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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE [ A INVINCION

La presente invencidn se refiere a una vacuna de
ampollas Gram negativa i1nmunoprotectora y no téxica
adecuada para uso pedidtrico Ejemplos de cepas Gram
negativas de las gue se preparan las ampollas son N
meningitidis, M catarrhalis y H influenzae Las ampollas
de la invencidn se mejoran mediante uno © mas cambios
genéticos en el cromosoma de la bacteria, incluyendo la
sobrerregulacidn de los antigenos protectores
subrregulacién de 1los antigenos inmunodominantes no

protectores y detoxificacibébn del resto Lipido A de LPS
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COMPOSICIONES DE VACUNA

CAMPO DE LA INVENCION
La presente 1nvencion se refiere el campo de 1las
composiciones de vacuna bacterianas Gram negativas, a su
fabricacion y al uso de dichas composiciones en medicina Mas
particularmente, se refiere al campo de nuevas vacunas de
'

vesiculas de membrana externa (o ampollas) y a procedimientos

ventajosos para hacer estas vacunas mas efectivas y seguras

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

las bacterias Gram negativas estan separadas del medio
externo por dos capas sucesivas de estructuras de membrana
Estas estructuras, referidas como la membrana citoplasmatica vy
la membrana externa (ME), difieren tanto estructural como
funcionalmente La membrana externa juega un papel importante en
la interaccién de las bacterias patédgenas con sus respectivos
huéspedes Consiguientemente, las moleculas bacterianas
expuestas a la superficie representan importantes objetivos para
la respuesta inmune del huesped, haciendo a los componentes de
la membrana externa atractivos candidatos para proporcionar
vacunas, reactivos de diagnostico y terapeuticos

Las vacunas bacterianas de c¢elulas enteras (muertas o
atenuadas) tienen la ventaja de suministrar multiples antigenos
en su microamblente natural Los 1inconvenientes de esta
aproximacion son los efectos secundarios inducidos por
componentes bacterianos como endotoxinas y fragmentos de
peptidoglicanocs Por otro lado, las vacunas de subunidades

acelulares que contienen componentes purificados de la membrana
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externa pueden suministrar solo una proteccion limitada y pueden
no presentar los antigenos adecuadamente al sistema inmune del
huésped

Las proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos son los
tres constituyentes principales encontrados en la membrana
externa de todas las bacterias Gram negativas Estas moleculas
se distribuyen asimetricamente fosfolipidos de membrana
(principalmente en la lamina 1interna), lipooligosacaridos
(exclusivamente en la lamina externa) y proteinas {(lipoproteinas
de las laminas interna vy externa, proteinas de membrana
integrales o politdpicas) Para muchos patogenos bacterianos gue
tienen i1mpacto sobre la salud humana se ha mostrado que los
lipopolisacaridos Yy proteinas de membrana externa son
inmunogénicos y tratables para conferir proteccion contra la
correspondiente enfermedad por medic de inmunizacidn

La ME de las bacterias Gram negativas es dinamica vy,
dependiendo de las condiciones ambientales, puede experimentar
transformaciones morfologicas drasticas Entre estas
manifestaciones se ha estudiado y documentado la formacién de
vesiculas de membrana externa ¢ "ampollas"™ en muchas bacterias
Gram negativas (Zhou, L et al , 1998, FEMS Microbiol Lett
163 223-228) Entre estas, una lista no exhaustiva de patogenos
bacterianos de los que se ha informado que producen qmpollas
incluye Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Brucella
melitensis, Brucella ovis, Chlamydia psittaci, Chlamydia
trachomatis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Legionella pneumcphila, Neisseria gonorrhoeae, Neisserla
meningitidis, Pseudomonas aeruginosa y Yersinia enterocolitica

Aunque el mecanismo bicquimico responsable de la produccion de
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ampollas de ME no se conoce totalmente, estas vesiculas de
membrana exXterna se han estudiado extensamente, ya que
representan una poderosa metodologia para aislar preparaciones
de proteina de membrana externa en su conformacion nativa En
ese contexto, el uso de preparaciones de membrana externa es de
interés particular para desarrollar vacunas contra Neisseria,
Moraxella catharralis, Haemophilus influezae, Pseudomonas
aeruginosa y Chlamydia Ademas, las ampollas de membrana externa
combinan multaples antigenos proteinicos y no proteinicos que es
probable que confieran una extensa proteccion contra variantes
intraespecie

En comparacion con los otros tipos de vacunas de bacteria,
mas ampliamente utilizados (vacunas bacterianas de celulas
enteras y vacunas de subunidades purificadas), los inventores
mostraran que las vacunas de ampollas de membrana externa
(modificadas de clertas maneras) pueden representar el
compromiso 1deal

El uso ampliamente extendido de vacunas de subunidades
bacterianas se ha debido al estudio intensivo de las proteinas
de superficie bacterianas que se han encontrado utiles en
aplicaciones de vacuna [por ejemplo pertactina de B pertussis)
Estas proteinas estdn asociadas relajadamente con la membrana
externa bacteriana Yy pueden purificarse a partir del
sobrenadante de cultivo o extraerse facilmente de las células
bacterianas Sin embargo, se ha mostrado que las proteinas de
membrana externa 1ntegrales estructurales son tambien antigenaos
protectores Son ejemplos PorA de N meningitidis serogrupo B,
D15 de Haemophilus influenzae, OMP CD de M catarrhalis y OMP F

de P aeruginosa Dichas proteinas tienen sin embargo
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caracteristicas estructurales bastante especificas,
particularmente laminas B anfipaticas multiples, que complican
su uso directo como vacunas de subunidades (recombinantes)
purificadas

Ademas, se ha observado claramente que son necesarias
vacunas de componentes multiples (en terminos de proteinas de
superficie bacteriana y proteinas de membrana 1integrales} para
suministrar un nivel razonable de proteccion Por ejemplo, en el
caso de vacunas de subunidades de B pertussis, las vacunas
multicomponente son superiores a los productos mono ©
bicomponente

Para 1incorporar proteinas de membrana externa integrales en
dicho preoducto de  subunidades, debe estar presente un
plegamiento conformacional nativo (o «casi nativo) de las

'

proteinas en el producto para tener un efecto inmunologico util,
El uso de vesiculas de membrana externa excretadas o ampollas
puede ser una solucion elegante para el problema de aincluir
proteinas de membrana 1integrales protectoras en una vacuna de
subunidades, asegurando mientras que se pliegan apropiadamente

El serogrupo B de N meningitidis (menB) excreta am?ollas
de membrana externa en cantidades suficientes para permitir su
fabricacién a escala industrial Dichas vacunas de proteinas de
membrana externa multicomponente a partir de cepas menB de
origen natural se ha encontrado que son eficaces para proteger a
adolescentes de enfermedades de menB y se han registrado en
Latinoamerica Un  procedimiento  alternativo de  preparar
vesiculas de membrana externa es a traves del proceso de
extraccidén con detergente de las células bacterianas (documento

EP 11243)
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Los ejemplos de las especies bacterianas de las gque pueden

prepararse vacunas de ampcllas son los siguientes

Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis (meningococo) es una bacteria Gram
negativa alslada frecuentemente del tracto respiratorio superior
humano Ocasionalmente produce enfermedades bacterianas
invasivas como bacteremia y meningitis La incidencia de %a
enfermedad meningococcica muestra diferencias geograficas
estacionales y anuales (Schwartz, B , Moore, P S , Broome, C V ,
Clin Microbiol Rev 2 (suplemento), paginas 18-24, 1989) La
maycoria de las enfermedades en los paises templados se debe a
cepas del serogrupo B y varia en incidencia de 1-10/1000 000/afio
de la poblacidén total, alcanzando a veces valores mayores
(Kaczmarski, E B (1997), Commun Dis Rep Rev 7 R55-9, 1995,
Scholten, R J P M, Bijlmer, HA , Poolman, J T et al Clain
Infect Dis 16 237-246, 1993, Cruz C , Pavez, G , Agquilar, E ,
et al , Epidemiol Infect 105 119-126, 1990) Las incidencias
especificas de edad en los dos grupos de alto riesgo, infantes y
adolescentes, alcanzan niveles mayores

Las epidemias dominadas por el serogrupo A de meningococos
aparecen praincipalmente en Africa central, alcanzando niveles
hasta de 1000/100 000/afioc (Schwartz, B , Moore, P S Broome,
CV Clin Microbiol Rev 2 (suplemento), paginas 18-24, 1989)
Casi1 todos los casos de enfermedad menigocédccica en conjunto
estan causados por los serogrupos A, B, C, W-135 e Y de
meningococos Esta disponible una vacuna de polisacaridos
capsulares tetravalente A, C, W-135, Y (Armand, J

—]

F , Mynard, M C , Lafaix, C , J Biol Stand 10 335-339, 1982)

, Arminjen,
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Las vacunas de polisacdridos se estan mejorando actualmente
por medio de la conjugacicn guimica con proteinas vehiculc
(Lpreberman, J M, Chiu, 8§ S, Wong, VK, et al , JAMA 275 1499-
1503, 199e6) No estd disponible una vacuna del serogrupo B
porque el ©polisacdrido <capsular B es no 1nmunogenico,
probablemente porgque comparte similitud estructural con
componentes del huésped (Wyles F A , Artenstein, M S , Brandt
ML et al, J Infect Dis 126 514-522, 1972, Finne, J M,
Leanonen, M Makeld, P M Lancet 11 355-357, 1983)

Durante muchos afios se han enfocado los esfuerzos sobre el

desarrollec de vacunas basadas en membrana externa meningocdccica

(de Moraes, J C , Perkins, B, Camargo, M C et al , Lancet
340 1074-1078, 1992, Bjune, G , Hoiby, E A , Gronnesby, J K, et
al 338 1093-109s, 1991) Dichas vacunas han demostrado
eficacias de 57-85% en nifios mayores (>4 afios) y adolescentes
La mayoria de estos ensayos de eficacia se realizaron con
vacunas VME (vesiculas de membrana externa, derivadas por
reduccidén de LPS de las ampollas) derivadas de cepas de tléo
silvestre de N meningitidis

Muchos componente de membrana externa bacteriana estan
presentes en estas vacunas, como PorA, PorB, Rmp, Opc, Opa vy
FrpB, y la contribucién de estos componentes a la proteccign
observada necesita mas definicidn Se han definido otros
componentes de membrana externa bacteriana (util%iggdq
anticuerpos anlimales © humanos} como potencialmente relevantes
para la 1induccidén de inmunidad protectora, como TbpB, NspA
(Martin, D , Cadieux, N , Hamel, J , Brodeux, B R, J Exp Med
185 1173-1183, 1997), Lissolo, L , Maitre-Wilmotte, C , Dumas,

P et al , Inf Immun 63 BB4-890, 1995) El mecanismo de
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inmunidad protectora implicara actividad bactericida mediada y
opsonofagocitosis mediadas por anticuerpo

La frecuencia de las infecciones de Neisseria meningitidis
ha aumentado drasticamente en las pasadas décadas Esto se ha
atribuide a la emergencia de cepas resistentes a multiples
antibioticos, y a una exposicion aumentada debida a un aumento
de las actividades sociales (por ejemplo piscinas o teatros) Ya
no es infrecuente aislar cepas de Neisseria meningitidls que son
resistentes a algunos o a todos los antibiéticos estandares
Este fenomeno ha creado una necesidad medica sin satisfacer vy
una demanda de nuevos agentes antimicrobianos, vacunas,
procedimientos de rastreo de medicamentos y ensayos de

diagnéstico para este organismo

Moraxella catarrhalils

Moraxella catarrhalis (también llamada Branhamella
catarrhalis) es una bacteria Gram negativa aislada
frecuentemente del tracto respiratorio superior humano Es
responsable de graves patologias, siendo las praincipales otitis
media en infantes y nifios, y neumonia en los mayores También es
responsable de sinusitis, 1infecciones nosocomiales y, menos
frecuentemente, enfermedades invasivas

Se han identificado anticuerpos bactericidas en la mayoria
de los adultos ensayados (Chapman, A J et al ({1985) Jr Infect
Dis 1351 878) Las cepas de M catarrhalis presentan variaciones
en su capacidad de resistir la actividad bactericida del suero
en general los ailslados de 1individuos enfermos son mas
resistentes que los que estan simplemente colonizados (Hol, C

et al (1993) Lancet 341 1281, Jordan KL et al , {1990} Am J

\
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Med 88 (supl 5A) pag 28) La resistencia al suero podria ser
considerada por lo tanto come un factor de wvirulencia de la
bacteria Se ha observado una actividad opsonizante en los
sueros de nifios que se recuperaban de otitis media

No se han identificade los antigenos a los que se dirigen
estas distintas respuestas 1nmune en humanos, con la excepcidn
de OMP Bl, una proteina de 84 kDa, la expresidén de la cual estd
regulada por hierro, y que es reconocida por los sueros de
pacientes con neumonia {Sethi, S§ et al {(1995) Infect Immun
63 1516) y de UspAl y UspA2 (Chen, D et al {1999), Infect
Immun 67 1310)

Se han caracterizado unas pocas proteinas de membrana més
sobre la superficie de M catarrhalis utilizando procedimientos
bioguimicos por su potencial implicacion en la induccion de una
inmunidad protectora (como revisidn vease Murphy, T F (1996)
Microbiol Rev 60 267) En un modelo de neumonia en ratén, la
presencia de anticuerpos creados frente a algunos de ellos
(UspA, CopB) favorece una descongestidédn mas rapida de la
infeccion pulmonar Otro polaipéptadeo (OMP CD) esta altamente
conservado entre las cepas de M catarrhalis y presenta
homologia con una porina de Pseudomonas aeruginosa, que se ha
demostrado que es eficaz contra esta bacteria en modelos
animales

M catarrhalis produce veslculas de membrana externa
(ampollas) Estas ampollas se han aislado o extraido utilizando
diferentes procedimientos {(Murphy, T F, Loeb, M R, 1989,
Microb Pathog 6 159-174, Unhanahand, M , Maciver, I , Ramillo,
O , Arencibia-Mireles, O , Argyle J C , MacCracken G H Jr ,

Hansen, E J , 1992, J 1Infect Dis 165 644-650) La capacaidad
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protectora de dichas preparaciones de ampollas se ha ensayado en
un modelo de murina para la descongestion pulmonar de M
catarrhalis Se ha mostradoe que la 1inmunizacion activa con
vacuna de ampollas o la transferencia pasiva de anticuerpos
anti-ampollas 1inducen wuna proteccion significativa en este
modelo (Maciver, I , Unahanand, M , McCracken, G H Jr , Hansen,

E J, 1993, J 1Infect Dis 168 465-472)

Haemophilus influenzae

Haemophilus 1influenzae es una bacteria Gram negativa no
movil El hombre es su unico huésped natural Los aislados de H
influenzae se clasifican habitualmente segun su cépsula de
polisacarido Se han 1identificado seis tipos capsulares
diferentes designados de "a" a "f" Los aislados que no
consiguen aglutinarse con los antisueros creados contra uno de
estos sels serotipos se clasifican como no tipificables, y no
expresan una capsula

El tipo b (Hib) de H influenzae es claramente diferente de
los demas tipos en gque es la causa mayoritaria de meningitis
bacteriana y enfermedades sistemicas Las cepas no tipificables
de H influenzae (NTHi1) se aislan s6lo ocasionalmente de la
sangre de paclentes con enfermedad sistemica NTH1 es una causa
comun de neumonia, exacerbacion de bronquitis cronica, sinusitis
y otitis media Las cepas NTHi demuestran un gran variabilidad
1dentificadas por analisis clonal, mientras que las cepas Hib
como conjunto son mas homogeneas

Se ha mostrado que diversas proteinas de H influenzae
estan 1mplicadas en la patogenesis o se ha mostrado que

confieren proteccion por vacunacién en modelos animales
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Se ha informado de adherencia de NTHi a celulas epiteliales
nasofaringeas humanas (Read, R C , et al 1991, J 1Infect Dis
163 549) Aparte de en ribetes y pelos (Brinton, C C , et al ,
1989, Pediatr Infect Dis J 8 pagina 54, Kar, S et al 1990,
Infect Immun 58 %03, Gildorf, J R et al , 1992, Infect
Immun 60 374, St Geme, J W et al 1991 Infect Immun 59 3366,
St Geme, JW et al, 1993 1Infect Immun 61 2233}, se han
identificado muchas adhesinas en NTH:i Entre ellas, dos
proteinas de alto peso molecular expuestas a la superficie,
designadas como HMW1 y HMWZ, se ha mostrado que median la
adhesion de NTH1 a las celulas epiteliales (St Geme, T W , et
al , 1993, Proc Natl Acad Sca UsSA 90 2875) Se ha
identificado otra familia de proteinas de alto peso molecular en
las cepas NTH1 exentas de proteinas que pertenezcan a la familia
HMW1/HMW2 La proteina Hia de 115 kDa de NTH1i (Barenkamp, S J ,
St Geme, S W, 1996, Mol Microbiol en prensa) es muy similar
a la adhesina Hsf expresada por cepas de tipo b de H influenzae
{St Geme, J W, et al 1996, J Bact 178 6281) Otra proteina,
la proteina Hap, muestra similitud con las serinproteasas IgAl y
se ha mostrado que esta implicada en tanto la adhesién como la
entrada en la célula (St Geme, J W et al , 1994, Mol
Microbiol 14 217)

Se han 1dentificado cinco proteinas mayoritarias de
membrana externa (OMP} y se han numerado consecutivamente Los
estudios originales que utilizaban cepas tipo b de H 1influenzae
mostraron gue los anticuerpos especificos de las OMP Pl y P2
protegian a infantes de rata de la consiguiente infeccién (Loeb,
MR et al 1987 Infect Immun , 55 2612, Musson, R S Jr et

al , 1983, J Clin 1Invest 72 677) Se encontrd que P2 era

10
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capaz de 1inducir anticuerpos bactericidas y opsonicos gue se
dirigen contra las regiones variables presentes en las
estructuras de bucle expuestas a la superficie de esta OMP
integral (Haase, E M et al , 1994, Infect Immun 62 3712,
Troesltra A et al 1994, Infect Immun 62 779) La
lipoproteina P4 puede 1inducir tambien anticuerpos bactericidas
(Green, B A, et al , 1991, Infec Immun 59 3191)

La OMP P6 es una lipoproteina asociada a peptidoglicano
conservada que compone el 1-5% de la membrana externa (Nelson,
MB et al , 1991, Infect Immun 59 2658) Despues se reconocld
una lipoproteina de alrededor del mismo peso molecular llamada
PCP (proteina de reaccion cruzada P6) (Deich, R M et al 1990,
Infect Immun 58 3388) Una mezcla de las lipoproteinas
conservadas P4, P6 y PCP no reveld proteccidn al medir en un
modelo de otitis media en chinchilla (Green, B A et al , 1993,
Infect TImmun 61 1950) Pé6 sola parece inducir la proteccion en
el modelc de chanchilla (Demaria, T F et al , 1996, Infect
Immun 64 5187)

Se ha descrito tambien una proteina de fimbrina (Miyamoto,
N , Bakaletz, L O 1996, Microb Pathog 21 343) con homologia
con la OMP P5, que tiene homologia de secuencia a su vez con la
OmpA 1ntegral de Escherichia coli (Miyamoto, N , Bakaletz, L O
1996, Microb Pathog 21 343, Munson, RS Jr et al , 1993,
Infect Immun 61 1017) NTHi1i parece adherirse a la mucosidad
por medio de los ribetes

En la linea de las observaciones realizadas con gonococos y
menigococos, NTHi1i expresa un receptor de transferrina humana
dual compuesto por TbpA y TbpB al hacerse crecer con limitacidn

de hierrc El anticuerpo anti-TbpB proteglié a infantes de rata

11
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{Loosmore, S M et al , 1996, Mol Maicrobiol 19 575) También
se ha descrito el receptor de hemoglobina/haptoglobina para NTHa
(Maciver, I et al , 1996, Infect Immun 64 3703) Se ha
1dentificado también un receptor de Haem hemopexina (Cope, L D

et al 1994, Mol Microbiol 13 868) También esta presente un
receptor de lactoferrina entre los NTHi, pero todavia no esta
caracterizado (Schryvers, A B et al 1989 J Med Microbiol

29 121) No se ha descrito una proteina similar a la proteina
Frp-B neiserica entre los NTHa

Una OMP de 80 kDa, el antigeno de superficie D15,
proporciona proteccidédn frente a NTHr en un modelo de ensayo en
ratén (Flack, F S et al , 1995, Gene 156 97) Se conserva una
lipoproteina de membrana externa de 42 kDa, LPD, en Haemophilus
influenzae e induce anticuerpos bactericidas (Akkoyunlu, M et
al 1996 Infect Immunol 64 4586) Se encontro gque una OMP
menor de 98 kDa (Kimura, A et al, 1985, Infect Immun 47 253)
era un antigeno protector, esta OMP puede muy bien ser una de
las OMP inducibles por limitacion de Fe o adhesinas de alto peso
molecular que se han caracterizado mas tarde H influenzae
produce actividad IgAl proteasa (Mulks, M H , Shoberg, R J
1994, Meth Enzymol 235 543) Las proteasas de IgAl de NTHa
tienen un alto grado de variabilidad antigenica {Lomholt, H ,
van Alphen, L , Kilian, M, 1993, Infect Immun 61 4575)

Otra OMP de NTHi, OMP26, una proteina de 26 kDa, se ha
mostrado que mejora la descongestiédn pulmonar en un modelo de
rata (Kyd, J M, Cripps, A W 1998, Infect Immun 66 2272) La
proteina HtrA de NTHi1 tambien ha mostrado ser un antigeno
protector Ciertamente, esta proteina protegia a la chinchilla

frente a otitis media y protegia a infantes de rata frente a
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bacteremia de tipo b de H 1influenzae (Loodmore, S M et al ,
1998, Infect Immun 66 899)

Se han aislado vesiculas de membrana externa (o ampollas)
de H 1influenzae (Loeb, M R, Zachary, A L Smith, D H , 1981,
J Bacteriol 145 569-604, Stull, T L , Mack, K, Haas JE,
Smit, J , Smith, A L , 1985, &Anal Biochem 150 471-480) Las
vesiculas se han asociado con la induccion de la permeabilidad
de la barrera sangre-cerebro (Wiwpelwey, B , Hansen, E J,
Scheld, WM , 1989, Infec Immun 57 2559-2560)}, la induccidn de
inflamacion meningococcica {Mustafa, MM, Ramilo, o .,
Syrogiannopoulos, G A , Olsen, K D , McCracken G H Jr , Hansen,
EJ, 1989, J Infect Dais 159 917-922) e incorporacion de DNA
(Concino, M F , Goodgal S H , 1982, J Bactericl 152 441-450)
Estas vesiculas son capaces de unirse y ser absorbidas por el
epitelio mucoso nasal (Harada, T , Shaimuzu, T , Nishimoto, K ,
Sakakura, Y , 1989, Acta Otorhainolarygol 246 218-221) mostrando
que adhesinas y/o factores de colonizacidédn podrian estar
presentes en las ampollas Se ha obervado respuesta inmune a las
proteinas presentes en las vesiculas de membrana externa en
pacientes con diversas enfermedades de H influenzae (Sakakura,
Y , Harada, T , Hamaguchai, Y, Jin, cCs , 1988, Acta
Otorhinolaygol Supl (Estocol ) 454 222-22e6, Harada, T ,

Sakakura, Y , Miyoshi, Y , 1986, Rhinology 24 61-66)

Pseudomonas aeruginosa

El genero Pseudomonas esta constituido por bastones rectos
y ligeramente curvos con flagelos polares Gram negativos gque
crecen aerobicamente y no forman esporas Debido a sus limitados

requerimientos metabdélicos, Pseudomonas spp son ubicuas y estan
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ampliamente distribuidas en el suelo, el aire, las aguas
residuales y en plantas Se ha mostrado que numerosas especies
de Pseudomonas, como P aeruginosa P pseudomallei, P mallei,
P maltophilia y P cepacia, son tambien patdgenas para humanos
Entre esta lista, P aeruginosa se considera como un importante
patogeno  humano, ya que estd asociado con infecciones
oportunistas de huéspedes inmunocomprometidos y es responsable
de la alta morbosidad de los pacientes hospitalizados La
infeccién nosocomial con P aeruginosa afecta principalmente a
pacientes sometidos a un tratamiento prolongade y que reciben
agentes lnmunosupresores, cortiscosteroides, antibioticos
antimetabolitos o radiacidn

Las Pseudomonas, y particularmente P aeruginosa, producen
una serie de toxinas {comoc hemolisinas, fibrinolisinas,
esterasas, coagulasas, fosfolipasas, endo y exotoxinas) que
contribuyen a la patogenicidad de estas bacterias Ademas, estos
organlismos tienen una resistencia 1intrinseca a los antibioticos
debido a la presencia de multiples bombas de salida de
medicamento Esta ultima caracteristica complica a menudo el
desenlace de la enfermedad

Debido al uso incontrolado de agentes gquimioterapéuticos
antibacterianos, 1la frecuencia de la 1infeccion nosocomial
causada por P aeruginosa ha aumentado considerablemente durante
los ultimos 30 afiocs En los Estados Unidos, por ejemplo, la

T—

carga econdémica de la infeccidn nosocomial por P aeruginosa se€

estima en 4 500 millones de ddlares estadounidenses al afio Por
lo tanto, el desarrollo de una vacuna para inmunizacidn activa o
pasiva frente a P aeruginosa es enérgicamente necesitada (como

revision vease Stanislavsky et al, 1997, FEMS Microbiol Lett ,
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21 243-277)

Diversos antigenos asociados a celula y segregados por P
aeruginosa han sido sujeto de desarrollo de vacunas Entre los
antigenos de Pseudomonas, se encontro gue la sustancia mucoide,
que es un limo extracelular constituido predominantemente por
alginato, era heterogenea en terminos de tamafio e
inmunogenicidad Los componentes de alginato de alto peso
molecular (30-300 kDa) parecen contener epitopos conservados,
mientras gue los componentes de alginato de bajo peso molecular
{(10-30 kDa) poseen epitopos conservados ademas de epitopos
unicos Entre las proteinas asociadas de superficie, se ha
mostrado que PcrV, que es parte del aparato de secrecidn-
translocacion de tipo III, es un objetivo interesante para la
vacunacion (Sawa et al , 1999, Nature Medicine, 5 392-398)

Los antigenos expuestos a 13a_superficie, incluyendo los O-

antigenos (polisacdridos O-especificos de LPS) o antigenos H
(antigenos flagelares) se han ut:ilizado para serotipar debido a
su naturaleza altamente inmunogénica Las estructuras guimicas
de las unidades repetidas de polisacaridos O-especificos se han
elucidado y estos datos permiten la i1dentificacion de 31
quimiotipos de P aeruginosa Los epitopos conservados entre
todos los serotipos de P aeruginosa estan localizados en el
oligosacaride nucleo y en la region lipido A de LPS y los
inmunogenos gque contienen estos epitopos 1nducen ainmunidad
protectora cruzada en ratones frente a diferentes inmunotipos de
P aeruginosa El nucleo externo de LPS se aimplicd como un
ligando de unidén de P ageruginosa a las celulas epiteliales
aéreas y oculares de animales Sin embargo, existe

heterogeneidad en esta regidn externa del nucleo entre los
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distintos serotipos Los epitopos del nucleo ainterno estan
altamente conservados y se ha demostrado que son accesibles en
superficie, y no estan enmascarados por polisacaridos O-
especificos

Para examinar las propiedades protectoras de las proteinas
de ME, se utilizo una vacuna que contenia proteinas de ME de P
aeruginosa de masas moleculares de 20 a 100 kDa en ensayos
clinicos y preclinicos Esta vacuna fue eficaz en modelos
animales frente a ensayo con P aeruginosa e 1indujo altos
niveles de anticuerpos especificos en voluntarios humanos El
plasma de voluntarios humanos que contenia anticuerpos anti-p
aeruginosa proporciono proteccion pasiva y ayudo a la
recuperacién del 87% de los pacientes con formas graves de
infeccidn por P aeruginosa Mas recientemente, se mostrd que
una proteina hibrida que contenia partes de las proteinas de
membrana externa OprF (aminodcidos 190-342) y OprI (aminodcidos
21-83) de Pseudomonas aeruginosa fusionada con la glutation-S-
transferasa, protegia a ratones frente a una dosis letal al 50%
multaiplicada por 975 de P aeruginosa (Knapp et al , 1999,
Vaccine, 17 1663-1669)

Los presentes inventores han reconocido una serie de
incovenlientes asociados con las vacunas de ampollas de tipo
silvestre anteriores (de origen natural o preparadas
quimicamente)

Ejempos de dichos problemas son los siguientes

- la presencia de proteinas 1nmunodominantes pero

variables en la ampolla (PorA, ThpB, Cpa [N

meningitidis Bi, P2, P5 [H influenzae no

16



tipificable], siendo efectivas dichas ampollas sélo

.

frente a una selecciédn restringida de especies

——

bacterianas La especificidad de tipo de la respuesta
de anticuerpo bhactericida puede imposibilitar el uso
de dichas vacunas en la infancia

- La presencia de antigenos no protectores {no

——

relevantes) (Rmp, HS, ) en la ampolla, antigenos que

son sefiuelos para el sistema inmune

- La ausenclia de moléculas 1mportantes gque se producen
e ot
condicionalmente (por ejemplo proteinas de membrana

externa requladas por hierro), dichas condiciones son

dificiles de controlar en la produccion de ampollas
para optimizar la cantidad de antigeno en 1la
superficie

- El bajo nivel de expresion de antigenos protectores

(particularmente conservados} (NspA, p6)
- La toxicidad del LPS restante en la superficie de la
e
ampolla
—————ra—

- La induccion potencial de una respuesta inmune debido
a estructuras 3identicas al huésped (por ejemplo el
polisacarido capsular en el serogrupo B de Neisseria

-]
meningitidis, la lacto-N-neotretraocsa en el LPS de
Neisseria, la estructura sacarida en el LPS de NTHa,

estructuras sacaridas con pelos)

Dichos problemas pueden evitar el wuso de vacunas de
ampollas como reactivos de vacuna humanos Este es
particularmente el caso para uso pediatrico (<4 afios), en el que

la reactogenicidad frente a vacunas de ampollas es

17



particularmente importante, y en el que las vacunas de ampollas
(por ejemplo 1la vacuna de ampollas comercializada, MenB,
menciconada anteriormente) han mostrado que son 1ineficaces como
inmunoprotectoras Consiguientemente, la presente 1invencidn

5 proporciona procedimientos para aliviar los problemas anteriores

utilizando cepas bacterianas genéticamente modificadas, que dan

como resultado vacunas de ampollas mejorédaq Dichos

procedimientos seran especialmente utiles en la generacidédn de
nuevas vacunas frente a patogenos bacterianos como Neisseria

10 meningitidis, Moraxella catarrhalis, Haemophilus 1influenzae,

. Pseudomonas aeruginosa y otros

Las vacunas de ampollas de la invencion se disefian para

enfocar la respuesta 1nmune en unos pocos antigenos o epitoposs

N c_protg_ctores Tiprefer;blemente conservados), formulados Zen: una_
15 vacuna_de multiples- componentes Cuando dichos antigenos son OMP
integrales, las vesiculas de membrana externa de las vacunas de
ampollas asegquraran su adecuado plegamiento Esta 1invencion
proporciona procedimientos para optimizar la composicion de OMP

e
“\3

y LPS de las vacunas(?ME (de ampollas)’ mediante supresion de la
— -

———— ——— - =

20 (variable inmunodominante, aéi-—-;com_g__de"l‘éé OMP no protectoras, .
'. c:gac1én de OMP conservadas por supresion de las regionés
variables, por soQ;e;Eegq}agion de las OMP protectords y por
eliminacién de los mecanismos de control de la expresién (como

la restriccion de hierro) de las OMP protectoras (ﬁaahés;q la

25 invencion proporciona la reduccidn de la toxicidad del lipaido A
por modificacion de la parte 1lipida © por cambio de 1la
composicidén de fosforilo reteniendo su actividad coadyuvante, o

por enmascaramiento Cada uno de estos nuevos procedimientos de

mejora, mejora individualmente la vacuna de ampollas, sin
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embargo una combinacién de uno o mas de estos procedimientos
actua conjuntamente para producir una vacuna de ampollas
modificada optimizada gque es i1nmunoprotectora y no toxica,

particularmente adecuada para uso pedidtrico

RESUMEN DE LA INVENCION
La presente 1invencion proporciona una preparacion de
ampollas geneticamente modificadas a partir de una cepa
bacteriana Gram negativa, caracterizada porque la citada
preparacién es obtenible empleando uno o mas procedimientos
seleccionados del siguiente grupo
a) Un procedimiento de reduccion de antigenos varaiables
inmunodominantes o no protectores en la preparacion de
las ampollas, que comprende las etapas de
determinacion de la 1dentidad de dicho antigeno,
modificacion de una cepa bacteriana para producir
menos © nada del citado antigeno y preparacién de
ampollas de la catada cepa,
b) un procedimiento de sobrerregulacidn de la expresion
de antigenos de OMP endogenos protectores (y
preferiblemente conservados) en la preparacibén de 1la
ampolla, que comprende las etapas de identificacion de
dicho antigeno, modificacién de una cepa bacteriana
para introducir una secuencia promotora mas fuerte
cadena arriba de un gen que codifica dicho antigeno,
de manera que el citado gen se exprese a un naivel
superior al de la ampolla no modificada, y preparacidn
de ampollas de la citada cepa,

c) un procedimiento de sobrerregulacidén de la expresion
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d)

e)

f)

de antigenos de OMP protectores condicicnalmente
expresados (y preferiblemente conservados) en la
preparacion de la ampolla, que comprende las etapas de
1dentificacidn de dicho antigeno, modificacion de una
cepa bacteriana para eliminar los mecanismos de
control represivo de su expresion {(como la restriccidn
de hierro), y preparacion de ampollas de la citada
cepa,

un procedimiento de modificacion de la parte lipado A
del LPS bacterianc en la preparacidén de la ampeclla,
que comprende las etapas de 1dentificacidén del gen
implicado en la transformacion en toxica de la parte
lipido A de LPS, modificacion de una cepa bacteriana
para reducir o desactivar la expresidn del citado gen,
y preparacion de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de modificacion de la parte lipido A
del LPS bacteriano en la preparacion de la ampeolla,
que comprende las etapas de identificacion del gen
implicado en la transformacion en menos toxica de la
parte 1lipido A de LP3S, modificacion de una cepa
bacteriana para introduclr una secuencia promotora mas
fuerte cadena arriba del citado gen, de modo que el
citado gen se exprese a un nivel superior al de la
ampolla no modificada, y preparacion de ampollas de la
citada cepa,

un procedimiento de reduccion de la toxicidad del
lipido A en la preparacion de la ampella y aumento de
los niveles de antigenos protectores, que comprende

las etapas de modificacién del cromosoma de una cepa

20
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g}

h}

1)

bacteriana para incorporar un gen que codifica un
peptidec polimixina A, © un derivado o anadlogo de este,
condensado a un antigenoc protector, y preparacion de
ampollas de la citada cepa,

un proceso de creacién de antigenos de OMP conservados
en la preparacion de la ampolla, que comprende las
etapas de identificacién de dicho antigeno,
modificacion de una cepa bacteriana para suprimir las
regiones variables de un gen que codifica dacho
antigeno, y preparaciédn de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de reduccidn, en la preparacion de la
ampolla, de la expresion de un antigeno gue comparte
similitud estructural con una estructura humana vy
puede ser capaz de inducir una respuesta 1inmune en
humanos (como el polisacédrido capsular de N

menigitidis B), que comprende las etapas de
i1dentificaciédn del gen implicado en la biosintesis del
antigeno, modificacidén de una cepa bacteriana para
reducir © eliminar 1la desactivar la expresion del
citado gen, y preparacion de ampollas de la citada
cepa,

un procedimiento de sobrerregulacion de la expresion
de antigenos de OMP endogenos protectores (y
preferiblemente conservados) en la preparacion de la
ampolla, que comprende las etapas de aidentificacién
del citado antigeno, modificacion de una cepa
bacteriana para introducir en el cromosoma una © mas
copias de un gen gue codifique el citado antigeno

controlado por una secuencia promotora hetercloga mas
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fuerte, y preparacion de ampollas de la citada cepa

