasmosis, fiebre botonosa, rickettsiosis por
Rickettsia parkeri, enfermedad exantémica asociada con garrapatas del sur (STARI), fiebre maculosa por Helvetica,
rickettsiosis por 364D, fiebre maculosa africana, fiebre recurrente, tularemia, fiebre por garrapatas de Colorado,
encefalitis transmitida por garrapatas (TBE, también conocida como FSME), fiebre hemorragica de Crimea y el
Congo, fiebre Q, fiebre hemorragica de Omsk, enfermedad de la selva de Kyasanur, encefalitis de Powassan,
enfermedad por virus Heartland o babesiosis. En un aspecto adicional, la enfermedad es encefalitis japonesa.

En una realizacion adicional, el al menos un antigeno adicional se deriva de un patégeno transmitido por vector,
preferiblemente un patdégeno transmitido por garrapatas. Preferiblemente, el antigeno adicional procede de un
patogeno transmitido por garrapatas, particularmente en el que el patégeno transmitido por garrapatas se selecciona
del grupo que comprende Borrelia hermsii, Borrelia parkeri, Borrelia duttoni, Borrelia miyamotoi, Borrelia turicatae,
Rickettsia rickettsii, Rickettsia australis, Rickettsia conorii, Rickettsia helvetica, Rickettsia parkeri, Francisella
tularensis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia sennetsu, Ehrlichia chaffeensis, Coxiella burnetii y Borrelia
lonestari, virus de la encefalitis transmitido por garrapatas (TBEV), virus de la fiebre por garrapatas de Colorado
(CTFV), virus de la fiebre hemorragica de Crimea y el Congo (CCHFV), virus de la enfermedad de la selva de
Kyasanur (KFDV), virus Powassan, virus Heartland, virus de la fiebre hemorragica de Omsk (OHFV) y Babesia spp.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica de la presente invenciéon y a un
antigeno adicional tal como se definié anteriormente, en el que el al menos un antigeno adicional esta comprendido
en una segunda composicion, particularmente en el que la segunda composicién es una vacuna, preferiblemente
una vacuna contra la encefalitis transmitida por garrapatas, una vacuna contra la encefalitis japonesa o una vacuna
contra la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas. La primera composicion también puede ser una vacuna. La
vacuna o composicion farmacéutica de combinacion de la invencion comprende cualquier composiciéon comentada
en el presente documento en combinacién con al menos una segunda composicion (vacuna). En algunos aspectos,
la segunda composicion de vacuna protege contra una enfermedad transmitida por vector, preferiblemente una
enfermedad transmitida por garrapatas. En diversos aspectos, la segunda composicion de vacuna tiene un esquema
de inmunizacién estacional compatible con la inmunizacién contra la infeccion por Borrelia o borreliosis de Lyme. En
otros aspectos, las vacunas de combinacion son utiles en la prevencién de miltiples enfermedades para su uso en
ubicaciones geograficas donde estas enfermedades son prevalentes.

En un aspecto, la segunda composicién es una vacuna seleccionada del grupo que consiste en una vacuna contra la
encefalitis transmitida por garrapatas, una vacuna contra la encefalitis japonesa y una vacuna contra la fiebre
maculosa de las Montafias Rocosas. En un aspecto preferido, la composicién de vacuna es FSME-IMMUN®
(Baxter), Encepur® (GSK Vaccines), EnceVir® (Microgen NPO) o TBE Moscow Vaccine® (Instituto de Poliomielitis y
Encefalitis Viral Chumakov de la Academia Rusa de Ciencias Médicas). En otro aspecto preferido, la composicion de
vacuna es IXIARO®/JESPECT® (Valneva SE), JEEV® (Biological E, Ltd.) o IMOJEV® (Sanofi Pasteur).

En otra realizacién preferida, la composicién farmacéutica de la presente invencidon comprende ademas una
sustancia inmunoestimuladora, preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en polimeros policatiénicos,
especialmente péptidos policatidnicos, oligodesoxinucleétidos (ODN) inmunoestimuladores, especialmente
oligo(dldC)13 (SEQ ID NO: 40), péptidos que contienen al menos dos motivos LysLeulys, especialmente el péptido
KLKLLLLLKLK (SEQ ID NO: 39), compuestos neuroactivos, especialmente la hormona de crecimiento humana,
hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, adyuvantes completos o incompletos de Freund, o combinaciones de los
mismos. Preferiblemente, la sustancia inmunoestimuladora es una combinacién o bien de un polimero policatiénico y
desoxinucleétidos inmunoestimuladores o bien de un péptido que contiene al menos dos motivos LyslLeulys y
desoxinucleétidos inmunoestimuladores, preferiblemente una combinacion de KLKLLLLLKLK (SEQ ID NO: 39) y
oligo(dldC)1s (SEQ ID NO: 40). Mas preferiblemente, dicho péptido policatiénico es poliarginina.
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En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica que es una vacuna, esta vacuna puede comprender
ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizacién preferida, el excipiente es L-metionina.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere al polipéptido inmunogénico de la invencién, al acido nucleico de la
invencion o a la composicion farmacéutica de la invenciéon para su uso como medicamento, particularmente como
vacuna.

Las preparaciones de vacuna que contienen composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden usarse
para proteger a un mamifero, especialmente a un ser humano, susceptible a la infeccién por Borrelia o para tratar a
un mamifero, especialmente a un ser humano, con una infeccién por Borrelia, por medio de la administracion de
dicha vacuna por via sistémica o a través de la mucosa. Estas administraciones pueden incluir inyeccién a través de
las vias intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o administraciéon a través de la mucosa a los
aparatos digestivo/alimentario, respiratorio o genitourinario. Aunque la vacuna de la invencién puede administrarse
como dosis Unica, los componentes de la misma también pueden administrarse conjuntamente al mismo tiempo o en
momentos diferentes.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica es una composicion de vacuna. Preferiblemente, tal
composicidon de vacuna esta de manera conveniente en forma inyectable. Pueden emplearse adyuvantes
convencionales para potenciar la respuesta inmunitaria. Una dosis unitaria adecuada para la vacunacién con un
antigeno proteico es de entre 0,02 ug y 3 pug de antigeno por kg de peso corporal para adultos y de entre 0,2 ug y
10 png de antigeno por kg de peso corporal para nifios, y tal dosis se administra preferiblemente de 1 a 3 veces a
intervalos de 2 a 24 semanas.

En el intervalo de dosis indicado, no se esperan efectos toxicolégicos adversos con los compuestos de la invencion,
lo que excluiria su administracién a individuos adecuados.

En todavia otro aspecto, la presente invencién se refiere al polipéptido inmunogénico de la invencién, al acido
nucleico de la invencién o a la composicion farmacéutica de la invencién para su uso en un método de tratamiento o
prevencion de una infeccion por Borrelia, particularmente una infeccién por B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii,
B. andersoni, B. bavariensis, B. bissettii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii, B. mayonii, B. japonica, B. tanukii,
B. turdi o B. sinica, preferiblemente una infeccioén por B. burgdorferi s.s., B. afzelii o B. garinii.

En relacién con esto, cabe destacar que las diversas especies de Borrelia, incluyendo B. burgdorferi s.l.,
comprenden varias especies y cepas incluyendo las dadas a conocer en el presente documento. Una enfermedad
relacionada con, provocada por o0 asociada con la infeccién bacteriana que va a prevenirse y/o tratarse segun la
presente invenciéon incluye la borreliosis de Lyme (enfermedad de Lyme). Otros aspectos, sintomas, fases y
subgrupos de la borreliosis de Lyme asi como grupos especificos de pacientes que padecen tal enfermedad tal
como se da a conocer en el presente documento, incluyendo en la parte de introduccion, se incorporan al presente
documento como referencia. Mas especificamente, la borreliosis de Lyme se produce de manera general en fases,
con remisién y empeoramientos con una manifestacion clinica diferente en cada fase. La fase 1 de infeccién
temprana consiste en infeccion localizada de |a piel, seguido en el plazo de dias 0 semanas por la fase 2, infeccién
diseminada, y de meses a afios mas tarde por la fase 3, infeccién persistente. Sin embargo, la infeccion es variable;
algunos pacientes tienen soélo infecciones localizadas de la piel, mientras que otros muestran sélo manifestaciones
tardias de la enfermedad, tales como artritis.

Tratamiento o tratar es el intento de remedio de un problema de salud, habitualmente tras un diagnéstico. Un
tratamiento trata un problema, y puede conducir a su cura, pero los tratamientos a menudo mejoran un problema
s6lo mientras se sigue con el tratamiento, especialmente en enfermedades cronicas. Las curas son un subconjunto
de tratamientos que revierten las enfermedades por completo o terminan los problemas médicos de manera
permanente. Prevencién o prevenir es un modo de evitar una lesién, afeccién o enfermedad en primera instancia, y
de manera general no ayudara a alguien que ya esté enfermo (aunque hay excepciones). Un tratamiento o una cura
se aplica después de que ya se haya iniciado un problema médico, mientras que la prevencioén se aplica antes de
que el problema médico sea detectable. El tratamiento o la prevencién puede ser en cualquier sujeto,
particularmente un mamifero tal como gato, perro, rata, ratén, vaca, caballo, conejo o primate, especialmente en un
ser humano.

Prevencion o prevenir se refiere a medidas tomadas para prevenir enfermedades, en lugar de curarlas o tratar sus
sintomas. El término se diferencia en cuanto al método con la medicina curativa y paliativa. En el contexto de la
presente invencion, prevencion de borreliosis de Lyme significa que se previene el desarrollo de borreliosis de Lyme
antes de que cualquier signo o sintoma de la enfermedad sea detectable, es decir, en una fase en la que el sujeto
todavia esta sano con respecto a borreliosis de Lyme.

En el contexto de infeccién por Borrelia, prevenir la borreliosis de Lyme se refiere a una situacion en la que, por
ejemplo, se inhibe o previene la invasion de Borrelia al huésped, la supervivencia de Borrelia en el huésped
infectado y/o la migracién de Borrelia a 6rganos secundarios etc., mientras que tratamiento se refiere a una situacion
en la que la espiroqueta Borrelia han entrado en el huésped y se ha replicado, pero en la que se inhibe la replicaciéon
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adicional de la espiroqueta Borrelia. En el contexto de borreliosis de Lyme, prevencion se refiere a una situacion en
la que se previene o inhibe la manifestacion de la enfermedad en un sujeto o paciente infectado, mientras que
tratamiento se refiere a una situacién en la que el sujeto o paciente muestra signos y sintomas de borreliosis de
Lyme, que posteriormente se mejoran.

También se da a conocer un método de tratamiento o prevencién de una infeccion por Borrelia en un sujeto que lo
necesita que comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido
inmunogénico de la invencion, del acido nucleico de la invencién o de la composicién farmacéutica de la invencion.
Tales métodos pueden comprender la etapa de administrar cualquiera de las composiciones de vacuna comentadas
en el presente documento o cualquiera de las vacunas de combinacién comentadas en el presente documento al
sujeto en una cantidad eficaz para prevenir o tratar la infeccién por Borrelia o borreliosis de Lyme.

El término “sujeto” se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir un animal, preferiblemente un
mamifero, mas preferiblemente un ser humano, al que se le proporciona un tratamiento o un método segin la
presente invencion. Para el tratamiento de esas infecciones, afecciones o estados patolégicos que son especificos
de un animal especifico, tal como un paciente humano, el término paciente se refiere a ese animal especifico.
Preferiblemente, el sujeto es un ser humano; sin embargo, el uso médico de la composicién también puede incluir
animales tales como aves de corral incluyendo pollos, pavos, patos 0 gansos, animales de ganado tales como
caballos, vacas u ovejas, 0 mascotas tales como perros o gatos.

El término “"cantidad eficaz” se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir una cantidad de la presente
composicién farmacéutica que puede usarse para producir un resultado deseado cuando se usa en la presente
invencién. En numerosos aspectos de la presente invencion, el término cantidad eficaz se usa junto con tratamiento
o prevencién. En otros aspectos, el término cantidad eficaz se refiere simplemente a una cantidad de un agente que
produce un resultado que se observa que es beneficioso o Util, incluyendo en métodos segun la presente invencion
donde se busca el tratamiento o la prevencién de una infeccion por Borrelia.

El término cantidad eficaz con respecto a los compuestos y las composiciones descritos en el presente documento
se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir la cantidad del compuesto seguln la presente invencion que
se administra a un paciente mamifero, incluyendo especialmente un paciente humano, que padece una enfermedad
asociada con Borrelia, para reducir, proteger frente a o inhibir una infeccion por Borrelia.

La descripcion proporciona un método para inmunizar un animal o ser humano contra una infeccién por un
organismo Borrelia, que comprende la etapa de administrar a dicho animal o ser humano una cantidad eficaz del
polipéptido inmunogénico de la invencion, del &cido nucleico de la invencién o de la composicién farmacéutica de la
invencién, en el que la cantidad eficaz es adecuada para provocar una respuesta inmunitaria en dicho animal o ser
humano. Tales métodos pueden comprender la etapa de administrar cualquiera de las composiciones
inmunogénicas o composiciones de vacuna comentadas en el presente documento al sujeto en una cantidad eficaz
para inducir una respuesta inmunologica. En determinados casos, la respuesta inmunolégica comprende la
produccién de un anticuerpo anti-OspA. El método comprende inducir una respuesta inmunolégica en un individuo a
través de terapia génica o de otro modo, por ejemplo, vacunacién, administrando un polipéptido o acido nucleico
segun la presente invencioén in vivo con el fin de estimular una respuesta inmunoldgica para producir anticuerpos o
una respuesta de células T mediada por células, ya sean células T productoras de citocinas o células T citotdxicas,
para proteger a dicho individuo frente a la enfermedad, ya esté establecida o no esa enfermedad dentro del
individuo.

Se da a conocer un método para estimular una respuesta inmunitaria en un animal o ser humano contra un
organismo Borrelia, en el que el método comprende la etapa de administrar a dicho animal o ser humano una
cantidad eficaz del polipéptido inmunogénico de la invencion, del acido nucleico de la invencién, del vector de la
invencién o de la composicién farmacéutica de la invencion, en el que la cantidad eficaz es adecuada para estimular
la respuesta inmunitaria en dicho animal o ser humano.

En métodos preferidos, el organismo Borrelia se selecciona del grupo que comprende B. burgdorferi, particularmente
B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B. andersoni, B. bavariensis, B. bissettii, B. valaisiana, B. lusitaniae,
B. spielmanii, B. mayonii, B. japonica, B. tanukii, B. turdi o B. sinica, preferiblemente B. burgdorferi s.s., B. afzelii o
B. garinii.

En el presente documento, los inventores pretenden que los términos "que comprende”, "comprender” y
“comprende” puedan sustituirse opcionalmente por los términos “que consiste en”, “consistir en” y “consiste en”,
respectivamente, en cada caso. El término “comprende” significa “incluye”. Por tanto, a menos que el contexto
requiera lo contrario, se entendera que la palabra “comprende”, y variaciones tales como “comprender” y "que
comprende”, implican la inclusién de un compuesto o0 una composicién indicados (por ejemplo, acido nucleico,
polipéptido, anticuerpo) o una etapa, o un grupo de compuestos o etapas, pero sin excluir cualquier otro compuesto,
composicién, etapa o grupo de los mismos. De manera similar, las palabras “comprender”, “contener” y “englobar”
deben interpretarse de manera inclusiva en vez de exclusiva. La abreviatura “e.g.” se deriva de exempli gratia en
latin, y se usa en el presente documento para indicar un ejemplo no limitativo. Por tanto, la abreviatura “e.g.” es
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sinénimo con el término “por ejemplo”s

La invencién no se limita a la metodologia, a los protocolos y a los reactivos particulares descritos en el presente
documento porque pueden variar. Tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las
formas en singular “un”, “una”, y “el/la” incluyen la referencia en plural a menos que el contexto dicte claramente lo
contrario.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos, y cualquier acrénimo usado en el
presente documento, tienen los mismos significados que entiende normalmente un experto habitual en la técnica en
el campo de la invencion. Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en
el presente documento en la practica de la presente invencion, en el presente documento se describen los métodos
y materiales preferidos.

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante las figuras, las tablas, los ejemplos y la lista de secuencias
siguientes, a partir de los cuales pueden extraerse caracteristicas, realizaciones y ventajas adicionales.