Otros aspectos de la 1invencion incluyen los procedimientos
preferidos para obtener la preparacicon de ampollas anteraior,
1ncluyendo_el posicionamiento optimo de los promotores fuertes
para la socbrerregulacibén y subrregulacidén de diversas cepas
bacterianas para obtener preparaciones de ampollas
particularmente adecuadas para uso de vacunas Se proporcionan
tambien las formulaciones preferidas que comprenden las ampollas
de la 1invencibén que son particularmente adecuadas para vacunas
globales frente a ciertos estados de enfermedad Los vectores
para producir las ampollas de 1la 1invencidén, y las cepas
bacterianas modificadas a partir de las cuales se producen las
ampollas de la invencidn, son también aspectos de la invencion

La presente 21invencion proporciona por primera vez una
vacuna de ampollas que es inmunoprotectora y no toxica utilizada

con nifios menores de 4 anos de edad

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

Figura 1 Reactividad de mAb 735 en diferentes colonias

Figura 2 Reactividades de anticuerpos monoclonales especificos

por ELISA de células enteras
Faigura 3 Representacion esquematica de los vectores pCMK

utilizados para antroducir genes, operones y/o modulos de

expresion en el genoma de Neisseria meningitidis
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Figura 4 Andlisis de la expresidén de PorA en extractos de
S

proteina total del serogrupo B de Neisseria meningitidis
recombinante (derivados H44/76) Se recuperaron las proteinas
totales de las cepas c¢ps—- (calles 3 y 4), cps—- porAR pCMK+
(calles 2 y 5), y cps- porA nspA (calles 1 y 6) de serogrupo B
de Neisseria meningitidis recombinante y se analizaron en
condiciones PAGE-SDS en gel de poliacrailamida al 12% Se tifieron
los geles c¢on azul de Coomassie (calles 1 a 3) O se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se inmunotifieron
con anticuerpo monoclonal anti-PorA

Figura 5 Analisis de la expresidén de NspA en extractos de

—

proteina de cepas del-_igrogrupo B de Neisseria meningitidis

recombinante (derivados H44/76) Se extrajeron las proteinas de
bacterias- enteras (calles 1 a 3) o de preparaciones de ampollas
de membrana externa (calles 4 a 6) separadas por PAGE-SDS en gel
de poliacrilamida al 12% y se analizaron por inmunotransferencia
utilizando el suero policlonal anti-NspA Se analizaron las
muestras correspondientes a cps- (calles 1 y 6), cps-,
porA pCMK+ (calles 3 y 4) y cps— porA nspA (calles 2 y 5) Se
detectaron dos formas de NspA una forma madura (18 kDa) que
migraba conjuntamente con el NspA purificade, y un forma mas

corta (15 kDa)

Figura 6 Andlisis de la expresion de D15/omp85 en extractos de

proteina de cepas del serogrupo B de Neisseria meningitidis
recombinante (derivados H44/76) Se extrajeron las proteinas de
preparaciones de ampollas de membrana externa y se separarpn por

PAGE-SDS en gel de poliacrilamida al 12% y se analizaron por

23



10

15

20

25

inmunotransferencia utiliando un suero policlonal anti-omp85 Se
analizaron las muestras correspondrentes a las cepas del
serogrupo B de N neisseria recombinante, cps- (calle 2) y cps-

PorA+, pCMK+ omp85/D5 (calle 1)

Figura 7 Estrategia general para la medulacidén de la expresidn
de genes por introduccidédn de promotor (RS simboliza sitio de

restriccidn)

Figura 8 Analisis de las ampollas de membrana externa
producidas por las cepas cps- del serogrupo B de N meningitidis
recombinante (derivados H44/76) Se extrajeron las proteinas de
las preparaciones de ampollas de membrana externa y se separaron
por PAGE-SDS en condiciones reductoras en gel de poliacrilamida

de gradiente 4-20% El1 gel se tifidé con azul braillante de
Coomassie R250 Las calles 2, 4, 6 correspondian a b5 ug de
proteinas totales, mientras que las calles 3, 5 y 7 se cargarcon

con 10 yg de proteina

Fagura 9 Construccion de un plasmido de reemplazamiento de
promotor utilizado para sobrerregular la expresion/producciédn de

Omp85/D15 en H44/76 de Neisseria menigitidis

Figura 10 Analisis de la expresion de OMP85 en los extractos de
proteina total de NmB recombinante {(derivados H44/76) Se
tifieron los geles con azul de Coomassie (A) o se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa y se 1nmunotifieron con anticuerpo

monoclonal (B) de conejo anti-OMP85 (N gono)
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Figura 11 Anaalisis de la expresién de OMP85 en preparaciones
de VME de NmB recombinante (derivados H44/76) Se tifieron los
geles con azul de Coomassie (A) o se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se inmunotifieron con anticuerpo

monoclonal (B) de conejo anti-OMP85

Figura 12 Representacion esquemdatica de la estrategia de PCR
recombinante utilizada para suprimir el lIacO en el promotor

quimerico porA/lacO

Figura 13 Analisis de la expresion de Hsf en los extractos de
proteina total del serogrupoc B de N meningitidis recombinante
{(derivados H44/76) Se recuperaron las proteinas totales de las
cepas Cps-PorA+ (calles 1) y Cps-Por+/Hsf (calles 2) del
serogrupo B de N meningitidis recombinante y se analizaron en
condiciones PAGE-SDS en gel de poliacrilamida al 12% Los geles

se tifieron con azul de Coomassie

Figura 14 Analisis de la expresidén de GFP en los extractos de
proteina total de N meningitidis recombinante (deravados
H44/76) Se recuperaron las proteinas totales de las cepas Cps-,
PorA+ (calles 1), Cps-PorA-GFP+ (calles 2 y 3) Las proteinas se
separaron por PAGE-SDS en gel de poliacrilamida al 12% y despues

se tifieron con azul de Coomassie

Fagura 15 Ilustracion del patrén de las proteinas mayoritarias
sobre la superficie de diversas preparaciones de ampollas

recombinantes analizadas por PAGE-SDS (tincidén de Coomasie)
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Figura 16 Respuesta especilfica anti-Hsf para diversas
preparaciones de ampollas y ampollas recombinantes utilizando

proteina Hsf recombinante

Figura 17 Analisis de la expresion de NspA en extractos de
proteina total de NmB recombinante (derivados del serogrupo B)

Se tifieron los geles con azul de Coomassie (A) 0 se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se 1nmunotifieron
con anticuerpo monoclonal de raton anti-PorA (B} o anticuerpo

policlonal de raton anti-NspA (C)

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un conjanto-geénéral -de
hef?amiggggstrﬂﬁ-aprgcedlmlentos scapaces de utilizarse para
fabricar ampollas mejoradas modificadas genéticamente de cepas

bacterianas Gram negativas La invencion incluye los

procedimientos utilizados para hacer las ampollas recombinantes -
ML e ,

—

‘@aSr}gmuﬁbgéﬁrcas, menos toxicas y mas segurds para su uso en
;acunas humanas y/o animales Ademas, la presente 1invencion
describe tambien los proced;@lentps éspecificos necesarios péfa
fabricar, producir, obtener y utilizar las ampollas
recombinantes modificadas de diversas bacterias Gram negativas
para vacunas, fines terapeuticos y/o de diagndéstico Mediante
los procedimientos de la 1invencién puede manipularse la
composicion bioquimica de las ampollas bacterianas actuando
sobre/alterando 1la expresién de los genes bacterianos gque

codifican 1los productos presentes en o asociados con 1las

ampollas de membrana externa (proteinas de membrana externa u
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OMP} La produccion de ampollas utilizando un procedimiento de
modificacion genetica para aumentar, reducir o hacer condicional
la expresion de unc o mas genes que codifican los componentes de
membrana externa esta también incluida en el alcance de esta
invencion

Para clarificar, el termino "modulo de expresidén" se

referira en la presente a todos los elementos genéticos

necesarios para expresar un gen O un operon y para producir y
dirigir la(s) correspondiente(s) proteina(s) de interés a las
ampollas de membrana externa, derivados de un huesped bacteriano
dado Una lista no exhaustiva de estas caracteristicas incluye
los elementos de control (transcripcional y/o de traduccidn),

-_———____—__—'_-—_._—_
las regiones de codificacion de proteinas y seflales de
s

dl{ggglonamlento, con un espaciado adecuado entre ellos La
et s re———

referenclia a la insercion de una secuencila promotora significa,
con los fines de esta invencidn, la insercidn de una secuencia

con al menos una funcion promotora, y preferiblemente uno o mas

elementos regulatorios geneticos comprendidos en un modulo de

expresion Ademas, el termino "mddulo integrativo" se referara
en la presente a todos los elementos geneticos requeridos para
integrar un segmento de DNA en un huesped bacteriano dado Una
lista no exhaustiva de estas caracteristicas incluye un vehiculo
de suministro (o vector) con regiones recombinantes y marcadores
antiselectivos y selectivos

Nuevamente con el propdsito de clarificar, 1los términos
"modirficacion de una cepa bacteriana para produclr menos
cantidad del mencionado antigeno" se refiere a cualquier_medio

——

para reducir la expresion de un antigeno de interés, en relacion

a la ampolla no modificada (es decir, la producida de forma
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natural) tal que la expresidén es al menos un 10% menor que la
ampolla no modificada Preferiblemente es al menos un 50% menor
La "secuencia promotora mas fuerte" se refiere a un elemento de
control regulatorio que incrementa la transcripcién para un gen
que que codifica el antigeno de 1interes La "expresion de
sobrerregulacion" se refiere a cualquier medio para mejorar la
expresion de un antigeno de interés, en relacion a la ampolla no
modificada (es decir, producida de forma natural) Se puede
entender que la cantidad de "sobrerregulacion” variara
dependiendo del antigeno particular de interés pero no excedera
de una cantidad que rompa la integridad de la membrana de la
ampolla La sobrerregulacion de un antigeno se refiere a la
expresidén que es al menos un 10% superior que la de la ampolla
no modificada Preferiblemente es al menos un 50% mayor Mas
preferiblemente es al menos un 100% (2 veces) mayor

Aspectos de la 1invencién se refieren a los procedimientos

individualés de preparacion de las ampollas modlflcadagi’é‘una I

P,
combinacion de dichos procedlmle?tég y las [comp051c1ones de f

-

éppollas preparadas como resultados de estos procedimientos ;

Otro aspecto de la invencidédn se refiere a las herramientas
genéticas utilizadas para modificar geneticamente una cepa
bacteriana elegida para extraer las ampollas modificadas
mejoradas de la citada cepa

Las etapas de modificacion de los procedimientos de la

invencion pueden llevarse a cabo en una variedad de formas

conocidas por el experto Por ejemplo, pueden insertarse las

secuencias (por ejemplo promotores o marcos de lectura abiertos)
y pueden desestabilizarse los promotores/genes por la tecnica de

insercié4n de transposones Por ejemplo, para sobrerregular 1la
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expresié4n de un gen, podria 1insertarse un promotor fuerte a
través de un transposon hasta 2 kB cadena arriba del codon de
iniciacion del gen (mas preferiblemente 200-600 pb cadena
arriba, lo mas preferido aproximadamante 400 pb cadena arriba)
Puede wutilizarse tambien Jla mutacion puntual o© supresion
(particularmente para la expresidn subrregulada de un gen)

Dichos procedimientos, s1n embargo, pueden ser muy
inestables o inciertos, y por lo tanto se prefiere que la etapa
de modificacion [particularmente para los procedimientos a), b},
c), d), ), h) e 1) como se describen a continuacion] selrealice
a través— —de- Tun--."suceso—. de ~ récombinacion  hdmélogo
Preferiblemente, el suceso tiene lugar entre una secuencia (una
regién recombinogenica} de al menos 30 nucledtidos en el
cromosoma bacteriano y una secuencia (una segunda secuencia
recombinogenica) de al menos 30 nucleotidos en un vector
transformade en la cepa Preferiblemente, las regiones son de
40-100 nucleotidos, mas preferiblemente de 100-800 nucledtidos,
lo mas preferido es de 500 nucleotidos) Estas regiones
recombinogénicas deberian ser suficientemente similares como
para que sean capaces de hibridarse una con otra en condiciones
muy estrictas (como se definen después)

Los sucesos de recombinacion pueden tener lugar utilizando
una region recombinogénica simple en el cromosoma y vectory o a
través de un suceso de doble cruzamiento (con 2 regiones del
cromosoma y vector) Para realizar un suceso de recombinacion
simple, el vector deberia ser una molecula de DNA carcular Para
realizar un suceso de doble recombinacion, el vector deberia ser
una molecula de DNA circular o© lineal (vease la Figura 7) Es

preferible emplear un suceso de doble recombinacidédn y que el
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vector utilizado sea lineal, ya que la bacteria modificada asz
producida sera mas estable en terminos de sucesos de reversion
Preferiblemente, las dos regiones recombinogénicas del cromosoma
(y del vector) son de longitud similar (lo mas preferido es que
sea la misma), de modo que se estimulen dobles cruzamientos E1
doble cruzamiento funciona de manera que las dos regiones
recombinogénicas del cromosoma (separadas por una secuencia de
nucleotidos "X") y las dos regiones recombinogénicas del vector
(separadas por una secuencia de nucleotidos "Y") se recombinan
dejando un cromosoma 1halterado excepto porque X e Y se han
intercambiado La posicién de las regiones recombinogenicas
puede ser tanto posicicnadas cadena arriba como cadena abajo o
pueden estar adyacentes a un marco abierto de lectura de
interes Estas regiones pueden estar constituidas por secuencias
de codificacion, de no codificacion © una mezcla de codificacidén
y no codificacion La identidad de X e Y dependera del efecto
deseado, X puede ser todo o en parte un marco de lectura abierto
e Y ningun nucleotido, lo que daria como resultado la supresion
de la secuencia X del cromosoma Como alternativa, Y puede ser
una reglion promotora fuerte para la insercidn cadena arriba de
un marco de lectura abierto, y por lo tanto X puede ser ningun
nucledtido

Los vectores adecuados variaran en composicidn dependiendo
del tipo de sucesc de recombinacion gue se realice, y de cual
sea el fin ultimo del suceso de recombinacion Los vectores
integrativos utilizados para insertar la region Y pueden ser
condicionalmente replicativos o) plasmidos suicidas,
bacteriéfagos, transposones o fragmentos lineales de DNA

obtenidos por hidrolisis de restriccion o amplificacion por PCR
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La seleccion del suceso de recombinacidn se efectua por medio de
un marcador genetico seleccionable, como genes que confieran
resistencla a antibioticos (por ejemplo canamiclina,
eritromicina, cloramfenicol o gentamicina), genes gque confieran
resistencia a metales pesados y/o compuestos toxicos o genes que

complementen mutaciones auxotrdficas (por ejemplo pur, leu, met,

aro)

Procedimiento a) y £) Subrregulacion/eliminacidén de antigenos

variables e inmunodominantes no protectores

Muchos antigenos de superficie son variables entre las
cepas bacterianas y como consecuencla son protectores solo
frente a un conjunto limitade de cepas estrechamente
relacionadas Un aspecto de esta invencidn cubre la reduccion de
la expresidh, o preferiblemente, 1la supresion del(de los)
gen{es) * que codifica(n) la(s) prdte1na(s)> de suéerf1c1é
variable(s), que da como resultado una cepa bacteriana dque
produce ampollas que, al administrarse en una vacuna, tienen un
potencial mas fuerte para la reactaividad cruzada frente a
diversas cepas debidc a la mayor influencia ejercida por las
proteinas conservadas (retenidas en las membranas externas) del
sistema 1nmune de la vacuna Los ejemplos de dichos antigenos
variables incluyen por Neisseria, pelos (Pi1lC) que experimentan
variaciones antigenicas, PorA, Opa, TbpB y FIpB, por H
influenzae, P2, PS5, pilina, proteasa IgAl y por Moraxella CopB,
OMP106

Otros tipos de genes gque podrian estar subrregulados o
desactivados son genes que, 1n v1ivo, pueden estar facilmente

activados (expresados) o desactivados por la bacteria Como las
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proteinas de membrana externa codificadas por dichos genes no
estdn siempre presentes en la bacteria, la presencia de dichas
proteinas en las preparaciones de ampolla puede ser también
perjudicial para la eficacia de la vacuna por las razones
indicadas anteriormente Un ejemplo preferido para subrregular o
suprimlr es la proteina Opc de Neisseria La inmunidad anti-Opc
inducida por una vacuna de ampollas que contiene Opc tendria
sélo una capacidad protectora 1limitada, ya que el organismo
infectante podria £facilmente hacerse Opc- HgpA y HgpB de H
influenzae son otros ejemplos de dichas proteinas

En el procedimiento a), estos genes variables no
protectores estan subrreguladas en su expresiodn, o
definitivamente desactivados Esto tiene la sorprendente ventaja
anteriormente mencionada de concentrar el sistema inmune en los
mejores antigenos que estan presentes en cantidades pequeiias en
la superficie externa de las ampollas

La cepa puede modificarse de esta manera mediante una serie
de estrategias, incluyendo 1la insercidén de transposén para
desestabilizar la region de codificacidn o region promotora del
gen, o mutaciones puntuales © supresiones para consegulir un
resultado similar La recombinacion homéloga puede utilizarse
tambien para suprimir un gen de un cromosoma (cuando la
secuencia X comprende parte (preferiblemente toda) la secuencia
de codificacién del gen de interés) Ademds puede utilizarse
para cambiar su promotor fuerte por un promotor mas débil (o
ninguno) (cuando la secuencia de nucledtidos X comprende parte
(preferiblemente toda) 1la regidén promotora del gen, y la
secuencia de nucleotidos Y comprende una region promotora mas

deb1il [que da como resultado una expresion reducida de(de los)

32



10

15

20

25

gen{es)/operon(es) de interes] o ninguna region promotora) En
este caso es preferible para el suceso de recombinacidén que
tenga lugar en la region del cromosoma 1000 pb cadena arriba del
gen de interes

Como alternatava, Y puede conferir una actividad
transcripcional condicional, que da como resultado una expresion
condicional de(l) gen{es) /operon{es) de interes
(subrregulacion) Esto es util en la expresion de moléculas que
son toxicas © no estén bien apoyadas por el huesped bacteriano

La mayoria de las proteinas antes ejemplificadas son OMP
integrales y su variabilidad puede estar limitada solo a uno o
pocos de sus bucles expuestos a la superficie Otro aspecto de
esta invencion [procedimiento g] cubre la supresion de regiones
de DNA que codifican estos bucles expuestos a la superficie
conservados Los bucles expuestos a la superficie de P2 y P5 de
H influenzae son ejemplos preferidos de proteinas gque podrian
transformarse en antigenos de reaccidn cruzada utilizando dicho
procedimiento De nuevo, la recombinacion homologa es un
procedimiento preferido para realizar este procedimiento de

modificacion

Procedimiento b) Suministro y modulacion de promotor

Otro aspect??de la invencion se refiere a la modificacion

de la composicion de ampollas por alteracion 1in situ de la

region regulatoria que contrcla la expresion del{de los) gen{es)

y/o operon(es) de interés Esta alteracidén puede 1incluir el

e ——,

reemplazamiento parcial o total del promotor endogenc que

controla la expresion de un gen de interes, por uno que confiere

-

una actividad transcripcional distainta Esta actividad
'\_____-
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transcripcional distinta puede conferirse por variantes
{mutaciones puntuales, supresiones y/o 1inserciones) de las
regiones de control endogeno, mediante promotores de origen
natural o heterologos modificadoes o© por una comblnacion de
ambos Dichas alteraciones conferirdn preferiblemente una
actividad transcripcional mas fuerte gue la enddgena
(rntroduccién de un promotor fuerte), dande como resultado una

expresidn aumentada del(de los) gen(es)/operon(es) de interes

—

(sobrerregulacmon)j Dicho procedimiento es particularmente util
para aumentar la produccion de componentes de ampollas
inmunolédgicamente relevantes, como proteinas de membrana externa
y lipoproteinas (preferiblemente OMP. conse¥vadas, habitualmente
presentes en las ampollas a bajas concentraciones)

Los tipicos promotores fuertes que pueden estar integrados
en Nelisseria son EgrAJ[SEC N°® ID 24], porB [SEC N° ID 26], IgtF,
Opa, pll0, lst y hpuAB PorA y PorB se prefieren como promotores
constitutivos fuertes Se ha establecido (Ejemplo 9) que la
actividad del promotor PorB esta contenida en un fragmento
correspondiente a los nucleotidos -1 a -250 cadena arriba del
codén de iniciacion de porB En Moraxella, se prefiere utilizar
los promotores ompH, ompG, ompE, ompBl, ompB2, ompA, ompCD vy
ompl06, y en H influenzae se prefiere integrar los promotores
P2, P4, Pl, P5 y P6

Utilizando la tecnologia de recombinacion homéloga de doble
cruzamiento preferida para 1introducir el promotor en la region
1000 pb cadena arriba, 1los promotores pueden colocarse en
cualquier sitio a 30-970 pb cadena arriba del codon de
1niciacidén del gen a sobrerregular Aungue convencionalmente se

cree que la region promotora deberia estar relativamente cerca
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al marco de lectura abierto para obtener una optima expresion
del gen, los presentes inventores han encontrado
sorprendentemente que la colocacion del promotor lejos del codon
de 1niciacion da como resultado un gran aumento de los niveles
de expresion Por ello se prefiere que el promotor se inserte a
200-600 pb del codon de 1iniciacidn del gen, mas preferiblemente
a 300-500 pb, y lo mas preferido es a aproximadamente 400 pb del

ATG de ainiciacion

Procedimiento c¢)- Componentes de la ampolla producidos
céndicidnalmente

La expresicn de algunos genes que codifican ciertos
componentes de la ampolla estd cuidadosamente regulada La
produccion de los componentes esta condicionalmente modulada vy
depende de diversas seflales metabdlicas y/o ambientales Dichas
sefiales incluyen, por ejemplo, la limitacion de hierro, 1la
modulacion del potencial redox, las variaciones de pH vy
temperatura y cambios nutricionales Algunos ejemplos de
componentes de ampolla conocidoes por ser producidos
condicionalmente incluyen proteinas de membrana externa

reguladas por hierro de Neisseria y Moraxella {por ejemploc TbpB,

LbpB) y porinas de membrana externa inducibles por sustrato La

presente invencion cubre el uso de los proced1m1ent3§ geneticos

descritos anteriormente (procedimiento a) o b)) para hacer 1la
B

expresién -de—dichas. moléculas constitutiva De esta manera, la
influencia de la sefial ambiental sobre la expresién del(de los)

gen(es) de interes puede ser superada por la
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modificacion/reemplazamiento _ de _la = regién de control
correspondiente del gen, de modo que se vuelva constitutivamente
activo (por ejemplo suprimiendo parte [preferiblemente toda] 1la
secuencia de control represivo, por ejemplo la region
operadora), ¢ 1nsertando un promotor constitutivo fuerte Para
los genes regulados por hierro puede eliminarse el operador fur

Como alternativa, puede utilizarse el procedimiento 1) para
suministrar una copia adicional del gen/operdn de interés en el

cromosoma que estd colocado artificialmente bajo el control de

un promoteor constitutivo

- = e

Procedimientos d) y e) Detoxificaciédn de LPS

La toxicidad de las vacunas de ampollas presenta uno de los
mayores problemas en el uso de ampollas en vacunas Otro aspecto
de la invencion se refiere a procedimientos de detoxificacion
genetica del LPS presente en las ampollas El lipido A es el
componente primario de LPS responsable de la activaciédn celular
Muchas mutaciones en genes implicados en esta ruta conducen a
los fenotipos esenciales Sin embarge, las mutaciones de 1los
genes reponsables de las etapas de modificaciones terminales
conducen a fenotaipos sensibles a la temperatura (htrB) o
permlsivos (msbB) Las mutaciones que dan como resultado una
expresion reducida (o ninguna) de estos genes dan como resultado
una actividad toxica alterada del lipido A Ciertamente los
lipidos A no lauroilados (mutante htrB) o no miristoilados
(mutante msbB) son menos toxicos que el 1lipido A de tapo
silvestre Las mutacicones en el gen de codificacién de la 4'-
quinasa del laipido A (lpxK} reducen tambien la actividad toxica

del lipido A
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El procedimiento d) aimplica asi la supresidn de parte (o
preferiblemente todo) de uno © mas de los marcos de lectura
abiertos o promotores anteriores Como alternativa, los
promotores pueden reemplazarse por promotores mas debiles
Preferiblemente se wutilizan las tecnicas de recombinacion
homologa descritas anteriormente para llevar a cabo el
procedimiento

Las secuencias de los genes htrB y msbB de Neisseria
meningitidis B, Moraxella catarrhalias, y Haemophilus influenzae
se dotan adicionalmente con este fin-

La actividad toxica de LPS 4@§§glé= alterarse también
introduciendo mutaciones en los genes/loci: 1implicados en 1la
resistencia a peolimixina B (dicha resistencia se ha correlado
con la adicion de amincarabinosa en el fosfato 4' del lipado A)
Estos genes/loci podrian ser pmrE que codifica una UDP-glucosa
deshidrogenasa, o una regién de genes de resistencia de peptidos
antimicrobianos comun a muchas enterobacterias que podria estar
iamplicada en la sintesis y transferencia de amincarabinosa El
gen pmrF que esta presente en esta regidén codifica una dolicol-
fosfato manosiltransferasa (Gunn, J S , Kheng, B L , Krueger,
J, XKim, K, Guo, L , Hackett, M , Miller, S I , 1998, Mol
Microbicl 27 1171-1182)

Las mutaciones en el sistema regulatorio PhoP-PhoQ, que es
un sistema regulatorio de dos componentes con fosforele (f 1
fenotipo constitutivo PhoP, PhoP®) o bajo Mg' ambiental o
condiciones de cultivo (que activan el sistema regulatorio PhoP-
PhoQ) conducen a la adicion de amincarabinosa al fosfato 4' y a
2-hidroximiristato reemplazando al miristato (hidroxilacién del

miristato) Este 1lipido A modificado muestra una capacidad
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reducida de estimular la expresion de E-selectina por células
endoteliales humanas y secrecion de TNF-g de monocitos humanos

El procedimiento e) 1implica la sobrerregulacion de estos
genes utilizando una estrategia como la descrita anteriormente
(1ncorporande promotores fuertes, utilizando preferiblemente
técnicas de recombinacion homologa para 1llevar a cabo el
procedimiento)

Como alternativa, mas gque realizar cualquiera de dichas
mutaciones, podria utilizarse una cepa resistente a polimixina B
come cepa de produccion de vacuna (conjuntamente con uno o mas
de los demas procedimientos de la 1invencion), puesto que las
ampollas de dichas cepas tambien tienen toxicidad de LPS
reducida (por ejemplc como muestran, para menigococos, van der
ley, P , Hamstra, H J , Kramer, M , Steeghs, L , Petrov, A ¥
Poolman, J T , 1994, en Proceedings of the ninth international
pathogenic Neisseria conference The Guildhall, Wainchester,
Inglaterra)

Como otra alternativa (y otro aspecto de la invencion) los
inventores proporciocnan un procedimiento de detoxificacidn de
una cepa bacteriana Gram negativa gque comprende las etapas de
cultivar la cepa en un medio de crecimiento que contiene 0,1 mg-
100 g de amincarabinosa por litro de medio

Como otra alternativa mas, pueden afadirse peptidos
sintéticos que imitan la actividad de union de la polimixina B
{descrita a continuacidén) a la preparacién de ampollas para
reducilr la actividad toxica de LPS (Rustici, A , Velucchi, M,
Faggioni, R , Sironi, M , Ghezzi, P , Quataert, S , Green, B, y
Porro, M , 1993 Science 259 361-365, Velucchi, M , Rustici, & ,

Meazza, C , Villa, P , Ghezzi, P y Porro, M , 1997 J Endotox
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—

Procedimiento f) Fijacion de proteinas homologas o heterédlogas

a ampollas de membrana externa reduciendo la toxicidad de LPS

Otro aspecto de esta invencion cubre el uso de secuencias

geneticas que codifican peptidos de polimixina B (o andlogos de

pa—

estos) como medio de dirigir proteinas de fusién a la membrana

externa La polimixina B es un peptiado ciclico compuesto por
aminoacidos no codificados por tRNA (producidos por organismos
actinomicetos Gram positivos) que se unen muy fuertemente a la
parte lipido A del LPS presente en la membrana externa Esta
union reduce la toxicidad intrinseca de LPS {(actividad
endotoxina) Se han desarrollado péptidos qgue 1imitan la

estructura de 1la polimixina B compuestos por amincacidos
candénicos (codificados por tRNA) y tambien se unen a lipido A
con una fuerte afinidad Estos peptidos se han utilizado para

detoxificar LPS Uno de estos péptidos, conocido como SAEP-2

(Ntermlnal-Lys-Thr—Lys-Cys—Lys-Phe—Leu-Lys-Lys—Cys—Ctermlna1),—~_~
se mostro muy prometedor a este respecto (Molecular Mapping and
detoxifying of the Lipid A binding site by sinthetic peptides

(1993) Rustici, A , Velucchai, M , Faggioni, R, Sironi, M,

Ghezzi, P , OQuataert, S5, Green, B, y M, Porro Science
259 361-365)

El presente procedimiento f) de la invencidn proporciona

una mejora de este uso La solicitante ha encontrado que el uso

de secuencias de DNA que codifican el peptido SEAP-2 (o

derivados de este), fusioradas geneticamente a un gen de 1interes
(que codifique por ejemplo un antigeno de .celula T,0 un antigeno

protector que habitualmente se segrega como una toxina, © una
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proteina cmt6§611cauo:5é;lpla§ﬁ1ca) es un medio para dirigir la
correspondiente proteina récombinante a la membrana externa de
un huesped bacteriano preferide (reduciendo al mismo tiempo la
toxicidad de LPS)

Este sistema es adecuado para proteinas labiles que no
estarian expuestas directamente en el exterior de la ampolla
Por lo tanto la ampella actuaria como un vehiculo de suministro
que expondria la proteina al sistema inmune una vez la ampolla
fuera absorbida por las celulas T Como alternativa, la fusion
genetica deberia comprender tambien un péptido sefial o dominio
transmembrana de modo que la proteina recombinante pudiera
cruzar la membrana externa para exponerse al sistema i1nmune del
huésped

Esta estrategia de direccionamiento Qggfih ‘\ser de
particular interés en el caso de genes que codifican proteinas
gque no se dirigen normalmente a la membrana externa Esta
metodologia permite tambien el aislamiento de ampollas
recombinantes enriquecidas en la proteina de interes
Preferiblemente, dicha serfial peptidica de direccionamiento
permite el enriquecimiento de las ampollas de membrana externa
en varias proteinas de 1interes, gque no se encuentran
naturalmente en esa localizacion subcelular dada Una lista no
exhaustiva de bacterias que pueden utilizarse como huesped
receptor para dicha produccion de ampollas recombinantes incluye
Neisseria meningitidis, Nelsseria gonorrhae, Moraxella
catarrhalis, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa,
Chlamydia trachomatis y Chlamydia pneumoniae

Aunque se prefiere que el gen para la construccion sea

modificado en el cromosoma de la bacteria [utilizando el
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procedimiento 1], una realizacion preferida alternativa para las
proteinas recombinantes de cola SAEP-2 es prepararlas
independientemente y unirlas en una etapa posterior a una
preparacion de ampolla

Otra realizacidén es el uso de dichas construcciones en un
procedimiento de purificacidén de proteina El sistema podria
utilizarse como parte de un sistema de expresion para la
produccion de proteinas recombinantes en general La cola SAEP-2
del peptido puede utilizarse para la purificacion de afinidad de
la proteina a la que esta unida, wutilizando una columna gque

contenga moléculas de lipido A inmovilizadas

Procedimiento h) Polisacaridos de reaccidn cruzada

El aislamiento de ampollas de membrana externa bacteriana a
partir de Dbacterias encapsuladas Gram negativas da como
resultado a menudo la copurificacidédn del polisacarido capsular
En algunos casos, este material "contaminante" puede mostrarse
util, vya que el polisacdrido puede activar la respuesta 1nmune
conferida por otros componentes de la ampolla En otreos casos,
sin embargo, la presencia de material polisacarido contaminante
en 1las preparaciones de ampollas bacterianas puede mostrarse
perjudicial para el uso de ampollas en una vacuna Por ejemplo,
se ha mostrado que, al menos en el caso de N meningitidis, que
el polisacarido capsular del serogrupo B no confiere inmunidad
protectora y es susceptible de inducair una re§pqgsth'hut01nmune
adversa en humanos Consiguientemente, el procedimiento h} de la
invencion es la modificacion de la cepa bacteriana para la
produccion de ampollas de modo que -esten exentas de polisacarido

capsular Las ampollas serédn entonces adecuadas para su uso en
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humanos Un ejemplo particularmente preferidoc de dicha
preparacion de ampolla es el del serogrupo B de N meningitidis
desprovisto de polisacarido capsular

Esto puede conseguirse utilizando cepas de produccion de
ampollas modificadas en las que los genes necesarios para la
biosintesis y/o exportacion capsular se hayan dafado La
1nactivacion del gen que codifica la biosintesis o exportacion
capsular puede conseguilirse por mutacion (mutacidn puntual,
supresiédn o ainsercién) en la regidén de control, la region de
codificacién o ambas (utilizando preferaiblemente las tecnicas de
recombinacion homdéloga descritas anteriormente) Ademéas, la
inactavacion de los genes de Dbiosintesis capsular puede
consegulrse tamblen por sobreexpresion antisentido o mutagénesis
de transposén Un procedimiento preferido es la supresicn de
algunos o todos los genes de Neisseria meningitidis cps
necesarios para la biosintesis y exportacidédn de polisacarido
Con este fin puede utilizarse el plédsmido de reemplazamiento
pMF121 (descrito em Frosh et al , 1990, Mol Microbiol 4 1215-
1218) para suministrar una mutacion suprimiendo la agrupacidn de
genes cpsCAD(+galE) Como alternativa, podria suprimirse el gen
s1aD, o subrregularse su expresion (el gen siaD menigococcico
codifica alfa-2,3-sialiltransferasa, una enzima necesarla para
el ©polisacidrido capsular y la sintesis de LOS) Dichas
mutaciones pueden elimimar tambien las estructuras similares al

huésped de la parte polisacarido del LPS de la bacteria

Procedimiento 1) Suministro de una o mas copias de un gen y/o

operon en un cromosoma huesped, © suministro de un gen y/o

operén heterologo en_un cromosoma huésped
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Una estrategia eficiente para modular la composicion de una
preparaciétn de ampolla es suministrar una o mas copias de un
segmento de DNA que contiene un modulo de expresion en el genoma
de una bacteria Gram negativa Una 1lista no exhaustiva de
especies bacterianas preferidas que podrian utilizarse como
receptores de dicho modulo ancluye Neisseria meningitidis,
Neisseria gonorrhae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus
influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia trachomatis y
Chlamydia pneumoniae El{los) gen{es) contenido(s) en el modulo
de expresiédn pueden ser hombélogos (o endogenos) (es decir,
existir naturalmente en el genoma de la bacteria manipulada) o
heterologos (es decir, no existir naturalmente en el genoma de
la bacteria manipulada) El médulo de expresion reintroducido
puede constar de secuencias promotor/gen/operdédn "naturales" sin
modificar o© médulos de expresion modificados en los que la
region promotora y/o la region de codificacién o ambas han sido
alteradas Una lista no exhaustiva de promotores preferidos que
podrian utilizarse para expresion 1ncluye los promotores pora,
porB, 1bpB, tbpB, pll0, 1lst, hpuAB de N meningitidis o N
gonorrhae, los promotores p2, p5, p4, ompF, pl, ompH, p6, hind?
de H influenzae, los promotores ompH, ompG, ompCD, ompE, ompBl,
ompB2, ompA de M catarrhalis, el promotor )pL, lac, tac, araB
de Escherichia coli o promotores reconocidos especificamente por
RNApolimerasa de bacteridéfago como el bacteriofage T7 de E
coli Una lista no exhaustiva de 1los genes preferidos que
podrian expresarse en dicho sistema incluye NspA, omp85, PilQ,
complejo TbpA/B, Hsf, PldA, HasR de Neisseria, MOMP, HMWP de
Chlamuydia, OMP106, HasR, Pi1lQ, OMP85, PldA de Moraxella, FHA,

PRN, PT de Bordetella pertussis
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En una realizaciédn preferida de la invencion el médulo de
expresion se suministra e integra en el cromosoma bacteriano por
medio de recombinacidn especifica homdloga y/o especifica de
sitio Los vectores integrativos utilizados para suministrar
dichos genes y/o operones pueden ser plasmidos condicionalmente
replicativos o suicaidas, bacteriofagos, transposocones o
fragmentos de DNA lineal obtenidos por hidrolisis de restriccién
o amplificacion PCR La integracibén se dirige preferiblemente a
las regiones cromosomicas prescindibles para el crecimiento in
vitro Una lista no exhaustiva de loci preferidos que pueden
utilizarse para dirigir la 1integracion de DNA incluye los genes
porA, porB, opa, opc, rmp, omp26, lecA, cps, lgtB de Neisserie
meningitidis y Neisseria gonorrhae, los genes Pl, P5, hmwl/2,
proteasasa IgA, fimE de NTHi1 y los genes lecAl, lecA2, ompl06,
uspAl, uspAZ2 de Moraxella catarrhalis Como alternativa, el
médulo de expresion utilizado para modular la expresion del (de
los) componente(s) de la ampolla puede suministrarse en una
bacteria de eleccion por medic de vectores episomiales como
plasmidos replicativos circulares/lineales, césmidos, fasmidos,
bacteriofagos lisogenicos o cromosomas bacterianos artificiales
La seleccidén del suceso de recombinacion puede hacerse por medio
de marcadores genéticos selectivos, como genes que confieren
resistencia a antibioticos {por ejemplo canamicina,
eritromicina, c¢loramfenicol o gentamicina), genes que confieren
resistencia a metales pesados y/o compuestos tdéxicos o genes que
complementan mutaciones auxotroficas (por ejemplo, pur, leu,

met, aro)

Genes heterdélogos Expresion de proteinas extrafias en ampollas
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de membrana externa

Las ampollas bacterianas de membrana externa representan un
sistema muy atractivoe de producir, aislar y suministrar
proteinas recombinantes para vacunas, usos terapeuticos y/o de
diagnostico Otro aspecto de esta 1invencion es con respecto a la
expresion, produccion Yy direccionamiento de proteinas
heterdlogas extrafias a la membrana externa, y al uso de las
bacterias para producir ampollas recombinantes

Un procedimiento preferido para conseguir esto es a traves
de un procedimiento que comprende las etapas de introduccidn de
un gen heterologo, opcicnalmente controlado por una secuencia
promotora fuerte, en el cromosoma de una cepa Gram negativa por
recombinacién homéloga Las ampollas pueden prepararse a partir
de la cepa modificada resultante

Una lista no exhaustiva de bacterias que pueden utilizarse
como huesped receptor para 1a produccion de ampollas
recombinantes 1ncluye Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhae, Moraxella  catarrhalis, Haemophilus  influenzae,
Pseudomonas  aeruginosa, Chlamydia trachomatis y Chlamydia
pneumoniae El gen expresado en dicho sistema puede ser de
origen virico, bacteriano, fungico, parasito © eucariotico
superior

Una aplicacidn preferida de 1la invencion incluye un
procedimiento para la expresion de proteinas de membrana externa
de Moraxella, Haemophilus y/o Pseudomonas (integrales,
politopicas y/o lipoproteinas) en ampollas recombinantes de
Neisseria meningitidis Los loci de integracion preferibles se
indican anteriormente Yy lecs genes que se introducen

preferiblemente son aguellos gque proporcionan proteccién frente
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a la bacteria de la gque se aislan Los genes protectores
preferidos para cada bacteria se describen a continuacion

Otras aplicaciones preferidas son ampollas producidas a
partir de una cepa modificada de Haemophilus influenzae en la
que el gen heterologo es un OMP protector de Moraxella
catarrhalis, y ampollas producidas a partir de una cepa
modificada de Moraxella catarrhalis en la que el gen heterologo
es un OMP protector de Haemophilus influenzae (los loca
preferidos para la insercidén de genes se dieron anteriormente, y
los antigenes protectores preferidos se describen a
continuacion)

Una aplicacion particularmente preferida de este aspecto es
en el campo de la profilaxis o tratamiento de enfermedades de
transmision sexual (ETS) A menudo es dificil para 1los
facultativos determinar si1 la causa principal de una ETS es una
infeccidn por gonococo © Chlamydia trachomatis Estos dos
organismos son la causa principal de salpangitis, una enfermedad
gue puede conducir a esterilidad en el huésped Por lo tanto
seria util si pudiera vacunarse contra una ETS, o tratarse, con
una vacuna efectiva contra la enfermedad causada por ambos
organismos La proteina de membrana externa mayoritaria (MOMP)
de C trachomatis ha mostrado ser el objetivo de los anticuerpos
protectores Sin embargo, la integridad estructural de esta
proteina de membrana integral es importante para inducir dichos
anticuerpos Ademés, los epitopos reconocidos por estos
anticuerpos son variaables y definen mds de 10 serovariaciones
El aspecto anteriormente descrito de esta invencidn permite el
plegamiento adecuado de una © mas proteinas de membrana en una

preparacién de ampolla de membrana externa La modificaciédn de
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una cepa gonococclca que expresa multiples serovariaciones MOMP
de C trachomatis en la membrana externa, y la produccion de
ampollas de éstas, da una solucion simple a los multiples
problemas de las proteinas de membrana plegadas correctamente,
la presentacion de suficientes serovariaciones de MOMP para
proteger frente a un amplic espectro de serovariaciones, y la
profilaxis/tratamiento simultaneo de 1infeccion gonocdccica (y
consiguientemente la falta de necesidad de que los facultativos
decidan 1nicialmente cual organismo estd causande los sintomas
clinicos particulares, puede vacunarse frente a ambos organismos
simultaneamente, permitiendo asi el tratamiento de la ETS en una
etapa muy temprana) Los loci preferidos para la insercion de
genes en el cromosoma gonococclco se dieron anteriormente Otros
genes protectores preferidos de C trachomatis que podrian
incorporarse son HMWP, PmpG y aquellos OMP descritos en el

documento WO 99/28475

Direccionamiento de las proteinas heterologas a las ampollas de
membrana externa

La expresiédn de algunas proteinas heterdlogas en ampollas
bacterianas requiere la adicion de sefial (es) de direccionamiento
de membrana externa El procedimiento preferido para solucionar
este problema es creando una fusion genética entre un gen
heteroclogo y un gen dque codifique una OMP residente como
aproximacidn especifica para dirigir las proteinas recombinantes
a las ampollas Lo mas preferido es que el gen heterdlogo esté

fusionado a las secuencias de péptido sefial de dicha OMP

Preparaciones de ampollas neisséricas
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Se prefieren uno o mas de 1los siguientes genes (que
codifican antigenos protectores) para la sobrerregulacion
mediante los procedimientos b) y/o 1) llevados a cabo en una
cepa neisserica, incluyendo gonococos y MEeN1Ngococos
(particularmente N meningitidis B) NspA (documento WO
96/29412), saimilar a Hsf (documento WO 99/31132), BHap (documento
PCT/Ep99/02766), PorA, PorB, OMP85 (documento WO 00/23595), PilQ
{(documento PCT/EP99/03603), PldA {documento PCT/EP99/06718),
FrpB (documento WO 96/31618), TbpA (documento US 5 912 336),
TbpB, FrpA/FrpC (documentc WO 92/01460)}, LbpA/LbpB (documento
PCT/EP98/05117), FhaB (documento WO 88/02547), HasR (documento
PCT/EP99/05989), lipo02 {documento PCT/EP99/08315), Tbp2
(documento WO 99/57280), M1ltA (documento WO 99/57280) y ctrA
(documento PCT/EP00/00135) Tambien se prefieren genes que
puedan introducirse heterologamente en otras bacterias Gram
negativas

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
subrregulacidén a traves del procedimiento a) PorA, PorB, PilC,
TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, Opa y Opc

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para 1la
subrregulacion a traves del procedimiento d) htrB, msbB y lpxK

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
sobrerregqulacion a traves del procedimiento e) pmrA, pmrB, pmrE
y pmrF

Las secuencias de control represivo preferidas para el
procedimiento c) son la reqgion del operador fur
(particularmente para uno o ambos genes TbpB o LbpB) y la region
del operador DtxR

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para 1la

48

NP



10

15

20

25

subrregulacion a traves del procedimiento h) galE, siaA, s1aB,

si1aC, siaD, ctrA, ctrB, ctrC y ctrD

Preparacion de ampollas de Pseudomonas aeruginosa

Uno o mas de los siguientes genes (que codifican antigenos
protectores) son preferidos para la sobrerregulacion a traves de
los procedimientos b) y/o 1) PcrV, OprF, OprI Tambien son
preferidos como genes que pueden 1ntroducirse heterologamente en

otras bacterias Gram negativas

Preparaciones de ampollas de Moraxella catarrhalis

Uno o mas de los siguientes genes (que codiifcan antigenos
protectores) son preferidos para la sobrerregulacion a traves de
los procedimientos b) y/o 1) OMPl06 (documentos WO 97/41731 vy
WO 96/34960), HasR (documento PCT/EP99/03824), Pi1lQ (documento
PCT/EP99/03823), OMP85 {(documento PCT/EPQ0/01468), l1po0é
(documento GB 9917977 2), 1lipol0 (documento GB 9918208 1),
lipoll {documento GB 9918302 2), lipolB (documento GB
9918038 2), P6 (documento PCT/EP9%/03038), ompCD, CopB
(Helminen, M E et al , (1993) Infect Immun 61 2003-2010), D15
(documento PCT/EP99/03822), OmplAl (documento PCT/EP99/06781),
Hly3 (documento PCT/EP99/03257), I1bpA y LbpB (documento WO
98/55606), TbpA y Tbp B (documentos WO 97/13785 y WO 97/32980),
OmpE, UspBAl y UspA2 (documento WO 93/0376l1) y Omp2l También son
preferidos como genes que pueden introducirse heterologamente en
otras bacterias Gram negativas

Unc o mas de los siguientes genes son preferidos para la
subrregulacion a traves del procedimiento a) CopB, OMP10e,

OmpBl, TbpA, TbpB, LbpA y LbpB
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Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
subrregulacion a traves del procedimiento d) htrB, msbB y 1pxK

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
sobrerregulacién a traves del procedimiento e) pmrA, pmrB, pmrE

y pmrF

Preparaciones de ampollas de Haemophilus influenzae

Uno o mids de los siguilentes genes (que codifican antigenos

protectores) son preferidos para la sobrerregulacidén a traves de

———— e

los procedimientos b) y/o 1) D15 (documento WO 94/12461), P6

{documento EP 281673), TbpA, TbpB, P2, P5, {documento WO
94/26304), OMP26 (documento WO 97/01638), HMW1l, HMW2, HMW3,
HMW4, Hia, Hsf, Hap, Hin47 y Hif (todos los genes en este operdn
deben estar sobrerregulados para sobrerregular 1la pilina)
Tambien son preferidos como genes que pueden 1ntroducirse
heterélogamente en otras bacterias Gram negativas

Unc o mas de los siguientes genes son preferidos para la
subrregulacion a traves del procedimientoc a) P2, P5, Haf,
proteasa IgAl, HgpA, HgpB, HMW1l, HMW2, Hxu, TbpA y TbpB

Uno o mas de los siguientes genes son preferidos para la
subrregulacion a traves del procedimiento d} htrB, msbB y lpxK

Uno o mas de los siguilentes genes son preferidos para la
sobrerregulacion a traves del procedimiento e) pmrA, pmrB, pmrE

y pmrF

Formulaciones de wvacuna

Una realizaciédn preferida de la invencion es la formulacidén
de las preparaciones de ampolla de la invencion en una vacuna

gue puede comprender tambien un excipiente farmacéuticamente
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aceptable

La fabricacién de preparaciones de ampollas a partir de
cualquiera de las cepas modificadas antes mencionadas puede
consegulirse mediante cualquiera de los procedimientos baien
conocidos por el experto Se utilizan preferiblemente los
procedimientos descritos en los documentos EP 301992, US
5 597 572, EP 11243 o US 4 271 147 Lo mas preferido es utilizar
el procedimiento descrito en el Ejemplo 8§

La preparacion de vacunas se describe generalmente en
Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach" (Eds Powell
MF & Newman M J ) (1995) Plenum Press, Nueva York)

Las preparaciones de ampollas de la presente invencicon
pueden coadyuarse en la formulacién de vacuna de la invencidén
Los coadyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio como
hidroxido de aluminio gel {(alumina) o fosfato de aluminio, pero
tambien puede ser una sal de calcio (particularmente carbonato
de calcio), hierro o zinc, o puede ser una suspensidén insoluble
de tirosina acilada o azucares acllados, derivados cationicos o
anibnicos de polisacaridos o polifosfacenos

Los sistemas coadyuvantes de Thl adecuados que pueden
utilizarse 1incluyen monofosforail-lipido A, particularmente
monofosforail-lipide A 3-desoxiacilado, y una combinacion de
monofosforail-lipido A, preferiblemente moncfosforil-lipido A 3-
desoxiacilado (3D-MPL) junto con una sal de aluminio Un sistema
mejorado implica la combinacion de monofosforil-lipido A y un
derivado de saponina, particularmente la combinacion de QS21 y
3D-MPL como se describe en el documento WO 94/00153, o una
composicion menos reactogénica en la que Q0S21 esta 1inactivado

con colesterol, como se describe en el documento WO 96/33739
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Una formulacién de coadyuvante particularmente potente gque
implica QS21, 3D-MPL y tocofercl en una emulsidn de aceite en
agua se describe en el documento W095/17210 y es una formulacion
preferida

La vacuna puede comprender una saponina, mas
preferiblemente QS21 Tambien puede comprender una emulsion de
aceite en agua y tocoferol Los oligonucleotidos que contienen
CpG sin metilar {(documento WO 96/02555) tambien son inductores
preferenciales de una respuesta THl1 y adecuados para su uso en
la presente invencidn

La preparacidén de vacuna de la presente 1invencion puede
utilizarse para proteger o tratar a un mamifero susceptible de
infeccidén por medio de la administracion de la citada vacuna a
traves de via sistemica o mucosa Estas administraciones pueden
incluir la inyecciédn por via 1intramuscular, intraperitoneal,
intradermica o subcutanea, © por administracidén mucosa a los
tractos oral/alimentario, respiratorio o genitourinario Asl
pues, un aspecto de la presente invencion es un procedimiento de
inmunizar a un huesped humano contra una enfermedad causada por
una ainfeccidén de una bacteria gram negativa, tal metodo
comprende la administracién al huésped de una dosis
inmunoprotectora de la preparacién de ampolla de la presente
invencién

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se
selecciona como una cantidad que 1nduce una @ respuesta
inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos en las vacunas
tipicas Dicha cantidad variarad dependiendo del inmunogeno

especifico utilizado y de cdbmo se presente Generalmente, se

espera que cada dosis comprenda 1-100 pg de antigeno de
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proteina, preferiblemente 5-50 g, y lo mas tipico en el

intervalo de 5-25 pug

Puede determinarse una cantidad éptima para una vacuna
particular por estudios estandares que 1implican la observacion
de respuestas inmune apropiadas en sujetos A continuacidn de la
vacunacién 1inicial los sujetos pueden recibir una © mas

inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas

Vacunas de celula enteras fantasma-o muertas

—

Los 1inventores consideran que las mejoras anteriores para
las preparaciones de ampollas y vacunas pueden extenderse
facilmente a preparaciones y a vacunas de celulas enteras
fantasma ¢ muertas (con 1identicas ventajas) Las cepas Gram
negativas modificadas de la invencidén de las que se preparan las
ampollas pueden utilizarse también para hacer preparaciones de
célu{aq enteras fantasma o muertas Los procedimientos para
hacer preparaciones fantasma (celﬁias vacias con las cubiertas
intactas) a partir de cepas Gram negativas son bien CQPOC1dos en
la técnica (vease por ejemplo el documento WO 92/0153&) Los
procedimientos de matar celulas enteras para hacer preparaciones
de celulas inactivadas para su uso en vacunas son también bien
conocidos Los terminos "preparaciones de ampollas" y "vacunas
de ampollas" como también en los procedimientos descritos a lo
largo de este documento son por lo tanto aplicables a los
terminos "preparacion fantasma" \ "vacuna fantasma" Y
"preparaciédn de celulas enteras muertas" y "vacuna de células

enteras muertas”, respectivamente, con los fines de esta

invencion
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Combinacidédn de los procedimientos a}-1i)

Puede apreciarse gque pueden utilizarse uno © mas de los
procedimientos anteriores para producair una cepa modificada de
la que hacer preparaciones mejoradas de ampollas de la
invencidén Preferiblemente se utiliza uno de dichos
procedimientos, mas preferiblemente dos o mas de los
procedimientos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 89) se usan para fabricar
la vacuna de ampolla Segun se utiliza un procedimiento
adicional en la fabricacion de la vacuna de ampolla, cada mejora
funciona conjuntamente con los demds procedimientos utiailizados
para hacer una preparacidn de ampolla modificada optimizada

Una preparacion de ampolla meningocdccica preferida
(particularmente de N meningitidis B) comprende el uso de los
procedlmlentOSra)!\b),<gr~y/o'q) v h) Dichas preparaciones de
ampollas son seguras (no hay estructuras similares a las
estructuras huesped), no toxicas y estructuradas de manera gue
la respuesta inmune del huésped estara enfocada en altos niveles
de antigenos protectores (y preferiblemente conservados) Todos
los elementos anteriores funcionan conjuntamente para
proporcionar una vacuna de ampolla optimizada

De forma similar para M catarrhalis y H 1influenzae no
tipificable, las preparaciones de ampolla preferidas comprenden
el usco de los procedimientos a), b} y d) y/o e)

Otro aspecto de la invencion es, de esta manera, una vacuna
de celulas enteras muertas o] fantasma Gram negativa
inmunoprotectora y no toxica, adecuada para uso pediatrico

Para uso pediatrico significa uso en i1nfantes menores de 4
afios de edad

Inmunoprotectora significa que al menos un 40% (y
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preferiblemente el 50, 60, 70, 80, 90 y 100%) de seroconversion
en i1infantes (aumentc de 4 veces la actividad bactericida
[dilucidén de 1los antisueros a la gque mueren el 50% de las
bacterias, vease por ejemplo el documento PCT/EP98/05117])
frente a un conjunto de cepas heterologas que se seleccionan de
los grupos clonales mayoritarios conocidos Para el meningococo
B estas cepas deberian tener un tipoc de PorA diferente de 1la
cepa de produccion de la ampolla, y deberian ser preferiblemente
2, 3, 4 o, lo mas preferido, las 5 cepas H44/76, M97/251078,
BZ10, NGPlé65 y CU385 Para H 1influenzae no tipificable, las
cepas deberian ser preferiblemente 2, 3, 4 o, lc mas preferido,
las 5 cepas 3224A, 32189C, 3241A, 640645 y A840177 Para M
catarrhalis las cepas deberian ser preferiblemente 2, 3, 4 o, lo
mas preferido, las 5 cepas ATCC 43167, 14, 358, 216 y 2926

No téxice significa que existe una reduccion significativa
(2-4 veces, preferiblemente 10 veces) de la actividad endotoxina

medida por el bien conocido LAL y por ensayos de pirogenicidad

Combinaciones de vacuna

Otro aspecto de la invencidén son combinaciones de vacunas
que comprenden las preparaciones de ampollas de la invencidn con
otros antigenos que se utilizan ventajosamente frente a clertos
estados de enfermedad La solicitante ha encontrado que las
ampollas son particularmente utiles para formulacion con otros
antigenos, puesto que ventajosamente tienen un efecto
coadyuvante sobre los antigenos con los que se mezclan

En una combinacion preferida, las preparaciones de ampolla
de meningococo B se formulan con 1, 2, 3 o preferiblemente los 4

sigulentes polisacaridos capsulares meningococicos que pueden
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estar solos o conjugados a un vehiculo proteina A, C, Y o W
Dicha wvacuna puede utilizarse ventajosamente como vacuna
meningocdéccica global Mas que utilizar las preparaciones de
ampcllas de meningococo B de la invencion, se considera tambien
que 1la formulacion podria contener alternativamente
preparaciones de ampollas de meningococo B de tipo silvestre de
2 o mas (preferiblemente varias) cepas pertenecientes a varios
subtipos/serotipos (por ejemplo elegidos de Pl 15, Pl 7, 16,
Pl 4 y P1 2)

En otra realizacion preferaida, las preparaciones de
ampollas de meningococo B de la invencidén [o la mezcla antes
mencionada de 2 o mas preparaciones de ampollas de meningococo B
de tipo silvestrel, preferiblemente formuladas con 1, 2, 3 o los
4 polisacaridos capsulares meningocédcicos solos o conjugados A,
C, Y o W, se formulan con un polisacarido capsular conjugado de
H influenzae b, Yy uno © mas polisacaridos capsulares
pneumococicos conjugados o solos Opcionalmente, la vacuna puede
comprender también uno o mas antigenos de proteina que pueden
proteger a un huesped frente a infeccion por Streptococcus
pneumoniae Dicha vcauna puede utilizarse ventajosamente como
una vacuna de meningitis global

Los antigenos polisacidridos capsulares pneumocécicos se
seleccionan preferiblemente de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7F, 8, 9N, 9v, 10a, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 193, 19F, 20,
22F, 23F y 33F (lo mas preferido de los serotipos 1, 3, 4, 5,
6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19F y 23F)

Los antigenos de proteina pneumococlicos preferidos son
aquellas proteinas pneumocdcicas gque estan expuestas a la

superficie externa del pneumococo (capaces de ser reconocidas
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por el sistema 1inmune del hueped durante al menos parte del
clclo wvital del pneumococo) o son proteinhas que se segregan o
liberan por el pneumococo Lo mas preferido es que la proteina
sea una toxina, adhesina, transductor de seflal de 2 componentes
o lipoproteina de Streptococcus penumoniae, © fragmentos de
ésta Las proteinas particularmente preferidas incluyen, pero no
estan limitadas a, pneumolisina {preferiblemente detoxificada
por tratamiento quimico o mutacion) [Mitchell et al Nucleac
Acids Res 11 Jul 1990, 18(13) 4010 "Comparison of pneumolysin
genes and proteins from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2%,
Mitchell et al Biochim Biophys Acta 23 Ene 1989, 1007(1) 67-
72 "Expression of the pneumolysin gene in Escherichia coli

rapid purification and biological properties™, documento WO
96/05859 (A Cyanamid), documento WO 90/06951 (Paton et al),
documento WO 99/03884 (NAVA)], PspA y variantes de supresidn
transmembrana de éstas (documento US 5804193 - Briles et al),
PspC y variantes de supresion transmembrana de estas (documento
WO 97/09994 - Briles et al), PsaR y variantes de supresidédn
transmembrana de éstas (Berry & Paton, Infect Immun Dic 1996,
64{12) 5255-62 "Sequence heterogeneity of PsaA, a 36-kilodalton
putative adhesin essential form virulence of Streptococcus
pneumoniae"), proteinas de union a colina pneumococcica y
variantes de supresion transmembrana de estas, CbpA y variantes
de supresidén transmembrana de estas (documentos WO 97/41151, WO
99/51266), gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (Infect

Immun 1996, 64 3544), HSP70 (documento WO 96/40928), PcpA
(Sanchez-Beato et al, FEMS Microbiol Lett 1998, 164 207-214),
proteinas similares a M, solicitud de patente SB n° EP 0837130 y

adhesina 18627, solacitud de patente SB n® EP 0834568 Otros
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antigenos de proteina pneumocdccica preferidos son los descritos
en el documento WO 98/18931, particularmente los seleccionados
de los documentos WO 98/18930 y PCT/US9%/30390

En otra realizacion preferida, las preparaciones de
ampollas de Moraxella catarrhalis de la 1invencion se formulan
con uno o mas polisacdridos capsulares pneumococlcos solos o
conjugados, Yy uno o mas antigenos que pueden proteger a un
huesped frente a una infeccion de H 1influenzae no tipificable
Opcionalmente, la vacuna puede comprender tambien uno © mas
antigenos de proteina que pueden proteger a un huesped de
infecciédn por Streptococcus pneumoniae La vacuna tambien puede
comprender opcionalmente uno © mas antigenos que pueden proteger
a un huesped frente a RSV y/o uno o mas antigenos gue pueden
proteger a un huesped frente al virus de la gripe Dicha vacuna
puede utilizarse ventajosamente como vacuna global de otitas
media

Los antigenos de proteina de H 1influenzae no tipificables
preferidos incluyen las proteinas de fimbrina (documento US
5766608} y las fusiones que comprenden los péptidos de éstas
(por ejempo la fusion LBl) (documento US 5843464 - Chio Research
Foundation), OMP26, P6, proteina D, TbpA, TbpB, Hia, Hmwl, HmwZ2,
Hap y D15

Los antigenos del virus de la gripe preferidos incluyen
virus enteros, vivos o 1inactivados, virus de la gripe dividido,
crecido en ovulos de celulas MDCK o células Vero o virosomas de
la gripe enteros (como los descritos por R Gluck, Vaccine,
1692, 10, 915-920) o proteinas purificadas o recombinantes de
éstos, como proteinas HA, NP, NA o M, o combinaciones de estas

Los antigenos preferidos de RSV (virus respiratorio
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sincitial) incluyen la glicoproteina F, la glicoproteina G, la
proteina NH o derivados de estas

En otra realizacién preferida mas, las preparaciocnes de
ampollas de H influenzae no tipificable de la invencion se
formulan con uno © mas polisacaridos capsulares pneumocdcicos
solos o conjugados y uno o mas antigenos que pueden proteger a
un huésped frente a infeccion por M catarrhalis Opcionalmente,
la wvacuna puede comprender también uno o© mas antigenos que
pueden proteger a un huesped frente a RSV y/o0 uno o mas
antigenos que pueden proteger a un huésped frente al virus de la
gripe Dicha wvacuna puede utilizarse ventajosamente como vacuna

glcocbal de otitis media

Secuencias de nucleotidos de la invencidn

Otro aspecto de la invencion se refiere a la provision de
nuevas secuencias de nuclebdtidos que pueden utilizarse en los
procedimientos de la 1invencion Se proporcionan regiones
especificas cadena arriba de diversos genes de diversas cepas,
que pueden utilizarse en, por ejemplo, los procedimientos a),
b), d) y h) Ademas, se proporcionan regiones de codificacion

para realizar el procedimiento d)

Procedimiento general para el analisis de la region adyacente no
codificante de un gen bacteriano y su explotacion para la
expresion modulada del gen en ampollas

Las regiones adyacentes no <codificantes de wun gen
especifico contienen los elementos regulatorios importantes en
la expresion del gen FEsta regulacion tiene lugar tanto a nivel

transcripcional como de traduccion La secuencia de estas
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regiones, tanto cadena arriba como cadena abajo del marco de
lectura abierto del gen, puede obtenerse por secuenciacion del
DNA Esta informacidén de la secuencia permite la determinacion
de los motivos regulatorios potenciales come los diferentes
elementos promotores, secuencias de terminacion, elementos de
secuencia inducibles, represores, elementos responsables de la
variacion de fase, la secuencia Shine-Dalgarno, regiones con
estructura secundaria potencial implicada en la regulacion, asi
como otros tipos de motivos o secuencias regulatorias

Esta informacidén de la secuencia permite la modulacion de
la expresién natural del gen en cuestion La sobrerregulacion de
la expresion del gen puede conseguirse mediante la alteracion
del promotor, de la secuencia Shine-Dalgarno, del represor
potencial o de los elementos del operador o de cualquier otro
elemento implicado Asimismo, puede consegulirse la
sobrerregulacion de la expresién mediante tipos similares de
modificaciones Como alternativa, cambiando las secuencias de
variacion de fase, la expresion del gen puede ponerse bajo el
control de la variacion de fase, o puede desacoplarse de esta
regulacion En otra aproximacién, la expresién del gen puede
ponerse bajo el control de uno o mas elementos inducibles que
permitan la expresion regulada Los ejemplos de dicha regulacion
incluyen, pero no estan limitados a, induccidédn por cambio de la
temperatura, adicion de sustratos de inductor como carbohidratos
seleccionados o© sus derivados, elementos traza, vitaminas,
cofactores, 1iones metalicos, etc

Dichas modificaciones, como las descritas anteriormente,
pueden introducirse mediante diferentes medios La medificaciédn

de las secuencias implicadas en la expresidn de los genes puede
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hacerse 1n vivo por mutagénesis aleatoria sequida de seleccion
del fenotipo deseado Otra aproximacion consiste en aislar 1la
region de 1interes y modificarla por mutagénesis aleatoria o
reemplazamiento dirigide a sitio, mutagenesis de 1insercion o
supresidén La region modificada puede reintroducirse entonces en
el genoma bacteriano por recombinacion hombéloga, y puede
evaluarse el efecto de la expresion del gen En otra
aproximacién, puede utilizarse el conocimiento de la secuencia
de la reqgidn de interes para reemplazar ¢ suprimir toda o parte
de 1las secuencias regulatorias naturales En este caso, la
regién regulatoria objetivo se aisla y modifica para que
contenga los elementos regulatorios de otro gen, una combinacion
de elementos regulatorios de diferentes genes, una region
regulatoria sintetica o cualquier otra region regulatoria, o
para suprimir partes seleccionadas de las secuencias
regulatorias de tipo silvestre Estas secuencias modificadas
pueden reantroducirse entonces en la bacteria a través de
recombinacion homologa en el genoma

En el procedimiento b), por ejemplo, la expresion de un gen
puede modularse por intercambio de su promotor con un promotor
mas fuerte (a través del aislamientc de la secuencia cadena
arriba del gen, modificacion 1n vitro de esta secuencia y
reintroduccion en el genoma por recombinacién hombdloga) La
expresion sobrerregulada puede obtenerse tanto en la bacteria
como en las vesiculas de membrana externa emitidas (o
preparadas) por la bacteria

En otros ejemplos preferidos, pueden utilizarse las
aproximaciones descraitas para generar cepas bacterianas

recombinantes con caracterasticas mejoradas para las

61



10

15

20

25

aplicaciones de vacunas, como se describioc anteriormente Estas
pueden ser, perc no estan limitadas a, cepas atenuadas, cepas
con expresion aumentada de antigenos seleccionados, cepas con
knock-out (o expresion reducida} de los genes gue interfieren
con la respuesta 1nmune, y cepas con expresion modulada de
proteinas inmuncdominantes

Las SEC N° 1ID 2-23, 25, 27-38 son todas secuencias cadena
arriba neissericas (cadena arriba del codbén de ainiciacaidn de
diversos genes preferidos) que comprenden aproximadamente 1000
pb cada una Las SEC N° ID 39-62 son todas secuencias cadena
arriba de M catarrhalis (cadena arriba del codon de iniciacion
de daiverscs genes preferidos) que comprenden aproximadamente
1000 pb cada una Las SEC N° ID 63-75 son todas secuencias
cadena arriba de H influenzae (cadena arriba del codon de
iniciacicn de diversos genes preferidos) gue comprenden
aproximadamente 1000 pb cada una Todas éstas pueden utilizarse
en procedimientos geneticos (particularmente en recombinacion
homologa) para 1la sobrerregulacién o subrregulacion de los
marcos de lectura abiertos a los que estan asociadas (como se
describio anteriormente) Las SEC N° ID 76-8l1 son las regiones
de codificacion para los genes HtrB y MsbB de Neisseria, M
catarrhalis y Haemophilus influenzae Estas pueden utilizarse en
procedimientos genéticos (particularmente de  recombinacidn
homéloga) para la subrregulacion (en particular la supresidn} de
parte (preferiblemente todos) de estos genes [procedimiento d)]