Figuras

Figura 1. (A) Representacion esquematica de la division de la superficie molecular en antigenos OspA multivalentes
de la invencion, en este caso modelados en el contexto de la estructura cristalina de la regién (dominio) C-terminal
de serotipo 1 (registro de PDB 10SP). Aprovechando la alta conservaciéon de plegamiento entre los serotipos 1-6 de
OspA, todas las variantes (variantes 1-6) en el estudio se construyeron usando la region C-terminal de OspA ST2 de
B. afzelii como armazén estructural (aa 126-273, SEQ ID NO: 7). Las modificaciones de superficie siguieron un
esquema con dos disposiciones diferentes (“disposicién 1” y “disposicion 2”) de areas que definen la division de
superficie (también denominadas “parches”) modificAndose cada una para presentar residuos de superficie del
serotipo respectivo. La disposicion 1 comprende los parches A, B, C, D y E, que en OspA serotipo 1 contienen sitios
de unién (es decir, epitopos o0 epitopos parciales) de los anticuerpos monoclonales LA-2 (parche A), 336 (parche B),
105.5 (parche C), residuos esenciales del epitopo para el anticuerpo monoclonal 4C10C2, asi como un epitopo lineal
[LE] basado en la unién de anticuerpos de sueros de pacientes (parche D) y una combinacién del sitio de unién de
anticuerpo monoclonal CllI78 y el dominio de unién intestinal de garrapatas (TGBD) de OspA (parche E). La
disposicion 2 comprende los parches A, F, G y H, que se basan en los residuos de unién de OspA serotipo 1
correspondientes de LA-2 (parche A), una forma ampliada de la regién de unién para el AcM 336 (parche F, una
version ampliada del parche B de la disposicién 1), LE como partes de las regiones de unién de los AcM 105.5 y
4C10C2 (parche G) y una forma ampliada del TGBD (parche H, una versién ampliada del parche E de la disposicién
1). (B) Las variantes 1-4 se basan en la disposicion 2. En la superficie del parche A, los residuos se mutaron para
representar ST1, y en el parche F para representar ST5 en las cuatro variantes. El parche G se poblé con residuos
de superficie de ST5 en las variantes 1y 2 y con residuos de superficie para ST4 en las variantes 3 y 4. El parche H
se pobl6 con residuos de superficie de ST4 en las variantes 1y 2 y de ST5 en las variantes 3 y 4. Las variantes 1 y 4
se estabilizaron mediante la introduccién de un enlace disulfuro “de tipo alfa”; es decir, los aminoacidos 244 y 259 se
reemplazaron por residuos de cisteina. Las variantes 2 y 3 se estabilizaron mediante la introduccién de un enlace
disulfuro “de tipo beta”; es decir, los aminoacidos 182 y 269 se reemplazaron por residuos de cisteina. Las variantes
5y 6 se basan en la disposicién 1. El parche A se poblé con residuos de superficie de OspA ST6 de B. garinii en la
variante 5 y de OspA ST2 de B. afzelii en la variante 6. Los parches B, C, D y E se poblaron con residuos de
superficie para residuos de OspA ST3 de B. garinii, OspA ST2 de B. afzeli y OspA ST6 de B. garinii,
respectivamente. Las variantes 5 y 6 se estabilizaron mediante la introduccién de un enlace disulfuro “de tipo beta”.

Figura 2. Alineacién de secuencias que compara las variantes 1 a 6 del antigeno OspA multivalente con la
secuencia del armazén del fragmento C-terminal de OspA de B. afzelii (OspA ST2, aa 126-273, SEQ ID NO: 7, cepa
de B. afzeli K78, AJY72832.1) mostrando los residuos de aminoacido modificados (BLASTP). Los puntos
representan aminoacidos conservados que no se alteraron. La ubicacion relativa de los aminoacidos en la estructura
tridimensional se muestra en la linea marcada como “exposicion”. Aminoacidos expuestos en superficie “+7,
parcialmente expuestos “0” y enterrados “-". La ubicacién de los residuos que constituyen los parches A-H de las dos
disposiciones se proporciona en las lineas marcadas como "disposicion 1” y “disposicion 2°. La ubicacion de los
residuos de cisteina introducidos se muestra en las lineas marcadas como “tipo alfa” y “tipo beta”. También se
proporciona la secuencia de aminoacidos del fragmento de OspA ST1, cuya estructura tridimensional se us6 como
referencia.

Figura 3. (A) Representacion esquematica lineal del antigeno de fusion de OspA multivalente lipidado Lip-V3-L2-V5
de la invencién. El polipéptido V3-L2-V5 comprende una fusion de las variantes 3 (V3; SEQ ID NO: 10) y 5 (V5; SEQ
ID NO: 12) unidas entre si con una secuencia ligadora de 23 aminoacidos (L2; SEQ ID NO: 32) derivada de una
region de bucle de la proteina P66 de la cepa de B. garinii PBr. El antigeno OspA multivalente también comprende
una secuencia sefial de lipidacién N-terminal de la lipoproteina principal de la membrana externa de E. coli para
facilitar la lipidacién del extremo N-terminal (indicado como “Lip-CSS” posterior al procesamiento) y una etiqueta de
histidinas (6H) C-terminal opcional con fines de purificacién. Se muestran los parches A-H tal como se representan
en las figuras 1 y 2. También se muestra esquematicamente la colocacién de los enlaces de cisteina estabilizantes
introducidos en las variantes 3 y 5. (B) Alineacién de secuencias de las variantes 3 y 5 con la secuencia de armazén
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estructural de ST2 del dominio C-terminal de OspA de B. afzelii K78 (aa 126-273 de AJY72832.1, SEQ ID NO: 7)
mostraron los residuos de aminoacido modificados (BLASTP). La posicion de los parches y las cisteinas introducidas
se muestran tal como se describe en la figura 2. Adicionalmente, se incluye la secuencia del ligador L2, derivado de
una region de bucle de P66 de la cepa de B. garinii PBr (SEQ ID NO: 18).

Figura 4. Medicién de la respuesta de anticuerpos a candidatos a vacuna multivalente lipidada mediante ELISA. Se
evaludé la inmunogenicidad de proteinas multivalentes individuales V1-V6 cuando se administraron tres veces a
intervalos de dos semanas a una dosis de 5 pug y se formularon con hidroxido de aluminio al 0,15%. Los
inmunosueros recogidos de ratones dos semanas después de la inmunizacién final se diluyeron en serie y se
sometieron a prueba por duplicado. Las placas se recubrieron con fragmentos C-terminales del ST de OspA
respectivo y se comparo la respuesta inmunitaria a los candidatos de OspA multivalente con la respuesta a FL-OspA
de los serotipos respectivos. Los resultados se presentan como titulos medios geométricos (TMG) semimaximos con
un intervalo de confianza del 95% y las lineas de puntos representan el limite de deteccion.

Figura 5. Estudios de unién a superficie de Borrelia para determinar anticuerpos funcionales inducidos por vacuna.
Se sometié a prueba la funcionalidad de los anticuerpos generados mediante la vacunaciéon con los candidatos de
vacuna multivalente lipidada V2, V3, V5 y V6, tal como se destacan en la figura 4 anterior, en un ensayo de union a
superficie de Borrelia. La unién de anticuerpos inducidos por vacuna a OspA del serotipo correspondiente se
compar6 con los anticuerpos generados por la FL-OspA respectiva. El ensayo de union a superficie se realizé con
OspA ST1 de B. burgdorferi ZS7, OspA ST2 de B. afzelii Pra10, OspA ST4 de B. bavariensis PFin, OspA ST5 de
B. garinii PHei y OspA ST6 KL11. Los resultados se presentan como intensidad de fluorescencia.

Figura 6. Las respuestas de anticuerpos especificas de serotipo al antigeno de fusién multivalente lipidado Lip-V3-
L2-V5 se compararon con las respuestas a proteinas OspA lipidadas de longitud completa de los serotipos 1-6 (FL-
OspA ST1-6). Se inmunizaron grupos de ratones C3H/HeNRj hembra de 5-8 semanas de edad por via subcutanea
con V3-L2-V5 (SEQ ID NO: 26; 3 pg; 0,3 pg; 0,03 pg y 0,003 pg) o con proteinas OspA de longitud completa
individuales (SEQ ID NO: 1-6; 1 ug) tres veces a intervalos de dos semanas. Todos los antigenos se formularon con
hidréxido de aluminio al 0,15%. Los inmunosueros se recogieron una semana después de la inmunizacion final para
la cuantificacion de anticuerpos IgG anti-OspA mediante ELISA. Las proteinas OspA C-terminales truncadas de los
serotipos respectivos se usaron como antigenos de recubrimiento (serotipos 1-6 monoméricos; SEQ ID NO: 33-38).
La inmunizacién con V3-L2-V5 provocé titulos de anticuerpo mayores que la inmunizaciéon con FL-OspA ST1 (A),
ST4 (D), ST5 (E) o ST6 (F) y titulos de anticuerpo equivalentes en comparacion con FL-OspA ST2 (B) y FL-OspA
ST3 (C) en la dosis de inmunizacién mas alta de 3 pg. Los titulos de anticuerpo provocados por V3-L2-V5
disminuyeron de manera dependiente de la dosis.

Figura 7. Comparacién de anticuerpos funcionales provocados por la inmunizacién con el antigeno de fusion
multivalente lipidado Lip-V3-L2-V5 frente a proteinas OspA lipidadas de longitud completa de cinco serotipos
diferentes en ratones. Se evalud la capacidad de V3-L2-V5 para generar anticuerpos funcionales mediante un
ensayo de unién a superficie de Borrelia. Para estos ensayos in vitro, se usaron sueros de ratones inmunizados tres
veces con la dosis mas alta de V3-L2-V5 (3 pg) para su comparacion con sueros de ratones inmunizados tres veces
con 1 pg de la OspA de longitud completa de los serotipos respectivos. La inmunizacién con V3-L2-V5 generd una
unién a superficie comparable a las espiroquetas que expresan OspA de ST1 (A), ST2 (B), ST4 (C) y ST5 (D) en
comparacioén con las proteinas FL-OspA correspondientes. La union a superficie de anticuerpos séricos frente a V3-
L2-V5 a las espiroquetas que expresan OspA de ST6 (E) fue mayor que la union de los anticuerpos séricos frente a
FL-OspA ST6 (E).

Figura 8. Estructura quimica de Pam3Cys, un ejemplo de una cisteina sustituida con acido graso, tal como se
hallaria en el extremo N-terminal de los polipéptidos lipidados de la presente invencién.

Figura 9. Titulos de anticuerpo generados para la proteina OspA de serotipo 3 tras la inmunizacién con vacunas
multivalentes frente a OspA (véase también la tabla 5). Se inmunizaron ratones tres veces a intervalos de dos
semanas con OspA ST3 con etiqueta de His de longitud completa (1 pg/dosis de Lip-OspA-ST3-His; SEQ ID NO: 3);
con la vacuna de combinacién de quimeras (“combo de quimeras”: 1 pg/dosis de cada una de Lip-OspA ST1/ST2
quimérica-His, Lip-OspA ST5/ST3 quimérica-His y Lip-OspA ST6/ST4 quimérica-His); con la vacuna de combinacién
de heterodimeros (“combo de heterodimeros”; 1 pg/dosis de cada una de Lip-S1D1-S2D1, Lip-S4D1-S3D1 y Lip-
S5D1-86D1); con la vacuna de combinacion de heterodimeros BspHyb (“combo de het. BspHyb”; 1 ng/dosis de cada
una de Lip-S1D1-S2D1, Lip-S4D1-S3BspHybD1 y Lip-S5D1-S6D1) o con la vacuna de combinacién de
heterodimeros BvaHyb (“‘combo de het. BvaHyb”; 1 pg/dosis de cada una de Lip-S1D1-S2D1, Lip-S4D1-
S3BvaHybD1 y Lip-S5D1-S6D1). Todos los inmunégenos se formularon con hidréxido de aluminio al 0,15%. Los
sueros se recogieron una semana después de la Ultima dosis. Los titulos de anticuerpos IgG contra la proteina de
ST3 de longitud completa se determinaron mediante ELISA.

Figura 10. Funcionalidad de anticuerpos de ratones inmunizados con vacunas multivalentes frente a OspA tal como

se mide mediante la unién a la superficie celular. Se inmunizaron ratones como en la figura 9 anterior (véase
también la tabla 5) y los sueros se recogieron y agruparon una semana después de la Ultima dosis. Se sometieron a
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prueba diluciones en serie de los sueros para determinar la unién in vitro a Borrelia mediante tincion celular seguido
de citometria de flujo. Se restaron los valores de intensidad de fluorescencia medidos tras la tincion con sueros
recogidos de ratones de control inmunizados con adyuvante de Al(OH)s solo para representar la unién inespecifica.
Las espiroguetas usadas en el ensayo de union fueron B. garinii, OspA serotipo 3, cepa Fr.

EJEMPLOS

Materiales y métodos
Declaracion de ética: los experimentos con animales en el estudio se llevaron a cabo de acuerdo con la legislacion

austriaca (Tierversuchsgesetz 2012, BGB1. | n.2 114/2012) y fueron aprobados por "Magistratsabteilung 58
Ademas, segun el principio 3R, se restringié el nimero de animales usados en el estudio.

Disefio de constructos gquiméricos: se analizé la superficie de proteina de OspA ST1 (estructura cristalina (PDB

108P) (Li et al., PNAS, 1997. 94(8):3584-9) y se clasificaron los residuos en accesibles a la superficie, parcialmente
accesibles y enterrados (figura 2). Las areas de superficie se definieron en analogia a epitopos conocidos para
representar mejor los posibles sitios de unién (a partir de ST1, figura 1). Los modelos de homologia del dominio C-
terminal (ST1-6, modificado mediante enlace disulfuro “beta”) se relajaron en simulaciones mecanicas moleculares
cortas (Gromacs/OPLS-AA) para verificar la integridad estructural (Open-source Pymol,
http://sourceforge.net/projects/pymol/, DeLano, W.L. The PyMOL Molecular Graphics System, DeLano Scientific, San
Carlos, CA, EE. UU. Disponible: http://www.pymol.org. 2002; Kiefer, F., et al., The SWISS-MODEL Repository and
associated resources. Nucleic Acids Res, 2009. 37(nimero de base de datos): pags. D387-92; Hess, B., et al.,
GROMACS 4: Algorithms for Highly Efficient, Load-Balanced, and Scalable Molecular Simulation. J Chem Theory
Comput, 2008. 4(3): pags. 435-47; Kaminski, G.A., et al., Evaluation and Reparametrization of the OPLS-AA Force
Field for Proteins via Comparison with Accurate Quantum Chemical Calculations on Peptides. The Journal of
Physical Chemistry B, 2001. 105(28): pags. 6474-648743). Se observé que todos los modelos mostraron una alta
conservacion de plegamiento, que es un requisito previo para poder elegir el fragmento C-terminal de ST2 de OspA
ST2 de B. afzelii, que consiste en los aminoacidos 126-273 (SEQ ID NO: 7) como armazén estructural para el
enfoque de conformacion de superficie. Los serotipos en los parches (posibles sitios de unién de anticuerpo; es
decir, epitopos) se asignaron reemplazando los residuos expuestos pertenecientes al parche seleccionado como
diana por el serotipo respectivo (por ejemplo, figura 1B).

Son posibles muchas combinaciones de disposiciones y combinaciones de atribucion de parches. Preferiblemente,
la interferencia de residuos cercanos en un parche adyacente que no coincide con la asignacion real de un parche
es baja. De manera programatica, se determiné una puntuacién calculando la distancia de residuos (tal como se
define por la distancia Cara-Cara) de residuos interferentes. Se clasificaron las contribuciones de penalizacion para
cada residuo distinto de ST2 en un parche con la distancia de residuos interferentes (regién de intercambio 0,5 nm
mas 0,3 nm) y por su posicion en la estructura tridimensional; es decir, enterrado, parcialmente expuesto o expuesto,
a los residuos de aminoacido se les dio un factor de 0, 0,5 y 1, respectivamente, y se sumaron. Esto se repitidé para
cada parche en una disposicién dada para proporcionar una puntuacién para una combinacion. La puntuaciéon se
repitid para cada combinacién posible y se us6 para una clasificacién de una posible poblacién de parches para
facilitar la eleccion. Finalmente, la superficie expuso los residuos de aminoacido para una disposicién de parches de
combinacion elegida y se sustituyeron las asignaciones, representando los serotipos de OspA de eleccién dentro de
los parches individuales de la variante candidata.