Otro aspecto de la invencion es, de esta manera, una
secuencia de polinucledtidos aislada que hibrida en condiciones
muy estrictas con al menos una parte de 30 nucleotidos de los

nucleotidos de SEC N° 1ID 2-23, 25, 27-81 o wuna cadena
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complementaria de estos Preferiblemente la secuencia aislada
deberia ser suficientemente larga para realizar la recombinacion
homologa con la secuencia cromosémica s1 es parte de un vector
adecuado, particularmente al menos 30 nucleotidos
(preferiblemente al menos 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300,
400 o 500 nucledtidos} Mas preferiblemente, el polainucledtido
aislado deberia comprender al menos 30 nucleotidos
(preferiblemente al menos 40, 50, &0, 70, 80, 90, 100, 200, 300,
400 o 500 nucleotidos) de SEC N° ID 2-23, 25, 27-81 o una
cadena complementaria de estos

Como se utilizan en 1la presente, las condiciones de
hibridacion muy estrictas 1incluyen, por ejemplo, SSC 6x,
Denhardt S5x, SDS al 0,5% y 100 pg/ml de DNA de esperma de salmon
fragmentado y desnaturalizado hibraidado durante la noche a 65°C
y lavado con SSC 2x, SDS al 0,1% una vez a temperatura ambiente
durante alrededor de 10 minutos, seguido de una vez a 65°C
durante alrededor de 15 minutos, seguido de al menos un lavado
con S8SC 0,2 x, SDS al 0,1% a temperatura ambiente durante al
menos 3-5 minutos

Otro aspecto es el uso de las secuencias de polinucleotido
aisladas de la invencion para realizar un suceso de modificacion
genetica (como 1nsercion de transposon o mutacion especifica de
sitic o] supresion, pero preferiblemente un suceso de
recombinacién homologa) en las 1000 pb cadena arriba de un gen
cromosémico bacteriano Gram negativo, para aumentar o reducir la
expresion del gen Preferiblemente la cepa en que el suceso de
recombinacion tiene lugar es la misma que la cepa de la que se
obtuvieron las secuenclas cadena arriba de la invencién Sin

embargo, los meningococos A, B, C, Y y W y los genomas de
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gonococos son suficientemente similares para que la secuencia
cadena arriba de cualquiera de estas cepas pueda ser adecuada
para disefiar vectores para realizar dichos sucesos en las demas
cepas Este puede ser también el caso de Haemophilus influenzae

y Haemophilus influenzae no tipificable

EJEMPLOS

Los ejemplos sigulentes se llevan a cabo utilizando las técnicas
estandares, que son bien conocidas y de rutina para 1los
expertos, excepto cuande, en caso contrario, se describen en
detalle Los ejemplos son 1lustrativos, pero no Jlimitan la

invenclén

Ejemplo 1 Construccion de una cepa del serogrupo B de Neisseria

meningitidis exenta de polisacaridos capsulares

Se ha utilizado el plasmido pMF121 (Frosch et al, 1990) para
construir una cepa de Neisseria meningitidis B exenta de
polisacaridos capsulares El plasmido contiene 1las regiones
adyacentes del locus del gen que codifica la ruta biosintética
del polisacarido del grupo B (PS B) y el gen de resistencia a la
eritromicina La supresion del PS B dioc como resultado la
perdida de expresidn del polisacarido capsular del grupo B asa
como la supresidén en la copia activa de galE, que conduce a la

sintesis de LPS deficiente en galactosa

Transformaclién de cepas

Se selecciono la cepa H44/76 de Neisseria meningitidis B
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(B 15 P1 7, 16, Los 3,7,9) para transformacion Después de
incubacion durante la noche con CO: en placa de MH (sain
eritromicina), se recogieron las células en MH liquido que
contenia MgCl; 10 mM (se utilizaron 2 ml por placa de MH) y se

diluyeron hasta una DO de 0,1 (550 nm) A esta disolucion de 2
ml se afiadieron 4 pyl de disolucidén madre del plasmido pMF121

(0,5 ug/ml) durante un periodo de 1incubacion de 6 horas a 37°C

{con agitacion) Se hizo un grupo control con la misma cantidad

de bacteria Neisseria meningitidis B, pero sin adicion de
plasmido Despues del periodo de incubacién, se colocaron 100 pl
de cultivo como tal y a diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 en
placas de MH que contemian 5, 10, 20, 40 u 80 pyg de

eritromicina/ml antes de incubacion durante 48 horas a 37°C

Transferencia de colonias

Despues de incubacion en placa se crecieron 20 colonias y se
seleccionaron de las placas de MH con 10 y 20 pug de

eritromicina/ml, mientras que no hubo crecimiento de colonias en
el grupo de control sin transformacion de plasmido La cepa tipo
si1lvestre H44/76 fue 1ncapaz de <crecer en las placas de
eritromicina seleccionadas (10 a 80 pug de eritromicina/ml) E1
dia después se colocaron todas las colonias visibles en nuevas
placas MH sin eratromicina para dejarlas crecer Despues, se
transfirieron a léminas de nitrocelulosa (transferencia de
colonias}) para ensayar la presencia de polisacarido B
Resumiendo, se transfirieron 1las colonias a una Jlamina de
nitrocelulosa y se aclararon directamente con PBS-Tween 20 al

0,05% antes de 1nactivacion celular durante 1 hora a 56°C en
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PBS-Tween 20 al 0,05% (tampén diluyente) Después, se cubrid la
membrana durante una hora con tampon diluyente a temperatura
ambiente (RT) Después, se lavaron de nuevo las laminas tres
veces durante 5 minutos con el medio de dilucién antes de
incubacion con Mab 735 PS anti-B (Boerhinger) diluido a 1/3000
en el tampon diluyente durante 2 horas a temperatura ambiente
Despues de una nueva etapa de lavado (3 veces, 5 minutos}, se
detecto el anticuerpo monoclonal con Ig anti-ratdén biotinada de
Amersham (RPN 1001) diluida 500 veces en el tampon diluyente
(una hora a temperatura amblente) antes de la siguiente etapa de
lavado {como se describio anteriormente) Despues, se incubaron
las ladminas durante 1 hora a temperatura ambiente con una
disolucion de complejo de estreptavidina-peroxidasa diluada
1/1000 en el tampon diluyente Después de las tres wultimas
etapas de lavado utilizando el mismo procedimiento, se incubaron
las laminas de nitrocelulosa durante 15 minutos en la oscuridad

utilizando disoclucion de revelado (30 mg de disolucion de 4-
cloro-l-naftol en 10 ml de metanol mas 40 ml de PBS y 30 y1 de

H0: al 37% de Merck) Se paro la reaccion con una etapa de

lavado con agua destilada

ELISAS de células enteras

Se hicieron tambien ELISAS de celulas enteras utilizando

las dos colonias transformadas ("D" y "R") y la cepa de tipo
silvestre (H44/76) como bacterias de recubrimiento (20 ug de

proteina/ml), y se utilizaron un conjunto de distaintos
anticuerpos monoclonales para caracterizar las cepas de
Neisseria meningitidis Se ensayaron los siguientes Mab PS
anti-B (735 del Dr Frosch) y los demas Mab de NIBSC PS anti-B
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(Ref 85/750), anti-Pl1 7 (A-PorA, Ref 4025}, anti-Pl1 16 (A-
PorA, Ref 95/720), anti-Los 3,7,9 (A-LPS, Ref 4047), anti-Los
8 (A-LPS, Ref 4048) y anti-Pl 2 (A-PorA, Ref 95/696)

Se recubrieron la placas de microvaloracion (Maxisorp,
Nunc} con 100 pl de la disolucidén de celulas B meningococicas

recombinantes durante la noche (ON) a 37°C en alrededor de 20
N

pg/ml de PBS Después, se lavaron las placas tres veces con 300

pl de NaCl 150 mM-Tween 20 al 0,05%, y se cubrieron con 100 pl de
PBS-caseina al 0,3% y se 1incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con agitaciédn Se lavaron de nuevo las
placas util:izando el mismo procedimiento antes de incubacion con
los anticuerpos Se utilizaron anticuerpos monoclconales (100 pl)
a diferentes diluciones (como muestra 1la Figura 2) en PBS-
caseina al 0,3%, Tween 20 al 0,05% y se pusieron en microplacas
antes de 1incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos
con agitacidn, antes de otra etapa 1dentica de lavado Se
afiadreron 100 pl de Ig antiraton (de conejo, Dakopatts E0413)
conjugada a biotina y diluida a 1/2000 en PBS-caseina al 0,3%-
Tween 20 al 0,05% a los pocillos para detectar los anticuerpos
monoclonales unidos Después de la etapa de lavado (como
anteriormente} se incubaron las placas con una dasclucion de
complejo estreptavidina-peroxidasa (100 p1 de RPN 1051 de
Amersham) diluido a 1/4000 en la misma disolucion de trabajo
durante 30 minutos a temperatura ambiente en condiciones de
agitacidn Despues de esta agitacion y la ultima etapa de
lavado, se incubaron las placas con 100 pl de la disolucién

cromogena (4 mg de ortofenilendiamina (OPD) en 10 ml de tampon
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citrato 0,1 M pH 4,5 con 5 pl de Hz0z) durante 15 minutos en la

oscuridad Se leyeron las placas a 490/620 nm utilizando un

espectrofotbédmetro

Resultados

La Figura 1 muestra que de las 20 colonias aisladas que
eran capaces de crecimiento en los medios seleccionados con
eritromicina, solo dos colonias {(la "D" y la "R") mostraron ser

negativas para la presenclia de polisacaride B Entre las demas,
e

16 eran claramente positivas para la presencia de PS B vy
resistentes a eritromicina Esto 1indicaba que 1integraron el
plasmido en su genoma, pero en la orientacidn incorrecta, vy
mantuvieron intacto el gen PS B y LPS (sin doble cruzamiento)
Se ensayaron tambien controles positivos y negativos en las
placas, y mostraron que la cepa NmB de tipo silvestre de H44/76
era claramente positiva para polasacdrido B, mientras que las
cepas meningococo A (Al) y meningococo C (Cll) eran claramente
negativas con este Mab 735 PS anti B Estos resultados indican
gue alrededor del 10% de las colonias selecciocnadas 1integraron
correctamente el plasmido en su genoma haciendo un doble
cruzamiento, mientras que las demas cepas/colonias se obtuvieron
después de un solo cruzamiento, manteniendo los genes PS B y LPS
intactos y expresados

Utilizando ELISA de células enteras, los resultados (Figura
2 y Tabla a continuacion) 1indican claramente que los dos
transformantes "D" y "R" (derivados de las colonias D y R) ya no
pueden ser reconccidos por los Mab PS anti-B (735 y 95/750), nm
por los Mab anti-Les 3,7,% ni1 anti-Los 8 Sin embargo, al

utilizar Mab anti-PorA especificos, existe una clara reaccidn
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observa tambien en la cepa de tipoc silvestre No se observd
reaccion con un Mab anti-PorA no especifico (mab anti-Pl 2)

Estos resultados confirman que la proteina PorA, y
especificamente los epitopos Pl 7 y Pl 16 siguen estando
presentes despues de la transformacion, mientras que el
polisacédrido B y los epitopos Los 3,7,9 y Los 8 (LPS) no lo

estan

Tabla Especificidades de los anticuerpos monoclonales ensayados

Mab ensayados Dirigados Resultado

contra

PS 735 anti-B polisacirido B ++ en la cepa de tipo
silvestre

(-} en los mutantes

IIDI'I y I'IRII'
0S 95/750 de PS B ++ en la cepa de tipo
NIBSC anti-B silvestre

{-) en los mutantes

" D" y " R"
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anti-P1 7 Bucle 1 de la ++ en todas las cepas

(NIBSC) porina A de tipo silvestre y
mutantes

anti-Pl 16 Bucle 4 de la ++ en todas las cepas

(NIBSC) porina A de tipo silvestre y
mutantes

anti-Los 3,7,9 | LPS ++ en la cepa de tipo
si1lvestre

{-) en los mutantes

n Dll y 11} Rll
anti-Los 8 LPS +/- en la cepa de tipo
(NIBSC) silvestre

(=) en los mutantes

n DH y L1} R ”
anti-P1 2 serosubtipo 1 2 (=) en todas las cepas
(NIBSC) anti-porina A de tipo silvestre y
mutantes

Ejemplo 2 Construccién de vectores de introduccién de genes

versatiles (serie pCMK) dirigidos a la integracion en el locus

porA de Neisseria meningitidis

Se construyc un plasmido que permitia la recombainacion
homologa y la integracion estable de DNA extrafio en el locus
PorA dg_ﬂ@gﬁserla meningitidis Este vector de suministro (de

S "—-—f’._.
genes, operones y/o modulos de expresién) es util para 1la
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construccion de cepas de Neisseria meningliltidis que producen
ampollas mejoradas recombinantes Tipicamente, dicho vector
contiene al menos (1) un esqueleto de plasmido replicativo en
E coli pero no en Neisseria meningitidis (plasmido suicida),
(2) al menos una, pero preferiblemente dos, regiones de
homologia para dirigir la integracidén en un locus cCromosomico
como porh, (3) seflales transcripcionales (promotor, region
regulatoria y terminador) y de traduccion (sitios de union a
ribosomas y codon de 1niciacion optimizados) eficaces vy
funcionales en Neisseria meningitidis, (4) un sitio de clonacion
multiple vy (5) gen(es) selectivo(s) que permita(n) el
mantenimiento del plédsmido en E coli y la seleccion de
integrantes en Neisseria meningitidis Los elementos adicionales
incluyen, por ejemplo, secuencias de 1ncorporacion para
facilitar la entrada de DNA extrafio en Neisseria meningitidis y
marcadores antiselectivos como sacB, rpsL, ¢gltS, para aumentar
la frecuencia de los sucesos de doble cruzamiento

Un dibujo esquematico del vector construido en este ejemplo
y designado como pCMK se representa en la Figura 3 Su secuencia
de nucleotidos completa correspondiente se muestra en SEC N°
ID 1 pCMK deriva de un esqueleto de pSL1180 (PharmaciaBiotech,
Suecia), un plasmido de alto numero de copias replicativo en E
coli1 que alberga el gen bla (y confiere de este modo resistencia
a la ampicilina) Ademas de esto, pCMK contiene funcionalmente
dos regiones adyacentes a porA (poraS' y porA3', que contienen
un terminador de la transcripciodn) necesarias para la
recombinacién homolega, un marcador selectivo que confiere
resistencia a la canamicina, dos secuencias de 1lhcorporacion, un

promotor quimerico porA/lacO reprimido en el huesped E coli que

11
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expresa lacIq pero transcripcionalmente activo en Neisseria
meningitidis, y un sitio de clonacion multiple (5 sitios
presentes Ndel, KpnI, NheI, PinAl y SphI) necesarios para la
insercidn de DNA extrafio en pCMK

pPCMK se construyo como sigue Se amplificaron por PCR las
regiones recombinogénicas porA5' y porA3' vy el promotor
porA/lacO utilizando los oligonucledtidos listados en la tabla
siguiente, se clonaron en pTOPO y se secuenciaron Se extrajeron
sucesivamente estos fragmentos de DNA de pTOPO y se reclonaron
en pSL1180 Se extrajo el mbédulec de resistencia a canamicina de
pUC4K (PharmaciaBiotech, Suecia) y se introdujo entre la region

adyacente porA5' y la region promotora porA/lacO
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Tabla Oligonucleotidos utilizados en este trabajo

TTC GGC-3

0llgonucledtidos Secuencia Observaciones

PorhaS Fwd 5 -CCC AMG CTT GCC GTC TGA ATA CAT CCC Sitio de clonacién HindITI
GTC ATT CCT CA-3 secuencia de incorporacidn(_)

PorAS Rev 5 -CGA TGC TCG CGA CTC CAG AGA CCT CGT Sitio de clonacidén Nrul
GCG GGC C-3

PorAd Fwd 5 -GGA AGA TCT GAT TAA ATA GGC GAA AAT Bit:io da clonacién Bglll
ACC AGC TAC GA-3 Codones de terminacidn (_)

PorA3 Rev 5 -GCC GAA TTC TTC AGA CGG CGC AGC AGG Bitic de clonacadn EcoRI
ART TTA TCG G-3 Secuencla de lncorporacién {_)

PoLaRevl 5 -GRA TTG TTA TCC GCT CAC AAT TCC GGG
CAA ACA CCC GAT AC-3

PoLaRev2 5 -GAA TTC CAT ATG ATC GGC TTC CTT TTG 8itio de clonacidn Ndel
TAA ATT TGA TAA AAA CCT AAA AAC ATC GAA
TTG TTA TCC GCT C-3

PorhlacO Fwd 5 -AAG CTC TGC AGG AGG TCT GCG CTT GAA Saitio da clonacidn de Pstl
TTG6-3

PorAlacO Rev 5 -CTT AAG GCA TAT GGG CTT CCT TIT GTA Satio de clonacién de Ndel
A-3

PPA1 5 -GCG GCC GTT GCC GAT GTC AGC C-3

PPA2 % =-GGC ATA GCT GAT GCG TGG AAC TGC-3

R-full-01 5 -GGG AAT TCC ATA TGA AAA AAG CAC TTG Satio da clonacidn Ndel
CCA CAC-3

NHde-NspA-3 5 -GGA ATT CCA TAT GTC AGA ATT TGA CGC Sitio de clonacién Ndel
GCA-3

PNS1 5 - CCG CGA ATT CGG AAC CGA ACA CGC CGT Bitio da clonacidn EcoRI
TCG-3

PNS1 5 -CGT CTA GAC GTA GOG GTA TCC GGC TGC- Sitic de clonacadn Xbal
3

PrombDl5-51X% 5 - GGG CGA ATT CGC GGC CGC CGT CAA CGG 8itios de clonmcidn EcoRI y
CAC ACC CGT TG-3 NotI

PromD15=-82 5 -GCT CTA GAG CGG AAT GCG GTT TCA GAC §itio da clonacidn Xbal
G-3

PNS4 5 -AGC TTT ATT TAR ATC CTT AAT TAA CGC Bitios da clonacién Swal y Pacl
GTC CGG AAA ATA TGC TTA TC-3

PNS5S 5 -AGC TTT GTT TAA ACC CTG TTC CGC TGC Sitio de clonacién Pmel
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D15-54 5 ~GTC CGC ATT TAA ATC CTT AAT TAA GCA Sitios de clonacién Swal y Pacl
GCC GGA CAG GGC GTIG G-3

D15-585 5 -AGC TTT GIT TAA AGG ATC AGG GTG TGG Bitio de clonacidn Pmel
TCG GGC-3

Ejemplo 3 Construccién de una cepa de serogrupc B de Neisseria

meningitidis exenta— de” polisacaridos capsulates y del "dAtideénd

principal~ inmunodominante PorA

e

La modulacidén del contenido antigenico de las ampollas de
membrana externa puede ser ventaj)osc para mejorar su seguridad y
eficacia en su uso en vacunas, © usos de diagndéstico o
terapéuticos Componentes como los polisacaridos capsulares del
serogrupo B de Neisseria meningitidis deberian eliminarse para
excluir el riesgo de 1inducir autoinmunidad (vease ejemplo 1) De
manera similar, es beneficioso suprimir la inmuncdominancla de
los antigenos principales de membrana externa como PorA, que
induce anticuerpos bactericidas especificos de cepa pero no
confiere proteccibén cruzada Para 1lustrar dicha aproximacion,
la solicitante utilizéd el vector pCMK(+) para construlir una cepa
de serogrupo B de Neisseria meningitidis exenta de polisacéridos
capsulares y del antigeno proteina de membrana externa PorA
inmunodominante Con este fin, se introdujo una supresion del
gen PorA en la cepa H44/76
cps-, descrita en el ejemplo 1, por medio de recombinacidn
homdéloga

Se prepard la cepa H44/76 cps- competente y transformada
con 2 pg de DNA de plasmido pCMK(+) superenrrocllado como se

describic anteriormente Se colocaron en placas Mueller-Hinton
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suplementadas con canamicina (200 pg/ml) fracciones alicuotas de

la mezcla de transformacion (100 ul} y se incubaron a 37°C

durante de 24 a 48 horas Se seleccionaron la colonias
resistentes a la canamicina, se resembraron en estrias en MH-Kn
y se dejaron crecer durante otras 24 horas a 37°C En esta etapa
se wutilizo la mitad del cultive bacteriano para preparar
reservas de glicerol (15% vol/vol) y se mantuvo congelado a -
70°C Se resuspendio otra fraccion (estimada en 10%® bacterias) en
15 ul de agua destilada, se hirvié durante 10 minutos y se
utilizé como molde para el rastreo por PCR Se sintetizaron dos
cebadores ainternos porA llamados PPAl y PPA2 y se utilizaron
para realizar una amplificacion por PCR sobre 1los lisados
bacterianos hervidos en las condiciones descritas por el
suministrador (HiFi DNA polymerase, Boehringer Mannheim, SL) E1
ciclo térmico utilizado fue el siguiente 25 wveces (94°C, 1
minuto, 52°C 1 minuto, 72°C, 3 minutos) y una vez (72°C, 10
minutos, 4°C hasta recuperacion) Puesto que un doble
cruzamliento entre el DNA de pCMK y el locus porA Cromosomlico
suprime la regidén requerida para los acoplamientos #1 y #2, los
clones exentos del fragmento de amplificacion PCR de 1170 pb se
seleccionaron como mutantes de supresion porA Estos resultados
de PCR se confirmaron después por analisis en paralelo de 1la
presencia de PorA en los extractos de proteina bacteriana

correspondientes Con este fin, se resuspendio otra alicuota de
bacterias (estimada como 5 x 10° bacterias) en 50 pl de tampdn

PAGE-SDS (SDS al 5%, glicerol al 30%, beta-mercaptoetanol al
15%, azul de bromofenocl 0,3 mg/ml, Tris-HCl 250 mM, pH 6,8), se

hirvié (100°C)-congelc (-20°C)-hirvaid (100°C) tres veces y se
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separo por electroforesis en PAGE-SDS en un gel al 12,5% Se
tifieron los geles con azul de Coomassie brillante R250 o se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondaron con
un anticuerpo monoclonal anti-PorA como se describe en Maniatis
et al Como representa la Figura 4, tanto Coomassie como la
inmunotransferencia confirmaron que los clones negativos PCR de
PorA no producen niveles detectables de PorA Este resultado
confirma que el vector pCMK es funcional y puede utilizarse para
dirigir la insercion de DNA en el gen porA, cancelando
concomitantemente la produccidn del antigeno de proteina de

membrana externa Pord

Ejemplo 4 Sobrerregulacién de la produccion _de la proteina de

membrana externa NspA a partir de una cepa de sercgrupo B de

Neisseria meningitidis recombinante exenta de los genes

funcionales porA y cps

El enriquecimiento de las vesiculas de ampollas en
antigenos protectores es ventajoso para mejorar la eficacia y la
cobertura de las vacunas basadas en proteinas de membrana
externa En este contexto, las cepas de Neisseria meningitidis
recombinante exentas de los genes cps y porA funcionales se
modificaron de manera que el nivel de expresidn de la proteina
de membrana externa NspA estaba sobrerregulade Con este fin, el
gen que codificaba la NspA se amplifico por PCR utilizando 1los
cebadores oligonucleotidos NOl1-full-NdeI y NdeI-3' (vease la
tabla del ejemplo 2) Las condiciones utilizadas por la
amplificacidén de PCR fueron las descritas por el suministrador

(HLF1 DNA polymerase, Boehringer Mannheim, SL) El ciclo termico
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realizado fue el siguiente 25 wveces {94°C 1 minuto, 52°C, 1
minuto, 72°C, 3 minutos) y una vez (72°C, 10 minutos, 4°C hasta
recuperacion}) Se digirid el correspondiente amplicon con Ndel y
se 1nserto en el sitio de restriccion de Ndel del vector de
introduccion pCMK(+) Se comprobdé la orientacion de la insercién
y se purificaron los plasmidos recombinantes, designados por

pCMK {+) -NspA, a gran escala utilizando el estuche de
maxipreparacidén de QIAGEN y se utailizaron 2 pg de este material
para transformar una cepa del serogrupo B de Neisseria
meningitidis exenta de los genes funcionales cps (cepa descrita
en el ejemplo 1) La 1integracién resultante del doble
cruzamiento entre el vector pCMK(+)-NspA y el locus cromosomico
porA se selecciono utilizando la combinacion de procedimientos
de rastreo de PCR y de transferencia Western presentados en el
ejemplo 3

Se resuspendieron las bacterias (correspondientes a

alrededor de 5 x 10° bacterias) en 50 pl de tampén PAGE-SDS, se

congelaron (-20°C)/hirvieron (100°C) tres veces y despues se
separaron por electroforesis PAGE-SDS en un gel al 12,5% Se
tifieron los geles con azul de Coomassie brillante R250 o se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondaron con
un suero policlenal anti-NspA Tanto las tinciones con Coomassie
(datos no mostrados} como tincion por inmunotransferencia (véase
la figura 4) confirmaron que los clones negativos PCR de porA no
producen niveles detectables de PorA La expresion de NspA se
examind en lisados bacterianos de celulas enteras (WCBL) o
preparaciones de ampollas de membrana externa derivadas de NmB
[cps—, porA-] o NmB ([cps-, porA-, Nspa+] Aungue no se observd
diferencia por tincidén con Coomassie, la inmunotransferencia con
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el suero policlonal anti-NspA detecto un aumento de 3-5 veces en
la expresidén de NspA (con respecto al nivel de NspA endogeno),
tanto en WCBL como en preparaciones de ampollas de membrana
externa (vease figura 5) Este resultado confirma que el vector
PCMK(+)-NspA es funcional y puede utilizarse con éxito para
sobrerregular la expresion de 1las proteinas de la membrana
externa como NspA, cancelando concomitantemente la produccién

del antigeno de proteina de membrana externa PorA

Ejemplo 5 Sobrerregulacion del antigeno de proteina de membrana

externa D15/PmeB5 en ampollas derivadas de una cepa del

serogrupo B de Neisseria meningitidis exenta de genes cps

funcionales pero que expresa PorA

Ciertas poblaciones humanas aisladas geograficamente (como
Cuba) estédn infectadas por un numero limitado de aislados de
Neisseria meningitidis que pertenecen maycritariamente a unoc o a
pocos serotipos de proteina de membrana externa Puesto que PorA
es un antigeno de proteina de membrana externa mayoritario gque
induce anticuerpos bactericidas protectores y especificos de
cepa, es posible conferair proteccion de wvacuna utilizando un
numerc limitado de serotipos porA en una vacuna En dicho
contexto, la presencia de PorA en vesiculas de membrana externa
puede ser ventajosa, reforzande la eficacia de 1la vacuna de
dichas ampollas mejoradas recombinantes Sin embargo, dichas
vacunas que contienen PorA pueden mejorarse aun mas aumentando
el nivel de OMP de reaccion cruzada como ompBS5/D15

En el siguiente ejemplo se utilizd el vector pCMK({+) para

sobrerregular la expresién del antigeno de proteina de membrana

78

Sz



10

15

!EQO

25

externa omp85/D15 en una cepa exenta de los genes funcionales
Cps pero que expresaba porA Con este fin, se amplificé por PCR
el gen que codificaba omp85/D15 utilizando los oligonucleotidos
cebadores D15-Ndel y D15-NotI Las condiciones utilizadas para
la amplificacién de PCR fueron las descritas por el
suministrador (HiF1 DNA polymerase, Boehringer Mannheaim, SL) El
ciclo térmico realizado fue el siguiente 25 veces (94°C, 1
minuto, 52°C 1 minuto, 72°C, 3 minutos) y una vez (72°C, 10
minutos, 4°C hasta recuperacion) Se 1inserto el correspondiente
amplicon en el vector de clonacion  pTOPO segun las
especificaciones del fabricante y se realizdé una secuenciacion
confirmatoria Se extrajo este fragmento de DNA Omp85/D15 de

pTOPO pof‘\L hidrolisis de restriccion utilizando NdeI/Nsil y a

continuacién clonando en los sitios de restriccion
correspondientes del vector de suministro PCMK (+) Se
purificaron los plasmidos recombinantes, designados como

pCMK (+) -D15 a gran escala utilizando el estuche de
maxipreparacién de QIAGEN y se utilizaron 2 pug de este material

para transformar una cepa del serogrupo B de Neisser:a
meningitidis exenta de los genes funcionales cps (cepa descrita
en el ejemplo 1} Para preservar la expresion de porA, la
integracién resultante de un cruzamiento simple {(en pme85/D1l5 o
en pPOrA) se selecciono mediante una combinacién de
procedimientos de rastreo de PCR y de transferencia Western Los
clones resistentes a la canamicina que dieron positivo por PCR
especifico de porA y transferencia Western se almacenaron a -
70°C como reservas de glicerol y se utilizaron para otros
estudios

Se resuspendieron las bacteraias (correspondientes a
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alrededor de 5 x 10° bacteraias) en 50 pl de tampon PAGE-SDS, se

congelaron (-20°C)/hirvieron (100°C} tres veces y despues se
separaron por electroforesis PAGE-SDS en un gel al 12,5% Se
tifieron los geles con azul de Coomassie brillante R250 o se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondaron con
un anticuerpo monoclonal anti-porA Como representa la Figura 6,
tanto las tinciones «con Coomassie como la tincion por
inmunotransferencia confirmaron que los clones positivos PCR de
porA producen PorA

La expresion de D15 se examino utilizando preparaciones de
ampollas de membrana externa derivadas de NmB [cps-, porA-] o
NmB [cps-, PorA+, D15+] Coomassie detecto un aumento
significativo en la expresidén de D15 (con respecto al nivel
endogeno de D15), en las preparaciones (vease la Figura 6} Este
resultado confirmé que el vector pCMK(+)-D15 es funciocnal vy
puede utilizarse con exito para sobrerregular la expresion de
las proteinas de membrana externa como D15, sin cancelar la
produccién del antigeno de proteina de membrana externa

mayoritario PorA

Ejemplo 6 Construccion de vectores de aintroduccion de

promotores versatiles

Fundamento El fundamento de esta aproximacidén se representa en

la Figura 7 y puede resumirse en 7 etapas esenciales Algunas de
estas etapas estan i1lustradas a continuacidén con la construccion
de un vector para la sobrerregulacidén de la expresiédn de NspA y

D15/0mp85
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Vector para la sobrerregulacion de la expresion del gen NspA

Etapa 1 Se descubrié una regidn de DNA (997 pb) localizada
cadena arriba del gen de codificacion de NspA (SEC N° ID 2) en
la base de datos privada Incyte Pathoseq que contiene secuencias
de DNA gendémico sin finalizar de la cepa ATCC 13090 de Neisseria
meningitidis Se diseflaron y sintetizaron dos oligonucleotidos
cebadores referidos como PNS1 y PNSZ (vease la tabla del Ejemplo
2} utilaizando esta secuencia Se utilizaron estos cebadores para
amplificacion PCR utilizando DNA genomico extraido de la cepa
H44/76

Etapa 2 Se purificaron los correspondientes amplicones
utilizando el estuche Wizard PCR (Promega, EE UU) y se
sometieron a digestidén con las enzimas de restriccion EcoRI/Xbal
durante 24 horas utilizandc las condiciones descritas por el
suministrador (Boehringer Mannheim, Alemania) Los fragmentos de
DNA correspondientes se purificaron por gel y se 1insertaron en
los sitios correspondientes del vector de clonacion pUCl8 Etapa
3 Se prepararon los plasmidos recombinantes a gran escala y se
utilizo una fracciocn alicuota come molde para la amplificacion
per PCR 1inversa Se realizo la PCR 1inversa utilizando los
oligonucleotidos PNS4 y PNS5 utilizando las siguientes
condiciones termicas ciclicas 25 veces (94°C, 1 minuto, 50°C, 1
minuto, 72°C, 3, minutos) y una vez (72°C, 10 minutos, 4°C hasta
recuperaclion) Se obtuvieron vectores pUCl8 1linealizados que
albergaban una supresion en la 1insercion de la region cadena

arriba de NspA

Vector para las sobreregulacion de la expresion del gen

D15/ompB5
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Etapa 1 Se descubridé una region de DNA (1000 pb) localizada
cadena arriba del gen de codificacién de dl5/omp85 (SEC N° ID 3)
en la base de datos privada Incyte Pathoseq que contiene
secuenciras de DNA genomico sin finalizar de la cepa ATCC 13090
de Neisseria meningitidis Se disefiaron y sintetizaron dos
oligonucledtidos cebadores referidos como PromD15-51X y PromD15-
$2 (véase la tabla del Ejemplo 2) utilizando esta secuencia Se
utilizaron estos cebadores para la amplificacion PCR utilizando
DNA gendémico extraido de la cepa H44/76 Etapa 2 Se purificaron
los correspondientes amplicones utilizando el estuche Wizard PCR
(Promega, EE UU) y se sometieron a digestion con las enzimas de
restriccién EcoRI/Xbal durante 24 horas en las condiciones
descritas por el suminastrador (Boehringer Mannheim, Alemania)

Los fragmentos de DNA correspondientes se purificaron por gel y
se 1insertaron en 1los sitios correspondientes del vector de
clonacién  pUC1S8 Etapa 3 Se prepararon los plasmidos
recombinantes a gran escala y se utilizé una fraccion alicuota
como molde para la amplificacion por PCR 1inversa Se realizd la
PCR inversa utilizando 1los oligonucleotidos D15-S4 y D15-S5
utilizande las siguientes condiciones térmicas ciclicas 25
veces (94°C, 1 minuto, 50°C, 1 minuto, 72°C, 3, minutos) y una
vez (72°C, 10 minutos, 4°C hasta recuperacion) Se obtuvieron
vectores pUCl8 linealizados que albergaban una supresion en la

insercié6n de la region cadena arriba de D15/omp85

Ejemplo 7 Procedimientos de fermentacion para la produccidn de

ampollas recomblnantes

Los ejemplos listados a continuacién describen procedimientos
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para la ©produccion de ampollas recombilnantes exentas de
polisacaridos capsulares o PorA Dicho procedimiento puede
utilizarse para un amplio 1intervalo de cepas de Neisseria
meningitidis recombinante y puede adaptarse en un extenso

intervalo de escala

Medios de cultivo Se propagaron las cepas de serogrupo B de

Neisseria meningitidis en medios de cultivo solidos (FNE 004 AA,
FNE 010 AA) o liquidos (FNE 008 AA) Estos nuevos medios para el
crecimiento de meningococos estan ventajosamente exentos de
productos animales, y se consideran otro aspecto de 1la

invencion
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Componentes FNE 004 AA FNE 008 AA FNE 010 AA
Agar 18 g/1 - i8 g/1
NaCl 6 g/l 6 g/l 6 g/l
Glutamato de - 1,52 g/1 -

sodio

NaH;PO; 2H30 2,2 g/l 2,2 g/l 2,2 g/l
KCl 0,09 g/l 0,09 g/l 0,09 g/1
NH4C1 1,25 g/1 1,25 g/1 1,25 g/1
Glucosa 5 g/l 20 g/1 5 g/l
Extracto de - 2,5 g/1 -
levadura UF

Peptona de 5 g/l 30 g/1 5 g/l
soja

CaCl, 2H0 0,015 g/1 - 0,015 g/l
MgS0s 7H20 0,6 g/l 0,6 g/l 0,6 g/l
Eritromicina 0,015 g/1 - -
Canamicina - - 0,2 g/1

Cultivo en matraces de ampollas recombinantes cps- del serogrupo

B de Neisseria meningitidis

Se realizo en dos etapas que comprendian un precultivo en medio

solido, seguido de cultivo liquido Precultivo solido Se saco

del congelador (-80°C) un wvial de semillas, se descongelo a
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temperatura ambiente y se cultivo en estrias 0,1 ml en una placa
Petri que contenia 15 ml de FNEOO4AA (vease anteriormente) Se
incubé la placa Petri a 37°C durante 18 * 2 horas Se
resuspendidé el crecimiento superficial en B ml de FNEQOSAA
(véase anteriormente) suplementado con 15 mg/l de eritromicina

Cultivo en matraz Se afadieron 2 ml de precultive sélido
resuspendido a un matraz de 2 1litros gque contenia 400 ml de
FNEOOBAA suplementado con 15 mg/l de eritromicina Se coloco el
matraz en un tablero de agitacidn (200 rpm) y se incubd a 37°C
durante 16 * 2 horas Se separaron las celulas del caldo de

cultivo por centrifugacion de 5000 g a 4°C durante 15 minutos

Cultivo en mode de cargas de ampollas recombinantes cps—- de

serogrupo B de Neisseria meningitidis

Se realizo en tres etapas gque comprendian un precult:ive en medio
solido, cultivo liquido y cultivo en modo de cargas Precultivo
solido Se sacd del congelador (-BO°C) un wvial de semillas, se
descongeldé a temperatura ambiente y se cultivd en estrias 0,1 ml
en una placa Petri que contenia 15 ml de F[NEOO4AA (vease
anteriormente) Se incubdé la placa Petri a 37°C durante 18 % 2
horas Se resuspendidé el crecimiento superficial en 8 ml de
FNEQO8S8AA (véase anteriormente) suplementade con 15 mg/l de
eritromicina Cultavo liquide Se afadieron 2 ml de precultivo
solido resuspendido a un matraz de 2 litros que contenia 400 ml
de FNEOOSAA suplementado con 15 mg/l de eritromicina Se coloco
el matraz en un tablero de agitacion (200 rpm) y se 1incubd a
37°C durante 16 * 2 horas Se utilizo el contenido del matraz
para inocular un fermentador de 20 1 Cultivo en modo de cargas

en fermentador Se afiadio el 1indéculo (400 ml) a un fermentador
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preesterilizado de 20 1 (volumen total) que contenia 10 1 de
FNEOOSAA suplementado con 15 mg/l de eritromicina Se ajusto el
pH y se mantuvo a 7,0 por adicién automatica de NaOH (25% p/v) y
HaPOys (25% v/v) Se reguld la temperatura a 37°C Se mantuvo la
tasa de aireacidén a 20 1 de aire/minuto y se mantuvo la
concentracién de oxigeno a un 20% de saturacion por control de
la velocidad de agitacidén Se mantuvo la sobrepresidén en el
fermentador a 300 g/cm?® Después de 9 + 1 horas el cultivo estaba
en fase estacionaria Se separaron las celulas del caldo de

cultivo por centrifugacion a 5000 g a 4°C durante 15 minutos

Cultivo en matraz de ampollas recombinantes c¢ps-, PorA- del

serogrupo B de Neisseria meningitidis

Se realizdé en dos etapas que comprendian el precultivo en un
medio solido seguido de cultivo liquido Precultivo solido Se
sacd del congelador (-80°C) un vial de semillas, se descongelo a
temperatura ambiente y se cultivo en estrias 0,1 ml en una placa
Petri que contenia 15 ml de FNEOl1OAA (vease anteriormente) Se
incubo la placa Petri a 37°C durante 18 * 2  horas Se
resuspendié el crecimiento superficial en 8 ml de FNEOOBAA
(véase anteriormente) suplementado con 200 mg/l de canamicina

Cultivo en matraz Se afiadieron 2 ml de precultivo solado
resuspendido a un matraz de 2 litros que contenia 400 ml de
FNEOOSAA suplementado con 200 mg/l de canamicina Se colocd el
matraz en un tablero de agitacion (200 rpm) y se incubd a 37°C
durante 16 * 2 horas Se separaron las células del calde de

cultivo por centrifugacion de 5000 g a 4°C durante 15 minutos

Ejemplo 8 Aislamiento y purificaciédn_ de ampollas de
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meningococos desprovistas de polisacaridos capsulares

Se purificaron ampollas recombinantes c¢omo se describe
anteriormente Se suspendid la pasta celular (42 g) en 211 ml de
tampon Tris HC1 0,1 M pH 8,6 que contenia EDTA 10 mM vy
desoxicolato de sodio al 0,5% (DOC) La proporcion de tampom a
biomasa era de 5/1 (v/p) Se extrajo la biomasa por agitacion
magnética durante 30 minutos a temperatura ambiente Se
centrifugo el extracto total a 20 000 g durante 30 minutos a 4°C
(13 000 rpm en un rotor JA-20, centrifuga Beckman J2-HS) Se
deseché el sedimento Se ultracentrifugo el sobrenadante a
125 000 g durante 2 horas a 4°C (40 000 rpm en un rotor 50 2Ti,
ultracentrifuga Beckman L8-70M) para concentrar las vesiculas

Se desechd el sobrenadante Se suspendic el sedimento
culdadosamente en 25 ml de tampédn Trais HCl1 50 mM, pH 8,6 que
contenia EDTA 2 mM, DOC al 1,2% y sucrosa al 20% Después de una
segunda etapa de ultracentrifugacion a 125 000 g durante 2 horas
a 4°C, se suspendié cuidadosamente en 44 ml de sucrosa al 3% y
se almacendé a 4°C Todas las disoluciones utilizadas para la
extraccién y purificacion de ampollas contenian tiomersalato al
0,01%¥ Como se 1lustra en la Figura 8, este procedimiento
proporciona preparaciones de proteina altamente enriquecidas en

proteinas de membrana externa como PorA y PorB

Ejemplo 9 TIdentificacion de promotores bacterianos adecuados

para la sobrerregulacién de genes que codifican antigenos

El uso de elementos promotores bacterianos fuertes es
esencial para obtener la sobrerregulacién de los genes que

codifican las proteinas de membrana externa En este contexto,
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la solicitante ha mostrado previamente gque la sobrerrequlacion
de los genes nspA, hsf y omp85 de Neisseria meningitidis
utilizando el promotor porA ha permitide aislar las ampollas
recombinantes enriquecidas en las correspondientes protelinas
NspA, Hsf y Omp85 Las alternativas al promotor porA pueden ser
utiles para obtener distintos niveles de sobrerregulacién, para
superar la variacidn de fase de porA potencial y/o conseguir la
expresion de genes condicional (promotores regulados por
hierro) Agqui la solicitante describe un procedimiento que
permite la i1dentificacion de un sitic de inicio transcripcional
preciso de los elementos promotores fuertes, que probablemente
confieran un alto naivel de expresién a la bacteria Puesto que
los elementos regulatorios promotores estan comprendidos
clasicamente en los 200 pb cadena arriba y 50 pb cadena abajo a
partir del sitio +1 (Collado-Vides, J , Magasanik, B , Gralla,
J D, 1991, Microbiol Rev 55(3) 371-94), el resultado de dicho
experimento nos permite 1dentificar los fragmentos de DNA de
alrededor de 250 pb que 1llevan las actividades promotoras
fuertes Las proteinas de membrana externa mayoritarias, como
PorA, PorB y Rmp de Neisseria meningitidis, Pl, P2, P5 y P6 de
Haenophilus influenzae, OmpCD, OmpE de Moraxella catarrhal:is,
asl1 como algunas proteinas ciltoplasmaticas y/o reguladas por
hierro de estas bacterias, poseen elementos promotores fuertes
Como validacion de esta metodologia similar, la solicitante ha
mapeado el sitio de 1nicio transcripcional de los promotores
porA y porB fuertes de Neisseria meningitidis utilizando 1la
amplificacion rapida de los elementos de cDNA (5'RACE)

Los principios de 5'RACE son los siguientes 1) extraccion

de RNA +total wutilizando el estuche "RNeasy" de QIAGEN
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Eliminacion del DNA gendmico por tratamiento con DNasa seguido
de purificacion por QIAGEN, 2) transcripcidn inversa de mRNA con
un cebador del extremo 3' especifico de porA (llamado porA3)

Tamafic de cDNA esperado 307 n Eliminacién de RNA por
hidrélisis alcalian, 3) ligamiento de un oligoanclaje de DNA de
cadena simple (llamado DTB88) al extremo 3' del cDNA, utilizando
la ligasa T4 de RNA Tamafio de producto esperado 335 n

Amplificacion del <c¢cDNA 1ligadoe al anclaje utilizando una
combinacion de PCR semianidado, 4) amplificacidén por PCR del
cDNA ligado al anclaje utilizando un cebador de secuencia
complementaria al anclaje como cebador del extremo 5' (llamado
DT89) y un cebador del extremo 3' (llamado pl-2) que es interno
al cebador porA3 RT del extremo 3' Tamafio esperado 292 pb, 5)
amplificacidn por PCR de los productos de amplificacion de PCR
anteriores utilizando DTB9 como cebador 5' y pl-1 como cebador
3'" (interno a pl-2) Tamarfio de producto esperado 211 pb, y 6)
secuenciacion con cebador pl-1 (el tamafio de los productos
esperados puede calcularse porgque el sitio de 1inicio de la
transcripcion de porA es conocido 59 n antes del sitio de

inicio de traduccion "ATG")

Procedimiento experimental

Se extrajo el RNA total de aproximadamente 10° células de la
cepa c¢ps- porA+ del serogrupe B de Neisseria meningitidis Se
realizo la extraccion de 1 ml de cultivo liquido a una densidad
optica apropiada (DOeo =1) por el estuche "RNeasy" de QIAGEN
segun las 1instrucciones del fabricante Se elimino el DNA

cromosémico por adicidn de 10 U de RNasa exenta de DNasa (Roche

Diagnostics, Mannheim, Alemania) a los 30 pl de RNA eluido y se
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incubo a 37°C durante 15 minutos Se purifico el RNA exento de
DNA con el mismo estuche QIAGEN segun las instrucciones

Se realizaron las reacciones de transcripcidn inversa
utilizando el cebador porA3 y 200 U de transcriptasa inversa

SUPERSCRIPT II (Life Technologies) Las reacciones de RT se

realizaron en un volumen de 50 pyl que contenia 5 pl dNTP 2 mM,
20 pmol de cebador porA3, 5 pl de tampén 10 x SUPERSCRIPT II, 9
pl de MgCl, 25 mM, 4 pl de DTT 0,1 M, 40 U de inhibidor de la

ribonucleasa recombinante y 1 pg de RNA total Se engarzé paso a
paso el cebador porA3 (70°C durante 2 minutos, 65°C durante 1
minuto, 60°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, 50°C
durante 1 minuto y 45°C durante 1 minuto) antes de afadir
SUPERSCRIPT II Se realizo la reacciédn de RT a 42°C durante 30
minutos, sequida de 5 ciclos (50°C durante 1 minuto, 53°C
durante 1 minuto y 56°C durante 1 minuto) para desestabilizar la
estructura secundaria del RNA Se realizaron dos reacciones
paralelas con la transcriptasa inversa omitida en una reaccion
como control negataivo

Se eliminé el RNA por corte por hidrolisis alcalina con la
adicion de 1 pyl de EDTA 0,5 M, seguido de 12,5 pyl de NaOH 0,2 M
antes de incubacion a 68°C durante 5 minutos Se neutralizaron
las reacciones por adicién de 12,5 yl de Tris-HCl 1 M (pH 7,4) ¥y
se precipitaron por adicién de 20 pg de glicogeno (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania}, 5 pl de acetato de

sodio 3 M y 60 pul de isopropanol Se resuspendieron ambas

mezclas en 20 pl de TE 10 1 (Tris-HCl1l 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM,

pH 8)
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Se utilizo ligasa T4 de RNA para anclar un oligonucledtido
de anclaje DT88 5'-fosforilado y 3'-bloqueado por ddCTP (vease
la tabla siguiente) Se realizaron dos ligamientos paralelos

durante la noche a temperatura ambiente conteniendo cada uno

1,3 upul de tampdn ligasa de RNA 10 x (Roche Molecular

Biochemicals), DT88 0,4 uM, 10 Ml de ¢cDNA o de una muestra de

control RT y 3 U de ligasa T4 de RNA Como controles negativos
se realizaron un segundo conjunto de reacciones de ligamiento,
omitiendo la ligasa T4 de RNA Las mezclas de reaccidén-
ligamiento resultantes se utilizaron directamente s1n
purificacion en la siguiente PCR

Se amplifico el c¢DNA 1ligado al anclaje utilizando una
combinacidédn de aproximaciones de PCR semianidado e iniciado en
caliente para aumentar la especificidad y el rendimiento del

producto Se realizaron cuatro PCR de primera ronda por separado

en la reaccion de ligasa/RT y controles en un volumen de 30 pl,
conteniendo cada uno 3 pyl de tampon Tag Platinum 10 x, 3 pul de

MgClz 25 mM, 1 1 de dNTP 10 mM, 10 pmol de cada cebador y 1 pl
de la correspondiente reaccidn de ligamiento de RNA Se 1nicio
el PCR en caliente por el uso de DNA polimerasa Taq Platinum
(Life Technologies) (2 U anadidas) Se realizé la primera PCR de
ligamiento al anclaje (LA-PCR) utilizando 10 pmol del cebador
especifico del anclaje DT89 y del cebador pl-2 especifico del
transcripto (vease la tabla siguiente} que es interno al cebador
porA3 RT del extremo 3' Se realizé6 la PCR utilizando
i1niclialmente una etapa de 95°C durante 5 minutos (para 1la
activacion de la DNA polimerasa) seguida de 10 ciclos a 95°C

durante 10 sequndos y 70°C durante 1 minuto (reduccién de 1

91



10

15

20
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durante 1 minuto Se realizo la segunda LA-PCR semianidada en
las mismas condiciones utilizando el cebador DT88 y el cebador

interno pl-2, Jjunto con 10 pmol de pl-1 (véase la tabla
siguiente) y 1 yl de PCR de la primera ronda Los productos de

amplificacidén se purificaron utilizando el estuche "QIAquick PCR
purification” de QIAGEN segun las 1instrucciones del fabricante
antes de someter a secuenciacidn

Se utilizo el estuche "CEQ™ Dye Terminator Cycle
Sequencing” (Beckman, Francia)} para secuenciar los productos de
RACE PCR utilizando 10 pmol del cebador pl-1 Las reacciones de
secuenclacion se realizaron segun las instrucciones
proporcionadas y los productos de secuenciacion se analizaron

por el sistema de analisis Ceq2000 DNA (Beckman-Coulter)

DT88 5'GAAGAGAAGGTGGAAATGGCGTTTTGGC 3'
DT89 5' CCAAARACGCCATTTCCACCTTCTCTTC 3!
porA3 5' CCAAATCCTCGCTCCCCTTAAAGCC 3!
pl-2 CGCTGATTTTCGTCCTGATGCGGGC 3

pl-1 5' GGTCAATTGCGCCTGGATGTTCCCTG 3'

Resultados para el promotor porA de Neisseria meningirtidis

Se maped el i1nicio de transcripcion del mRNA de porA del
serogrupo B de Neisseria meningitidis {cepa H44/76) 59 pb cadena
arriba del codon ATG de inicio utilizando el procedimiento 5'-
RACE descrito Este resultade confirma el mapeo realizado por

extensién de cebador y publicado por van der Ende et al (1995)
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Este resultado apoya que un fragmento de DNA que contiene los
nucledtidos -9 a -259, con respecto al ATG de porA, es adecuado
para dirigar 1la expresién génica fuerte en Neisseria
meningitidis y posiblemente en otras especies bacterianas como

Haemophilus, Moraxella, Pseudomonas

Resultados para el promotor porB de Neisseria meningitidis

Se ha aplicado la misma estrategia experimental para el
mapeo del inicio de transcripcidn del mRNA de porB del serogrupo
B de Neisseria meningitidis (cepa H44/76) Los cebadores
listados en la tabla siguiente corresponden al cebador RT del
extremo 3' (porB3}, al cebador especifico de transcripto que es
interno en porB3 (porB2) y al interno en porB2 (porBl) porB3,
porB2 y porBl estan respectivamente localizados a 256 pb, 195 pb

y 150 pb cadena abajo del codén de inicio ATG

porBl 5' GGTAGCGGTTGTAACTTCAGTAACTT 3'
porB2 5' GTCTTCTTGGCCCTTTGAAGCCGATT 3'
porB3 5' GGAGTCAGTACCGGCGATAGATGCT 3'

Utilizandc los cebadores porBl y DT89, se obtuvo un
amplicé4n por PCR de alrededor de 200 pb realizando el mapeo 5'-
RACE Puesto que porBl esta localizade a 150 pb del codon de
i1nicio ATG de porB, este resultado apoya que el sitio de inicio
transcripcional de porB esta localizado alrededor de 50 pb (+ 30
pb) cadena arriba del ATG de porB

El nucleotido exacto correspondiente a la iniciacion de la
transcripcion se determina por secuenclaclion de DNA Los

resultados de PCR anteriores apoyan que un fragmento de DNA que
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contiene los nucledtidos -1 a -250 con respecto al coddédn de
inicio ATG de porB es adecuado para dirigir la expresidn genica
fuerte en Neisseria meningitidis y posiblemente en otras

especles bacterianas como Haemophilus, Moraxella, Pseudomonas

Ejemplo 10 Sobrerregulacién del gen Omp85 del serogrupo B de N

meningitidis por reemplazamiento de promotor

El objetivo del experimento era reemplazar la region
promotora endbégena del gen D15/0mp85 por el promotor fuerte porA
para sobrerregular la produccidén del antigeno D15/0mp85 Con
este fin, se construyo un plasmido de reemplazamiento de
promotor utilizande metodologias de cleonacion de E colir Se
descubrio una regién de DNA (1000 pb) localizada cadena arraiba
del gen de codificacién de D15/omp85 (SEC N°ID 3) en la base de
datos privada Incyte Pathoseq que contiene secuencias de DNA
genémico sin finalizar de la cepa ATCC 13090 de Neisseria
meningitidis Las etapas prancipales de este procedimiento se
representan en la Figura 9 Resumiendo, se amplifico por PCR un
fragmento de DNA (1000 pb) que comprende los nucleotidos
-48 a -983 con respecto al coddn de 1inicio (ATG) del gen
D15/0mp85, utilizando los oligonuclebétidos ProD1l5-51X (5'-GGG
CGA ATT CGC GGC CGC CGT CAA CGG CAC ACC GTT G-3') y ProDl5-52
(5'-GCT CTA GAG CGG AAT GCG GTIT TCA GAC G-3') gque contienen
sitios de restriccion de EcoRI y Xbal (subrayados)
respectivamente Este fragmento se sometio a restriccion y se
insertd en un plasmido pUC18 restringido con las mismas enzimas
La construccibén obtenida se sometio a mutagenesis 1in vitro
utilizando el sistema Genome Priming (utilizando el plasmido

donante pGPS2) comercializado por New England Biolabs (MA,
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EE 0OU) Se seleccionaron los clones con una insercién de un
minitransposon (derivado de Tn7 y que alberga un gen de
resistencia a cloramfenicol) Se aislo un clon que contenia un
minitransposon 1insertado en la region adyacente 5' D15/0mp85,
401 pb cadena abajo del sitio EcoRI y se utilizo para otros
estudios Este plasmido se sometid a mutagenesis circular de PCR
(Jones & Winastofer (1992), Biotechniques 12 528-534) para (1)
suprimlir una secuenclia de DNA repetida (Tn7R) generada por el
proceso de transposicién, (11) insertar secuencias de
1ncorporaclion meningococicas necesarlas para la transformacion y
(111} ainsertar sitios de restriccion adecuados que permitan la
clonacion de material de DNA extrafio, como promotores La PCR

circular se realizo utilizando 1los oligonucledtidos TnRdA15-

KpnI/Xbal + US (5'- CGC CGG _TAC CTC TAG AGC CGT CTG BAC CAC TCG

TGG ACA ACC C-3') y TnRO3Cam(KpnI) (5'-CGC CGG TAC CGC CGC TAA
CTA TAA CGG TC-3') que contienen secuencias de 1lncorporacion y
sitios de restriccion adecuados (KpnI y XbaI) subrayados El
fragmento de PCR resultante se purificédé sobre gel, se digirio
con Asp7l18 (isosquizomerc de KpnI) y se ligo a un fragmento de
DNA de 184 pb que contenia el promotor porA y se generoc por PCR
utilizando los cligonucleotidos PorA-01 (5'-CGC CGG TAC CGA GGT
CTG CGC TTG AAT TGT G-3') y PorA02 (5'-CGC CGG TAC CTC TAG ACA
TCG GGC AAA CAC CCG-3') que contienen sitios de restriccidn
KpnI Se seleccionaron los clones recombinantes que llevan un
promotor porA insertado en la orientacion correcta
{(procedimiento de transcripcion en la direccion EcoRI a Xbal) vy
se utilizaron para transformar una cepa del serogrupo B de
Neisseria meningitidis exenta de polisacaridos capsulares (cps-)

y de una de las proteinas mayoritarias de membrana externa, PorA
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(porA-) Los clones de Neisseria meningitidis recombinante
resultantes de un suceso de doble cruzamiento (rastreo por PCR
utilizando los oligonucleotidos Cam-05 (5'-GTA CTG CGA TGA GTG
GCA GG-3') y proDl15-52) se seleccionaron en medio GC que
contenia 5 pg/ml de cloramfenicol y se analizo la expresion de
D15/0mp85S Como representa la Figura 10, 1la produccion de
D15/0mp85 aumentd significativamente en los extractos de
proteina total de las cepas Nm resultantes del reemplazamiento
del promotor, comparadas con la cepa progenitora (cps-) Este
resultado se observd también al analizar ampollas de membrana
externa preparadas a partir de las mismas cepas (vease la Figura
17) Estos resultados scn atribuibles al reemplazamiento del
promotor endogenc D15 por el promotor fuerte porA Ademas, se ha
encontrade sorprendentemente que, cuando el promotor porA se
introdujo aproximadamente 400 pb cadena arriba del codon de
iniciacion, la expresion era aproximadamente 50 veecs mayor que
cuando el promotor se colocaba aproximadamente 100 pb cadena
arriba En conjunto, estos experimentos apoyan que la estrategia
de reemplazamiento funciona y permite la sobrerregulacién de la
sinteslis de las proteinas de membrana externa integrales en

ampollas de membrana externa

Ciertas poblaciones humanas aisladas geograficamente (como
Cuba) estdn infectadas por un numero limitado de aislados de
Neisseria meningitidis que pertenecen mayoritariamente a uno o a
pocos serotipos de proteina de membrana externa Puesto gue PorA
es un antigeno de proteina de membrana externa mayoritario que
induce anticuerpos bactericidas protectores y especificos de

cepa, puede ser posible conferir protecciédn de vacuna en dicha
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poblacion utilizando un numerc limitado de serotipos porA
Ademas, PorA pueden 1nteraccionar con © estabilizar otras
proteinas de membrana externa En este contexto, la presencia de
PorA en vesiculas de membrana externa puede ser ventajosa,
reforzando la eficacia de la vacuna de dichas ampollas mejoradas
recombinantes

Por dicha razdén, puede ser deseable sobrerreqular la
expresion de la proteina de membrana externa D15/0Omp85 en una
cepa del serogrupc B de Neisseria meningitidis exenta de dgenes
cps funcionales pero gue exprese PorA Se extrajo DNA genomico
de la cepa cps-, porA-, D15/Omp85+ del serogrupo B de Neisseria

meningitidis recombinante utilizando el estuche Genomic Tips
100-G de QIAGEN Se linealizaron 10 pyg de este material y se

utilizaron para transformar cps- de serogrupc B de Neisseria
meningitidis sigulendo un protocolo de transformacidn clasico
Se obtuvieron Neisseria recombinantes scobre placas de agar GC
que contenian 5 pug/ml de cloramfenicol

Las 1integraciones resultantes de un doble cruzamiento
cadena arriba del gen D15 se rastrearon por PCR como se
describidé anteriormente Comoc las recombinaciones homologas
pueden suceder en cualquier lugar del cromosoma, sSe realizd un
segundo rastreo PCR para controlar la integridad del locus porA
en la cepa recombinante Con este fin se utilizaron 1os
cebadores internos de porA PPAl (5'-GCG GCC GTT GCC GAT GTC AGC
C-3') y PpA2 (5'-GGC ATA GCT GAT GCG TGG AAC TGC-3') en un
experimento de rastreo por PCR La amplificacion de un fragmento
de 1170 pb confirmo la presencia del gen porA en las bacterias
recombinantes

Las bacterias recombinantes (correspondientes a alrededor
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de 5 x 10° bacterias) pueden resuspenderse en 50 pl de tampon
PAGE-SDS, congelarse (-20°C)/hervirse (100°C) tres veces vy
despues separarse por electroforesis PAGE-SDS en gel de 12,5%

Los geles pueden entonces tefiarse con azul de Coomassie
brillante R250 o transferirse a una membrana de nitrocelulosa y
sondearse con un anticuerpo monoclonal anti-porA o con un
anticuerpo policlonal de conejo anti-D15/0mp85 Tambien puede
realizarse el analisis de las ampollas de membrana externa

preparadas a partir de las misma cepas

Ejemplo 11 Sobrerrequlacidén del antigenc de proteina Hsf en una

cepa del serogrupo B de Neisseria meningitidis exenta de genes

cps funcionales pero que expresa PorA

Como se decribié anteriormente, en ciertos paises, la
presencia de PorA en vesiculas de membrana externa puede ser
ventajosa, y puede reforzar la eficacia de la vacuna de ampollas
mejoradas recombinantes En el siguiente ejemplo, la solicitante
ha ut:ilizado un vector pCMK(+) modificado para sobrerregular la
expresion del antigeno de proteina Hsf en una cepa exenta de
genes cps funcionales pero que expresa PorA El1 vector pCMK(+)
origainal contiene un promotor porA/lacC reprimide en el huesped
E «c¢oli que expresa laclg, perco transcripcionalmente activo en
Neisseria meningitidis En el pCMK(+) modificado, el promotor
nativoe porA se utilizo para dirigir la transcripcion del gen
hsf El1 gen que codifica Hsf se amplifico por PCR utilizando los
oligonucledtidos cebadores HSF 01-Ndel y HSF 02-Nhel,
presentados en la tabla siguiente Debido a la secuencia del
cebador HSF 01-Ndel, la proteina Hsf expresada contendra dos

residuos de metionina en el extremo 5! Las condiciones
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utilizadas para la amplificacidén por PCR son las descritas por
el suministrador (HiF1 DNA pelymerase, Boehringer Mannheim, SL)
El caclo termico fue el siguiente 25 veces (94°C, 1 minuto,
48°C, 1 minuto, 72°C 3 minutos) y una vez (72°C, 10 minutos, 4°C
hasta recuperacién) Se clono a continuacidén el correspondiente
amplicén en los correspondientes sitios de restriccion del
vector de introduccion pCMK({+) En este plasmido recombinante,
designado como pCMK(+)-Hsf, 1la solicitante suprimidé el lacO
presente en el promotor gquimerico porA/lacO mediante una
estrategia de PCR recombinante (vease la Figura 12) Se utilizo
el plasmido pCMK(+)-Hsf como molde para amplificar por PCR 2
fragmentos separados de DNA

~-fragmente 1 contiene la regibédn recombinogenica porA 5', el

gen de resistencia a la canamicina y el promotor porA Los
oligonucleotidos cebadores utilizados, RP1 (SacII) y RP2, se
presentan en la tabla siguiente El cebador RP1 es homélogo de
secuencia con la secuencia cadena arriba del operador lac

-fragmento 2 contiene la secuencia de Shine-Dalgarno del

gen porA, el gen hsf y la regidn recombinogenica porA 3' Los
oligonucledtidos cebadores wutilizados, RP3 y RP4 (Apal) se
presentan en la tabla siguiente El1 cebador RP3 es homologo con
la secuencia cadena abajo del operador lac El extremo 3' del
fragmento 1 y el extremo 5' del fragmento 2 tienen 48 bases
superpuestas Se utilizaron 500 ng de cada PCR (1 y 2) para una
reaccié4n PCR final que utiliza los cebadores RP1 y RP4 El
amplicén final obtenido se subclono en el vector pSL1180

restraingado con SaclIIl y Apal Se purificéd el plasmido modificado

pCMK (+) -Hsf a gran escala utilzando el estuche de
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maxipreparacién QIAGEN y se utilizaron 2 pg de este material
para transformar una cepa de serotipo B de Neisseria
meningitidis exenta de genes cps funcionales (la cepa descrita
en el ejemplo 1) Para preservar la expresibn de porA, se
selecciono la integracion resultante de un cruzamientc simple
por combinacion de procedimientos de rastreo de PCR vy
transferencia Western Los clones resistentes a la canamicina
que dieron peositivo por PCR especifico de porA y transferencia
Western se almacenaron a -70°C como reservas de glicerol y se
utilizaron para otros estudios Se resuspendieron las bacterias
(correspondientes a alrededor de 5 x 10® bacterias) en 50 ul de
tampén PAGE-SDS, se congelaron (-20°C)/hirvieron (100°C) tres
veces y despues se separaron por electroforesis PAGE-SDS en un
gel al 12,5% Se examino la expresion de Hsf en 1lisados
bacterianos de celulas enteras (WCBL) derivados de NmB [Cps-,
PorA+] o NmB [Cps-, PorA+, Hsf+] La tincion con Coomassie
detecté un aumento significativo de la expresidn de Hsf (con
respecto al nivel de Hsf endogeno) (vease la Figura 13) Este
resultado confirma gque el vector modificado pCMK(+)-Hsf es
funcional y puede utilizarse con éxito para sobrerregular la
expresidén de las proteinas de la membrana externa, sin cancelar
la produccion del antigeno de proteina de membrana externa

mayoritario PorA

Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Oligonucleoti- Secuencia Observaciones

dos
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Hsf-Ndel 5'-CGA ATT CCA TAT GAT Sitic de clonacion
GAA CAA AAT ATA CCG C- NdeI
3I

Hsf 02-Nhe 5'-GTA GCT AGC TAG CTT Sitio de clonacion

ACC ACT GAT AAC CGA C-
3I

Nhel

GFP-mut-Asn

5'-AAC TGC AGA ATT ATT

ATG AAA GGA GAA GAA CTT

Saitio de clonacion

Asnl

TTC-3" Compatible con
NdeI
GFP-Spe 5'-GAC ATA CTA GTT TAT Sitio de clonacion
TTG TAG AGC TCA TCC SpeIl
ATG-3' Compatible con
Nhel
RP1 (SacII) 5'-TCC cce cee GCC GTC Sitio de clonacion
TGA ATA CAT CCC GTC-3' SacII
RP2 5'-CAT ATG GGC TTC CTT
TTG TAA ATT TGA GGG CAA
ACA CCC GAT ACG TCT
TCA-3'
RP3 5'-AGA CGT ATC GGG TGT
TTG CCC TCA AAT TTA CAA
AAG GAA GCC CAT ATG-3'
RP4 (Apal) 5'-GGG TAT TCC GG&E CCC Sitio de clonacion

TTC AGA CGG CGC AGC

AGG-3'

Apal
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Ejemplo 12 Expresion de proteina fluorescente verde en una cepa

de serogrupo B de Neisseria meningitidis recombinante exenta de

genes c¢ps funcionales pero que expresa PorA

En el siguiente ejemplo se utilizo el vector pCMK para
ensayar la expreion de una proteina heterdloga citoplasmica en
Neisseria meningitidis Se amplificd la proteina fluorescente
verde a partir del plasmido pKen-Gfpmut2 con los cebadores GFP-
Ans-mut y GFP-SPe (véase 1la tabla del Ejemplo 11) Asnl
proporciocna extremos cohesivos compatibles con NdelI, Spel
proporciona extremos cohesivecs compatibles c¢on Nhel Las
condiciones utilizadas para la amplificacion por PCR fueron las
descritas por el suministrador (HiF1 DNA polymerase, Boehrainger
Mannheim, SL) El ciclo térmico fue el siguiente 25 veces
(94°C, 1 minuto, 48°C, 1 minuto, 72°C, 3 minutos) y 1 vez (72°C,
10 minutis, 4°C hasta recuperacién) Se clondé a continuacidédn el
correspondiente amplicon en el vector de suministro pCMK(+)
digerido con las enzimas de restriccion Ndel y Nhel En este
plasmado recombinante, designado come PCMK (+) -GF'P, la
solicitante suprimio el lacO presente en el promotor quimérico
porA/lacO por estrategia PCR recombinante Se utilizé el
plasmido pCMK(+)-GFP como molde para amplificar por PCR dos
fragmentos separados de DNA

-fragmento 1 contenia la regidn recombinogénica porA 5', el

gen de resistencia a la canamicina y el promotor porA
Oligonucleotidos cebadores utilizados RP1 (SacIl) y RP2 (vease
la tabla del Ejemplo 11) El cebador RPl1 es homélogo con la
secuencia cadena arriba del operador lac

-fragmento 2 contiene la secuencia de Shine-Dalgarno, el

102

/@6‘



10

15

20

25

gen gfp y la region recombinogenica porA 3! Los
oligonucleotidos cebadores utilizados RP3 y RP4 (Apal) estan
presentes en la tabla del ejemplo 11 El cebador RP3 es homologo
con la secuencia cadena abajo del operador lac

El fragmento 3' terminal del fragmento 1 y el 5' terminal
del fragmento 2 tienen 48 bases superpuestas Se utilizaron 500
ng de cada PCR (1 y 2) para una reaccidén PCR final que utilizaba
RP1 y RP4 20 pg de este fragmento de PCR se utilizaron para
transformar una cepa de serogrupo B de Neisseria meningitidis
exenta de genes cps funcionales

La transformacion con DNA lineal es menos eficiente que con
DNA de plasmido circular, pero todos los recombinantes obtenidos
realizaron un doble cruzamiento (confirmado por una combinacién
de procedimientos de rastreo PCR y transferencia Western) Se
almacenaron los clones reslistentes a canamicina a -70°C como
reservas de glicerol y se utilizaron para otros estudios Se
resuspendieron las bacterias (correspondientes a alrededor de 5
x 10%® bacterias) en 50 pl de tampon PAGE-SDS, se congelaron (-
20°C) /hirvieron (100°C) tres veces y después se separaron por
electroforesis PAGE-SDS en gel al 12 5%