Clonacion molecular: las secuencias de aminoacidos de OspA usadas para disefiar las vacunas quiméricas se
derivaron de B. burgdorferi serotipo 1 (aa 126-273, cepa B31, NP_045688.1), B. afzelii serotipo 2 (aa 126-273, cepa
K78, AJY72832.1), B. garinii serotipo 3 (aa 126-274, cepa PBr, YP_002476925.1), B. bavariensis serotipo 4 (aa 126-
273, cepa PBIi, YP_063283.1), B. garinii serotipo 5 (aa 126-273, cepa PHei, CAA56544.1) y B. garinii serotipo 6 (aa
126-274, cepa DK29, CAA45010). Se muestra la alineacién de secuencias de las variantes multivalentes en
comparaciéon con el dominio C-terminal de OspA ST2 de B. afzelii (armazén estructural), representandose los
aminoacidos idénticos como puntos e indicandose los aminoacidos sustituidos (figura 2). La secuencia de
nucleétidos de cada uno de los constructos hibridos se optimizé por codones y se sintetizé (Eurofing Scientific and
GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher Scientific). Los constructos se digirieron con Hindlll y Xhol y se clonaron en
el vector de expresion pET28b(+) (Merck Millipore, EE. UU.) con una inclusion de una secuencia sefial N-terminal de
23 aminoacidos para la lipidacion (MKATKLVLGAVILGSTLLAGCSS; SEQ ID NO: 30) a partir de la lipoproteina
principal de la membrana externa de E. coli y una etiqueta de histidinas (6xH) C-terminal. Dos variantes quiméricas,
variante 3 y variante 5, se fusionaron junto con una secuencia ligadora de 23 aminoacidos (L2;
ANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFE; SEQ ID NO: 32) para formar el heterodimero de OspA multivalente indicado
como V3-L2-V5. La secuencia ligadora se derivé de una region de bucle de P66 (una porina de Borrelia principal) a
partir de la cepa de B. garinii PBr (EED29356.1). Para la generacién de la vacuna de fusiéon multivalente final (V3-L2-
V5), se insertd la variante 3 (inmediatamente después de la secuencia sefial de lipidacion) en el vector pET28b(+)
usando los sitios de restriccion Hindlll y Spel, seguido de la secuencia ligadora usando los sitios de restriccion Spel y
Scal y finalmente insertando la variante 5 usando los sitios de restriccion Scal y Xhol.

Expresién y purificacién de proteinas: la expresién y purificacién de proteinas hasta la etapa de separaciéon de fases
con Triton X-114 se realiz6 tal como describen Comstedt y colaboradores (Comstedt et al, 2015, Vaccine,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2957939 T3

33(44):5982-8). En resumen, la induccién de expresién de proteinas se realizé a 25°C con IPTG 0,1 mM. Se afiadio
coctel de inhibidores de proteasas Il (PIC II: 2 ml de bestatina + 2 ml de AEBSF + 2 ml de E-64) al tamp6n de lisis
(Tris-HCI 50 mM; NaCl 500 mM; EDTA 5 mM a pH 8,0) y se llevé a cabo la lisis celular con un homogeneizador de
alta presion (PANDA 2K). Se afiadié Triton X-114 al lisado en bruto (a 0,06 veces el volumen de lisado en bruto) y se
incubé la disolucion a 4°C con agitacién suave durante la noche y luego se centrifugé a 7000xg durante 1 hora a
4°C. El sobrenadante se incub6 a 28°C durante 30 minutos. La fase lipidica se recuperé mediante centrifugacion a
7000xg durante 40 minutos a 28°C. Las proteinas quiméricas con etiqueta de His se purificaron mediante
cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC). En resumen, la fase lipidica se diluy6 1:20 en tampon de
dilucién de fase lipidica (Tris-HCI 50 mM (pH 8); NaCl 500 mM; Tween 20 al 0,05%; etanol al 10%) y se cargd en
una columna con perlas de Ni2+-Sepharose (GE Healthcare; Ni Sepharose™ 6 Fast Flow) equilibrada con tampén de
dilucién de fase lipidica. Las proteinas con etiqueta de His unidas se eluyeron con un tampon de elucién de imidazol
(Tris-HCI 50 mM; NaCl 500 mM; Tween-20 al 0,05%; imidazol 100 mM) con concentraciones crecientes de imidazol
(100 mM, 250 mM y 500 mM). Se usé el kit de factor-C recombinante PyroGene™ (Lonza) para determinar la
concentracion de endotoxina en las proteinas quiméricas lipidadas purificadas.

Inmunizacién y sensibilizacién: los estudios de inmunizacién y sensibilizacién se realizaron tal como describen
Comstedt y colaboradores (Comstedt et al., 2014, Plos One 9(11):e113294; Comstedt et al, 2015, Vaccine,
33(44):5982-8). Las proteinas quiméricas lipidadas purificadas se formularon con hidréxido de aluminio al 0,15%
(Alhydrogel, Brenntag) como adyuvante. Se inmunizaron por via subcutanea grupos de 10 ratones C3H/HeNRj
hembra por antigeno con 5 pg de candidatos a vacuna individuales. Se usaron 5 pg de proteina OspA de longitud
completa como control positivo y al grupo de placebo se le inyectd adyuvante solo. Se realizaron tres
inmunizaciones a intervalos de dos semanas y los inmunosueros se recogieron el dia 7 después de la inmunizacién
final. Dos semanas tras la inmunizacion final, los ratones se sensibilizaron con Borrelia o bien mediante inyeccién
subcutanea o bien mediante sensibilizacién con garrapatas. Para la sensibilizacion con B. burgdorferi (ST1) y
B. garinii (ST5 y ST6), se administraron por via subcutanea espiroquetas que se hicieron crecer in vitro que
expresan OspA (Comstedt et al., 2014, Plos One, citado anteriormente; Comstedt et al., 2015, Vaccine, citado
anteriormente) a una dosis de 5x10% espiroquetas en 100 pl por raton. La expresion de OspA se confirmé mediante
citometria de flujo, y para sensibilizacion so6lo se usaron cultivos con al menos el 80% de las espiroquetas que
expresan OspA en su superficie.

Se usaron garrapatas infectadas con B. afzelii (cepa IS1), B. burgdorferi (cepas Pral) y B. bavariensis (cepa Marx1)
para sensibilizar ratones tal como se describe en otros documentos (Comstedt et al., 2014, Plos One, citado
anteriormente). En cada ratén se aplicaron dos garrapatas para las cepas 1S1 y Marx1 y tres garrapatas para la cepa
Pral. Los ratones con al menos una (IS1 y Marx1) o dos (Pral) garrapatas completamente alimentadas se
incluyeron en las mediciones posteriores. Los ratones se anestesiaron con isoflurano antes de la hematuria terminal
y se sacrificaron mediante dislocacién cervical. Se recogieron la vejiga urinaria y ambas orejas de cada ratén. El
estado infeccioso de ratones individuales se confirm6é mediante ELISA de VISE y gqPCR (para experimentos
seleccionados) tal como se describe a continuacion.

ELISA de OspA: los inmunosueros derivados de ratones después de la tercera inmunizacion se analizaron para
determinar titulos de IgG especificos. Se realizé ELISA indirecto usando la proteina OspA truncada de serotipos
respectivos como antigeno de recubrimiento. El ELISA se realiz6 tal como se describié previamente (Comstedt et al.,
2014, Plos One, citado anteriormente). En resumen, se recubrieron placas de 96 pocillos con 0,05 pg de proteina en
50 pl de PBS por pocillo durante la noche a 4°C. Las placas se bloquearon con 100 pl por pocillo con tampon de
bloqueo (PBS con Tween-20 al 0,05% [PBST]) durante una hora a temperatura ambiente. Las muestras de suero se
diluyeron en serie y se sometieron a prueba por duplicado incubando durante una hora a temperatura ambiente
después de la adicion a las placas preparadas. Se us6 un anticuerpo policlonal de conejo anti-lgG de ratén
conjugado con HRP (DAKO) como anticuerpo secundario, se us6 ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico)) como sustrato y se detuvo la reaccién con SDS. Se leyé la absorbancia a 405 nm. Los titulos de
anticuerpo se presentan como titulos semimaximos, que representan el reciproco de la dilucién de suero
correspondiente a la absorbancia media entre la dilucidon mas alta y la mas baja.

Tincién de superficie de Borrelia: las espiroquetas se tifieron para determinar la expresién de OspA tal como se
describié previamente (Comstedt et al., 2014, Plos One, citado anteriormente). En resumen, las espiroquetas se
fijaron mediante la adicion de un mismo volumen de paraformaldehido al 4%. Los conjuntos de sueros inactivados
por calor se diluyeron en serie (1:5) en tampén de lavado en una placa de dilucion independiente. Los sueros
diluidos se afiadieron a las espiroquetas fijadas y se incubaron durante 45 minutos a TA. Se usé anticuerpo de cabra
anti-lgG de ratén conjugado con PE (Beckman Coulter, EE. UU.) como anticuerpo secundario y se us6é LDS 751 (Life
Technologies, EE. UU.) para tefiir el ADN de las espiroquetas. Las espiroquetas tefiidas se analizaron con un
citémetro de flujo (FC 500 Cytomics, Beckman Coulter) seleccionando para acontecimientos de LDS 751 positivos.

Inhibicién de crecimiento de Borrelia: se us6 un ensayo de inhibicion de crecimiento como ensayo funcional para los
anticuerpos séricos (Comstedt et al, Plos One, 2014, citado anteriormente). Los conjuntos de inmunosueros
inactivados por calor se diluyeron en serie (1:5) y se incubaron con espiroquetas (de 1,0E+03 a 1,0E+04/pocillo) y
complemento de cobaya al 1% en placas de 96 pocillos durante 3-5 dias a 35°C con el 5% de COa2. Las espiroquetas
supervivientes se tifieron con LDS 751 (Life Technologies). La cantidad de espiroquetas supervivientes se determind
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mediante citometria de flujo (FC 500 Cytomics, Beckman Coulter). Los valores se representan como titulo de
inhibicién de crecimiento que se define como el reciproco de la dilucién de suero con al menos el 50% de reduccién
en el crecimiento.

ELISA de VIsE: el ELISA con la regién invariable 6 (IR6) de la proteina E de secuencia similar a proteina principal
variable (VISE) se realiz6 tal como se describié previamente (Comstedt et al., 2014, Plos One, citado anteriormente y
documento WO14/006226). En resumen, las placas de 96 pocillos recubiertas previamente con estreptavidina se
recubrieron con el péptido IR6 biotinilado de 25 aminoé&cidos de longitud (MKKDDQIAAAMVLRGMAKDGQFALK).
Los sueros se diluyeron (1:2) y se sometieron a prueba por duplicado, usando anticuerpo policlonal de conejo anti-
IgG de raton conjugado con HRP (DAKQ) como anticuerpo secundario. Se afiadi6 ABTS como sustrato y se
continud la reaccién durante 30 minutos. Se ley6 la absorbancia a 450 nm.

PCR cuantitativa: la deteccién de ADN de espiroquetas se realizé mediante amplificacion por PCR de una parte del
gen recA tal como se describié previamente (Comstedt et al., Plos One 2014, citado anteriormente y documento
WO14/006226; cebador directo: CATGCTCTTGATCCTGTTTA, cebador inverso: CCCATTTCTCCATCTATCTC). Se
aislé el ADN de las vejigas usando el kit de sangre y tejido DNeasy de Qiagen (Alemania) segun las instrucciones
del fabricante. El fragmento de gen recA de la cepa de B. burgdorferi N40 se diluy6 en serie y se us6 como patron en
cada reaccion.

Estadistica: el estado de infeccién de los ratones se bas6 en ELISA de VISE y PCR cuantitativa tal como se describié
anteriormente. Todos los grupos se compararon con un grupo de placebo para la evaluacién de infeccion/proteccion
y se calculé la significacion estadistica con la prueba exacta de Fisher (bilateral), *p<0,05, **p<0,01 y *** p<0,001, ns
= no significativo.

Ejemplo 1. Disefio de vacunas quiméricas que representan multiples serotipos de OspA en su superficie y
expresados como proteinas individuales

Las variantes de OspA quiméricas dadas a conocer en el presente documento se disefiaron con el objetivo de
presentar multiples serotipos de OspA en un antigeno polipeptidico individual, reduciendo de ese modo el nimero de
proteinas requeridas para lograr una amplia proteccion contra las principales especies patégenas de Borrelia. El
enfoque de conformacién de superficie presentado en este estudio usa, como un armazén estructural, el dominio C-
terminal de OspA estabilizado truncado y con puente disulfuro de OspA ST2 de B. afzelii (aa 126-273; SEQ ID NO:
7). La regién expuesta en superficie de este dominio C-terminal se dividié en ocho areas solapantes denominadas
parche A - parche H (figuras 1A y B) basandose en sitios de unién conocidos de anticuerpos monoclonales a OspA
(8T1) de B. burgdorferi. Un parche, tal como se define en el presente documento, es un area en la molécula, ya sea
continua o discontinua en la secuencia de aminoacidos primaria, que puede albergar un posible epitopo estructural;
es decir, un sitio suficientemente grande como para cumplir con los requisitos para que pueda unirse un anticuerpo.
Los residuos de aminoacido expuestos en superficie pueden reemplazarse entonces para representar la superficie
seleccionada como diana dentro de un parche.

En los ejemplos proporcionados, el parche A se basa en la union del anticuerpo monoclonal LA-2 (Ding et al., 2000,
J Mol Biol, 302(5):1153-64); el parche B se basa en el sitio de unién del AcM 336 (Koide, S., et al., 2005, J Mol Biol,
350(2):290-9); el parche C se basa en la regién de union del AcM 105.5 (Koide et al., citado anteriormente); el
parche D representa porciones del sitio de union del AcM 4C10C2 (Legros et al., 2000, Protein Sci, 9(5):1002-10) y
partes del epitopo lineal (LE) (Schubach et al, 1991, Infect Immun, 59(6):1911-5); el parche F representa una
version ampliada del parche B e incluye el epitopo de 336 y partes del epitopo de 105.5; el parche G representa
partes de los sitios de union del AcM 105.5, del AcM 4C10C2 y de un epitopo lineal (LE) identificado a partir de
muestras de suero de pacientes (Schubach, et al., citado anteriormente); el parche E se basa en las regiones de
union del AcM CIII78 (Sears et al, 1991, J. Immunol., 147(6):1995-2000) y el dominio de unién intestinal de
garrapatas (TGBD) (Pal et al., 2000, J. Clin. Invest., 106(4):561-9); el parche H representa una versién ampliada del
parche E e incluye un epitopo de células T de ratén a partir de OspA denominado B4 (Zhong et al. 1996, Eur. J.
Immunol., 26(11): 2749-57). Los parches A, B y C se definen como las areas de superficie analogas que contienen
sitios de unién conocidos de anticuerpos monoclonales contra OspA ST1. Ademas, los parches D-H se benefician de
regiones de union definidas de manera menos precisa de AcM e incluyen epitopos adicionales (por ejemplo, TGBD,
LE y B4).

Los residuos de aminoacido expuestos en superficie en los parches descritos anteriormente se reemplazaron por
residuos de tres de los seis serotipos de OspA principales (OspA ST1-ST6) con el fin de albergar multiples serotipos
en una molécula de proteina. Se construyeron seis quimeras, denominadas variante 1 - variante 6, y se centraron en
el parche A - parche H (figura 1). El disefio de las variantes 1-4 se centr6 en el parche A, F, G y H (disposicién 2) y
los residuos de aminoacido de OspA ST1, ST4 y ST5 se representaron en la superficie (figura 1B). Las variantes 1 y
4 se estabilizaron introduciendo un enlace disulfuro de tipo o (es decir, enlace disulfuro entre dos residuos de
cisteina introducidos en posiciones de aminoacido correspondientes a los aminoacidos 244 y 259 de OspA serotipo
2), mientras que las variantes 2 y 3 se estabilizaron introduciendo un enlace disulfuro de tipo B (es decir, enlace
disulfuro entre dos residuos de cisteina introducidos en posiciones de aminoacido correspondientes a los
aminoacidos 182 y 269 de OspA serotipo 2) (Comstedt et al., 2014, PLoS One 9(11):e113294), con el fin de estudiar
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el efecto de un posicionamiento diferente de los enlaces disulfuro sobre la inmunogenicidad y la eficacia de las
quimeras multivalentes. La diferencia en las variantes 1-4 se representa con intercambios de serotipo en el parche G
y H tal como se indica en la figura 1B con el objetivo de estudiar la diferencia en la inmunogenicidad asi como en la
eficacia de este conjunto de candidatos quiméricos con respecto a OspA ST4 y ST5. El disefio de las variantes 5y 6
se basa en los parches A, B, C, D y E (es decir, disposicion 1; figura 1A) y OspA ST2, ST3 y ST6 se representan en
la superficie (figura 1B). Las variantes 5 y 6 se estabilizaron mediante un enlace disulfuro de tipo § introducido. La
diferencia en estas dos variantes se representa mediante un intercambio de serotipo en el parche A tal como se
ilustra en la figura 1B, para determinar el efecto de esta diferencia sobre la respuesta inmunitaria y la proteccion
generadas contra OspA ST2 y OspA ST6.