Se examino la expresion de GFP en lisados de celulas
enteras (WCBL) derivados de NmB [Cps-, PorA+] o NmB (Cps—-, PorA-
, GFP+] La tincidén por Coomassie detectd una expresion de GFP
ausente en la cepa receptora de Neisseria meningitidis (vease la

figura 14)

Ejemplo 13 Sobrerregulacién del gen NspA del serogrupo B de N

meningitidis por reemplazamiento de promotor

El objetivo del experimento era reemplazar la regibn
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promotora del gen NspA por un promotor porA fuerte para
sobrerregular la produccion de antigeno de NspA Con este fain,
se construyo un plasmido de reemplazamiento utilizando
metodologias de clonacion de E coli Se descubrio una region de
DNA (924 pb) localizada cadena arriba del gen de codificacion de
NspA (SEC N° ID 7) en la base de datos privada Incyte Pathoseq
que contiene secuencias de DNA gendmico sin finalizar de la cepa
ATCC 13090 de Neisseria meningitidis Se amplifico por PCR un
fragmento de DNA (675 pb) que cubria los nucleotidos -115 a ~790
con respectc al coddédn de 1inicio del gen NspA (ATG) utilizando
los oligonucleotidos PNS1' (5'-CCG CGA ATT CGA CGA AGC CGC CCT
CGA C-3') y PNS2 (5'-CGT CTA GAC GTA GCG GTA TCC GGC TGC-3') que
contenian sitios de restriccion EcoRI y Xbal (subrayados)
respectivamente Se sometio el fragmento PCR a restriccidn con
EcoRI y Xbal y se 1insertdé en pUCl8 Se sometio este pldsmido a
mutagénesis de PCR carcular {Jones & Winistofer (1992),
Biotechniques 12 528-534) para insertar secuenclas de
incorporaclion meningococlicas hecesarias para la transformacion,
y sitios de restriccidn adecuados que permitan la clonacidn de
un médulo promotor Cmr/PorA La PCR circular se realizo

utilizandoe los oligonucledtidos BADQ1l-2 (5'-GGC GCC CGG GCT CGA

GCT TAT CGA TGG AAA ACG CAG C-3'} y BAD02-2 (5'-GGC GCC_CGG GCT

CGA GTT CAG ACG GCG CGC TTA TAT AGT GGA TTA AC-3') que contenian
secuenclias de 1incorporacién y sitios de restriccion adecuados
{(Xmal y XhoI) subrayados El fragmento de PCR resultante se
purificd por gel y se digiridé con Xhol Se amplifico el médulo
promotor CmR/PorA a partir del plasmido pUC D15/0Omp85
anteriormente descrito utilizando los oligonucledtidos cebadores

BAD 15-2 (5'-GGC GCC CGG GCT CGA GTC TAG ACA TCG GGC AAA CAC
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CCG-3') y BAD 03-2 (5'-GGC GCC CGG GCT CGA GCA CTA GTA TTA CCC

TGT TAT CCC-3') que contenian sitios de restriccion adecuados
(XmaI, XbaI, Spel y Xhol) subrayados El fragmento PCR obtenido
se sometio a digestidén y se insertd en el plasmido de PCR
circular restringido c¢on las correspondientes enzimas Se
linealizaron 10 pg del plasmido rescombinante y se utilizaron
para transformar una cepa de serogrupo B de Neisseria
meningitidis exenta de polisacaridos capsulares (cps-) y de una
de las proteinas de membrana externa mayoritarias, PorA (porA-)

Se seleccionaron los clones recombinantes de Neisseria
meningitidis resultado de un suceso de doble cruzamiento
(rastreo por PCR utilizando los oligonucleotidos BAD 25 (5'-GAG

CGA AGC CGT CGA ACG C-3') y BADO8 (5'-CTT AAG CGT CGG ACA TTT
CC-3') sobre placas de agar GC que contenian 5 pg/ml de

cloramfenicol y se analizdé las expresién de NspA Se

resuspendieron las bacterias recombinantes (correspondientes a
alrededor de 5 x 10° bacterias) en 50 pl de tampon PAGE-SDS, se

congelaron (-20°C)/hirvieron (100°C) tres veces y despues se
separaron por electroforesis PAGE-SDS en un gel al 12,5% Se
tifieron los geles con azul de Coomasie brillante R250 o se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondearon con
un anticuerpo monoclonal PorAR o con un anticuerpo policlonal
anti-NspA (figura 17) Como para Omp85, existe una sorprendente
indicacion de que las 1nsercion del promotor aproximadamente 400
pb cadena arriba del codon de 1iniciacion de NspA expresa mas
proteina que si1 se coloca aproximadamente 100 pb cadena arraba
Puede utilizarse el mismo plasmido recombinante pUC para

sobrerregular la expresion de NspA en una cepa del serogrupo B
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de Neisseria meningitidis exenta del gen cps funcional pero que

expresa PorA

Ejemplo 14 Scobrerregulacién del gen pldA (omplA) del serogrupo

B de N meningitidis por reemplazamiento de promotor

El objetivo del experimento era reemplazar la region
promotora enddégena del gen pldA (omplA) por el promotor fuerte
porA para sobrerreqular la produccidén del antigeno PldA (OmpAl)
Con este fin, se construyé un plasmido de reemplazamiento de
promotor utilizando metodologias de clonacion de E coli Se
descubrio una regién de DNA (373 pb) localizada cadena arriba de
la secuencia de codificacién de pldA (SEC N° ID 18) en la base
de datos privada Incyte Pathoseq que contiene secuencias de DNA
genomico sin finalizar de la cepa ATCC 13090 de Neisseria
meningitidis Este DNA contiene la secuencia que codifica un gen
rpsT putativo El coddén de parada de rpsT esta localizado 169 pb
cadena arriba del ATG de pldA Para evitar la desestabilizacion
de este gen potencialmente importante, la solicitante decidid
insertar el médulo promotor CmR/PorA cadena arriba del ATG de
pldA Con este fin, se amplifico por PCR un fragmento de DNA de
992 pb correspondiente al gen rpsT, la secuencia intergénica de
69 pb y los primeros 499 nucledétidos del gen pldA de DNA
genomico del serogrupo B de Neisseria meningitidis, utilizando

los oligonucleétidos PLAl1 AmoS (5'-GCC GTC TGA ATT TAA ATT TGC

GCG TTT ACA G-3') y PLAl Amo3 (5'-GTA GTC TAG ATT CAG ACG GCG

CAR TTT GGT TTC CGC AC-3') que contenian secuencias de
incorporacidn (subrayadas) PLAl Amo3 contiene tambien un sitio
de restriccion de Xbal Este fragmento de PCR se purificd con un

estuche High Pure (Roche, Mannheim, Alemania) y se clono
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directamente en un vector pGemT (Promega, EE UU) Se sometio
este plasmido a mutagénesis de PCR circular (Jones & Winistofer
(1992)) para insertar sitios de restriccion adecuados que
permitan la clonacion de un mdédulo promotor CmR/PorA Se realizo
la PCR circular utilizandoe los oligonucledtidos CIRCl-Bgl (5'-
CCT AGA TCT CTC CGC CCC CCA TTG TCG-3') o CIRC1-XH-RBS/2 (5'-CCG
CTC GAG TAC AAA AGG AAG CCG ATA TGA ATA TAC GGA ATA TGA G-3') o
CIRC2-XHO/2 (5'-CCG CTC GAG ATG AAT ATA CGG AAT-3') que
contenian sitios de restriccion adecuados (BglII y Xhol)
subrayados Se amplificd el module promotor CmR/PorA a partir
del plasmido pUC D15/0mpB85 descrito anteriormente utilizando los
cebadores BAD20 (5'-TCC CCC GGG AGA TCT CAC TAG TAT TAC CCT GTT
ATC CC-3') y CM-PORA-3 (5'-CCG CTC GAG ATA AARA ACC TAA ARAA CAT
CGG GC-3') que contenian sitios de restriccidn adecuados (BglII
y XhoI) subrayados Se clono este fragmento PCR en el plasmido
de PCR circular obtenido con los cebadores CIRC1-Bgl y CIRC1-XH-
RBS/2 Este plasmido puede utilizarse para transformar cepas
(cps-) V4 (cps-, pora-) del serogrupo B de Neisseria
meningitidis La integracidn por doble cruzamiento en la region
cadena arriba de pldA dirigird la insercidn del promotor porA
directamente cadena arriba del ATG de pldA Se amplaifico otro
médulo a partir del DNA gendémico de (cps—-, porA-, D15/0mp85+)
del serogrupo B de Neisseria meningitidis recombinante gque
sobreexpresa D15/0mp85 por reemplazamiento de promotor Este
médulo contiene el gen cmR, el promotor porA y 400 pb
correspondientes a la secuencia adyacente 5' del gen D15/0Omp85

Esta secuencia se ha probado que es eficaz para sobrerregular la
expresidén de D15/Pme85 en Neisseria y sSe ensayard para la

sobrerregulacién de la expresidn de otros antigenos Neisseria
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Los cebadores utilizados para la amplificacion fueron BAD20 ¥y
CM-PORA-D15/3 (5'-CGG CTC GAG TGT CAG TTC CTT GTG GTC C-3'), que
contenian sitios de restriccion Xhol (subrayado) Se clono este
fragmento PCR en el plasmido PCR circular obtenido con los
cebadores CIRC-Bgl y CIRC2-XHO/2 Se utilizara este plasmado
para transformar las cepas [cps-] y [cps-, porA-] del serogrupo
B de Neisseria meningitidis La 1integracidén por doble
cruzamiento en la region cadena arriba de pldA dirigira la
insercion del promotor porA 400 pb cadena aarriba del ATG de

pldA

Ejemplo 15 Sobrerrequlacion del gen tbpA del serogrupoc B de

Neisseria meningitidis por reemplazamlento de promotor

El objetivo de este experimento era reemplazar la regidn
promotora endégena del gen tbpA por el promotor fuerte porA para
sobrerregqular la produccion del antigeno ThpA Con este fin, se
contruyo un plasmido de reemplazamiento de promotor utilizando
metodologias de clonacion de E colir Se descubrio una region de
DNA (731 pb) localizada cadena arriba de la secuencia de
codificacion de tbpA (SEC N° ID 17) en la base de datos privada
Incyte Pathoseq que contiene secuencias de DNA genomico sin
finalizar de la cepa ATCC 13090 de Neisseria meningitidis Este
DNA contiene la secuencia que codifica el antigeno TbpB Los
genes estan organizados en un operé4n El gen tbpB sera suprimido
y reemplazado por el modulo promotor CmR/porA Con este fin se
amplifico por PCR un fragmento de DNA de 3218 pb correspondiente
a la regién de 509 pb 5' adyacentes al gen tbpB, la secuencia de
codificacién tbpB de 2139 pb, la secuencia intergénica de 87 pb

y los 483 praimeros nuclectidos de la secuencia de codificacion
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de tbpA a partir de DNA gendmico del serogrupo B de Neisseria
meningitidis, utilizando los oligonucleotidos BAD16 (5'-GGC CTA
GCT AGC CGT CTG AAG CGA TTA GAG TTT CAA AAT TTA TTC-3') y BaD17
(5'-GGC CAA GCT TCA GAC GGC GTT CGA CCG AGT AGT TTG AGC CTT TGC-
3') que contenian secuencias de aincorporacidn y sitios de
restriccion Nhel y HindIII (subrayados) Se purificéd este
fragmento PCR con un estuche High Pure (Boehringer Mannheim,
Alemania) y se cloné directamente en un vector pGemT (Promega,
EE U0) Se sometio este plasmido a mutagénesis PCR circular
(Jones & Winistofer (1992)) para (1) insertar sitios de
restriccidén adecuados que permitan la clonacion de un modulo
promotor CmR/PorA y (11) para suprimir 209 pb de la secuencia
adyacente 5' de tbpB y la secuencia de codificacion tbpB Se
realizo la PCR circular utilizando los oligonucleotidos BAD18

(5'-TCC CCC GGG AAG ATC TGG ACG AARA AAT CTC AAG AAA CCG-3') y

BAD19 (5'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG CAA ATT TAC AARA AGG AAG CCG
ATA TGC AAC AGC AAC ATT TGT TCC G-3') que contenian sitios de
restriccion adecuados Xmal, BglII y Xhol (subrayados) Se
amplificéd el modulo promotor CmR/PorA a partir del plasmido pUC
Di15/0mp85 anteriormente descrito utilizando los cebadores BAD21
(5'-GGA AGA TCT CCG CTC GAG ACA TCG GGC AAA CAC CCG-3') y BAD20

(5'-TTC CCC GGG AGA TCT CAC TAG TAT TAC CCT GTT ATC CC-3') que

contenian sitios de restriccidn adecuados Xmal, Spel, BglII vy
Xhol (subrayados) Se clono este fragmentc PCR en el plasmido de
PCR carcular Se utilizara este plasmido para transformar las
cepas ([cps-] y ({cps-, porA-] del serogrupo B de Neisseria
meningitidis La integracion por doble cruzamiento en la region
cadena arriba de tbpA dirigaira la insercion del promotor porA

directamente cadena arriba del ATG de tbpA
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Ejemplo 16 Sobrerregulacién del gen pilQ del serogrupo B de

Neisseria meningitidis por reemplazamiento de promotor

El objetivo del experimento era reemplazar la region
promotora enddgena del gen pi1lQ por el promotor fuerte porA para
sobrerregular la produccion del antigeno P11Q Con este fin, se
construyo un plasmido de reemplazamiento de promotor utilziando
metodologias de clonacion de E c¢oli Se descubrio una regidn de
DNA (772 pb) localizada cadena arriba del gen que codifica pilQ
(SEC N° ID 12) en la base de datos praivada Incyte Pathoseq que
contiene secuencias de DNA gendmico sin finalizar de la cepa
ATCC 13090 de Neisseria meningitidis Este DNA contiene 1la
secuencla que codifica un antigeno Pilp El gen p1lQ es parte de
un operdn que no se desea dafiar, por ser las pilinas elementos
esenciales de 1la bacteria Se 1introdujo el modulo promotor
CmR/PorAR cadena arriba del gen pilQ sigquiendo la misma
estrategia descrita para la sobrerregulacidédn de la expresion del
gen pldA Con este fin, se amplificdé por PCR un fragmento de DNA
de 866 pb correspondiente a la parte 3' de la secuencia de
codificacién de pilP, la secuencia intergénica de 18 pb y los
primercos 392 nucleotidos del gen pilQ de DNA genbmico del
serogrupo B de Neisseria meningitidis utilizando los
oligonucleétidos PQ-recS5-Nhe (5'-CTA GCT AGC GCC GTC TGA ACG ACG
CGA AGC CAA AGC-3'} y PQ-rec3-Hin (5'-GCC AAG CTT TTC AGA CGG
CAC GGT ATC GTC CGA TTC G-3') que contenian secuencias de
incorporacidn y sitios de restriccion Nhel y HindIII
{(subrayados) Este fragmento de PCR se clono directamente en un
vector pGemT (Promega, EE UU) Se sometid este plasmido a

mutagenesis PCR circular (Jones & Winistofer (19%2)) para
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insertar si1tios de restriccidén adecuados que permitan la
clonacion de un mdédulo promotor CmR/PorA Se realizo la PCR
circular utilizando los oligonucledtidos CIRC1-PQ-Bgl (5'-GGA
AGA TCT AAT GGA GTA ATC CTC TTC TTA-3') o CIRC1-PQ-XHO (5'-CCG
CTC GAG TAC AAA AGG AAG CCG ATA TGA TTA CCA AAC TGA CAA AAA TC-
3') o CIRC2-PQ-X (5'-CCG CTC GAG ATG AAT ACC AARA CTG ACA RAAA
ATC-3') que contenian sitios de restriccion adecuados BglII vy
Xhol (subrayados) Se amplifico el moduloc promotor CmR/PorA a
partir del plésmido pUC D15/0mpBS5 descrito anteriormente
utilizando los cebadores BAD20 (5'-TCC CCC GGG AGA TCT CAC TAG
TAT TAC CCT GTT ATC CC-3') y CM-PORA-3 (5'-CCG CTC GAG ATA AAA
ACC TAAR AARA CAT CGG GCA AAC ACC C-3') que contenian sitios de
restriccion adecuados BglII y Xhol (subrayados) Se clono este
fragmento PCR en el plasmido de PCR circular obtenido con 1los
cebadores CIRC1-PQ-Bgl vy CIRC1-PQ-XHO Este plasmido puede
utilizarse para transformar cepas (cps-}) y (cps-, porA-) del
serogrupo B de Neisseria meningitidis La 1integraciédn por doble
cruzamiento en la regién cadena arriba de p1lQ dirigira la
insercion del promotor porA directamente cadena arriba del ATG
de p1lQ

Se amplificd otro mdédulo a partir del DNA gendmico de (cps-
, porA-, D15/0mp85+) del serogrupo B de Neisseria meningitidis
recombinante que sobreexpresa D15/0mp85 por reemplazamiento de
promotor Este médulo contiene el gen c¢cmR, el promotor porA y
400 pb correspondientes a la secuencia adyacente 5' del gen
D15/0mp85 Esta secuencia se ha probadoc que es eficaz para
sobrerregular la expresion de D15/0mp85 en Neisseria y se
ensayard para la sobrerregqgulacion de la expresion de otros

antigenos Neisseria Los cebadores utilizados para la
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amplificacion fueron BAD20 y CM-PORA-D153 (5'-CGG CTC GAG TGT
CAG TTC CTT GTG GTG C-3'}, que contenian sitios de restriccion
Xhol (subrayado) Se clono este fragmento PCR en el plésmido PCR
circular obtenido con los cebadores CIRC-PQ-Bgl y CIRC2-PQ-X

Este plasmido puede utilizarse para transformar las cepas [cps-]
y [cps-, porA-] del serogrupo B de Neisseria meningitidis La
integracion por doble cruzamiento en la region cadena arriba de
p1l1Q dirigird la ainsercion del promotor porA 400 pb cadena

arriba del ATG de p1ilQ

Ejemplo 17 Construccion de un modulo kanR/sacB para introducix

mutaciones "limpias™ sin marcar en el cromosoma de N

meningitidis

El objetivo del experimento es construir un modulo de DNA
versatil que contenga un marcador selectivo para el rastreo
positivo de la recombinacion en el cromosoma de Neisseria
meningitidis (es decir el gen kanR} y un marcador antiselectivo
para suprimir el médulo del cromosoma despues de la
recombinacidn (es decir el gen 5acB) Mediante este
procedimiento cualquier DNA heterélogoe introducido durante la
recombinacién heterologa sera eliminado del cromosoma de
Neisseria

Se obtuvo un fragmento de DNA que contenia el gen neoR y el
gen sacB expresados bajo el control de su propioc promotor por
restricciédn del plasmido pIB 279 (Blomfield, I C , Vaughn, V ,
Rest R F , Eisenstein, B I (1991), Mol Microbiol 5 1446-57)
con enzima de restriccion BamHI El vector receptor derivaba del
plasmido pCMK, anteriormente descrito Se suprimico el gen kanR

de pCMK por restriccion con las enzimas Nrul y EcoRV  Este
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plasmido se llamo pCMKs Se 1nsertd el médulo neoR/sacB en el
PCMKs en un sitio de restriccion BglII compatible con 1los
extremos BamHI

La E coli que alberga el plasmido es 1ncapaz de crecer en
presencia de sucrosa al 2% en el medio de cultivo, confirmando
la funcionalidad del promotor sacB
Este plasmido contiene las secuencias recombinogénicas gque
permiten la insercion del mddulo en el locus porA del cromosoma

del serogrupo B de Neisseria meningitidis Se obtuvo Neisseria
recomblnante sobre placas de agar GC que contenian 200 pg/ml de

canamicina Desgraciadamente, el promotor sacB no era funcional
en Neisseria meningitidis no se observaron diferencias de
crecimiento en placas de agar GC que contenian sucrosa al 2%

Se construyé un nuevo médulo que contenia el gen sacB bajo
el control del promotor kanR Se realizd una PCR circular,
utilizando el plasmido pUC4K (Amersham Pharmacia Biotech, EE UU)
como molde, con los oligonucledtidos CIRC-Kan-Nco (5'-CAT GCC
ATG GTT AGA AAA ACT CAT CGA GCA TC-3') y CIRC-Kan-Xba (5'-CTA
GTC TAG ATC AGA ATT GGT TAA TTG GTT G-3'), que contienen sitios
de restriccion NcoI y Xbal adecuados (subrayados) El fragmento
PCR resultante se purifico por gel, se digiridé con Ncoel y se
ligo al gen sacB generado por PCR del plasmido pIB279 con el
oligonucleétido SAC/NCO/NEWS (5'-CAT GCC ATG GGA GGA TGA ACG ATG
ARC ATC AARA AAG TTT GCA A-3') que contiene un sitio de
restriccion Ncol (subrayado) Y RBS (negraita) y un
oligonucleotido SAC/NCO/NEW3 (5'-GAT CCC ATG GTT ATT TGT TAA CTG
TTA ATT GTC-3') que contiene un sitio de restriccion
(subrayado) Se ensaydé en los clones de E col:i recombinantes su

sensibilidad en placas de agar gue contenian sucrosa al 2% El
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nuveo modulo kanR/sacB puede subclonarse en pCMKs y utilizarse
para transformar una cepa cps- del serogrupo B de Neisseria
meningitidis La sensibilidad a la sucrosa adquirida estard
confirmada en Neisseria El plasmido pCMKs se utilizard para
transformar la Neisseria kanR/SacB recombinante para suprimir el
médulo entero 1insertado en el cromosoma en el locus porA Se
obtendran Neisseria recombinantes limpias en placas de agar GC

que contengan sucrosa al 2%

Ejemplo 18 Uso de secuencias recombinogenicas pequefias (43 pb)

para permitir la recombinacién homologa en el cromosoma de

Neisseria meningitidis

El objetivo del experimento es utilizar pequefias secuencias
recombinogenicas (43 pb) para dirigir inserciones,
modificaciones © supresicnes en el cromosoma de Neisseria El
éxi1to de este experimento facilitard en gran medida el trabajo
futuro, en terminos de evitar etapas de subclconacién de las
secuencias homologas en E coli (las secuencias recombinogenicas
de 43 pb pueden afiadirse facilmente al cebador de amplificacién
de PCR) Se amplificé por PCR el gen kanR a partir del plasmido
pUC4K con los oligonucledétidos Kan-PorA-5 (5'-GCC GTC TGA AcCC

CGT CAT TCC CGC GCA GGC GGG AAT CCA GTC CGT TCA GTT TCG GGA AAG
CCA CGT TGT GTC-3') que contiene 43 pb hombélogas a la secuencia
adyacente 5' del gen Nmb porA (negrita) y una secuencia de

incorporacion (subrayado) y Kan-PorA-3 (5'-TTC AGA CGG CGC AGC

AGG AAT TTA TCG GAA ATA ACT GAA ACC GAA CAG ACT AGG CTG AGG TCT
GCC TCG-3') que contenia 43 pb homologas a las secuencia
adyacente 3' del gen NmB PorA (negrita) y una secuencia de

incorporacidén (subrayado) El fragmento de DNA de 1300 pb
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obtenido se clono en un vector pGemT (Promega, EE UU) Este
plasmido puede utilizarse para tranformar una cepa c¢ps- del
serogrupo B de Neisseria meningitidis Se obtendra Neisseria
recombinante sobre placas GC que contengan 200 yug/ml de
canamicina Las integraciones resultantes de un doble
cruzamiento en el locus porA se rastreardn por PCR con los

cebadores PPAl y PPAZ como se describio anteriormente

Ejemplo 19 Proteccidén activa de ratones inmunizados con WT vy

ampollas de Neisseria meningitidis recombinante

Se inmunizaron los animales tres veces {(via
intraperitoneal) con 5 pg de diferentes VME adsorbidas sobre
Al(COH)3 los dias 0, 14 y 28 Se realizaron las tomas de sangre
los dias 28 (dia 14 post II}) y 35 (dia 7 post III} y se
ensayaron el dia 35 (via intraperitoneal) La dosis de ensayo
fue de 20 x LD50 (alrededor de 10’ CFU/ratén) La tasa de
mortalidad se controldé durante 7 dias después del ensayo

Las VME 1inyectadas fueron

Grupo 1 Ampollas Cps-, PorA+

Grupo 2 Ampollas Cps-, PorA-

Grupo 3 Ampollas Cps-, PorA-, NspA+
Grupo 4 Ampollas Cps-, PorA-, Omp85+
Grupo 5 Ampollas Cps-, PorA-, Hsf+

La Faigura 15 i1ustra el patron de estas VME por analisis
PAGE-SDS (tincién de Coomassie)

24 horas después del ensayo hubo un 100% de mortalidad en
el grupo de control {(inmunizadc solo son Al(OH)3}), mientras que
los ratones inmunizados con las 5 preparaciones diferentes de
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VME estaban todavia vivos (sobrevivieron de 7 a B/8 ratones) Se
contrelé 1la enfermedad durante 1los 7 dias y los ratones
inmunizades con ampollas con NSPA sobreexpresada parecieron
estar menos enfermos que los demds grupos La PorA presente en
las ampollas PorA+ es probable que confiera una proteccion
extensiva frente a 1la infeccion por 1la cepa homologa Sin
embargo, la proteccidén inducida por ampollas sobrerreguladas con
PorA- es probable que sea debida, al menos en alguna extension,

a la presencia de una cantidad aumentada de NspA, Omp85 o Hsf

Ejemplo 20 Inmunogenicidad de las ampollas recombinantes medida

por procedimientos de ELISA especifica y de celulas enteras

Para medir la capacidad de los anticuerpos de reconocer los
antigenos presentes en la superficie celular de MenB, se
ensayaron los sueros de raton agrupados (del Ejemplo 18) por
ELISA de células enteras (utilizando células 1nactivadas con
tetraciclina) y se expresaron las valoraciones como valoraciones
de punto medio Todos los tipos de anticuerpos de ampolla
inducen una alta valoracion Ab de celulas enteras, mientras que

el grupo de control negativo fue claramente negativo
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Ampollas WCE (H44/76)
valoracion de punto medio

14P2 14P3

CPS(-) 23849 65539

PorA(+)

CPS(-) 20130 40150

PorA(-)

CPS(-) B435 23846

Pora(-)

NSPA (+)

CPS(-) 4747 16116

PorA(-)

PME8S (+)

CPS(-) 6964 22504

PorA{-)

HSE(+)

(=) 51 82

Se lleve a cabo la respuesta especifica Ab a la proteina
HSF recombinante Se recubrieron las microplacas con 1 pg/ml de
molecula HSF de longitud completa

Los resultados 1lustrados en la Figura 16 muestran que
hubo una buena respuesta especifica de HSF cuando se utilizaron
VME sobreexpresadas para inmunizar los ratones (utilizando HSF

recombinante purificada en las placas) Las ampollas de HSF
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SEC N° ID 1

Secuencia de nucleotidos del vector pCMK(+)

TCTTCOACTTCCTOOC TCACTGACTOGC TECGC TOCG TOGTTOGCCTGCEGCAAGCAGTATCACGCTCACTCAAAGGOGGT
AATACGGTTATCCACAGAAT CAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATCTGAGCAARMGGCCABCAARAGGCCAGAARCOGTA
AAAAGGCOGCETTECTGGOGTTTTTCCATASGCTCCGCOCCOCTGACGAGCATCACAAARATCGACGCTCAAGTCAGRGS
TAGCGAAACCCGACAGGACTATAMGATACCAGGOR TTTCCOCCTAGAAGCTCOC TOITGOGC TCTCCTATTCOUACCCT
GCOGCTTACCGOATACCTATCOGCCTTTCTCOC TTOOEGAAGCATCGOGCTTTCTCATAGC TCACGC TGTAGGTATCTCA
GTTCGCTCTAGGTOGTTCGCTCCAAGCTGEGC TG TG TGCACGAACCOCCCGTTCAGCCCOACOGC TRCGCCTTATCCGAT
ARCTATCG TCTTOAGTCCAACCCOGTAMGACACGACTTATCGCCAC TGGCNGCAGCCACTCG TAACAGGATTAGCAGAGT
GAGGTATOTAGCOGGTGCTACAGAGTTCTTOARGTGETGGCCTARCTACGACTACACTAGAAGAACAGTATT TGGTATCT
GOGCTCTCCTCAAGCCALTTACCT TOGEAMAAGAITICGTAGCTCTTGATCCAGCAAACAAACCACCACTGGTAGCGET
GGTTTTTT TATTTGCANGCAGCACATTACGOGCAGAAARRAAGGATCTCAMIAAGATCCTTTGATCTT TTCTACGECCTC
TGACGCTCAGTGOGAACGAARACTCACCTTARGGGATTT TAGTCATCAGATTATCARAARGGATCT TCACCTAGATCCTTT
TAAATTAAARATGAAGCT TTTAARTCAATCTAAAGTATATATRAGTAAMCTTGGTCTGACAGT TACCAATGCTTARTCAGT
GAGGCACCTAT CTCAGCGATC TG TCTAT TICG TTCATCCATACTTGCCTAACTOCCCGTOGTGTAGATARCTACGATACG
GGAGGUCTTALCATC TGECCCOAGTCCTGCARTGATACOGCEAGACCCACGCTOACCAGC TCCAGATTTATCAGCAATAR
ACCAGCCAGCCGGARIGE CCCAGCECAGANGTAGTCCTCCARCT TTATCOGOCTCCATCCNGTCTATTAATTCTTGCOCE
GAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGT TTGCGCAACGTTOTTOCCAT TG CTACARGCATCG TG TGTCACGC TS
GTCCTTIGE TATCSCTTCATTCAGCTCCGGT TOCCCAACCATCAAGGCGAGTTACATAATCCCCCATGT TG TGCARRAAAG
CGCTTAGCTOCTTOGATCC TCOGATCG T TG TCAGAAGTARG T T GCCOGCAGTATTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTS
CATAATICTCTTACTGTCATGCCATCOGTARGATGCTTTTC TG TOACTOG TCACTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATA
GTGTATGCGGOGACCGACTTGCTCT TUCCCGCOGTCAATACGGRATAATACOGCGCCACATAMICAGAACTT TARRAGTGC
TCATCATTGGAARACGTICTTUGGGGCGARMCTC TCAAMGGATC T TACCGC TG TIGAGATCCAGT TOGATGTAACCCACT
COTGCACCCARCTGATCTTCAGCAT CTTTTACTT FCACCAGOOTTTCTGEUTUAGCANMAALACGAAGGTARANTGCOGC
ARAAAAGGGARTAAGGGCGACACGGARATGT TGAATACT CATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGARGCATT TATCAGG
mammummmmmnmmmmmmmrmcmnmuncmmmmvcm
AAAGTGCCACCTAACGTCTAAGAARCCATTATTATCATGACATTAACCTATAAMMA TAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG
TCTOGOGOGTT TCGGTAATGACGG TGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGEGAGACGGTCACAGCTTCTCTG TAMGOGGE
ATGCCGGGAGCAGACAACCCOETCAGEGCGCATCAGCGGCTG I TCEOIGG TGTOGGEGGCTCGCTTAACTATGCGGCATCA
GAGCAGATYGTACTGAGAGTACACCATARMATTGTAAACGT TAATATT TTGTTAAAATICCCCTTAAATTTTTG TTAAAT
CAGCTCATITTTTAACCARTAGGCCCARATCGGCAARATCCCTTATAAATCAMAGARTAGCCOGACATAGAGTTOAG TG
TTGTTCCAGTTTGGAACAMIAGT CCACTAT TAMAGAACGTUGACTCCAACGTCAAGCECOAAAAAC CCTCTATCAGGGC
GATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAARTCARG TTTTT TRGGGTOGAGG TGCOGTAMAGCACTAMATCGGAACCCTAA
ASGGAGCCCCOGATTTAGAGCTTGACGGUGMAGCOCCCGAACGTAACCAGAMNCEARIGEARCAANG CCARAGCAGCGT
GOGCTAGGGCECTGCCAAG TCTAGCOG TCACGC TGCGCGTAACCACCACACCOGCOGOGC TTAATECRCOGCTACAGIGL
GOGTACTATGGT IGCTTIGACGTATGOGGTOTGAANTACCGCACAGATGCGTAAGGAGMNAARTACCGCATCAGGORCCAT
TCGCCATTCACGUTGCGTAACTOTTHHIARIGGCGATCOGTECGEGCCTCTTOGCTATTACGCCAGCTGGCRAARGGOEA
ATETECTGCAAGGCGAT TARGTTGAGTAACGCCAGUSTTTTCOCAGTCACGACGTTGTAAMCGACGCCCAGTGCCARGE
TTECOGTCTGAATACATCCCGTCATTCCTCARAAACAGAARACCARMATCAGAAACCTAAMATCCOGCTCATTCCCGCGCA
GGOGGEARTCCAGTCOGTTCASTT TCOCTCATTTCCOATAAATICCTGCTOCTTTT CATTTC TAGAT TCCCACTT TOGTS
GGAATGACGGCGGAMGGCTTTTGOTT T TTCOGATAAATTCTTGAGGCATTAAAAT TCTAGATTCCCACCTGCGCUGGRA
TGACGCCTGTAGATGCOCGATEGTCT TTATAGCGGATTAACAALAA TCAGGACAAGGOGACGAGCCGCAGACAGTACAG
ATAGTACGGAACCGATTCACT TGETGCTTCACCACCTTAGAGAATCG TTCT CTTTAAGC TAAGGOGAGGCAACGCOGTAL
TTGTTTTIGTTARTCCACTATAANG TCCOGCETGTGTTTT TTTATGACGTT TTAMRAGCCGAGNE TGCATCOGEGCAGC
AGOGCATCGGCOCICACEAGG T TCTOCACTCGOGAGCATCAAGGGCGAAT TCTCCACOAGAG GEEGECAANICTACTTT
GIGCTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAARAATATATCATCATGAACAATAAARCTGTCTGCTTACATAAA
CAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGRAARCATCTTGCTCOAGGCCGOGATTAAATTCCAACATGGATG

b
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SEC N° ID 2

Secuencia de nucleotidos de la regidén de DNA (997 pb) cadena

arriba del gen NspA en la cepa Z2491 del serogrupo A de

Neisseria meningitadis
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CCATTTARAGGCARCGOGOOGGTTAACGGCTTTGCCG

SEC N° ID 3
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen D15/Pme85 en la cepa ATCCl13090 del serogrupo B

de Neisseria meningitidis

- 20

SEC N° ID 4
Sacuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen saimilar a Hsf de Neisseria meningitidis
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CEOCAAAMGCIDE, rocooe
TYCE"TAMATTCCACITCCTAGA IO
orrTRer TTAGAT xreT
TEAGAARAL AL ¥
TT TCUGAA
PPCATT

SEC N° ID 5
Sacuencia de nucleotidos de la region de DNA (772 pb) cadena

10 arriba del gen P1l1(Q de Neisseria meningitidis

.l

TRCCCCT

TOCCGL

A ACCTTT v ACOTNGCATTCGAS
r oM
TICCAMMA  TGOGTT TT T CAMIGTYNTGTCY
G -

AT,

15

SEC N° ID 6

Secuencia de nucleotidos de la regidédn de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Hap de Neisseria menangitidis

i 20
CYCOAT
EOCTTSEECG e CCTCGA ATOCOT
TCGANCET
ArT TRICTT
GeAT
acTy L]
£
CCAT
GACT oo
TR CCTTCAS MNGC
TTTYTOCCOFCTTICOTOST
TCECE
COTCETTEGTOAY
AGOL CAAM VAL T

25
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SEC N° ID 7
5 Secuencia de nucledétidos de la region de DNA (924 pb) cadena
arriba del gen NspA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

(ATCC 13090)

TP A e

A, O, AL TTPETCOA Y, 1Ll T
AL, o RURACTITEIZEATT T1 Ah A e o oehoa

SAACCTTAT X —AMGATTTON FT FGACTTCAT 4 AAl —A o =
AMTLCETTR, ATTICE 00,
wﬂ.c..:nuu. DCTRAM L —t

o WY THE = O CFYL =Y LGN e
AR CECEVECEAN AT vk T TES T FCRATOOAAMITRGT 0 3004 O
GEFTTTCALAL OGS A AN OMAAL T "CAGCTTAMET MALAEIACACAMMNITT LT XY 10
TTITTIC AAACDGTICA

SEC N° ID 8
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

15 arriba del gen FrpB de Neisseria menaingitidis (serogrupo B)

AR’ | TT R TORAA

LA™ P T ACTECA™G  MAAAM AITACT TTOLCTOW AL T WARGASA
BCGATTC  AMIGTSS TOAMR, | HGTTamutil O AT TOTG4W r s CCT

Tt FOX A AT ACCOCCOTTTOTCCT AT IO T A S TR CTIAT Y nas
BOCCOGBAATST AT T PCA AA TTTRAS™ CYMGATY
™ AL AT ™" TIOCSTIT NAATOOS

ACKAM ATTH S

AGACTTTAGAMINCILT A  TTCAMMATY T ASATI I ACTTTCOFCONAA’
TTPTACCTICIC TCATCRAATTTTAAGTTTITAl LAMTTT T GLAAAAAM
AL = CCOCC LT A FOCCUO AT TICOTCAT CEAT™FE=TAM —TIAL
Wmm ™ AATEME T

20

25

SEC N° ID S
Sacuencia de nuclecotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen FrpA de Neisseria meningitadis (serogrupo B)
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ACT

ThA FLAAAL  TUSL T Leasat . SASGAEANNAATT TS T ThA
OCTE wha™  sTHiLAs AM WAL TAVCA SATTAA  TT RAMTTET  KIALAMCTR|  ATh
TCATTOC™AAN "TT TITTTTALASCC MM VT Parhi Tty TETCYTT “Tia
STTHAL AT OCMATATITAT  TT™T AL AMFTTIACTCATTIGE M ATUTCATOIMTRTTALTY

@ T TCTAGAATTITTCIATA TCAMMA TR TTCEA T TTACTR FTTTICTOMACTITATTAG T AT HTTAL ATPIYT

RCCTCTIAY TT TN TIASTCRATAN Y] TICTTAATTTTAA!
NTT. ANTTT TIc

SEC N° ID 10
Secuencia de nucledtidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

10 arriba del gen FrpC de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

GLAMCACAGAMAMMMGCTTICICTTCTATCTICNA ARA T “TTAMOCTCAGTTTAGTTAMGCTATIGCANTTT TACC
TAMGTACTAONMACTTACTAARTTATTTTTAM AL MWTTAT™ TCTACCATAAL  TTCTTTAMCTAATTICTAGES
TTOAMTT mﬂmﬂmﬁ TCANTITTT TTITCTITY ma'rvrrrrmmﬂunctu
TUTGAACLTUTUAN

CLAMCE AATEALAOGATTTCAMA  ALCETTACA FTEA TTTTTAGIIELAL TAAA TGS t:co:rxm TG 1 5
CMGCTA MYLAMALIA™GLL MCAMN FELCTTT JCENAL oL CL wLGCACGATE —TACTTE ™ JATTICA A
TR T NTACAAMAMYACC AGGOTOOG™"=GAGCC A ACAMCLAICAMACAMLEACACTTT =V 2h
LLE} t Anrrcﬂrc.m-aoel-mnmrm E
AARGA. “ST=TAL ATOCTGARTALGALLET ATGAAA AMMAGACS TT
ectmmt mmm TTAAMARAL AGAAMA TC GG LA ATTALTCA™ WahA AATCH
AA AAACCAAACTCAACAAGAT MG mmﬂ“‘l(‘tﬂhﬂlfﬁmﬂ TTMCTGT

ACACMCCAICATT TOGTAGUTT

T ey

TTRTHCGERCAMALL ALL AGCTC)
GTAAMEATTCAA TAAMAAL  AATTTAAAGCATCTT 71

20

SEC N° ID 11
Secuencia de nucleotidos de la regidén de DNA (1000 pb) cadena
1

arriba del gen Omp85 de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

25

ACC™ YGAM CLTGATTU
COC T MATOUGGTTRALGAL M T CA

€ T LOBECLCIGLIRAMS AL GG T T AT, TOLG AMALLLT
CMATLW T AN JCATIA MATOGGEE TGA k‘ﬂ“(ﬂf‘m'ﬂm‘"’ ., A
ANTALA ACCAMBALCEE S0 AL SETT AT %, WA AL AL, TULL i, ACTLTGE L. L.

CATTCTCGIGTTTT ASMLGTTGE “HEAT TTOOCE TAT
CT=tACAT TTAATT? TTGAMGAMATAMTTT TTTAATCCTGOTTY OGLAC™ TTCC
=t P AL T AMAC ARG T OGOt
CTCCRAMTACOGGC Gl | "M AMAMCALCT.. ! -~
CTGLY, LLACCOCOETUST
[~ = TT TTTITC T
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SEC N° ID 12
Secuencia de nucleotidos da la region de DNA (772 pb) cadena

arriba del gen PilQ de Neasseria menangitidis (serogrupo B)

(ATCC13090)

CLUAT L AMOITTICT S5 1T — T LT TG TEGL “SAAMAT A0 AT COCANALICRDNT -, WY

ACANE, A AALTUNCET M TGLCT AL TT M CACLTTTICY
e TETOAD M UTRAMG v ey
TCATRCCT TOCAANL TR RCACCC U (TG A AU CRARDGC A T

10

SEC N° ID 13
Secuencia de nucleotidos de la regié4n de DNA (1000 pb) cadena
arriba del gen similar a Hsf de Neisseria meningitadis

{sarogrupo B)

TITCT T TFIC T TG T P FGAATQOTTAA T oAby MTTGIGEL G ATRCTIY LA L0, T TITo0
CTTGROLETY TAAS "POCOCRAACTTALBATCTC “TCAT™ ™ COCUAME S A 1T LM CEAM TUT
T G GO Al “T OO0 TLIGuhN

TITGC GAT! T PRCT ATTE.
TTCHGAT AMATTCCTOT
COAPAM TTCCTOT TELOTTOCCTTT O SATOADGOTCOSTC /£ HMELOrTrITIeTGh

20

SEC N° ID 14
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Hap de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

25

AATL TAGCT TG THGCOCETTT 3
=

TITTCOORCA
TOROT " FXTNTCTTTOLMOITT b AACA T
COCOANATTY ™ Wmu:
CAMAMMTECTTGATAMITITTOr b CTAAT TAA AT TEGEARRAR, & W MA MGLOTICC - 00
KTAPGETCACTOCTCOGTCTETITCIASCL. LANAAAG ol ATLIEE L AA"C0L MLRACTATCICAMMS 0G5
DA FTTOAAS COTRAA

FETCT T AAATCCC CONA T GTTICCATT
RaATC THOCLLALTL WKNH:MN A, ﬂ‘lw m Col TTHCIIAAG

um..:.un... TCAALAGOE LN AT ™,

G e AN
UATCALRIC TOC"Gh

w
AEAACMCOT L™TCR  TTOCTTT mr-mwu. "d-l-‘:"l)-‘u AMAALTE AL ICE AT
wo:l-.a T D e, AN,
TOCAAS  ARALCICAN
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SEC N° ID 15
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen LbpA de Neisseria meningitidis (serogrupc B)

QAT SCQACH TCTHG TCCTHCST A TGC
(=) MCCTCCCTGCT PCTTOCAACTT T I ANCTGOC
AACT ALA

10

SEC N° ID 16
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen LbpB de Neisseria meningitidis (serogrupo B}
15

COOTITH AGAGT T MGOCAT AbA L0 20 L0l € TAGATTUTAMTTALATICICI™ AN MITTTTACTR,
CTTGAT T T RACET AN “GAAGCACT L AL “ULTT AAAAAY, AAMICACTE
TTATTACCE TRAS  (GAMCA oA TAAATCALC TTT TTTCTCTTINNC Ghunsl Gt AG* AAGLZTOL 01 00 TTAG

TT  «ATTOSOTTAL TT ACTCALTTIGASTT=T=TSAL" ANTRA FLDITOT = TaCTOCT
TCACCTTCAATL.. £ PO PTIICT ICOCTTTCCOTTOCTTCALE AN  QAMADCACCCTTALTCOOCT Y. 00
ANAIACTAAAALGE = TATTTACGIGAET TULATTT TAGOCATT AMICCECLY. T € CECCTTAGA TCTCEALC™TATEA T
CETTAMR AGTCTTIAL TEACTITRAS TTTIHCACC TAAGISTCAMGE ALCC TTACTGLTT  ACCTTCAATOOOLTY

TAAAT TG TCT T

TTTACORCET M AT T TALOCC AT AP T CCH PCL QECCTTADA TCCAGALATTICACGIL T THGANTAG"CCATTTT
GRCAMENAL =G T AAL G TLARMGECET
FE AT ACCTH AT

T LR "ACTEOCT o
ACAGACGITGAGC AGLGGAMCAMLACT AMMIACAATTAM CATATT TTTOCDCAAS™  AATAGACATCT  AATTATA
TPACT TTAATAL AATTAGCTTEATCOTCOTTITCATCNS

20

SEC N° ID 17
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (731 pb) cadena

arriba del gen TbpA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

(ATCC13090)
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TATGAAGTCGAAGTCTOC TGTIC CACCT TCAATTATC TGAATTACGGAATGTTGAL GCGC

Ly

AL GACCAAMA CGTCCTTITATCGAG R TCTTRCT ACGLLCATATTGC CAACGGCACAAGE
TFCCAGE GECANPGET TCCRATAMGAGGGCGGCARCAGECCGOAC TTTACTGTGARTTTC
GCUTACCAAAAAAA TTANC GGCMCGT TAACCGC TGACAAC A AGCACGCGGCACCTTTALC
ATTG™ GOL CAPATTGAGGGCANCGGTTTTTCCGETACES GAAMCTGCTGACTCAGST
TITCATCTCGATCARMAGCAATAACACCCGUACGCCTAAGGCATATATCACAARCGCCANG
GTGCAGGGLGGTTTTTA GGGLOCAMALCCGARCAGTTCGGCCCATELT TTGCCTATTCG
GACGATAAACAAALGAARMA™ GCAACALN' TCCOGCATCRAMATTCAGCANGCAGT

TTC GLC.

SEC N° ID 18
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (373 pb) cadena

arriba del gen OmplA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

(ATCC13090)

|

SEC N° ID 19
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Plal de Neisseria meningitidis (serogrupo B)
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rHfobrrockecmintlHorrHibhbathibhiatibdirackrrartth

CCAGQAGATTCCARNTATGGCAAACAGOGCACAAG CALCCARA LT TOCCOCOCASTCOGTC

10

15

SEC N° ID 20

20 Secuencia de nucleotidoes de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen FhaB de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

TTACAQC G GCATTATTCH TITCETTTAATC
ACARTGLAZAL ATTAC  “GAAST AN T Ta™aT w
CTRYCELT A e LT A ACTTEA AMASTTN ¢ ™Y AL 3L
TRAATAD 17 A7 TCCRAM TCLARSTOC AN T SLOCCALTE ICLTY
ACCTOMNCTY o TCTCT A AT
SAMACOETCOOGA  TTCTTOCACGTACARC TLLT :Aﬂ."t T 5
T T T ATURA AR S SO MCTTOC CCAAGA TAAAT
TETCAA TEGOC AOCTGET MACCOTTCEOGHA TTTRA MO, T S IEh] g
AATACTTERALTI TR TATTTTCATOCGAM TATCASTICT &1 IO T 1, ibad
ACAA  TOT T TCrTieCTT
GATCTSt CCTICAT Y TV AICEOTH AACTTCA
MEAGT=I CYAACCTUTCAATTTTTYACTUAT TF TTRELTTAT FTCAMET A TACCT

25

SEC N° ID 21

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena
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arriba del gen Lipo02 de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

TTTCTTGIF K MMACTTIOT LOCOUTCAGAL TR AL TT IR T TIOOMCCOLETCA TOCGCTC TCATTAL CHGT
TOLTPCTC XTI mm&m mﬂ"‘ﬂ‘mur

AMCCSCTTTORST T ™
L "Mmﬂw mmcmmnwg.
ARALGLAL

CEGEETEA T ACCROCEAN NOTG X TITCARMCOCTTCLT =T TG 1
1 L) COCA
TCCTEACTL CLEATTCAMATTAA  PETTOM 2 GEGCCATLLATG TUTTOGEC bt =3¢ FICGCTTICIETTTIC
TERCAN IPCAA TCEACETT 4 ST AL AR
umc‘ozzm" Y:Encncm i
coseT P0G, T S AAC TATULAGICOFICALGE  ACTTTX.
TCIACAT) TIGUUCT PRGTN LUCGTTCY TC M::QH?I.
AMCCEPEATTIHCCOCCTY ACCTOCA TTTTOCTA
PEATAGEOOCT TCCK

10
. SEC N°® ID 22
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Tbp2 de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

AT TY TSI o Carch
ALAOCH S JOTTON WCTCAADIIC AL 'c.swu SEFRATCTTOCTORAAIG., AACTUCA YOG T
G _SCECTCEOT “CAD LAYALE X AMMYWE T SCAME AANPORCICTILS T S TS Y™
MR ST o *‘lf‘hmw mm S L X uas
SRRSO “V e T T

[meadine o SO hus mvTe oy o 15
V~ ARTTON Mlﬂt A The X™TR sm

m FM!QM"W-II Aadans wmwrmwmmnﬂuu
afTes

mwnm’.mcmw TLATT oL

GCTGGCGGGTCGAGACCTTTGCAATAACATAGGTTACTAR

SEC N° ID 23
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena
arriba del gen PorA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

GAGACIAT™ TAAMTTTUC "TAAMATECCWA,  TAACL SAANCE "Gl bl “LAL “CTYNTAMCT SAMGEC™ ATHCTT 2 5
acmmm &-’—I‘H'V wh AATALTGTELTTTT TTT TAGA =T T ACT
ﬂmmmmr CWT'W

W GOAL TOACW I OOAGLL
CLAMNCAL Gl Ik TOD, SWACQCTC T T IA.‘”
"M DTG A 1
T FCTALTATRT TOACA™ QAMAMMKILLGL »"CTAMCE  “GI00E POTAMGAMMACT &~
AEAS G CLCT L GGG ™ CGANME
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5
SEC N° ID 24
Region promotora de PorA de Neisseria meningitidis (serogrupo
B)
o "
. SEC N° ID 25

Secuencia de nuclectidos de la region de DPNA (1000 pb) cadena

arriba del gen PorB de Neisseria meningitidis (serogrupo A)

9 At NI § Y PLa) T8 LQecHupats agg CRLPOPILYY ot
COCHEDE QYCIPY vwwn Lets QRRRLEQt T Gy Labgt COg qENGHC @ T 99
CEOUCE QU tagy b5 LTt 1 L9 C tigaguqes uwcm 9 9N
vLT L) o9 cﬂn 3 m LeCy ORIy n eem TP ]

s easyiocgey t coon e e -n e 15

[ l:w"-wul cc=u1== l-vv: Carapapascyes r,-:uout:ﬂl Jesce a9 g cor

“ 4 9 Y FPLOTEE PESCty K kg as x&cmmnartu

ca cogocoy  cogme 9 mt.tm Q o e aoceeegy o
[---=10 ] 4‘9'—! (2] &8 LQCass ccia gy - u- u::eau

- gCACe O n.co ca mmvuw LA cagecegn Ar fet
gt uu L] OEY PLCEC CPTP) < SHCRIC PR AQOCIRRCE 9 Lae

t T+ 99 Ch LGsARMAS CXT § gc: gact  gUCHICIe  ESLgUIg AQcs b

tacee &

.20 SEC N° ID 26

Regién promotora de PorB de Neisseria meningitidis (serogrupo
B)

ST T CONRAT TAGGTT
A MY T AT C T AMGARAC S TTTTATE ™ Gh PAACTTT I TI TG 7 ACAMTTIG
mmmwwawmum TITITCALSGARTCACLILA TGt A
AT I TRCTTA T Ll GOAGIL LA TIE ALALCTTALAL

AGK TTCOCETE
mmm—nm TCTCTAMGETGL M‘tmw
ACT TTICTACTO TC TG TTCG TOGLC TIG T COTCATTTT TGO TTALTCCAL

25

SEC N° ID 27

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena
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arriba del gen si1iaABC de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

A ACSGUCAATGOC "TCAGMALLGE MG CTCTUICTHAMAMIAATTTCITON TICTHTICACCGLACT AT AGA

ARSCT A TR A TSI TN
CO=WTTA L Al W.t»x‘cmnmmw ACGEALN™ATTC COAGE ACEARTC AL

ATTATTC ACT T ALTT TOOCTOATTOL, RTTTT T IOMULEECTTT AN
TMITTCCTRAALL ™ ~LCAMTRTICY TAMCAAM o2 M AARAACTO 40RO 0C
CTGALCAMCTICICTORCAACT T ATTTIOA TOC D A, T ATCCRAGLA

AN ASTAR AT SACEC TAMCEA"

- T T T MCCCT mmmmmm
TPTORAL T ALA=TOT 0L T T T rGCOCT
ARTEASMY 7“""'“1 mﬂﬂ RATAT Mf
T TAMTGCCCTAATT TAGCACT TICTTCTTICCAM T

lTlﬂ ™ Mﬁ

SEC N° ID 28

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Igt de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

LT AL GAMMGE T T, A,
LT TCCATTEGAAMNTLASE a0k £, 1T muﬂwmmﬂmm
e AN ARANL

froaptca-scichlon
=T T T

SEC N° ID 29

15

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen TbpB de Neisseria meningitidis (cepa MC58)

CAL NACLOIAT TV AL “TICH PLOAA POALCAA FTICADTTT. Thh
GLRASTTCAGCTTOTCISY TTT T
TG NAGERAACTT TEOGA LAM CCTFTTCTT =l [T T
TATT ANTOC ATCAC T
TTCOUT TTETTCATTC" “O0
CCAGGLGGCAN TCTAGACCT PLAA! T
CTOOOAMGA DLOAT AAGT FTCAAMATTTATIC AR ACTRAMACT Ah., A MG OOATT COGE TORGITITA
Al e CLRAMMET T S AT TTEL MLALAA TOAL O
T A GTIC 7 o TO TICT T TAAMATT gTeatrte
P OCTG AT MOGT = 7 LOL A T TOLGL FAMNALLL TTC FlACA YT U TCCTOGA ROl
CACT - NASTTL 5 =00 a0 =T LAT Y N

Tt X INT TTeCET TR AT TIGT
TAATAATCETTATCATICTTTAATTCALFTECATT? TT

SEC N° ID 30

20

25

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen opc de Neisseria meningitidis (serogrupo A)
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CANAGGCT TCT T TEGCAICCTOOL
GEAACL CTE T UUAMAACCOAM “CAAA G AR “C AT LAACATE =T AT GATHART™AAAT
T CANME B ol AT AAD G R ALGRCARG GO L ANCCS T AL PCE ™ TAMTT AR TS
AL TATTERIMCACKNAGCTICIT IO A TAMTICIRCTATOCL GG A== TTPC A CA'
ARG TI AN

ANGT AU RAMLT SO AMT  AASTX LTI
CAR RECTOART TOIAR ™ L MG TAMSIOIRT TTTOIITMAMTY GAGG 1T

FOO A “CAMAAT b DAL WVTES OUGAAAGIMAA i

NALTYT GAAATTECTC
AL I RATTTAT s \AA L addd Tt
CACTTCL TAAATT
TTOCCAT AMANC MGAMAL CAALT GAGAA  SACALTTCHTTCTAAA. “MALT TTTCTTMATITITAYT
TAATTCTAMEETAACOATT TTTMOTY

A3
ACCA  TCCRACTACAATCCAMTT TT GIAGA TTTTAALT

SEC N° ID ;1
Secuencia de nucledétidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen siaD de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

l AT ATT 10

UTTAAA Lo
CLALICAATCCAGATITC T, TTTAMGAAATT DICLY "LAS "L, PR AALCS

15

.20 SEC N° ID 32
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen ctrA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

25

TOCAL AAATTTL GACATTOA I~ FYAMBATTYY: T #REATGE

Th 4 TITLLCMITAMT AT —-Thaan mﬂ STE e, MTAALTCTOCTY “CTADTL

AR ACAAL WCOTIAT™ = TOCLAAN I A MFTCTTRGAC T ~CTAN G

ewam i dinad mmﬂ\m A= LTTCrYT r.n—ve -ne“n
AT,

132



SEC N° ID 33
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lgtF de Neisseria meningitidis (serogrupo A)

e Al AGOE  AGGTT TCLOTA
GAAGECATCAMA ML= TEAL"ZAT "0 Oy GOGE0 Gl i, CAMNEAS “TTTC COCTOOAATIGT A0 TTTT
ChnL: TEOCAEACTY LG, b b

CFTOCTA  ~CACCOGANCCIN ACSEIE
TEIY APONAGARGEE 2 ICICATTTION GO OGAMGANTCEAM ML MATIOCT U GC0A ANTTTADGLE
CANCTOC T W ULALCCAMCACCOE. 355 ACCAT TTCCM SCAAGGCGCARTCCT TOE 5
CI™ACA™GIT TLI AN AN A AL 0t 2 TORIE TELA T AA TUTL SECALC
NEIAE B AGE PG L AT A o5 ASICOL KA
CCnehE o popii-ec Crss ey
CARAL T IS CTT A5 AGAN tritee .
LA T ICTTCG A, kLA
MG T AAPCCEASCEET TCEATAAATACY CATGIET TOTAGITCAGOCED Auatrs AGERR
AT AatOCET T e FTCCCARCTCCOACOTATS T T RO T T

10

15 SEC N° ID 34
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lgtB de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

Talaaaar T YCAT TOCALA TFITGA:
Gl THACCATTOCC AMCA YT ~
AN TCOCTCT TAMACA T TIOLATOC
b Ha¥ b, A TCATCRED
RALAMNITTY AN MG, AL AN
AL C o ACCOCOCATAMGA T THGCTRACTHTCCr T TCGAS AT O AL
™COTY TTACCAAT T TACLAGYE

. METTTC TCAMAT
T ASVIATOGCTITTAAMA
OO . AGOCTTUANT M AR Lot a.\.’;mmmmr 2 0
FFAAL AT ECLITTITT Th = AAIGL™" 2 A SACMOQCL CL OISO LG AU TGCATTT TGO

A A JUAIATE S sl T T ALCTTRAGGEANTACTTOGLIA HIT=CL ACCEA TCL TRAAAM CTTT (bR

AMMCLOT T ™ TOCAN b b, RARANAL SOGATAMATT

SEC N° ID 35
25 Secuencia de nucleétidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lat de Neisseria meningitidis (serogrupo B)
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15

25

QO MAGL=TTIICT 8 FTILALLUY I A PAM T FGCAA O ARG T AGALPOC M F=C TP AR
T, LA CAITTCALSY ~OGATIG ATIT" » “ACTT=SA™ DTGt MOCCORITIIC W ACTIO)
QAL ™6 B LANEGEL L CTETAL 000G L T S UM ATATTCO SAATOLESET AAS  AOCLA, “GGAEAMY
SLAMA I ASTT LACAT AAY Tt AMTOCTE A CATT X TOOECS
COLr oD TICCTCONT “GLLY SRAEARSCSTPOCN P TTCACTEA TAOCA TP HICTC G Ml P GOTTT
TFOTY FEREAALACA TTINCOIGLL A “ITOEELT 4T T~ T ISRt PGS FIToor e ™ roTTea e
T GL = YTCCCEC T & ™y
CETEATONL G, SO0 FTTTCEETCAMTTCATTTT AL TACTT AASTTAMGCAL ACAICOTT R TCGIC
TICTCRTADT TCTE WIS QRCTICOTTCCCTIGT CPCGATTTAAMTT ARBMCCACTA AL TPCSGIMET

TTETAMAT OGS A TTICCLCITOINGA ST TA=G *~ P AN TTTETCRAN T b S

B ot

SEC N° ID 36
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen msbB de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

A O FHOCAMGTT YO

OCEE Ll W Lk -
GARAMCOLEITY TLiloh b TYCCCTA M T R TITM AN Y MM TTICAMAS ATT=C
GAMCE* MDLAM I TICTGE 1Y SLTATN FODT TS TCAGTS S COT TTOGE oA PRC AN
A QOCGKE AACCATYCE Mhdilt, “LOWT  FCTY i v 7 aACac
TITETETCA  TETRIGL Me X TTOCE A ST AT P =L 10
m-\:‘am A DR SOCTR,  EAMMOICETAN "6 TLOVECTETIGEAGA, A0 0

L X

i rdbprbmirst it Mg v b s g bt snib po g b el ol
T T e, T R b et s s % L S £

——_y - - . ——
e L P e i T~ TR ok S YPY Al A b

SEC N° ID 37
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen htrB de Neisseria meningitidis (serogrupo B)

CEOOCAMELSY? PO TG TOGSECTT A TR THICT ACOCCACACTTH FOOCTTCA
MO TGN =TT

AMCECOLICTTTOC
CAMAACAOGA T TR NLCT A TS TCAACOC T T AAST TTTCATICL ALY
ARG NG TGS T O TR,

T Ay MATICTYIL YO
T VCTAALLTTNACLIT METTT (L "3 “MAGALTCALTTAN TALT  TCEIT™"RMAA. A AALD
COLGAL MG TGTAR MAATIATCTIO A AhCTTC "I ASCAAMC A MAS THOCT T AATTAL “CIC™ A

AGA MAATGAN KK TN ATALLE TPULATACGITY TTRCAMCCOTCOCACADLs  ADG, &5 ARD,
SCETC "GLGE T FCCCGLACAGCGLL “ TT TR CACT™ T TCCOML ML TAM J7J T rTITA

20

SEC N° ID 38
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen MltA de Neisseria meningitidis (serogrupo B)
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7

GANVCCATCTTTCTTATTACTGCCIGCARCAT TGTCCATT

10

SEC N° ID 39
Secuencia de nucledtidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen ompCD de Moraxella catarrhalis
15

GCTGATTTC TEAGCANGCGGGCGCATCAGGGATTALCT TGCATT TGLGAGAAGATCGTEG
ACATAT TCANGAT GAAGATGTT TATGAAT TGATTGGLCAATTGACAACACGCATGRAATCTY
TGAGATGGCACTCACTGATGAGATGCTARATATTGLOC TARA. X TACGACCAGCAIGEGT
GYGT TTAGTACCAGAAAAACGCCAAGAGI TGACT ACAGAANGG TGGGCT TGATATCGECAR
TTTATCAAATATTCAAGCATTTATACACAGTC TTCAGC AGGCGGATAT TAAGCTTTCTTY
ATTCATCCATCCAGATCOGCATCAAA TTGATCCTCOANT TGO TTTGLC TGO TGA TGCGAY

GATTAAT CAGGTCATUGTY TGACGLC GATAATGTTOCAG . CATTGCCCMMM TTIGATGE
TATTCATEAGCTGAATATCLLGUATGCATTGAT TTCAGATGCGA TATTTATGUGGCTIGA
TAATCCAGTCARGGC ARTGAARATCGCT T TTAT TCAAGATAAAAC GAOCAATCATTGA TG
COTTAGARAGARARATUGTAMA TAATGATCAC TATTCTGTAATATTATGTIATI TITGITCA
AMANMCETTGTAAMMARATTCATT TACCATTAAGCTAAGCCCACARGECACARTGAATA
CCTATTCGTTTGACTCATTAG TCACTAAGAATC ~GCAAMATTTIGTAACAGATTATTGGE
ACCTCTTGGATCGCTATGU TAAATAGCTGCCCTATC TTGAMMRACCAACCATTCCTTG
GAGGAATTTATGAARARAGGGATATAACGCTC TTGCGO TCATCGCAGLCGT IGCAGCTCC
AGTTGCAGCTUCAGTTGCTGC TCAAGC TG TG TGACAGTC

20

SEC N° ID 40
25 Secuencia de nucleotidos de la regién de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen copB de Moraxella catarrhalis

GATCCTGTTAARG TGGCTAT TG TCCTGGT TCTATT TG PACARCCCGTAT TG T IGCAGGC
ATTCGCETCCCEUAGATARGTGECATTGATAGTGTGGCAAGTGCGTTARAAGATCGCATT
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@,

CCTTTGATTGCCGATGCCCETATTCETT TTTCGGETGATATCOCCAAGC CATCGCAGCA
GGCGCTTCATGTATTATGETGGGTAGCT TGT TGECAGC TACCUARGAMGCACCTUGTGAG
GTGGMTTATTCCAAGGTCGTTATTATARGGCT TATCGTGG  ATGCGCAGUTTGILGGEA
ATGTCTGGTCAAARTGGCTCATCGGATCGTTATTITCAAGE ™ CAAAGATGG™GTTCAA
ARACTGETTCCAGAGGGTATCGAAGGCCGTGTTCCTTATAAAGGCCCTGTGOCAGGCATS
ATCGGTCAATTGGCAGGTGGTCTAAGATCATCCATGOGTTATALAGGT TG CAGACCATC
GAACAGATGOGTARGAATACCAGCTT TG TCARAGTGACTTCCGCAGGUATGARG TAATCG
CATGTACACGATCTACAGATTACCAAGAAGC AMCCCAATTATCGOCCAAMTTAACTCTAT
TAATAGCAAATAC AAGCAC TCATTAGATAGIG TLGOTGCTTTTTAGAGCAT AARAAATAA
ACTCACACATGACTTATTCTCATATT TTTAAMA CCT TTTAATTTAGATTTTTAATTAG
ATAATGGCTARAAATARCAGAATAT TAATTTAAAGTT TTCAAMATCAAGCGAT TAGATGA 5
MﬂATGM‘IAMfI.MMTMTmﬂ'I‘A'l'l'l"l‘m‘l’u‘l‘h‘h‘.‘uﬁl’l'c&'l’

T T DT PGATARAA T LT T AT G AL LT TGCTAT T T TICT TATTT
Awamammmmtmmmnumm
AMAMACAMA TTTGATTTCAAGOCTCATAATCOGAGTTATT

10 SEC N° ID 41
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen D15 de Moraxella catarrhalis

AAARCTGGTGATGTCTTICAC TGCTATTCATGGTGAACCAAT CAATGATTCCCTARGTGCL
ACCAAGATTATTCAGGCAMTCCAGAANCCATGCTTCATGTGACAGTCATGCGTCARGET
NAGCAGGTTGATTTAMM TTAATGOCOCG YGETETAMGACACAAAMC GITGTAGTCGGT
CAACTGGGTATTCGCCCCCAGAT TGATATCGA TACGCTCATTCCTGATGAA TATCGIATS
ACGATTCAATATGATGT CGCTGAGGCATTTACTCAAGCCATCCGACGARCTTATGATTTA
TCAATAATGACCTTAGATGCGATCGGTAAGATGAT TACAGGATIGAT " GLCATTGAARAT
CTATCAGGTCCCATTOCCATTGCCGATGTTTCTAAGASCAGTTITOAG TTGGGATTTCAN
GAAGTGT TATCGACAGCCGEAATCATC AGT TTAAGCTTGOCAGTAC TGAATCTTITACCG 15
ATTCCAGTGTTAGATGGCGGGCATTTGECTATTITATACTTATGARTOGATTATG GGEAMNR
TCTATGAATGAAGCCGTGCAGATGGCAGEATTTAMGCGGLTCCCTTATIGC ™I TTTGT
TECATGTPACTIGCAATCAGTAACGATATCATCCGATTTT TTGGCTAAGTTCTGATITAT
COTACCATTAACAMTTTTTGCCTTTTTTAAGCTGAMTAL TTGCCAMTTTAACTTTT
TGGUTTACCTTTACACAATATAAATTTGGG TGTAGAMATTTTGGATACATTTTTATACC
TTATTTTTAGAAATTTTAAAAAT TAACT TTCGATAGAC TTATOCGTARTTCATATTIITAR
ACCTTTTCACGTCAGTGCAATGACAATGES TG TCATGATGGTAATGTCAAC TCATGCACA
AGCGGCGOATT TTATGGCAMA TGACATIGCCATCACAGGACT ACAGOGAGTGACCATTGA
AMGCTTACARAGCCTGCTGCCGTTTCGCTTGGGTCAAGTG

20

SEC N° ID 42
Secuencia de nucledtidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen omplA de Moraxella catarrhalis
25
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ACTTGGCGAARATACCAT TTATATCGATTGT GATGTTATACAGGTAGATGGCGGTACALG
AGARCACTTGCAGCG

TCGTAMAAAGCTT. TCOGL TGO TGGCAGCGETTTC TG TCGCTGT
TMTCAMGGCCOTGTATTGCTTGATT TCCAT TATGCTGAAGATTCAACTTGTGATACCGA
TTTAAATGTGGTCATGAC! 'TTCARGGCACAGCAGAAGA

GCAGGCAGCTUGGTT TATTGAGA'
RAAGCCATTTACTCCTCCTCAAGC TAATGIGA TGCTTGA TT TGGCAGAGC TGGLAATTGG
CCACATPATCCRAAGCOCAAAMGE ARG TATTAGGCTGETGATATGCTAATCGTTGAAGATA
ATGGCOTGATCATCACATTAAATGGACAAGT AAMGACCCATTATTTIGGTGGTCGATGA
1ATTGCTGCTGCTSGUT GTC TTGUTGECARTCATTTGTTTGAT S ACCCOTTTTITATG
CAATCCCTCCGTTCCCTTTATTTOCACT TG TG TATT TG TG T T ANTATT CARAGGCAMA
AMGCCAMAL TTCTCATATCTTT TCACAAGGTCGUT TGARGATTACGTCCAAACGCTTTG
AGATTCATAACAMATCACTAACCTTATCAGCATCGGCAACAATATCTGUTARAGATAACA.
AAATGAC AT TG TCATCGGGGL ATT GAAT ATCATT TTACAGG  TYTGCTGATGACCGIG