El disefio de las variantes quiméricas con el enfoque de conformacién de superficie tiene en cuenta epitopos
protectores importantes descritos en la bibliografia tal como se definen mediante anticuerpos monoclonales
respectivos (LA-2, ClII78, 336 y 105.5) y representa los residuos de aminoacido de serotipos de OspA prevalentes
en la superficie. Como ejemplo, en las variantes 1-4, el parche A se puebla con residuos de OspA ST1 (prevalente
en EE. UU.), y en las variantes 5 y 6, con residuos de OspA ST2 y ST6 (prevalentes en Europa). Ademas, la
asignacion de serotipos diferentes a parches diferentes en estos dos conjuntos de quimeras multivalentes también
permite la identificacion de posibles epitopos inmunogénicos y protectores con respecto a serotipos distintos de
OspA ST1. En general, el uso de un enfoque de conformacién de superficie en este estudio permitié la expresion de
multiples serotipos (como parches) en la superficie de un antigeno individual, dando como resultado posteriormente
un menor nimero de antigenos en la formulacion de vacuna final. La figura 2 muestra una alineacién de secuencias
de la variante 1 - variante 6 de OspA multivalente en comparacién con la estructura principal conservada de un
dominio C-terminal de OspA de B. afzelii K78 que define el armazén sin modificar.

Ejemplo 2. Los candidatos a vacuna multivalente inducen titulos de anticuerpo significativos contra todos
los serotipos de OspA principales

Se piensa que las vacunas basadas en OspA protegen principalmente a través de la produccién de anticuerpos
circulantes que ingieren las garrapatas durante la ingesta de sangre. En el intestino primitivo medio de la garrapata,
estos anticuerpos se unen a y neutralizan las espiroquetas, previniendo de ese modo la transmision de patégenos y
la posterior infeccion. A este respecto, la generacién de altos titulos de anticuerpos tras la inmunizacién es muy
importante. Por tanto, se evalué la respuesta de anticuerpos generada por las variantes quiméricas contra los seis
principales serotipos de OspA clinicamente relevantes (ST1 - ST6) con ELISA. Todas las inmunizaciones en este
estudio se realizaron con los antigenos formulados con hidroxido de aluminio al 0,15%. Grupos de ratones
C3H/HeNRj hembra de 5-8 semanas de edad se inmunizaron tres veces a intervalos de dos semanas con una dosis
de 5 ug de candidatos a vacuna individuales (variante 1 - variante 6).

Dado que las variantes multivalentes representan sélo la mitad C-terminal de OspA, las placas de ELISA de OspA se
recubrieron con monémeros C-terminales truncados y estabilizados (ST1-ST6; SEQ ID NO: 33-38) y se comparo la
respuesta inmunitaria con la respuesta a la inmunizacién con OspA de longitud completa de los serotipos
respectivos (FL-OspA ST1-ST6; SEQ ID NO: 1-6, respectivamente).

Tal como se muestra en la figura 4, la variante 1 con el enlace disulfuro de tipo alfa indujo una respuesta de
anticuerpos significativamente menor en comparacion con las variantes 2, 3 y 4 con respecto a los titulos de ELISA
de OspA ST1; sin embargo, la inmunogenicidad fue comparable con respecto a otros serotipos. La variante 4,
también con un enlace disulfuro de tipo alfa, indujo una respuesta inmunitaria comparable a las variantes 1, 2 y 3
con respecto a todos los serotipos incluidos en los parches. Las variantes 2 y 3 indujeron titulos de anticuerpo
comparables con respecto a FL-OspA ST1, FL-OspA ST4 y FL-OspA ST5 (serotipos homologos representados en
su superficie) y anticuerpos con reactividad cruzada comparables a FL-OspA ST6, respectivamente. Sin embargo, la
respuesta inmunitaria fue menor en comparaciéon con FL-OspA ST2 y ST3. Las variantes 5 y 6 indujeron titulos
comparables a FL-OspA ST2, FL-OspA ST3 y FL-OspA ST6 (serotipos presentados en su superficie), asi como
anticuerpos con reactividad cruzada comparables a FL-OspA ST4. Sin embargo, estos candidatos indujeron una
respuesta inmunitaria menor en comparacion con FL-OspA ST1 y FL-OspA ST5, respectivamente.

Los resultados demostraron que la respuesta inmunitaria de las variantes multivalentes variaba segun la distribuciéon
de serotipos en los diferentes parches representados en la superficie.

Ejemplo 3. Generacion de anticuerpos funcionales por candidatos a vacuna de OspA multivalente

Las variantes multivalentes V2, V3, V5 y V6 se evaluaron adicionalmente para determinar su capacidad para inducir
anticuerpos funcionales contra los principales serotipos de OspA clinicamente relevantes (ST1-ST6). La evaluacion
funcional se basé en la capacidad de los anticuerpos para unirse in vitro a Borrelia que expresa OspA ST1 - ST6 en
su superficie, asi como sometiendo a prueba la capacidad de los anticuerpos para inhibir el crecimiento de
espiroquetas vivas in vitro. Las muestras de sueros agrupados inactivados por calor de ratones inmunizados con
cada variante se sometieron a prueba en diluciones en serie de cinco veces para determinar su capacidad para
unirse a espiroquetas que expresan OspA de los serotipos respectivos. Las variantes 1 y 4, estabilizadas con enlace
disulfuro alfa, indujeron una unién a superficie muy baja con respecto a OspA ST1 ST2, ST4, ST5 y ST6 (datos no
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mostrados). Tal como se muestra en la figura 5, la variante 2, con enlace disulfuro beta, gener6 una unién
equivalente con respecto a FL-OspA ST1, pero se observé una unién mas baja en comparacién con FL-OspA ST2,
FL-OspA ST4 y FL-OspA ST5. La variante 3, con enlace disulfuro beta, indujo una unién a superficie comparable en
comparacion con FL-OspA ST1 y FL-OspA 5, pero se observé una union a superficie mas baja en comparacion con
FL-OspA ST2 y FL-OspA 4. Las variantes 2 y 3 generaron ambas una fuerte uniéon en comparacién con FL-OspA
ST6 (que en general induce una unién baja). La variante 5 y la variante 6, con enlace disulfuro beta, demostraron
una unién a superficie similar a FL-OspA ST2, y la variante 5 indujo una unién a superficie significativamente mayor
que FL-OspA ST6. Las variantes 5 y 6 indujeron una unién comparable a FL-OspA ST4 y una unién mas baja que
FL-OspA ST5. Estas variantes no indujeron ninguna unién a superficie para OspA ST1 de B. burgdorferi s.s.
Adicionalmente, ninguna de las variantes indujo una union a superficie para OspA ST3 de B. garinii.

Ademas, el ensayo de inhibicién se realizé con Borrelia que expresa OspA de serotipos respectivos en la superficie y
se evalud la cantidad de anticuerpos bactericidas necesarios para inhibir el crecimiento de las espiroquetas en
presencia de complemento de cobaya al 1% (tabla 1).

Tabla 1. Anticuerpos funcionales generados por candidatos a vacuna de OspA multivalente tal como se determina
en ensayos de inhibicion de crecimiento.

Inmunosueros | ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6
FL OspA 1250 6250 6250 250 31250 <50
Variante 1 (o) <50 <50 n.d. <50 <50 50
Variante 2 () 1250 <50 <50 <50 1250 50
Variante 3 (B) 1250 <50 <50 <50 1250 50
Variante 4 (o) <50 <50 n.d. <50 50 50
Variante 5 () <50 1250 250 250 250 1250
Variante 6 () <50 1250 50 250 50 50

El ensayo de inhibicién de crecimiento se realizé con las cepas de B. burgdorferi ZS7 (ST1), B. afzelii Pra10 (ST2),
B. garinii PFr (ST3), B. bavariensis PFin (ST4) y B. garinii PHei (ST5) y KL11 (ST6). El titulo de inhibicion de
crecimiento (Gl) se define como el reciproco de la dilucion mas baja que muestra una reduccion de =50% en el
crecimiento bacteriano. n.d.=no realizado.

Tal como se muestra en |a tabla 1, la variante 1 y la variante 4 no pudieron inhibir el crecimiento de ninguna de las
cepas de Borrelia sometidas a prueba. La variante 2 y la variante 3 generaron titulos de inhibicién de crecimiento
(Gl) comparables en comparacion con FL-OspA ST1, mientras que ambas variantes generaron titulos de Gl bajos en
comparaciéon con FL-OspA ST2 y FL-OspA ST5. Ninguna de las variantes 1 a 4 generaron un titulo de Gl contra
OspA ST4 de B. bavariensis. La variante 5 y la variante 6 indujeron titulos de Gl equivalentes en comparacion con
FL-OspA ST4 y titulos de Gl mas bajos en comparacién con FL-OspA ST2 y FL-OspA ST5. La variante 5 indujo
titulos de GI mas altos en comparacion con las demas variantes.

Ejemplo 4. Los antigenos OspA multivalentes proporcionaron una proteccion significativa contra las
especies de Borrelia y los serotipos de OspA principales patogenos para los seres humanos

Basandose en los datos de serologia presentados anteriormente, se seleccionaron cuatro antigenos OspA
multivalentes (variantes 2, 3, 5 y 6) para la evaluacion de la proteccién contra cepas de Borrelia que expresan ¢inco
serotipos de OspA principales (ST1, ST2, ST4, ST5 y ST6). La variante 1 y la variante 4 no continuaron dado que
generaron niveles muy bajos de anticuerpos funcionales contra la mayoria de los serotipos de OspA usados en el
estudio y también dieron como resultado rendimientos de proteina por debajo de los éptimos. Para el andlisis de la
proteccion, los ratones se inmunizaron con variantes V2, V3, V5 y V6 individuales y se sensibilizaron con garrapatas
1. ricinus infectadas con OspA ST1 de B. burgdorferi, OspA ST2 de B. afzelii u OspA ST4 de B. bavariensis o por via
subcutanea con 5 x 10 B. burgdorferi de OspA ST1 o B. garinii de ST5 que se hicieron crecer in vitro. En el caso de
la sensibilizacién con garrapatas, las garrapatas se monitorizaron hasta su desprendimiento y s6lo se incluyeron los
ratones con al menos una garrapata con respecto a ST2 o al menos dos garrapatas con respecto a ST1 y ST4 que
se alimentaron durante >48 horas en la medicién de infeccion final.

Tal como se muestra en la tabla 2, la variante 2 y la variante 3 demostraron una proteccion significativa contra los
cuatro serotipos de OspA sometidos a prueba. La variante 5 y la variante 6 mostraron una proteccion parcial, no
significativa, contra una sensibilizacién con garrapatas que albergan B. burgdorferi (OspA ST1). Sin embargo, las
variantes 5 y 6 proporcionaron ambas una proteccion significativa contra sensibilizaciones con garrapatas infectadas
con B. afzelii (OspA ST2) y B. bavariensis (OspA ST4).

Para la sensibilizacién por aguja, a los ratones se les inyectdé por via subcutanea dos semanas después de la
inmunizacion final ZS7 (OspA ST1 de B. burgdorferi) o PHei (OspA ST5 de B. garinii) que se hicieron crecer in vitro
para determinar la eficacia de las variantes multivalentes. La variante 2 y la variante 3 proporcionaron una proteccion
del 100% contra una sensibilizacién con ZS7 (OspA ST1) (tabla 2). Sin embargo, V5 y V6 confirieron sélo una
proteccion parcial, no significativa, contra una sensibilizaciéon con ZS7 (OspA ST1). Con respecto a la proteccién
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contra una sensibilizacion con PHei (OspA ST5), la variante 2 y la variante 3 indujeron una proteccion muy
significativa. A la inversa, la variante 5 y la variante 6 generaron una proteccion parcial, no significativa, contra una
sensibilizacién con PHei (OspA ST5).
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Para el analisis de eficacia se administraron tres inmunizaciones a intervalos de dos semanas con polipéptidos
(5 ng) formulados con hidroxido de aluminio al 0,15% o con hidroxido de aluminio al 0,15% solo (placebo). Quince
dias después de la tercera inmunizacion, los ratones se sensibilizaron con garrapatas criadas en laboratorio
infectadas con B. burgdorferi (ST1; cepa Pral), B. afzelii (ST2; cepa I1S1) o B. bavariensis (ST4; cepa Marx1) o
mediante inyeccidon subcutanea, con 5 x 10* espiroquetas B. burgdorferi (ST1; cepa ZS7), B. garinii (ST5; cepa PHei)
que se hicieron crecer in vitro. Para los experimentos de sensibilizacién con garrapatas, s6lo se incluyeron los
ratones con al menos una garrapata (ST2) o dos garrapatas (ST1 y ST4) que se alimentaron durante >48 horas en la
medicion. La significacion estadistica se calculd con la prueba exacta de Fisher (bilateral), *p<0,05, **p<0,01 y ***
p<0,001, " no significativo.

Ejemplo 5. La vacuna de fusion multivalente genera una respuesta inmunitaria comparable asi como
anticuerpos funcionales contra las especies de Borreliay los serotipos de OspA principales patogenos para
los seres humanos

Los fragmentos de OspA multivalentes V2, V3, V5 y V6 demostraron altos niveles de proteccién contra especies de
Borrelia clinicamente relevantes que expresan cinco serotipos de OspA diferentes (ST1, ST2, ST4, ST5 y ST6)
(ejemplo 4, tabla 2). Para producir un Gnico antigeno que pueda proporcionar proteccién contra multiples serotipos
de OspA principales, se seleccioné una combinaciéon de los monémeros multivalentes V3+V5 para su analisis
adicional. La variante 3 y la variante 5 se fusionaron junto con una secuencia ligadora de 23 aminoacidos derivada
de una regién de bucle de P66 (Bunikis J. et al. 1998, J. Bact. 180(7):1618-1623 y Ornstein K. et al. 2002, Clin. Diag.
Lab. Imm. 9(6):1382-1384) de la cepa de B. garinii PBr, y se afiadié un péptido sefial de lipidacion a la parte N-
terminal. El constructo resultante se expresdé como Unico polipéptido de fusion lipidado denominado V3-L2-V5
(también denominado “Lip-V3-L2-V5"). La figura 3 muestra una representaciéon esquematica lineal de V3-L2-V5
(figura 3A) y una alineacién de secuencias de las variantes 3 y 5 (figura 3B) con la estructura principal conservada
de un dominio C-terminal de B. afzelii (aa 126-273, SEQ ID NO: 7).

Se evalud la inmunogenicidad de la proteina de fusiéon y se compar6 con la de las proteinas OspA de longitud
completa respectivas. Los ratones se inmunizaron con cuatro dosis de vacuna de V3-L2-V5 (3, 0,3, 0,03 y
0,003 pg/raton) o la FL-OspA respectiva (ST1-ST6; 1 pg/ratdn) tres veces a intervalos de dos semanas (todas con
hidréxido de aluminio al 0,15%). Los inmunosueros se recogieron una semana después de la inmunizacién final para
el analisis de anticuerpos IgG contra OspA mediante ELISA, asi como ensayos de union a superficie y de inhibicién
de crecimiento. Tal como se muestra en la figura 6, la vacuna de V3-L2-V5 genero titulos de anticuerpo mas altos
que cada una de las proteinas OspA individuales FL-OspA ST1, ST4, ST5 y ST6 y generaron titulos similares con
respecto a las proteinas OspA individuales FL-OspA ST2 y ST3.

Se evalué la funcionalidad de los anticuerpos estimulados mediante la vacunacién con V3-L2-V5 mediante unioén a
superficie de Borrelia in vitro, asi como inhibicién de crecimiento de Borrelia. Para estos ensayos in vitro, se usaron
sueros agrupados de ratones inmunizados con una dosis de 3 pg de V3-L2-V5. Tal como se muestra en la figura 7,
la inmunizacién con V3-L2-V5 gener6 una unién a superficie para espiroquetas que expresan OspA ST1, ST2, ST4y
ST5 que fue comparable con anticuerpos generados en respuesta a las proteinas FL-OspA (1 pg/ratén) del serotipo
respectivo. La unién a superficie de sueros con V3-L2-V5 de las espiroquetas que expresan OspA ST6 en la
superficie fue mayor en comparacion con los ratones inmunizados con FL-OspA-ST6.

Tal como se muestra en la tabla 3, los titulos de inhibicién de crecimiento generados mediante inmunizacién con V3-
L2-V5 fueron mas altos que los de las proteinas FL-OspA respectivas para espiroquetas que expresan OspA ST1,
ST5 y ST6, comparables con respecto a las espiroquetas que expresan OspA ST2 y mas bajos con respecto a OspA
ST4.

Tabla 3. Anticuerpos funcionales generados por candidatos a vacuna de OspA quimérica tal como se determina
mediante inhibicién de crecimiento de Borrelia.

Inmunosueros ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6
FL-OspA 250 6250 6250 31250 250 <50
V3-L2-V5 1250 1250 <50 6250 1250 250

La inhibicién de crecimiento se analiz6 con las cepas de B. burgdorferi (ST1; cepa ZS7), B. afzelii (ST2; cepa Prai10),
B. garinii (ST3, cepa PFr, B. bavariensis (ST4; cepa PFin), B. garinii (ST5; cepa PHei) y KL11 (ST6). El titulo de
inhibicién de crecimiento (Gl) se define como el reciproco de la dilucién mas baja con una reduccién de 250% en el
crecimiento bacteriano.

Ejemplo 6. La vacuna de V3-L2-V5 de fusion protege contra dos especies de Borrelia principales patogenas
para los seres humanos de importancia mundial

La eficacia protectora de la vacuna de V3-L2-V5 se sometié a prueba contra las dos especies de Borrelia
clinicamente mas relevantes; es decir, B. burgdorferi (OspA ST1) y B. afzelii (OspA ST2). Para este estudio, V3-L2-
V5 se compard con las proteinas FL-OspA respectivas en una sensibilizacion por aguja con B. burgdorferi (OspA
ST1) que se hicieron crecer in vitro y garrapatas infectadas con B. afzelii (OspA ST2). Tal como se muestra en la
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tabla 4, V3-L2-V5 confiridé una proteccion muy significativa contra B. burgdorferi (OspA ST1) a las tres dosis de
inmunizacién mas altas.

Tabla 4. Eficacia de la vacuna de fusién multivalente V3-L2-V5 en comparacioén con proteinas OspA de longitud
completa contra una sensibilizacién por aguja de OspA ST1 de B. burgdorferi y una sensibilizacién con garrapatas
con OspA ST2 de B. afzelii.

Sensibilizacion por aguja | Sensibilizacion con garrapatas
B. burgdorferi (ST1) B. afzelii (ST2)
Serotipos | Dosis/raton Numero de ratones Nimero de ratones
(con alumbre al infectados/totales infectados/totales
0,15%)
FL-OspA | ST1 1ug 6/10m -
FL-OspA | ST2 1ug - 0/18™
V3-L2-V5 | ST1-6 3 ug 0/10™* 0/9***
0,3 ng 0/10™* 0/9***
0,03 ug 0/10™* 0/9***
0,003 pg 2/10* 6/9ms
Placebo - - 8/10 15/16

Los ratones se sensibilizaron con garrapatas infectadas con B. afzelii (ST2; cepa 1S1) o se les inyecté por via
subcutanea 5 x 10* B. burgdorferi (ST1; cepa ZS7) que se hicieron crecer in vitro. El estado de infeccién se evalud
después de cuatro semanas con ELISA de VIsE. Para los experimentos de sensibilizaciéon con garrapatas con B.
afzelii, s6lo se incluyeron los ratones con al menos una garrapata que se alimenté durante >48 horas en la medicion.
La significacion estadistica se calculd con la prueba exacta de Fisher (bilateral), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001, "
no significativo.

De manera notable, tal como se muestra en la tabla 4, V3-L2-V5 demostrd una proteccion significativa incluso a la
dosis mas baja de 3 pg, lo que demuestra una alta eficacia protectora contra una sensibilizacion con B. burgdorferi
(OspA ST1). Para una sensibilizaciéon con garrapatas infectadas con B. afzelii (OspA ST2), se us6 el mismo lote de
garrapatas y, por tanto, se combinaron los resultados de dos experimentos diferentes. La vacunacion con V3-L2-V5
proporcion6 una proteccion del 100% contra una sensibilizacion con garrapatas infectadas con B. afzelii (OspA ST2),
y la proteccion generada fue comparable a la de FL-OspA2. Los resultados indican una proteccion del 100% de la
vacuna de proteina de fusion V3-L2-V5 en una dosis de antigeno mas baja de 0,03 pg, lo que demuestra una alta
eficacia del candidato, que fue mayor en comparacion con FL-OspA ST1 contra una sensibilizacion por aguja con
B. burgdorferi y comparable a FL OspA ST2 contra una sensibilizacién con garrapatas con B. afzelii.

Ejemplo 7. Inmunogenicidad de dominios C-terminales de OspA de serotipo 3 hibridos en el contexto de
heterodimeros en una vacuna de combinacion

Inmunizacion de ratones

Se usaron ratones C3H/HeN hembra para todos los estudios. Antes de las inmunizaciones, se extrajo sangre de
grupos de diez ratones a través de la vena facial y se prepararon y agruparon inmunosueros previos. Se
administraron tres inmunizaciones por via s.c. de 100 pl cada una a intervalos de dos semanas. Los ratones se
inmunizaron con 1 pg de la proteina OspA serotipo 3 de longitud completa de control o con 1 ng de cada una de las
proteinas respectivas en las vacunas de combinacion. El contenido de cada inmunégeno se detalla en la tabla 5 a
continuacion. Todas las vacunas se formularon con hidroxido de aluminio (Al(OH)s) a una concentracion final del
0,15%. Una semana después de la tercera inmunizacién, se extrajo sangre a partir de la vena facial y se prepararon
inmunosueros. En cada experimento, se incluyd un grupo inmunizado con PBS formulada con Al(OH)s como control
negativo (grupo de placebo). Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo segun la legislacion austriaca
(BGB1 n.2501/1989) y fueron aprobados por “Magistratsabteilung 58"

ELISA de OspA

Se recubrieron placas de ELISA (Maxisorp, Nunc, Dinamarca) con 50 ng (1 pg/ml) de proteina diluida en tampén de
recubrimiento (PBS) por pocillo y se incubaron a 4°C durante de 16 a 72 horas. El antigeno de recubrimiento fue
OspA ST3 lipidada de longitud completa con etiqueta de His en el extremo C-terminal (SEQ ID NO: 3). Se descartd
el tampon de recubrimiento y se afiadieron 100 pl de tampo6n de bloqueo (BSA al 1%, Tween-20 al 0,5%, PBS) y se
incub6 a temperatura ambiental durante 1-2 horas. Las placas se lavaron tres veces con 300 pl (sobreflujo) de PBST
(Tween-20 al 0,1%, PBS). Se prepararon diluciones de cinco veces de los sueros en tampén de bloqueo y se
afiadieron 50 pl a cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiental. Las placas se lavaron tres
veces con 300 pl (sobreflujo) de PBST. El anticuerpo secundario (anticuerpo de conejo anti-IgG de ratén conjugado
con peroxidasa del rébano picante [HRP], DAKO, Dinamarca) se diluyé 1:2000 en tampo6n de blogueo y se
afiadieron 50 pl a cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiental. Las placas se lavaron tres
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veces con 300 pl (sobreflujo) de PBST. Se usé ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), Sigma-
Aldrich, EE. UU.) como sustrato para HRP, se afiadieron 50 ul de ABTS a cada pocillo y se incubaron durante
15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiental. La reacciéon se detuvo mediante la adicién de 50 pl de SDS al
1% y se ley6 la absorbancia a 405 nm. Una placa se consider6 como valida cuando la absorbancia del blanco
estaba por debajo de 0,1. Una muestra era valida cuando la dilucién mas baja tenia una absorbancia por encima de
1,0 y la dilucién mas alta estaba por debajo de 0,1. Cuando se cumplian estos criterios, se determiné el titulo
semimaximo. El titulo semimaximo es el reciproco de la dilucién que corresponde a la absorbancia media entre las
diluciones mas alta y mas baja.

Citometria de flujo

Se mezclaron espiroquetas (1x108) con un mismo volumen de paraformaldehido al 4% y se incubaron durante
2 horas a temperatura ambiente en una placa de 96 pocillos (Nunclon 96U, Nunc). La placa se centrifugd durante
5 minutos a 2.000 g y se descart6 el sobrenadante. Las células se lavaron con 150 pl de HBSS con BSA al 2%
(HBSS-B), se centrifugaron tal como antes y se descarté el sobrenadante. Los sueros de raton se inactivaron por
calor mediante incubacién a 56°C durante 35 minutos. Los sueros inactivados por calor se diluyeron en HBSS-B y se
esterilizaron por filtracion centrifugando a 4.000 g durante 3 minutos usando filtros de tubo de centrifuga Costar spin-
X (0,22 um, Corning, EE. UU.). Se disolvieron las espiroquetas en 100 pl de suero y se incubaron durante 45
minutos a temperatura ambiente. La placa se centrifugd durante 15 minutos a 2.000 g y se descartd el
sobrenadante. Las células se lavaron una vez con 150 pl de HBSS-B y luego se resuspendieron en 100 pl de HBSS-
B. Se afiadié un microlitro de anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con PE,
Beckman Coulter, EE. UU.) a las células y se incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos en la oscuridad.
Las espiroquetas se lavaron una vez con 150 pl de HBSS-B y luego se resuspendieron en 200 pl de HBSS que
contenia 2,5 pM de colorante de ADN SYTO-17 y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Se sedimentaron las espiroquetas tefiidas centrifugando durante 5 minutos a 2.000 g y posteriormente se
resuspendieron en 200 pl de HBSS. Se midieron las espiroquetas marcadas con un citometro de flujo FC500
(Beckman Coulter), se seleccionaron para acontecimientos positivos para SYTO-17.

Resultados

Se sometieron a prueba tres formulaciones de heterodimeros de OspA diferentes ("combo de het.” y “combo de het.
BvaHyb” y “combo de het. BspHyb"), asi como una combinacién de quimeras de OspA de longitud completa (“combo
de quimeras”), para determinar la inmunogenicidad en ratones. OspA serotipo 3 de longitud completa sirvi6 como
control positivo. Los hiperinmunosueros se analizaron mediante ELISA para determinar la reactividad contra OspA
serotipo 3 de longitud completa (antigeno de recubrimiento), asi como para determinar la union a superficie de
espiroquetas Borrelia que expresan OspA serotipo 3. Tal como se muestra en la figura 9, los resultados de ELISA
indicaron que todas las combinaciones de vacuna estimularon respuestas de anticuerpo a OspA serotipo 3.

Tal como se muestra en la figura 10, la unién de anticuerpos a partir de hiperinmunosueros de ratén directamente a
espiroquetas Borrelia se observo en el caso de Borrelia garinii, cepa Fr, que expresa OspA serotipo 3, lo que indica
que los anticuerpos generados son funcionalmente activos y pueden unirse a OspA nativa in situ. La intensidad de
fluorescencia fue lineal a lo largo de un amplio intervalo de diluciones de suero. La intensidad de fluorescencia
observada en respuesta a la vacuna de combinacion de heterodimeros mejorada contra espiroquetas fue
comparable a las observadas en respuesta a la vacuna de combinaciéon de heterodimeros y la vacuna de
combinacion de quimeras. De nuevo, de manera notable, con respecto a la union a OspA serotipo 3 de espiroquetas
Borrelia, l0s anticuerpos generados por combo de het. BvaHyb y combo de het. BspHyb, a pesar de su identidad de
secuencia relativamente baja, eran comparablemente funcionales.

Tabla 5. Grupos de inmunizacion de vacuna de combinacién. Todos los inmunégenos se formularon con hidroxido
de aluminio al 0,15%.

Inmunégeno Dosis a intervalos de 2 semanas
OspA serotipo 3 lipidada de longitud completa 3%1.0
Lip-OspA3-His (SEQ ID NO: 3) -~ 1O

Vacuna de combinacion de quimeras
(Combo de quimeras)

Lip-OspA ST1/ST2 quimérica-His (SEQ ID NO: 69) 33 ng (1,0 ug cada una)
Lip-OspA ST5/ST3 quimérica-His (SEQ ID NO: 70)
Lip-OspA ST6/ST4 quimérica-His (SEQ ID NO: 71)
Vacuna de combinacion de heterodimeros
(Combo de het.)

Lip-S1D1-S2D1 (SEQ ID NO: 50) 3x3 g (1,0 ug cada una)
Lip-S4D1-S3D1 (SEQ ID NO: 52)
Lip-S5D1-S6D1 (SEQ ID NO: 54)
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Vacuna de combinacion de heterodimeros BvaHyb
(Combo de het. BvaHyb)

Lip-S1D1-S2D1 (SEQ ID NO: 50) 33 ng (1,0 ug cada una)
Lip-S4D1-S3hybD1-Bva (SEQ ID NO: 48)
Lip-S5D1-S6D1 (SEQ ID NQO: 54)

Vacuna de combinacion de heterodimeros BspHyb
(Combo de BspHyb)

Lip-S1D1-S2D1 (SEQ ID NO: 50) 3x 3 pg (1.0 ng cada una)
Lip-S4D1-S3hybD1-Bsp (SEQ ID NO: 72)
Lip-S5D1-S6D1 (SEQ ID NO: 54)

Conclusiones

El analisis descrito en el presente documento de las variantes de fragmentos de OspA multivalentes demostrd que
podia lograrse una reduccién del nimero de proteinas en la formulacién de vacuna final sin comprometer la amplia
proteccion contra las cepas clinicamente mas relevantes de especies de Borrelia y serotipos de OspA patégenos.
Con una unica formulacion de vacuna, pueden reducirse significativamente el coste y la complejidad de la
produccién de vacunas de OspA, siempre que se mantenga el rendimiento de produccién.

La variante 1 y la variante 4, con enlaces disulfuro de tipo o fueron dificiles de producir, teniendo niveles de
expresion de proteina y rendimiento bajos. Ademas, se observd que estas variantes generaron anticuerpos
funcionales sélo a niveles mucho menores que los observados con la variante 2 y la variante 3, que estan
estabilizadas con el enlace disulfuro de tipo B. Aunque ninguna de las variantes mostr6 inhibicion de crecimiento
contra OspA ST4 de B. bavariensis, los titulos de la variante 2 y la variante 3 fueron significativamente mayores con
respecto a OspA ST1 de B. burgdorferi y OspA ST5 de B. garinii. Estos resultados destacan la importancia de la
posicion del enlace disulfuro sobre la expresién, el rendimiento y la inmunogenicidad de los candidatos quiméricos y
que la conservacion del plegamiento apropiado de la proteina a temperaturas fisiolégicas es importante.

Basandose en estos resultados, la variante 2 y la variante 3 se seleccionaron adicionalmente para estudiar la
eficacia contra la sensibilizacion con las especies y los serotipos de Borrelia patbgenos para los seres humanos
principales. En la variante 2 y la variante 3, OspA ST5 y OspA ST4 se intercambiaron entre los parches G y H para
estudiar el efecto sobre la inmunogenicidad, asi como la proteccién generada contra estos serotipos. Sin embargo,
no se observé ninguna diferencia significativa ni en la inmunogenicidad ni en la proteccién con respecto a la
sensibilizacion con garrapatas con OspA ST4 de B. bavariensis o la sensibilizacion por aguja con OspA ST5 de
B. garinii entre estas dos variantes.

La variante 5 y la variante 6 estabilizadas con el enlace disulfuro de tipo B, se disefiaron con un intercambio de
serotipo en el parche A (es decir, ST6 en la variante 5 y ST2 en la variante 6) para estudiar el efecto sobre la
inmunogenicidad, asi como la proteccién generada contra estos dos serotipos. Con respecto a la inmunogenicidad,
ambas variantes generaron respuestas inmunitarias similares a FL-OspA ST2, pero la respuesta inmunitaria a la
variante 5 fue mayor en comparacién con la variante 6 contra FL OspA ST6. Ademas, la variante 5 y la variante 6
también generaron una unién a superficie y un titulo de inhibicion de crecimiento contra OspA ST2 de B. afzelii
comparables.

La variante 2 y la variante 3 generaron titulos de anticuerpo y anticuerpos funcionales contra OspA ST2 de B. afzelii
significativamente menores en comparacién con la variante 5 y la variante 6, pero proporcionaron una proteccién
significativa contra la sensibilizacion con garrapatas infectadas con OspA ST2 de B. afzelii. Estos datos sugieren
que, incluso si la respuesta inmunitaria generada era menor, puede conferirse una proteccion cruzada significativa.
Adicionalmente, comparando la variante 2 y la variante 3 con respecto a OspA ST2, los anticuerpos funcionales y la
proteccion generados por la variante 3 fueron ligeramente mejores que los de la variante 2. Esto también sugiere un
efecto de intercambio de serotipo entre estas variantes, aunque OspA ST2 no fuera el serotipo en cuestion. La
variante 2 y la variante 3 generaron titulos de anticuerpo al nivel de la variante 5 y la variante 6 con respecto a OspA
ST6 de B. garinii. Por tanto, la variante 2 y la variante 3 fueron reactivas de manera cruzada con OspA ST6 de
B. garinii a pesar de no tener residuos de aminoacido especificos de serotipo ST6 en sus superficies. Ademas, la
variante 5 y la variante 6, en comparaciéon con la variante 2 y la variante 3, generaron titulos de anticuerpo y
anticuerpos funcionales significativamente menores con respecto a OspA ST1 de B. burgdorferi s.s. y OspA ST5 de
B. garinii. De manera similar, la variante 5 y la variante 6 no demostraron una proteccion significativa contra una
sensibilizacion por aguja con OspA ST1 y ST5 o una sensibilizacién con garrapatas contra OspA ST1. Dado que la
variante 5 y la variante 6 no incluyen residuos especificos de OspA serotipo ST1 o ST5 en su superficie, se
observaron una reaccién cruzada muy baja y una proteccion parcial no significativa contra estos serotipos. A la
inversa, la variante 5 y la variante 6, a pesar de no presentar residuos de OspA ST4 de B. bavariensis en la
superficie, generaron titulos de anticuerpo similares y mas anticuerpos funcionales en comparacion con la variante 2
y la variante 3. La variante 5 y la variante 6 también demostraron una proteccién muy significativa contra la
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sensibilizacién con garrapatas infectadas con OspA ST4 de B. bavariensis, lo que sugiere que estas variantes son
altamente reactivas de manera cruzada y protectoras contra OspA ST4 de B. bavariensis. Con respecto a OspA ST3
de B. garinii, la variante 2 y la variante 3 demostraron una menor respuesta inmunitaria en comparacion con la
variante 5 y la variante 6. Probablemente porque las variantes 2 y 3 no presentaban residuos de aminoacido de
OspA ST3 en ninguno de sus parches, se generaron anticuerpos con muy baja reaccién cruzada.

Se observé que la variante 3 y la variante 5, como candidatos individuales, tenian una inmunogenicidad ligeramente
mayor con respecto a OspA ST2 y OspA ST6 que la variante 2 o la variante 6. Por tanto, las variantes de fragmento
de OspA V3 y V5 se unieron entre si con una secuencia corta y flexible (23 aminoacidos) para producir una unica
proteina de fusién lipidada denominada V3-L2-V5. La secuencia ligadora usada en V3-L2-V5 es una secuencia corta
de 23 aminoacidos de longitud (SEQ ID NO: 32), que se deriva de la proteina P66 de la cepa de B. garinii PBr. Se
notifica que la secuencia de bucle es inmunogénica en seres humanos (Bunikis J. et al. 1998, citado anteriormente, y
Ornstein K. et al. 2002, citado anteriormente). Las vacunas basadas en OspA son protectoras a través de
anticuerpos circulantes que neutralizan las espiroquetas en el intestino primitivo medio de la garrapata. Por tanto, los
anticuerpos que reconocen el ligador de P66 posiblemente podrian seleccionar como dianas espiroquetas que
pueden no haberse neutralizado por anticuerpos contra OspA en el tejido del huésped para aumentar
adicionalmente la eficacia de la vacuna de proteina de fusion.

El antigeno de fusion lipidado multivalente V3-L2-V5 generd mayores titulos de anticuerpo que las proteinas FL-
OspA de OspA ST1, ST4, ST5 y ST6 y titulos de anticuerpo comparables con FL-OspA ST2 y ST3. Estos resultados
demuestran que el antigeno lipidado multivalente individual V3-L2-V5 tiene el potencial de generar anticuerpos
protectores contra todos los principales serotipos de OspA clinicamente relevantes. Estos datos se demuestran
adicionalmente por los ensayos funcionales (tincién de superficie e inhibicién de crecimiento) en los que la vacuna
de fusién generada pudo inducir altos titulos de anticuerpos funcionales que podian unirse e inhibir el crecimiento de
espiroquetas vivas in vitro. La vacuna de V3-L2-V5 demostr6é una proteccién del 100% contra la sensibilizacion por
aguja con OspA ST1 de B. burgdorferi s.s. que se hicieron crecer in vitro y la sensibilizacién con garrapatas con
OspA ST2 de B. afzelii en las primeras tres dosis de inmunizacién investigadas. Asombrosamente, V3-L2-V5 fue
muy potente dado que se observé proteccion incluso con una dosis de 3 ng contra una sensibilizacién con OspA
ST1 de B. burgdorferi s.s. que se hicieron crecer in vitro y una dosis de 30 ng contra una sensibilizacién con
garrapatas infectadas con OspA ST2 de B. afzelii. La eficacia de la nueva vacuna fue mayor que la de la proteina
FL-OspA ST1 y comparable con la de FL-OspA ST2 en los modelos de sensibilizaciéon respectivos. Los resultados
presentados en el presente documento muestran una alta eficacia preclinica y una prueba de concepto de una
nueva vacuna multivalente contra la borreliosis de Lyme con el potencial de lograr una amplia proteccién con una
Unica proteina, con el potencial de simplificar el procedimiento de produccién de vacunas de OspA y haciendo que
sea mas rentable.

SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1

OspA de longitud completa Lip-FL-OspA1 de Borrelia burgdorferi B31 con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFKQNVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDLIATVDKLELKGTSDKNNGSGVLEGVK
ADKSKVKLTISDDLGQTTLEVFKEDGKTLVSKKVTSKDKSSTEEKFNEKGEVSEKIITRADGTRLEYTGIKS
DGSGKAKEVLKGYVLEGTLTAEKTTLVVKEGTVTLSKNISKSGEVSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTST
LTITVNSKKTKDLVFTKENTITVQQYDSNGTKLEGSAVEITKLDEIKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 2

OspA de longitud completa Lip-FL-OspA2 de Borrelia afzelii K78 con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado

LipCSSFKQNVSSLDEKNSASVDLPGEMKVLVSKEKDKDGKY SLKATVDKIELKGTSDKDNGSGVLEGTK
DDKSKAKLTIADDLSKTTFELFKEDGKTLVSRKVSSKDKTSTDEMFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEM
KSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKEGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKT
STLTISVNSKKTTQLVFTKAQDTITVQKYDSAGTNLEGTAVEIKTLDELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 3

OspA de longitud completa Lip-FL-OspA3 de Borrelia garinii PBr con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFKQNVSSLDEKNSVSVDLPGGMKVLVSKEKDKDGKYSLMATVEKLELKGTSDKSNGSGVLEGE
KADKSKAKLTISQDLNQTTFEIFKEDGKTLVSRKVNSKDKSSTEEKFNDKGKLSEKVVTRANGTRLEYTEI
KNDGSGKAKEVLKGFALEGTLTDGGETKLTVTEGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSD
TSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELKAALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 4
OspA de longitud completa Lip-FL-OspA4 de Borrelia bavariensis PBi con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
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péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFKQNVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVYSKEKDKDGKYSLMATVDKLELKGTSDKSNGSGTLEGEK
SDKSKAKLTISEDLSKTTFEIFKEDGKTLVYSKKVNSKDKSSIEEKFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSD
GTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTEGTVVLSKHIPNSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLT
ISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKTLDELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 5

OspA de longitud completa Lip-FL-OspAS de Borrelia garinii PHei con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFKQNVSSLDEKNSVSVDLPGGMKVLVSKEKDKDGKYSLMATVEKLELKGTSDKNNGSGTLEGE
KTDKSKVKLTIAEDLSKTTFEIFKEDGKTLVSKKVTLKDKSSTEEKFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKS
DKTGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTEGTVTLSKNISKSGEITVALDDTDSSGNKKSGTWDSGTSTL
TISKNRTKTKQLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGKAVEITTLKELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 6

OspA de longitud completa Lip-FL-OspA1 de Borrelia garinii DK29 con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFKQNVSSLDEKNSVSVDLPGGMTVLVSKEKDKDGKYSLEATVDKLELKGTSDKNNGSGTLEGEK
TDKSKVKSTIADDLSQTKFEIFKEDGKTLVSKKVTLKDKSSTEEKFNGKGETSEKTIVRANGTRLEYTDIKS
DGSGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTEGTVVLSKNILKSGEITAALDDSDTTRATKKTGKWDSKTST
LTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQRYDSAGTNLEGKAVEITTLKELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 7

Secuencia de "armazén” de aminoacidos conservada de OspA ST2 de B. afzelii (K78)
FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKEGTVTLSKEIAKSG
EVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQLVFTQKDTITVKQYDSAGTNLEGTAVEIKTLD
ELKNALK

SEQ ID NO: 8

Variante 1 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo alfa
FNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTEGTVTLSKHIPNSGEIT
VELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEITTLKELK
NALK

SEQ ID NO: 9

Variante 2 (8T1, 4, 5) con enlace de tipo beta
FNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTCGTVTLSKHIPNSGEIT
VELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEITTLKELCN
ALK

SEQ ID NO: 10

Variante 3 (8T1, 4, 5) con enlace de tipo B
FNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCGTVTLSKNISKSG
EITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEITTLKE
LCNALK

SEQ ID NO: 11

Variante 4 (8T1, 4, 5) con enlace de tipo beta
FNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTEGTVTLSKNISKSG
EITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEITTLKE
LKNALK

SEQ ID NO: 12

Variante 5 (8T2, 3, 6) con enlace de tipo beta
FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSG
EVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPAEIKDLA
ELCAALK

SEQ ID NO: 13

Variante 6 (8T2, 3, 6) con enlace de tipo beta
FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSG
EVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPAEIKDLA
ELCAALK
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SEQ ID NO: 14

Lip-Variante 1 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo alfa, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTEGTVTLSKHIP
NSGEITVELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEITT
LKELKNALKHHHHHH

SEQ ID NO: 15

Lip-Variante 2 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo beta, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTCGTVTLSKHIP
NSGEITVELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEITT
LKELCNALKHHHHHH

SEQ ID NO: 16

Lip-Variante 3 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo beta, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCGTVTLSKN
ISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEI
TTLKELCNALKHHHHHH

SEQ ID NO: 17

Lip-Variante 4 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo alfa, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTEGTVTLSKNI
SKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEI
TTLKELKNALKHHHHHH

SEQ ID NO: 18

Lip-Variante 5 (S8T2, 3, 6) con enlace de tipo beta, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSK
EIAKSGEVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPA
EIKDLAELCAALKHHHHHH

SEQ ID NO: 19

Lip-Variante 6 (ST2, 3, 6) con enlace de tipo beta, etiqueta de His (HHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal
lipidado
LipCSSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSK
EIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTKNLVFTKEDTITVAQNYDSAGTNLEGSPA
EIKDLAELCAALKHHHHHH

SEQ ID NO: 20

Lip-Variante 1 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo alfa y péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTEGTVTLSKHIP
NSGEITVELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEITT
LKELKNALK

SEQ ID NO: 21

Lip-Variante 2 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo beta y péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTVAADKVTLKVTCGTVTLSKHIP
NSGEITVELDDTDSSAATKKTAAWDSNTSTLTITVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEITT
LKELCNALK

SEQ ID NO: 22

Lip-Variante 3 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo beta y péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCGTVTLSKN
ISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEI
TTLKELCNALK

SEQ ID NO: 23
Lip-Variante 4 (ST1, 4, 5) con enlace de tipo alfa y péptido CSS N-terminal lipidado
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LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTEGTVTLSKNI
SKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTICVQNYDSNGTNLEGKCVEI
TTLKELKNALK

SEQ ID NO: 24

Lip-Variante 5 (ST2, 3, 6) con enlace de tipo beta y péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSK
EIAKSGEVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPA
EIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 25

Lip-Variante 6 (ST2, 3, 6) con enlace de tipo beta y péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSK
EIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPA
EIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 26

Lip-V3-L2-V5-His6 (secuencia de proteina) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido CSS N-terminal

lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCGTVTLSKN
ISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEI
TTLKELCNALKGTSANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFEKYSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDG
TGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTI
SVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPAEIKDLAELCAALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 27

Lip-V3-L2-V5-His6 (secuencia de nucleétidos) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal
TGCTCAAGCTTCAATGCAAAAGGTGAACTGAGCGAAAAAACCATTCTGCGTGCAAATGGCACCCGTC
TGGAATATACCGAAATCAAAAGTGATGGCACCGGTAAAGCAAAAGAAGTGCTGAAAGATTTTGCACT
GGAAGGCACCGTTGCAGCAGATGGTAAAGTTACCCTGAAAGTTACCTGTGGCACCGTGACCCTGAG
CAAAAACATTAGCAAAAGCGGTGAAATTACCGTTGCCCTGGATGATACCGATAGCAGCGCAGCAACC
AAAAAAACCGCAGCATGGGATAGCGGCACCAGCACCCTGACCATTACCGTTAATAGTAAAAAAACCA
AACAGCTGGTGTTTACCAAAGAGGATACCATTACGGTTCAGAACTATGATAGCAATGGTACGAATCT
GGAAGGTAAAGCCGTTGAAATCACCACACTGAAAGAACTGTGTAATGCACTGAAAGGTACTAGTGCA
AATAATCAGGCAGGTCAGAAAAGCAGCGGTAGCACCCAGGCAACCACCCCGAATCTGACCTTTGAA
AAGTACTCATTTAACGAGAAAGGCGAGCTGTCAGCAAAAACCATGACCCGTGAAAATGGAACCAAAC
TGGAATACACGGAAATGAAATCAGATGGTACAGGCAAAGCCAAAGAGGTCCTGAAAAACTTCACCCT
GGAAGGGAAAGTTGCCAATGATAAAGTGACACTGGAAGTTAAATGTGGTACAGTTACACTGAGCAAA
GAAATTGCCAAATCAGGTGAAGTGACCGTGGCACTGAATGATACAAATACCACCCGTGCCACAAAAA
AAACAGGTAAATGGGATAGTAAAACGAGCACACTGACAATTAGTGTGAATAGCCAGAAAACGAAAAA
CCTGGTGTTCACGAAAGAAGATACAATCACCGTACAGAATTATGATTCAGCAGGCACCAACCTGGAA
GGTTCACCGGCAGAAATTAAAGATCTGGCCGAACTGTGTGCAGCCCTGAAACTCGAGCACCACCAC
CACCACCAC

SEQ ID NO: 28

Lip-V3-L2-V5 (secuencia de proteina) con péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTVAADGKVTLKVTCGTVTLSKN
ISKSGEITVALDDTDSSAATKKTAAWDSGTSTLTITVNSKKTKQLVFTKEDTITVQNYDSNGTNLEGKAVEI
TTLKELCNALKGTSANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFEKYSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDG
TGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTRATKKTGKWDSKTSTLTI
SVNSQKTKNLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGSPAEIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 29
Lip-V3-L2-V5 (secuencia de nucleotidos)
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TGCTCAAGCTTCAATGCAAAAGGTGAACTGAGCGAAAAAACCATTCTGCGTGCAAATGGCACCCGTC
TGGAATATACCGAAATCAAAAGTGATGGCACCGGTAAAGCAAAAGAAGTGCTGAAAGATTTTGCACT
GGAAGGCACCGTTGCAGCAGATGGTAAAGTTACCCTGAAAGTTACCTGTGGCACCGTGACCCTGAG
CAAAAACATTAGCAAAAGCGGTGAAATTACCGTTGCCCTGGATGATACCGATAGCAGCGCAGCAACC
AAAAAAACCGCAGCATGGGATAGCGGCACCAGCACCCTGACCATTACCGTTAATAGTAAAAAAACCA
AACAGCTGGTGTTTACCAAAGAGGATACCATTACGGTTCAGAACTATGATAGCAATGGTACGAATCT
GGAAGGTAAAGCCGTTGAAATCACCACACTGAAAGAACTGTGTAATGCACTGAAAGGTACTAGTGCA
AATAATCAGGCAGGTCAGAAAAGCAGCGGTAGCACCCAGGCAACCACCCCGAATCTGACCTTTGAA
AAGTACTCATTTAACGAGAAAGGCGAGCTGTCAGCAAAAACCATGACCCGTGAAAATGGAACCAAAC
TGGAATACACGGAAATGAAATCAGATGGTACAGGCAAAGCCAAAGAGGTCCTGAAAAACTTCACCCT
GGAAGGGAAAGTTGCCAATGATAAAGTGACACTGGAAGTTAAATGTGGTACAGTTACACTGAGCAAA
GAAATTGCCAAATCAGGTGAAGTGACCGTGGCACTGAATGATACAAATACCACCCGTGCCACAAAAA
AAACAGGTAAATGGGATAGTAAAACGAGCACACTGACAATTAGTGTGAATAGCCAGAAAACGAAAAA
CCTGGTGTTCACGAAAGAAGATACAATCACCGTACAGAATTATGATTCAGCAGGCACCAACCTGGAA
GGTTCACCGGCAGAAATTAAAGATCTGGCCGAACTGTGTGCAGCCCTGAAA

SEQ D NO: 30
Secuencia sefial de 23 aminoacidos para la lipidacién de E. coli que incluye un péptido CSS no escindido

MKATKLVLGAVILGSTLLAGCSS

SEQ ID NO: 31
Etiqueta de 6 histidinas

HHHHHH

SEQID NO: 32
Secuencia ligadora de 23 aminoé&cidos (L2)

ANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFE

SEQ ID NO: 33

Lip-ST1 monomérica (aa 126-273, cepa B31, NP_045688.1) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido
CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGEVSEKIITRADGTRLEYTGIKSDGSGKAKEVLKNFTLEGKVANDKTTLVVKCGTVTLSKNIS
KSGEVSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTSTLTITVNSKKTKDLVFTKENTITVQQYDSNGTKLEGSAVEIT
KLDEICNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 34

Lip-ST2 monomérica (aa 126-273, cepa K78, AJY72832.1) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido
CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSK
EIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQLVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGTAV
EIKTLDELCNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 35

Lip-ST3 monomérica (aa 126-274, cepa PBr, YP_002476925.1) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y
péptido CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNDKGKLSEKVVTRANGTRLEYTEIKNDGSGKAKEVLKGFALEGTLTDGGETKLTVTCGTVTLSK
NISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKPKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPA
EIKDLAELCAALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 36

Lip-ST4 monomérica (aa 126-273, cepa PBi, YP_063283.1) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido
CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTCGTVVLSKHIP
NSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKT
LDELCNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 37

Lip-ST5 monomérica (aa 126-273, cepa PHei, CAA56544.1) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido
CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVTLSKNI
SKSGEITVALDDTDSSGNKKSGTWDSGTSTLTISKNRTKTKQLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGKAVEIT
TLKELCNALKLEHHHHHH
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SEQ ID NO: 38

Lip-ST6 monomérica (aa 126-274, cepa DK29, CAA45010) con etiqueta de His (LEHHHHHH) C-terminal y péptido
CSS N-terminal lipidado
LipCSSFNGKGETSEKTIVRANGTRLEYTDIKSDGSGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVVLSKN

ILKSGEITAALDDSDTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLYFTKEDTITVQRYDSAGTNLEGKAVEI
TTLKELCNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 39
Péptido KLK

KLKLLLLLKLK

SEQ ID NO: 40
oligo(dIdC)13
dldC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC dIdC

SEQ ID NO: 41

S3BvaHybD1: fragmento C-terminal de OspA hibrida; aminoacidos de las posiciones 125-176 de Borrelia valaisiana,
cepa VS116, y aminoacidos 177-274 de Borrelia garinii, cepa PBr, con enlace disulfuro de tipo 1 y T en la posicién
233
FNEKGEVSEKILTRSNGTTLEYSQMTDAENATKAVETLKNGIKLPGNLVGGKTKLTVTCGTVTLSKNISKS
GEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDL
AELCAALK

SEQ ID NO: 42
OspA de B. valaisiana (cepa VS116), aa 125-176
FNEKGEVSEKILTRSNGTTLEYSQMTDAENATKAVETLKNGIKLPGNLVGGK

SEQ ID NO: 43

OspA de B. garinii (cepa PBr, serotipo 3), aa 177-274, con T en la posicién 233, a partir de OspA de longitud
completa (SEQ ID NO: 46)
TKLTVTCGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQN
YNRAGNALEGSPAEIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 44

OspA de B. valaisiana (cepa VS116)
MKKYLLGIGLILALIACKQNVSSLDEKNSASVDLPGEMKVLVSKEKDKDGKYSLVATVDKVELKGTSDKNN
GSGTLEGVKDDKSKVKLTISDDLGETKLETFKEDGTLVSRKVNFKDKSFTEEKFNEKGEVSEKILTRSNGT
TLEYSQMTDAENATKAVETLKNGIKLPGNLVGGKTTLKITEGTVTLSKHIAKSGEVTVEINDTSSTPNTKKT
GKWDARNSTLTHVDSKNKTKLVFTKQDTITVQSYNPAGNKLEGTAVEIKTLQELKNALK

SEQ ID NO: 45

OspA de B. spielmanii (cepa A14S), nimero de registro: AAD16455
MKKYLLGIGLILALIACKQNVSGLDEKNSTSVDVPGELKVLVSKEKDKDGKYSLMATVDKLELKGTSDKND
GSGVLEGVKADKSKVKLTISDHLSKTTFEVFKEDGKTLVSRNVNSKDKSSTKEKFNEKGELSEKTLVRAN
GTKLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFTLEGTLANEKATLTVKEGTVTLSKNIDKSGEVTVALNDTDSTAATKKT
GAWDSKTSTLTITVNSKKTKDLVFTKQDTITVQKYDSAGTTLEGSAVEIKTLDELKNALK

SEQ ID NO: 46

OspA de B. garinii (cepa PBr, OspA serotipo 3) con T en la posicion 233 (registro de Embl ACL34827.1)
MKKYLLGIGLILALIACKQNVSSLDEKNSVSVDLPGGMKVLVSKEKDKDGKYSLMATVEKLELKGTSDKSN
GSGVLEGEKADKSKAKLTISQDLNQTTFEIFKEDGKTLVSRKVNSKDKSSTEEKFNDKGKLSEKVVTRAN
GTRLEYTEIKNDGSGKAKEVLKGFALEGTLTDGGETKLTVTEGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKK
TGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELKAALK

SEQ ID NO: 47

Lip-S4D1-S3hybD1-nt: secuencia codificante para las proteinas de fusién heterodiméricas intermedia y final de OspA
serotipo 4 y OspA serotipo 3 con enlace disulfuro de tipo 1, sefial de lipidacién de E. coli Ipp, secuencia ligadora
LN1, fragmento de OspA serotipo 3 que comprende los aminoacidos 125-176 de B. valaisiana, cepa VS116 (SEQ ID
NO: 42), y los aminoacidos 177-274 de B. garinii, cepa PBr, serotipo 3 (SEQ ID NO: 43)
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ATGAAAGCTACTAAACTGGTACTGGGCGCGGTAATCCTGGGTTCTACTCTGCTGGCAGGTTGCTCAA
GCTTCAATGCTAAGGGCGAACTGAGCGAAAAAACGATCCTGCGTGCGAATGGCACCCGTCTGGAAT
ACACCGAAATCAAATCCGATGGTACGGGCAAAGCAAAGGAAGTCCTGAAAGATTTTGCTCTGGAAGG
TACCCTGGCGGCCGACAAAACCACGCTGAAGGTGACGTGCGGCACCGTGGTTCTGAGCAAACATAT
TCCGAACTCTGGTGAAATCACCGTTGAACTGAACGATAGCAATTCTACGCAGGCAACCAAAAAGACG
GGCAAATGGGACAGTAATACCTCCACGCTGACCATTTCAGTCAACTCGAAAAAGACCAAAAATATTG
TGTTCACGAAGGAAGATACGATCACCGTTCAAAAATATGACTCCGCGGGCACCAACCTGGAAGGCA
ATGCCGTCGAAATCAAAACCCTGGATGAACTGTGTAACGCCCTGAAGGGTACTAGTGACAAAAACAA
TGGCTCTGGTAGCAAAGAGAAAAACAAAGATGGCAAGTACTCATTCAACGAAAAAGGCGAAGTGAGC
GAAAAAATTCTGACCCGTAGCAATGGCACCACCCTGGAATATAGCCAGATGACCGATGCAGAAAATG
CAACCAAAGCAGTTGAAACCCTGAAAAACGGTATTAAACTGCCTGGTAATCTGGTTGGTGGTAAAAC
CAAACTGACCGTTACCTGTGGCACCGTTACCCTGAGCAAAAACATTAGCAAAAGCGGTGAAATTACC
GTGGCACTGAATGATACCGAAACCACACCGGCAGACAAAAAAACCGGTGAATGGAAAAGCGATACC
AGCACCCTGACCATTAGTAAAAATAGCCAGAAAACAAAACAGCTGGTGTTTACCAAAGAAAACACCAT
TACCGTGCAGAATTATAACCGTGCAGGTAATGCACTGGAAGGTAGTCCGGCAGAAATTAAAGATCTG
GCAGAACTGTGTGCAGCCCTGAAATAA

SEQ ID NO: 48

Lip-S4D1-S3hybD1-aa: proteina de fusién heterodimérica de OspA serotipo 4 y OspA serotipo 3, que comprende los
aminoacidos 125-176 de B. valaisiana, cepa VS116 (SEQ ID NO: 42), y los aminoacidos 177-274 de B. garinii, cepa
PBr, serotipo 3 (SEQ ID NO: 43) (también conocida como S3BvaHybD1), con enlace disulfuro de tipo 1, CSS N-
terminal para la adicién de lipidos, secuencia ligadora LN1, lipidacion N-terminal
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTCGTVVLSKHIP
NSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKT
LDELCNALKGTSDKNNGSGSKEKNKDGKYSFNEKGEVSEKILTRSNGTTLEYSQMTDAENATKAVETLK
NGIKLPGNLVGGKTKLTVTCGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTK
QLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 49

Lip-S1D1-82D1-nt: secuencia codificante para las proteinas de fusién heterodiméricas intermedia y final de OspA
serotipo 1 y OspA serotipo 2 con enlace disulfuro de tipo 1, sefial de lipidacién de E. coli Ipp, secuencia ligadora
LN1, aa 164-174 de OspA serotipo 1 reemplazados por secuencia NFTLEGKVAND no similar a hLFA-1
ATGAAAGCTACTAAACTGGTACTGGGCGCGGTAATCCTGGGTTCTACTCTGCTGGCAGGTTGCTCAA

GCTTCAACGAAAAGGGCGAAGTCAGCGAAAAAATCATTACCCGCGCAGACGGCACCCGCCTGGAAT
ACACCGGCATCAAATCGGACGGCAGCGGCAAAGCGAAAGAAGTTCTGAAAAACTTTACCCTGGAAG
GCAAAGTCGCAAATGATAAAACCACCCTGGTGGTGAAATGCGGCACCGTTACGCTGAGCAAAAACAT
TAGTAAATCCGGTGAAGTCTCTGTGGAACTGAATGATACCGACAGCTCTGCGGCCACCAAGAAAACC
GCAGCTTGGAACTCAGGCACCTCGACGCTGACCATTACGGTTAATAGCAAGAAAACCAAAGATCTGG
TCTTCACGAAAGAAAACACCATCACGGTGCAGCAATATGACAGCAATGGTACCAAACTGGAAGGCTC
CGCTGTGGAAATCACGAAACTGGATGAAATCTGTAATGCTCTGAAAGGTACTAGTGACAAAAACAAT
GGCTCTGGTAGCAAAGAGAAAAACAAAGATGGCAAGTACTCATTCAACGAAAAAGGCGAACTGTCG
GCGAAAACGATGACGCGTGAAAACGGCACCAAACTGGAATATACGGAAATGAAAAGCGATGGCACC
GGTAAAGCGAAAGAAGTTCTGAAAAACTTTACCCTGGAAGGCAAAGTCGCCAATGACAAAGTCACCC
TGGAAGTGAAATGCGGCACCGTTACGCTGTCAAAAGAAATTGCAAAATCGGGTGAAGTGACCGTTG
CTCTGAACGATACGAATACCACGCAAGCGACCAAGAAAACCGGCGCCTGGGACAGCAAAACCTCTA
CGCTGACCATTAGTGTTAATAGCAAGAAAACCACGCAGCTGGTCTTCACCAAACAAGATACGATCAC
CGTGCAGAAATACGACAGTGCGGGTACCAACCTGGAAGGCACGGCTGTTGAAATCAAAACCCTGGA
CGAACTGTGTAACGCCCTGAAA

SEQ ID NO: 50

Lip-S1D1-82D1-aa: proteina de fusion heterodimérica de OspA serotipo 1 y OspA serotipo 2 con enlace disulfuro de
tipo 1, CSS N-terminal para la adicién de lipidos, secuencia ligadora LN1, aa 164-174 de OspA serotipo 1
reemplazados por secuencia NFTLEGKVAND no similar a hLFA-1, lipidacién N-terminal
LipCSSFNEKGEVSEKIITRADGTRLEYTGIKSDGSGKAKEVLKNFTLEGKVANDKTTLVVKCGTVTLSKNIS
KSGEVSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTSTLTITVNSKKTKDLVFTKENTITVQQYDSNGTKLEGSAVEIT
KLDEICNALKGTSDKNNGSGSKEKNKDGKY SFNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLK
NFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQ
LVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGTAVEIKTLDELCNALK

SEQ ID NO: 51
Lip-S4D1-S3D1-nt: secuencia codificante para las proteinas de fusion heterodiméricas intermedia y final de OspA
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serotipos 4 y 3 con enlace disulfuro de tipo 1, sefial de lipidacién de E. coli lpp, CSS N-terminal para la adicién de
lipidos, secuencia ligadora LN1
ATGAAAGCTACTAAACTGGTACTGGGCGCGGTAATCCTGGGTTCTACTCTGCTGGCAGGTTGCTCAA
GCTTCAATGCTAAGGGCGAACTGAGCGAAAAAACGATCCTGCGTGCGAATGGCACCCGTCTGGAAT
ACACCGAAATCAAATCCGATGGTACGGGCAAAGCAAAGGAAGTCCTGAAAGATTTTGCTCTGGAAGG
TACCCTGGCGGCCGACAAAACCACGCTGAAGGTGACGTGCGGCACCGTGGTTCTGAGCAAACATAT
TCCGAACTCTGGTGAAATCACCGTTGAACTGAACGATAGCAATTCTACGCAGGCAACCAAAAAGACG
GGCAAATGGGACAGTAATACCTCCACGCTGACCATTTCAGTCAACTCGAAAAAGACCAAAAATATTG
TGTTCACGAAGGAAGATACGATCACCGTTCAAAAATATGACTCCGCGGGCACCAACCTGGAAGGCA
ATGCCGTCGAAATCAAAACCCTGGATGAACTGTGTAACGCCCTGAAGGGTACTAGTGACAAAAACAA
TGGCTCTGGTAGCAAAGAGAAAAACAAAGATGGCAAGTACTCATTTAACGATAAGGGCAAACTGTCG
GAAAAAGTGGTCACCCGCGCAAATGGCACCCGCCTGGAATACACGGAAATCAAAAACGATGGTAGC
GGCAAAGCGAAGGAAGTTCTGAAAGGCTTTGCCCTGGAAGGTACCCTGACGGATGGCGGTGAAACC
AAACTGACCGTGACGTGCGGCACCGTTACGCTGTCTAAAAACATTAGCAAGTCTGGTGAAATCACGG
TCGCACTGAATGATACCGAAACCACGCCGGCTGACAAAAAGACCGGCGAATGGAAAAGTGACACCT
CCACGCTGACCATTTCAAAGAACTCGCAGAAACCGAAGCAACTGGTCTTCACCAAAGAAAACACGAT
CACCGTGCAGAACTATAATCGTGCCGGTAATGCTCTGGAAGGCTCACCGGCTGAAATCAAGGACCT
GGCTGAACTGTGTGCGGCACTGAAA

SEQ ID NO: 52

Lip-S4D1-S3D1-aa: proteina de fusién heterodimérica de OspA serotipos 4 y 3 con enlace disulfuro de tipo 1, CSS
N-terminal para la adicién de lipidos, secuencia ligadora LN1, lipidacion N-terminal
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTCGTVVLSKHIP
NSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKT
LDELCNALKGTSDKNNGSGSKEKNKDGKYSFNDKGKLSEKVVTRANGTRLEYTEIKNDGSGKAKEVLKG
FALEGTLTDGGETKLTVTCGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKPKQ
LVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 53

Lip-S5D1-S6D1-nt: secuencia codificante para las proteinas de fusién heterodiméricas intermedia y final de OspA
serotipos 6 con enlace disulfuro de tipo 1, sefial de lipidacién de E. coli Ipp, CSS N-terminal para la adicién de
lipidos, secuencia ligadora LN1
ATGAAAGCTACTAAACTGGTACTGGGCGCGGTAATCCTGGGTTCTACTCTGCTGGCAGGTTGCTCAA
GCTTCAACGAAAAGGGCGAAATCTCAGAAAAAACCATCGTCCGCGCTAACGGCACCCGCCTGGAAT
ACACCGACATCAAATCAGACAAGACCGGTAAAGCGAAGGAAGTTCTGAAAGATTTTACGCTGGAAGG
TACCCTGGCAGCAGACGGTAAAACCACGCTGAAGGTGACCTGCGGTACCGTTACGCTGTCCAAAAA
CATTAGTAAGTCCGGCGAAATCACGGTCGCCCTGGATGACACCGATAGCTCTGGCAACAAAAAGAG
CGGTACCTGGGATTCAGGCACCTCGACGCTGACCATTTCTAAAAATCGTACGAAAACCAAGCAGCTG
GTCTTCACGAAAGAAGATACGATCACCGTGCAAAACTATGACAGCGCAGGTACCAATCTGGAAGGCA
AAGCTGTGGAAATTACCACGCTGAAAGAACTGTGTAATGCTCTGAAAGGTACTAGTGACAAAAACAA
TGGCTCTGGTAGCAAAGAGAAAAACAAAGATGGCAAGTACTCATTCAACGGCAAAGGTGAAACGAG
CGAAAAGACCATCGTGCGTGCGAACGGTACCCGCCTGGAATATACGGACATTAAATCGGACGGCAG
CGGCAAAGCAAAGGAAGTCCTGAAAGATTTTACGCTGGAAGGTACCCTGGCAGCAGACGGTAAAAC
CACGCTGAAGGTGACGTGCGGCACCGTGGTTCTGTCAAAAAACATTCTGAAGTCGGGTGAAATCAC
CGCAGCTCTGGATGACAGCGATACCACGCGTGCTACGAAAAAGACCGGTAAATGGGATAGCAAGAC
CTCTACGCTGACCATTAGTGTCAACTCCCAGAAAACGAAGAATCTGGTGTTCACCAAAGAAGATACG
ATCACCGTTCAACGCTATGACAGTGCGGGCACCAACCTGGAAGGCAAAGCCGTTGAAATTACCACG
CTGAAAGAACTGTGTAATGCTCTGAAA

SEQ ID NO: 54

Lip-S5D1-S6D1-aa: proteina de fusién heterodimérica de OspA serotipos 6 con enlace disulfuro de tipo 1, CSS N-
terminal para la adicién de lipidos, secuencia ligadora LN1, lipidacién N-terminal
LipCSSFNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVTLSKNI
SKSGEITVALDDTDSSGNKKSGTWDSGTSTLTISKNRTKTKQLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGKAVEIT
TLKELCNALKGTSDKNNGSGSKEKNKDGKYSFNGKGETSEKTIVRANGTRLEYTDIKSDGSGKAKEVLKD
FTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVVLSKNILKSGEITAALDDSDTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNL
VFTKEDTITVQRYDSAGTNLEGKAVEITTLKELCNALK

SEQ ID NO: 55
S1D1
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FNEKGEVSEKIITRADGTRLEYTGIKSDGSGKAKEVLKNFTLEGKVANDKTTLVVKCGTVTLSKNISKSGE
VSVELNDTDSSAATKKTAAWNSGTSTLTITVNSKKTKDLYFTKENTITVQQYDSNGTKLEGSAVEITKLDEI
CNALK

SEQID NO: 56

S2D1
FNEKGELSAKTMTRENGTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKCGTVTLSKEIAKSG
EVTVALNDTNTTQATKKTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQLVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGTAVEIKTLD
ELCNALK

SEQID NO: 57

S3D1
FNDKGKLSEKVVTRANGTRLEYTEIKNDGSGKAKEVLKGFALEGTLTDGGETKLTVTCGTVTLSKNISKS
GEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDL
AELCAALK

SEQ D NO: 58

S4D1
FNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTCGTVVLSKHIPNSGEI
TVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKTLDELC
NALK

SEQ ID NO: 59

S5D1
FNEKGEISEKTIVRANGTRLEYTDIKSDKTGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVTLSKNISKSGEI
TVALDDTDSSGNKKSGTWDSGTSTLTISKNRTKTKQLVFTKEDTITVQNYDSAGTNLEGKAVEITTLKELC
NALK

SEQID NO: 60

S6D1
FNGKGETSEKTIVRANGTRLEYTDIKSDGSGKAKEVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTCGTVVLSKNILKSG
EITAALDDSDTTRATKKTGKWDSKTSTLTISVNSQKTKNLVFTKEDTITVQRYDSAGTNLEGKAVEITTLKE
LCNALK

SEQ ID NO: 61

S3BvaHybD1 (Bva)
FNEKGEVSEKILTRSNGTTLEYSQMTDAENATKAVETLKNGIKLPGNLVGGKTKLTVTCGTVTLSKNISKS
GEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDL
AELCAALK

SEQ ID NO: 62

BvaD1 (fragmento C-terminal de Bva con enlace disulfuro introducido)
FNEKGEVSEKILTRSNGTTLEYSQMTDAENATKAVETLKNGIKLPGNLVGGKTTLKITCGTVTLSKHIAKSG
EVTVEINDTSSTPNTKKTGKWDARNSTLTIVDSKNKTKLVFTKQDTITVQSYNPAGNKLEGTAVEIKTLQE
LCNALK

SEQID NO: 63

S3BspHybD1 (Bsp): fragmento C-terminal de OspA hibrida; aminoacidos 126-175 de Borrelia spielmanii y

aminoacidos 177-274 de Borrelia garinii, cepa PBr, con enlace disulfuro de tipo 1 y T en la posicién 233
FNEKGELSEKTLVRANGTKLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFTLEGTLANEKTKLTVTCGTVTLSKNISKSGEI
TVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAEL
CAALK

SEQ ID NO: 64

BspD1 (fragmento C-terminal de Bsp con enlace disulfuro introducido)
FNEKGELSEKTLVRANGTKLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFTLEGTLANEKATLTVKCGTVTLSKNIDKSGE
VTVALNDTDSTAATKKTGAWDSKTSTLTITVNSKKTKDLVFTKQDTITVQKYDSAGTTLEGSAVEIKTLDEL
CNALK

SEQ D NO: 65
Senal de lipidacién de OspA de Borrelia

MKKYLLGIGLILALIA
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SEQ D NO: 66
Senal de lipidacién de OspB de Borrelia

MRLLIGFALALALIG

SEQ D NO: 67
Sefal de lipidacién de E. coli Ipp

MKATKLVLGAVILGSTLLAG
SEQ D NO: 68

Ligador peptidico LN1 construido a partir de dos regiones de bucle independientes de la mitad N-terminal de OspA
de B. burgdorferi s.s. cepa B31 (aa 65-74 y aa 42-53, intercambio de aminoacido en la posicion 53: D53S)

GTSDKNNGSGSKEKNKDGKYS

SEQ ID NO: 69

OspA serotipo 1/serotipo 2 quimérica, lipidacién N-terminal, con etiqueta de His, que incluye la secuencia sefial de
lipidacion de OspB: MRLLIGFALALALIG (SEQ ID NO: 66) que se escinde durante el procesamiento
MRLLIGFALALALIGCAQKGAESIGSVSVDLPGEMKVLVSKEKDKNGKYDLIATVDKLELKGTSDKNNGSG
VLEGVKTNKSKVKLTISDDLGQTTLEVFKEDGKTLVSKKVTSKDKSSTEEKFNEKGEVSEKIITMADGTRL
EYTGIKSDGTGKAKYVLKNFTLEGKVANDKTTLEVKEGTVTLSMNISKSGEVSVELNDTDSSAATKKTAA
WNSKTSTLTISVNSKKTTQLVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGTAVEIKTLDELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 70

OspA serotipo 5/serotipo 3 quimérica, lipidacién N-terminal, con etiqueta de His, que incluye la secuencia sefial de
lipidacién de OspB: MRLLIGFALALALIG (SEQ ID NO: 66) que se escinde durante el procesamiento
MRLLIGFALALALIGCAQKGAESIGSVSVDLPGGMKVLVSKEKDKNGKYSLMATVEKLELKGTSDKNNGS
GTLEGEKTNKSKVKLTIAEDLSKTTFEIFKEDGKTLVSKKVTLKDKSSTEEKFNEKGEISEKTIVMANGTRL
EYTDIKSDKTGKAKYVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTEGTVTLSMNISKSGEITVALDDTDSSGNKKSGTW
DSDTSTLTISKNSQKTKQLVFTKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELKAALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 71

OspA serotipo 6/serotipo 4 quimérica, lipidacién N-terminal, con etiqueta de His, que incluye la secuencia sefial de
lipidacién de OspB: MRLLIGFALALALIG (SEQ ID NO: 66) que se escinde durante el procesamiento
MRLLIGFALALALIGCAQKGAESIGSVSVDLPGGMTVLVSKEKDKNGKYSLEATVDKLELKGTSDKNNGS
GTLEGEKTNKSKVKLTIADDLSQTKFEIFKEDAKTLYSKKVTLKDKSSTEEKFNEKGETSEKTIVMANGTRL
EYTDIKSDGSGKAKYVLKDFTLEGTLAADGKTTLKVTEGTVVLSMNILKSGEITVALDDSDTTQATKKTGK
WDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKTLDELKNALKLEHHHHHH

SEQ ID NO: 72

Lip-S4D1-S3BspHybD1-aa: proteina de fusién heterodimérica de OspA serotipo 4 y OspA serotipo 3, que
comprende los aminoacidos 125-175 de B. spielmanii, cepa A14S (SEQ ID NO: 73), y los aminoacidos 177-274 de
B. garinii, cepa PBr, serotipo 3 (SEQ ID NO: 43), con enlace disulfuro de tipo 1, CSS N-terminal para la adicién de
lipidos, secuencia ligadora LN1, lipidacién N-terminal
LipCSSFNAKGELSEKTILRANGTRLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFALEGTLAADKTTLKVTCGTVVLSKHIP
NSGEITVELNDSNSTQATKKTGKWDSNTSTLTISVNSKKTKNIVFTKEDTITVQKYDSAGTNLEGNAVEIKT
LDELCNALKGTSDKNNGSGSKEKNKDGKY SFNEKGELSEKTLVRANGTKLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDF
TLEGTLANEKTKLTVTCGTVTLSKNISKSGEITVALNDTETTPADKKTGEWKSDTSTLTISKNSQKTKQLVF
TKENTITVQNYNRAGNALEGSPAEIKDLAELCAALK

SEQ ID NO: 73
OspA de B. spielmanii (cepa A14S), aa 126-175
FNEKGELSEKTLVRANGTKLEYTEIKSDGTGKAKEVLKDFTLEGTLANEK

SEQ ID NO: 74

OspA de B. afzelii (cepa K78; OspA serotipo 2)
MKKYLLGIGLILALIACKQNVSSLDEKNSASVDLPGEMKVLVSKEKDKDGKYSLKATVDKIELKGTSDKDN
GSGVLEGTKDDKSKAKLTIADDLSKTTFELFKEDGKTLVSRKVSSKDKTSTDEMFNEKGELSAKTMTREN
GTKLEYTEMKSDGTGKAKEVLKNFTLEGKVANDKVTLEVKEGTVTLSKEIAKSGEVTVALNDTNTTQATK
KTGAWDSKTSTLTISVNSKKTTQLVFTKQDTITVQKYDSAGTNLEGTAVEIKTLDELKNALK

SEQID NO: 75

Etiqueta de His alternativa
LEHHHHHH
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido inmunogénico que comprende un dominio C-terminal de OspA estabilizado, caracterizado
porque dicho dominio C-terminal de OspA comprende al menos tres epitopos de OspA especificos cada uno de
cepas de Borrelia distintas que provocan borreliosis de Lyme, en el que dicho dominio C-terminal de OspA puede
inducir una respuesta inmunitaria protectora frente a la totalidad de dichas cepas de Borrelia distintas, y en el que el
dominio C-terminal de OspA se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 13 y variantes inmunogénicas de las mismas que tienen una identidad de secuencia de al menos el
80% con al menos una de SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

2. Polipéptido inmunogénico segun la reivindicacion 1, que comprende una OspA C-terminal (i) y/o una OspA
C-terminal (i), en el que

- la OspA C-terminal (i) es una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9y
SEQ ID NO: 10, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene una
identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10; y

- la OspA C-terminal (ii} es una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12 y
SEQ ID NO: 13, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene una
identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13.

3. Polipéptido inmunogénico segun la reivindicacion 2, en el que el polipéptido es una proteina de fusién que
comprende un péptido (i) y un péptido (ii), en el que

- el péptido (i) es un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
9 y SEQ ID NO: 10, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene una
identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID NO: 10;y

- el péptido (ii) es un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 12 y SEQ ID NO: 13, o una variante inmunogénica de las mismas, en el que dicha variante inmunogénica tiene
una identidad de secuencia de al menos el 80% con SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 13.

4. Polipéptido inmunogénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las variantes
inmunogénicas de SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13 tienen una identidad de
secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 13,
respectivamente.

5. Polipéptido inmunogénico segun la reivindicacion 3 6 4, en el que péptido (i) es N-terminal con respecto al
péptido (ii} o en el que péptido (ii) es N-terminal con respecto al péptido (i).

6. Polipéptido inmunogénico segun la reivindicacion 3 6 5, en el que el péptido (i) y el péptido (ii) estan unidos
mediante una secuencia ligadora, particularmente en el que dicha secuencia ligadora comprende o consiste en
ANNQAGQKSSGSTQATTPNLTFE (SEQ ID NO: 32).

7. Polipéptido inmunogénico segin una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, que comprende ademas una
secuencia sefial de lipidacion N-terminal, particularmente en el que la secuencia sefial de lipidacion es
MKATKLVLGAVILGSTLLAGCSS (SEQ ID NO: 30).

8. Polipéptido inmunogénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polipéptido
inmunogénico comprende o consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 28 (Lip-V3-L2-V5).

9. Acido nucleico que codifica para el polipéptido inmunogénico segtin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, particularmente en el que dicho acido nucleico comprende o consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 29.

10. Composicién farmacéutica que comprende el polipéptido inmunogénico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y/o el acido nucleico segin la reivindicacién 9 y opcionalmente un adyuvante y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

11. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 10, en la que el excipiente farmacéuticamente aceptable
comprende L-metionina y el adyuvante comprende hidréxido de aluminio.

12. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 10 6 11, que comprende ademas al menos un antigeno
transmitido por vector adicional, particularmente en el que el al menos un antigeno transmitido por vector adicional
se deriva del grupo que comprende Borrelia hermsii, Borrelia parkeri, Borrelia duttoni, Borrelia miyamotoi, Borrelia
turicatae, Rickettsia rickettsii, Rickettsia australis, Rickettsia conorii, Rickettsia helvetica, Rickettsia parkeri,
Francisella tularensis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia sennetsu, Ehrlichia chaffeensis, Coxiella burnetii y
Borrelia lonestari, virus de la encefalitis transmitido por garrapatas (TBEV), virus de la fiebre por garrapatas de
Colorado (CTFV), virus de la fiebre hemorragica de Crimea y el Congo (CCHFV), virus de la enfermedad de la selva
de Kyasanur (KFDV), virus Powassan, virus Heartland, virus de la fiebre hemorragica de Omsk (OHFV) y Babesia
spp., o particularmente en el que el al menos un antigeno transmitido por vector adicional esta comprendido en una
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segunda composicién de vacuna, especialmente en el que la segunda composicién de vacuna es una vacuna contra
la encefalitis transmitida por garrapatas, una vacuna contra la encefalitis japonesa 0 una vacuna contra la fiebre
maculosa de las Montafias Rocosas.

13. Polipéptido inmunogénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, acido nucleico segun la
reivindicacion 9 o composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para su uso como
medicamento, particularmente como vacuna.

14, Polipéptido inmunogénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, acido nucleico segun la
reivindicacion 9 o composicion farmacéutica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para su uso en un
método de tratamiento o prevencién de una infeccion por Borrelia, particularmente una infeccién por B. burgdorferi
s.s., B. garinii, B. afzelii, B. andersoni, B. bavariensis, B. bissettii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii, B.
mayonii, B. japonica, B. tanukii, B. turdi o B. sinica, preferiblemente una infeccién por B. burgdorferi s.s., B.
bavariensis, B. afzelii o B. garinii.

15. Método de disefio de un antigeno OspA multivalente comprendido en el polipéptido inmunogénico segin la
reivindicacion 1, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar un armazén estructural que comprende la secuencia de aminoacidos de una proteina OspA o un
fragmento de la misma;

b) identificar posibles epitopos inmunogénicos en la superficie de dicho armazén estructural mediante modelado in
silico basado en la estructura cristalina de OspA ST1 (registro de PDB 10SP);

c) alterar los aminoacidos de superficie dentro de uno o mas de dichos posibles epitopos inmunogénicos en dicho
armazoén estructural para coincidir con la secuencia de uno o mas serotipos diferentes de Borrelia.
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Figura 1A
DHSPOSICION 1 DISPOSICION 2

FARCHE A RARCHE A
Conflene ta regidn de unidn de LA2 Contiene la regidn de unitin de LAZ

PARGHER PARCHE F
Contlene la region de unidn de 338 Versién ampliada del parche B

FARCHE C
Contiene fa regitn de unidén de 108.5

PARCHE PARCHE G
N-terminal {4C10C2) N-terminal (4C10C2 y LE)

PARCHE E PARCHE H
Confiene lay reglones de unidn  Jersidn ampliada del parche B

de GHl T8 y TGBD
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Figura 1B
Eniace
Proteinas  disulfurc
Varantel e ST4 St STSSTA

Variante 2 R

Varlante 3 R

Varianie 4 o

Variante 5 R ST6 ST3 ST2 5T? 516
Variante & B ST2 ST3 ST2 ST2 5TH
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Figura 8
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Figura 8
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