CCTARCTITTTCTTTGTI TIGGAT TTAAGAGTAT GT TATGATGGGCAGGATTT TATTTTAR 5
GTCATCATTTAATGCAATCAL TTSCTCCAGAGTAGCUGTTC

10 SEC N° ID 43

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen hly3 de Moraxella catarrhalis

GTGATCGECAACACCCCACCATTCAGGAGCANCCARARTTGCCCGTGCCT TGCCTETCTT
GGTGGTATCATTTGGCAGGGCAATGTGGE TAAGTAGTGETETGCLATCAGGTGLGGTGGT
GETGACTCTACCATTCOTTATTCTCATARAATTATCCTTITCCC T GRATGATATCARTG
AMATACCCTACGOTIGTATGGARTTTTATCCAT TS TACCACGS TATTGO TCT T TTARAT
PAACARGCAGCTTCTAGCAAGTC RAAGTTI TTATGCCTATITTITCAGRTTT TAAGGTAD
AATAARGCCAATTCTTAATAATATCCTATTGTCATCATTTATGATGARTIGCGACCAARR
TITTOM AAMATTATCCCTTAGATCL GTTARCAGATGC TGARTCRGARGCATTATCTGAS
GGATG™G TTGTTTGATGAAATT ICTTGATGATGACARTGTTAMATTGACCGAR 15
TATACCGATGTTGCCTGCCAGCTATTGGATTGC TCAACAGCATTTTGCCAARACTATGCE
AAGCETCAMCEATTGTCCCAGAT TG TATTCOCTTAACACCTGATATGCTCCCTCATATG
CTOTCCTTCCCACGLCAT TG TGCT TATANGC GG TTGTATC TTGGGCAMATC TGLCAGCA
TGGCACAGGC TCATTARMCATAGC CAAMAC CATGGTCCAGGAT TTGCGRAAG TTTCAACT
GCTGGGCGATGTGTGAG TGAGCTTGETATGAGTGATGANGACATAGAAAGGC GAGTGE TG

TACGCTAAATTGTAGCARACCAATCAATTCATCATAATTTTANTGAACACGAGGTTAART
TATACTGTCTATGTCTGATGACARTTCAAGCACTTOGTCS

20

SEC N° ID 44
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen lbpA de Moraxella catarrhalis
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TAACAAAGGE AMCCCARCAC GCAGTTATTTTGTGLAAGGCGG TCAMGCGGATGTCAGTAC

GAMMMA
TTATATATTCACCAAGAC T TTATCCCACAAGATGACGATGACGATGACGATGACGATAG
TTTGACCGCATCTGATGATICACAAGATGATAATACACATGGOGATGATGATTTGATTGE
ATCTGATGATTCACAAGA TGATGM SCAGATGGCGATGACGATTCAGATGATTTGGGTGA.
TEGTGCAGATGATGACGLLGLAGGCAAAGTGTATCATGCAGGTAATATTCGCCC TRAATT
TGAAMRCARATACT PGCCCATTAATGAGCCTACTCATGAARAARCCTT TGCCCTAGATGE.
TAMM TAGGCTAAG TTTOATGTARACTT TGACACCARCAGCC TAACTCCTARATTARA
COATGAGAGAGG TGATATCCTCTTTGATATCAAMMATCGCAMMATTGA TGCCACAGGATT
TACCGCCAMAGLCGATGCTCCCAAACTATCOTCARGAAGTGLG T AACARCCANGGTGRCGS
TTTCTTATACAACATCAAGATATTGA™GTTAAGGGGCAAT ITT TTGGCACAMATGGCGA
AGAGTTGGCAGGACGGTTACATCATGACMAGGLLATGGCATCACTGACACCOGCCGAMN
ACCAGCLCCTCTCTTTCCGECTCTTAMGATAMTAMMGCCCOCCICATCATCOTTTAGT
COCTTCACCGACACTTGATGACGOCC TTGLCAATCTCT TARARCAGCACTTTGARACAGT
GOCTTOGGCGAATTCTTCCATAAATGCACCAGATTIGCCTCGOUGC TAATATCTTGATAML 5
ACATCGOCATAAMATAGAAAATAAMGTTTAGGATTTTTYT

10 SEC N° ID 45
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lbpB de Moraxella catarrhalas

CAGCTTIGTACCAT T TGGTGAATATATACCATT TGGTGGTTTGTTGGATATTI TTACCAGGS
CTTGAGCGTGTCOC PAGCC TAAGEC GTGGCGATGATARGCAACCACC GCTCAAATTGGGS
GOCGOCGTGLGOGATACGATTGGTGCGGCAATTTGT TATCACCTCCCATATCC TGAGASG
ACGCCTAMAMATCCACTTGOCASTAATTT TTTATTRACCGTCICAMCGATGCTTGGTIT
GCTACAACAGCAGGTCCTT TGCAGCAT TTACAAA TGGTGCARAT GCUARGCTTGGAGACE
GLGCGATGET TTGTUC GTCCAACAAAC AACGGAGTGACTGCATTAAT TGACCATCAACCA
CGGATTATCAAGCAGATACCGCAGTT TCAGC AGATATT I TGCGAGCTGATGTACCCAGT
TATGTTGGACACACGCCTTATATGGT TTGGG GCATTATCCCATGTTGGGGTTTITCTTIG 15
GTGCTGATTTTTC TTAGTATCATGGCAAGAAAATGAAAAATACCACCECCARACGRGAA
ARATTTTATACCCCTOATGG TG TCCTAGACCGCTGARTTGTGCCACT TTGGGCGTTAGAG
CATGAGCAMGATTAGGCGTTCGGTGAGCTTTGGTTGTATTAC TCATCAGCC TACCC GARR
CCTGCCAAACATCACCGCCCARACCTAAACATACANTGGCTAARAATATCAGARMTAA
CTTOCTGTATTCTAAMTTCTTATOTTATCATGTGATAATAATTATCATTAGTACCAAGAT
ATCCATTACTAMCTTCATCCCCCATCTTAACAGT TACCARGCGCTGAGC GGATTATCLG
ATTUACAGCAAGC TTAGCATGATGGCATCGGC TGATTGTCTTTTITGLCTTGTIGTG IGT T
TGTGGGAGTTGAT TGTACTTACCT TAGTGGTGOATGC T CGGCTGATTTAATTAAAT TG
ATCAARGCGGTCTTCACAACACACCARACGAGATATCACC

20
SEC N° ID 46

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen tbpB de Moraxella catarrhalas
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AGTTTGCCCTGATTTTGAGAGCCACTGCCATCATGAATT TCTTGGCCTARMACACCACTCS
TATTCTTCTTCGLTTTCCCC TT TCCATGCAMAC ACAGGGATACCAGCGGCTGLCAT JGCA
GCGGCCLOGTGGICTT GGUTGET RARART AT TGC ATGATGTCCAGCGAACTTCTGCACCS
PAGGCAACCAAACTCTCAATCACCACCGCTU TTTGAATGETCATGTGGATACAGCL TAGD
ATTTTAGCACCCTTAAGTGCT TCCTGETC T GATAGCGTTTTCTTAACCCCATCAGGGCT
GGCATCTCAGCTTCTGCCAAGGCAATCTTAL GCOGR  CATAATCGGCTAMOIGATATCA
CCCACTTTATAATCGL TGARGTTT TCLCTGC TACTT G ATTGAT TGAGGTAGGCATATCT
TTATICCTAAGC TATT TTAAMMGTATTITTTAACAATAAT TTTGATGAATTTGAGATAATTG
ATGCTAAARGE TTGAA TGACCAMMOCTATCGC TAACAATCAAGAAMMAGACATTTTAAGCAT
AARRAGCARATGIGTCTTGATGGCTTATTATAACAGTTATTAT LATAMATTTGGEGTAGAA
AGTTAAATGGA TCOTTGGGTAAGTTTGTTGGCTATCCT TAATTAATTATAATTTTT TAAT
AATGCTTTTACTTITATTTTAAARA TAGACTARAAAATGCT TGCCTTTGGCTTTTITATCTC
ACTATGGTAGATAMMATTGATACAMATCGCTTIGTATTATCACTTGTATTTGTATTATAA
T FPTACETATT T TACAAACTATACAC TARRA PCAMAATTARTCACTT TGGTTGOGTCE
TTTTAGCAAGCAAATGGTTATTTIGGTAMCEAATTAMG TTCTTAAMMACGATACACGLTC
ATAAACAGATGGTITTTTGGCATC TGCAATT TGATGCCTGCCTTGTRAT TG TTGGGOTGT 5
ATCGGTCTATCAMEGTGCARMNGLCAACAGST GG TCATTG

10

SEC N° ID 47

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen tbpA de Moraxella catarrhalis
15

TTGGGGGCGGAT AAMAGTGGTC TTTGCCCAMMGGUCCA TATC TG GGAGCGAACACTCAN
ATCTATGGCAAMCATCATCARMATCACARRARRTAL AACGACCATTGGGGCAGALTGGGS
GCAANTT TEGGCTTTCCTGATGCCARAMARCACCTIAGCATTGAGACCTATGGTGAAMAA
AGATTTTATGGGCATGAGCGTTATACCGACACCATCGUCATACGCATCICGUTTGATTAT
A GAATCAACCCAAAATTTCAAAGCCTARRCGCCATAGACATATCACGCCTAMCAACCAT
CEEACGCCCAGLLITUANCAGTAATARCACT T TATAC AGCACATCATIGATTTATTACCCA
AATGOCACACGCTATTATCITITGGUSCUAGACTTI TATGA TGARAAAGT GCCACAAGAS
CCATCTGACAGCTATGAGCGTCGTGGCATACGCACR GLG TGGGGGCAMGAATGGECCEGT
GCTCTTTCAAGCCOTGLLCAARTCAGCAT CAAL AARCGCCATTACCAAGCGGCAMAL CTA
ACCAGTGGCGGACAMATTCACCA FGATAAMCAGATGCAAGOGTCTTTATCGOTT TGGLAL
AGAGACATTCACAAATGGGGTATCACGLCACGGCTGACCATCAGTACAAACATCARTAAA
AGCANTGACA TCAMG CAARTTATCACAAMAATCAM U TTTGTTGAG ~TTACTCCCATT
TTTTGATGGRATAAC ACCCCCTACTTTTCT TTT™ TAMMAAMTGTCCCATCATAGACA
ATATCAMGARAMATCAACAMMAMAGATTACARATTTAATGATAATICTTATTGTTTAT
GTTATTATTTATCAATGTAAATTTGLCGTAT FITGTCOATCACAAACGCATTTATCATCA
ATGCOCAGACAMTACCCCAMTGCACAT TG TCAACATGCC MM TAGGCATTAACAGAL
TTTITTAGATAATACCATCAACCCATCAGAGGAITATTIT

20

SEC N° ID 48
25 Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen ompE de Moraxella catarrhalis

139

%3



ARAGACAT TACACATCATCATTCAAMCGOCCAACCATCTACC TCTGCCCOGTGETCGUAC
GLCARCGCTT T = TCA TG TELGTTGGGTTCAGATGGC TTGTCARTCATTIGG T TITAT
TAMATTCATACC TTTGETAGSTTTGGCTTTACCTGATATS ™ CATT TGAT " ATCGAAACAR
PACGCAGTTGACCAMMCATCAATTTTTAGCCATTIGCCRAGCACTCAATATTACCGCTCA
TACGACCATGCTTGGTATTAAATCATCACATARAGATACTTTACATCCATT FGAATTGAC
ATTACCCAAATACGGLCATGCCTCAAATTATGATGATGAATTGGTGCAAMACAATCCATT
GOCTTATTTTCATCAACTGTC TCCCOTCTGCCCATATT T T PATACCCARACGGT TG TAT
TETTGGCGGTGAAAGE TCAGGGAMMALTALCT TGETGCAMMCTTGCCAATTATTATGG
TGCCAGATCGCACCTGAMATGGGTCGATTATACACACACTCCCATCTCRG GGTAGOGA
ACTTLOLCTTCAATACAGCGACTACGCATCCATTGUCATCANTCACGCCAA CCTA™CGA
ARCOCCTCOTACCACTGCCAGCTCTGCTCTTACACTGATTGATACTGATT T FGCAAC ANC
GCAAGCATTTTCTGARATT TATGAAGGGLGANCGLATOCGCTTGTCGCAGAATTTGC TAR
ACARATCCGATTCGATT TTACGATTTATTTAGATARTARTGTTGCTTGGGTCGC TGAYGE
CATGCGTAGCC TTCGTGATGATCATCAACGCACTT PG TTCGCCANTARATTCCT TGAGAT
TTIGGCACGATATGATATTAGTTATCATATCATTAATGACACCGACTA A
TCTACAMGCATTARGCT TGATAGACAA™CATA™ TTTAATCATTITACAMMAA TCATGA 5
CAATTAATTAGGGAMATC TGATGAMAATTGATATTTTAG

10

SEC N° ID 49
Secuencia de nuclebdtidos de la regaion de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen uspal de Moraxella catarrhalis

15

GGATGTGGCATATCTGCCCATCGACCCMTACACATCGGTCGAGGC TATCAAGATGTGGT
ACGRATTAATAGCCAGTCAGETARAG wCOCTEC TGCGTATATCT TGCAGOCLCATTTTGG
TITTAATTTACCACGCTGGACACA” ATTGATTTTGC TCUTGTGGTACAGGCTTATGCACA
AAGTATGGLCOCOTGAAC TAAAAAC TGATGAGC TGCTTGAMTTTTTACCCAAGCGTATCT
TAAGCAAGATAAATTCCGCCTAASTGACTATACCATCAGC MATAMGGCGA

TTCATGLCTTGCT
CAATTACGCCGAACACGOCATCGATAMCAAAACCCATCAMMAAACC GATACGGATAN CA
MECGATGCLGCCGTGLOGCTTATATCCAGC TG TCOGY AGAGGGGCAGATTTATTCAGHC
ATCGCCACTTGLCATAGCACCGTATCCGECATGCTAAMGE TCCAT TATCCCCTTICGCA
CMGGCETGOTAATC TGACCCAATCAAMATCC TGCATGATGGCAGGAT T TATTATTTAGT
GOCCTGOCCAACAATCATGATCATCAGCATGCTOAK AMTCACTSG CTAATCAL TCAT
GAGTGTCTATTTAATGAARGATATCAATATATAMAGTTGACTA A GCGATGCARTACAG
TAAMATTTCTTACGGCTARMCATAACCACCOTCCAAGATGGOGCATATCGCCATTTACCA
ACCTGATAADCAGT TTGATAGCCAT TAGCGATGECATCARGTTGTG T TG TTSTATTGTCA
TATAAACGETAMTTTGGT P GLTGGATCCCCCATCTGATTTACCGTCCCCC TAATAAGT
GMGGGGGGOGAGACCECAGTCATT TATTAGGAGAC TARG

20

SEC N° ID 50
25 Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen uspa2 de Moraxella catarrhalas

CCCCAAGCTTTCCGTT TG TG IGCC TECTCOT G CLLLCCCTCATACCATGE TCGTGCGTG
CCGATGGTGTGGGCATGTATC mﬂnmcccmnm GATGATGCGUTGGGTGAAT

TGGTGGATACTT TGCTCAMARATGCACC AAAGCRC TACAGATGACAGGCATTCGCCAGE
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TCCTCCTCGLAG LSO TCTC TCLL MATCAGA TGO TACGCCGCALCOTOACCGAGA.. GC.

TCO T ARATE ATCCGTOGETGTACTATCCOCCCOACCOAGE TATGCACGRATAATGG TG
COATGATCGCCTATCCTGECT TTTGTCGGC TCAGCTGCTGRACAS TCGEATGAC TTGGLCE
TTCGCTGTATTCCCCGATGEGATATUAC WAL GETTCGCGTATCGLC TCATAGATAGLCTAC 5
ATCAATCATACCAACCAAATCGTACAAN _wCTTGATACATGCCAAMMATACCATAT AN
AGTAGGGTTIGGGTATTATTTATGTAACTTATATCTAATT TGGTGTIGATACTTTIGATAN
AGCCTTOCTATACTGTAMCCTAMYGGATATGATAGACATTTT TCCATTTATGCCAGT AL

MAAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGAACTCTGTCT T TATCTGTCCGCTRATGCTT
TCTGCCTGCCACCGATGATATCATTTATCIGC T TT T TAGGCATCAG TTATTTCACCGTGA
TGACTGATGTGATGACTTAACCACCAARAGAGAGTGCTAM

10
SEC N° ID 51
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen omp2l de Moraxella catarrhalis

GAGTGAACTTTATTGCTAMMATATOATTCATTAMGTATCAAMATCATCAAMCGCAGCATC
AGGGTTTGCTAMTCAAT TITT PCACCATAATTATAGOCATAAC GEACAGCAAGNC TAGT
TATGCCAGOGGC TTOCOCTGATAAMATATCATTT "TGGANTCACCARCCATAATCCCATC
AGTCGETGLGATGLCCAGTGAT TGACACAGGTATAATAAAGGCCTTGOGTCGGGCTTTTT 1 5
GACGCTGAGCOGTATCACCGCCAATCACTTGGTCAMCAGTGTCAGCCATCCAMMATCTGA

GATATGATGTGCTTCCATTGCTCGC TCAMC CAAT TTTAGCGAACCATTGCCCACCCAGCT
TTTGATGATATCAATTGCC ATAGGCGGTAAGT TAAGC TTCGCATACATGCCATTGACCGE
CUCCGOCAMATCAGGRLCACTATCGATARGCCTACCATCOAMTCAMTATRATCAGTTT
TIPGOCAGT ATTGA AGTUTTTOLATGCTTITTTCCTTATYCTTABAATTGGLGGCTUTT
TCETATTTT T AMTCACTCAAT T “TACCATTTGTCATATAATGACAAAG TACAAATTT
AGCMTATTTTAGCTGCATTI TTTIGGCGAAGTTTTATGAMACTGGTCATTGGT TGCARAR
CTTTACACACTACCTATAMMACTIGCACAGTTAATMGAMTATTTTCTTACTATAGGEG
CETCAT T GGAACAAGACAGTTA™T IGTAMTAGTTAT ™ GCAARAGACGGCTARAAGAC
AGRACAGCGTTTGTT TCAGTGAT TARC TAGGAGAARARCA

20

SEC N° ID 52
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen ompl06é de Moraxella catarzrhalis
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TTGATCGGTTTTGCCCCACTGTTTCATGATTTACTTCAAARCAGGC GELTTGATCG TGC TG
GCAGGTCTGACCCAAAACCAMOCCAMCGETCATCGATGCCTACTCGCC TTATGTTACG
CTTGATACCOCAT TTTGTTATCCAGA™" CCAAGACTGCCATTGGCAACGCCTAMNGCGGC
ATCAARCCTACCAACCCATAAGCGATATGCCATGAGCCACAMCCTAACCCARCALCGLTY
ATATCARCAMGTT GAGCAGACCGCLAAGCG TTATTTTGAGACATTGGCCGATGCTCATAL
TCATGATGTCTATGCCACTTTTT TGGCOGANT TYGARAM CCGCTOCTCAT CGCOGTACT
CAATCACACGCACGGCAATCAGTCAANACCGCCCAMTCC TTGLE TATCA TCOTCCCAL
ATTACGCACCARMATGAARACCCATCACTTACTT TAGACCGCCAGTTATCGCCATGGATA
TOCOCAGETCTCC TCCCCTUCCG TATGATOGC GATGACACCCCATTIGCCC CATATCIGE
ACGATTIGACATGATTITANCATG TGATATGAT TTAACATGTGACATGATTTAMCATTGTT
TAATACTGTTGOCATCATTACCATAATTTAGT AACGCATTTGTAAMAATCATTGOCCLLT
TIITTTATCTCTATCATATGAATAGAATAT TATGAT TG TATCTGAT TATTGTATCAGAAT
GGTGATGCCTACGAGTTGAT TTGGGTTAATCACTCTATTATTTCATATGTTTTGAMACTA
ATCTATTGACTTARATCACCATATGGTTATAATTTAGCATAATGGTAGGCTTTTIGTARA
AATCACATCGCAATATIGT TCTACTGTTACCAL ATGCTTGAATGACGATCCAAATCACT
AGATTCATTCAACTGATCTG TTTCTATACGCACCAT TTACCCTAATTATTTCAATCARAT 5
GCCTATGTCAGCATGTATCATT T TT TAMGGTAMRCCACC

10 SEC N° ID 53
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen HtrB de Moraxella catarrhalas

A TATTCTGC™TTITGTTTTTCACGAATGCGAATGOCCAACTCACGCAM TGECCATTAT
CAMC=TCAGCAGGTGC TTCGGTCAATGGGCAATC TGCCOTE T TRGT T TTTGGGAMGGCGA
TCACATCACGGATTQAGCTGOCACCANCCATCAGCATAATCAGGCGRTCTAGACCAARTG
CCAAMCCALCGTGOGLLGE TGCACCARAACGCAATGCATCCATCARAAACTTAAACTTAM
GOTCTUCTTCT TCTTTAGAAATACCCARGGLATCAAATACCGCCTCTTCCATGTEARCCG
TATTAARTACCCAGCGAACCGCCACCAATTTCTTGECATT TAGTACCATGTCATAGGCAA
TCEATACGLCGETTTCGGGACTTTGTTTGAGT TCCTCAACCOAGCCTTITOSGLOTUTHA
AZCGATC! TCAACTGAT TCCACTTACCATCATCASTITCCTEAACATTGLAMATCAA 15
CGACCCAAAGCGGTGCCTAT TCACAGGTARATAANT TTAMN TCAGTACLGATMITARCAC
GCAATGCACCCATAGCATCATTGACGAT TTTGCCTTTATCGGCACCAMAGAARATGATAT
CGCCAGTTTGGOCATCGCTACGCTCAATCAGCTCAATCARAACCTCATOGGICATATTTE
TAATGATGOGTGATTGTAATCCTGATIC PTTTTCAACGCCATTATIGATATTGCITGLGT
CATTGACCTTANTATATGCCAATCCACGAGCGCCATAAATACCAACAMTTTGGTGTACT

CAACATCARTAACTTTTAAGGGAATGCGTAAATCAGGCTTATC IGAGGCATARTCACGCA

20

TGGCATCTGCGTAAGT CATGCGGGGGAAGGTATCAAACTCA

25 SEC N° ID 54
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen MsbB de Moraxella catarrhalas
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TGGATCATATTCTTTATTARTGCTACTG TTTAAACCTGTATTT TAAAGT TTATTGGGTCA
TATTITCAAGCTCATCCCATCGCTCAAGCT TCATCATC ARAAGT TCATCAATCTC TACCA
ATCGCTCACCAGCCT TCCTTGC TGCOGCCARNTCGETATTAMCCATGANCCATCTTCAA
TCTTTTTGGCAAGCTGTGCCTGC TC TTG TTCAAGTGCAGCANTTTCAT TAGGCARATCTT
CAAGTTCACCCTGCTCTTTATAGCTGAGT T TCLG TT T T GGG AACGCCTGATTGAGLTG

GGATACCGTCGCCGTACTTATCAGTATCAAATACCCAMRGTTTRUGTAACAACATTA ICCA
TAAMAGCACGGTCATGUC TGATGAGTAATACCG K CTT TARRATTGACCACAARA PCTT
CTAMMGCTCAAGTGTTGCCATATCCARATCAT GG TAGGC TCATCAACCACC AMAACAT
TGGCACGTTTTAGC AMATAAT TTGGCCAATAMACGCGTGCTTTT TCACCGLCTGATAGTG
CTTTAACAGGTG TGCGAGCACGATTTGLOCTGAATAMAAM TCT TGCAAA TAGCTTARAR
TCTGCC=AGTTTTTCCACCAACATCGACATGGTCAGAGCCTTC T GAARCA “TASCTHCCA

A
GCAGCGT TGAAAAATCCTTAACTARGGTTTTATTGTCGTAT

10 SEC N° ID 55
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen P1lQ de Moraxella catarrhalis

CAACTTGAMAATCAGCTCARTGETCTGE CACGCACAGC MCCGAT GACCGAGATTATCGGA
ATGATAAATACCAANGEACAAGCCCTTAATGTGCAGGTGCTGM TG ATCAGTTCAAGCA
GGTCGTGAACAGGATTATTATACCGAACGCCCTATCCCACTGAC TGCGACAGGCGATTAT
CATGCT TTGOGTCGAT GCTTAC TTGAGTTGTCAGAGGC TAACCATT TGCTGACAGTGCAT
GATTTTGATCTGAAGGCTGGTTTGAACCATCAGC TGATGATAAT TGTTCAGATCARMACT
TATCAMGCGAAL AAAL GEC CARMMACCACTTGC TCAGCAGGTGOC TGATCT TCAATGARTA
TTATCGETOGOGCATTT TG GG TOC T GEATTTGGT TGOGA TTGGATGTGC TGATAGC AL
CAGTCAAGTTGTTGATGATAMGCTTGCACATATTACCCATGAMGAGCCTATGOLGATCAL 1 5
TGAGCCTGTGCOGATACCC TTATCTGTGCCGATGATATATCAGCAAGGCAAMGATCCTTT
TATCAATCCTTATAGARAT GTTURALG TTC T TGATACCAATCATGCCGUTGATCAGCAAGR
TGAGCCAARMMACCGAATCTACCARA: CTPGOCCTATGGCAGACACTATGCCATCTCAGCC
ATCTGATACTCATCAGTCTGECAAGGCTCAGGCAL AMGTCTTCAMMGGCGATCCGATAGT
CATTGATACC AMECGTOTTCGALMGCCTT TALAMAGCTAT GAG TTATEARGCCTALGETA
TCATGGTCGTATTTTTGATGATL TTAGACT T GGCACTCATTATGAGTCC TGATGGCAT
CETTCATCGTGTGAGTACTGEACAATATC TTGETARAAAT CACGCARAAAT TACCCATAT
TCACAGTCCTACGATACAT CTGATTGAAGOGG TCGCTGATACACAAGCTCGC TATTATCS
COGTOATGTMACATICAT AT T ATANGCANTGANCAC

20

SEC N° ID 56
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen lipol8 de Moraxella catarrhalis
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TTCATCEAACAAGCGACCATCTTGGC CCGATGATAC CATCCTGCTCACCTARGARALTCAG
TPTATCAGC TTGCAGGSC AN TGECTC T E TCAGTGCTACATCT TC TGCCAATAGATTAAA
AATTTCGCCCOTAACCCAMAMACCTG TCGGTCCTAGTACOAM AATATGGTCATTATCCAA
ATTATGOCGAATGGCATCGACATCAATTGAGCGTACCPCACCTGTCATCTGATAATCCAT
ACCATCTCTUATGLCGTAAGGGC GAGCGGTGACAAAATTACCCARA TGGCATCAATACG
AGATCCGTACATTGGLGAGTTAGCAAGCCCCATCGACAGCCGAGC TTCGATTTGTAGACG
MATTGAGCCGACTGCCTCCARGATGGCAGGCATAGATCATACGG TG TTACACGCACATT
CTCATCTAGG TTTGATATCAGC T TOCGATTT TCTAMTT TTTTTCCALTTGTGGGLGTAL
ACCATGUACAAGCACCAATTTCATGCCCAAGLTRT G AGCAGTGCAAMATCATGAA TCAG

ACGN’

AGTCTTCTGATAGCTGC TGACAGANTTCATGAATGCTCC AMAGAGTCAATGGTGGTANA
ATAAGAATGGCGARCAATATATGGOCAGACCCTCTRATC TTGCTCARMATGTCCCATTAAT
AACTATCAAGATACCATCATACCATAGCARAGTT TTGGLCACATCCCAAGCGATTTATC
AGCTTGATAAGCTTGGCATATCATARAATCTACCATCATCGT COCCAG T TTGALCATGT
GTAAGTAGTTACCATAATTARACAGTCANGAAATTCACACCCICARTCAGCTGTGCTATY 5
CTTATGGGCACATAAMACTTGACCAACACAGGATAAATTTA

10 SEC N°® ID 57
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lipoll de Moraxella catarrhalis

GGCATACTTTTGLCATOC TTTATTTTGOCATARCTGC TATAAGCCLATTGCTACTTTTTA
TCAT™TATCCATATGTCCARTARYGTGCT T ATGTAAT T AGGCACACTATTAACTCCTC
CCACTGTTAACATTCAGCATARAATC TTAACAMTGAATCAARGCATCGTATTGGCTGTT
AAATGATAAGCTTATATTTATITAAA TTCAGACTAAMTGAT TG TAATATGRACATATCAM

15

GGTTGAAATCAMAAT T TTGGAGAGTTATGTACGATAATGATARAAMAT TGACCACCATC
CTAGGCCTGT TGTATACGGTGTCTTATATTGCCATATGGTTGGTCAGTGGCTATATTTTA
TG GGCTGGATT GGTGTGACAGGAT T TACTCGTGCGATAC T TTOGL TRATCGCTTGGATG
ATTCTCGGTACGATTGCTGATAGMTTCTGATACCGATTAT TTTGACCOTCGTGGTTGEG
TTATTFTCTATCTTTITTGARMAMAGGCCATAATT TGGTTATTTT TCACAMARATCAT
GATTTITTTICTAMCTATCTAAMA T ATCAATTATGT TATATTATG TGATAARAGATGGG
CATGCTTAAGTTTTGGAT TCCAMAMTCCTAATATCATCACTGACCAARGC TGTGATGAT
ATCAARACTTTATCAMG TTCTTAGGGTATTATCAAGATATCATACCAAATGAATACTTA
CCCAACT™ACTATAAMMATCAAMTCATATGAC TG TGATTTTATIATCA™AGATACAAAAL
TCARARCGCATGAGE CAMGUTATGATGAATGAR T ACAAMATTTCGCACACATTATGACA

AGAMALH AGGCGTCARGCCA

TGTGGGCAATCGCTGAL
GOAACAATTCG GG TCTAATGTATTTATTTTAAGGAGATAM

20

SEC N° ID 58

25 Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lipol0 de Moraxella catarrhalas
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TCTGGTCTACATCCCARACTATTTACACAAGAARCACT ARAGACACTGGAGCAGATGACS
CTCAAMAAGGCATCTTATAGTAATT TGACAGT TAATTTTCGTCAAG GC TTCTACAAARA
TACACCATCGTGCAAGAAGTTTOTACCAATTTARGCACAATCATTTTCCLACACACTGTIC
AAGCAATGCTTCAGGCAAATTAGCTGC TGS TAARGATACT PGGUTCATCATGCAATOGCA
TCAACCCTTCTTGCTGCGT TGAAGCGAT MAGT TTGCCATCTTGCCAMMATTGACCATGST
TTAGAMCCTIGOCCTGGC T TG TG TATCRU TCCACATECTCOTACGAGT AGATATTCGETOA
TATCAAAAGGGCGATGGAAA TCTATGGAATGGTCAATACTAGCCATTTG TAGACCTTGTG
TCATCAGGCTTAGCCCATGAL TCATTAACC “GTGC TGACCARATAATAATCAGACAC AN
ACGCAGTAGTGCT TOATGARTGGCAAC TGS TGCTUCCCANTATCAGCGATAC WAL C
AATTGOC TTGGCGTGRACGCTCAGLC TY GGG TGTCACAGLG ICTCOTCGTGIGA GOGWC
GOATTTCOACATGACGCTGACGCATAMTICTTGLTTTGAGTGETTCGGLAATITTATGTA
MTARTCCGECTTTRAGTTCTTGCTCGGTTTT ACGLTTTCA W GLLTGGATAATCAGGCA
TECTTTCTTGOTAATCARGOCOGCCTTOCAT W TGAARAT A GCARTCATCGAANARA
TGACCTGTTCATTGUTCG TATGAT TACCGTT TTTGTCGGTGGTIGGCACATATTGCACCG
CAATGACTTC TCUACGCTGATAARC TGOCTCCATCACT™ AACUGUCGCTACTTGATAGATGA
CTGGTAGACGAATATCGCCACCTCOT ARMARATAAC _ATC " AGCCTATGACAACCTTTAT 5
CAATCOTTAATGTGTTAGCAC CAGCAALK AGOGCTTCUGCA

10 SEC N° ID 59

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lipo2 de Moraxella catarrhalis

TAMAATGACCTTACAARATARAATTATATGTTCAMAAATCGC T TARGTATT GAAAAAAGT
TATAAAAACTTATCTATTARAGCATAMAMGATAT TAMGCATAARAGAC GAGARAAGACT
AAGCETCAATGATGATATT TCATATAMAMC T TATCAAAT TTT TCAATTITT TATCGATT
GATTCAGCT TGGE TATCGG TG TCAACTTTGGC TGCC AAGACATCGCCGGCT TTTTGARA
AATCATCACAATGGCARCAATCATCGATGET PTGAAATCCACTTORCATATACCATCTTGCG
ATGCTCACCATAGTTAATCGCANGGC TTCCCAAGCC M CACCOOCARNCE ACACCTGCCAT
TGCAGAATAAL CAATCAMAGACACCAAGGTC M TCTGACCGCATTAATCAAA! TGGGUAG
GUTTTCAGCAAMATAGTATTTGCTGAC AACCTGCCARTCCGTTGCACCCATA. ATTTGGE 1 5
AGCTTCGETCAGTCCTGT GO TACTTCTART ARAGCATTGGCACTCAAGC GTGCAMMANA
TGGANTTGCTGCCACACTCAAAGGGACGA TGl GG THT PTG CCAM LG TTGTTCCCAC
CAAMAATCGTGTGACTGCCATGAGAATAATGAGCAMATAATAAMAGS \ACGGAGDOACT
AATATTAATAATARCATCCAAMATTACAAATACACTGCGATTTTCAMGGATACGCOCTTT
ATCGGTTAAMATCCCAAAMCCCTATC JTAGCCCAACCAMMACAGCGATGGIAGTGGC
AGCAAGCCCCATATAGATGGT TTCCCAAS OGATTGGGCAM CATCTCCCACATTC TUG
GTGCATTTCACTGACAMTTT TGTGACGATTTCATTCCACATAGCCGATAATCTCAATAT
TEACCCGATGGOTGE TTARAANTTCTATTGCTTUCATGACCGAGGTGCCTTCACCGATAN
GEICAGCAATGETARMGTCAMTTTTATATCACCTGCATAN

20

SEC N° ID 60

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen lipo7 de Moraxella catarrhalis
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AGTARACANTG TAACARATACAGCAGTGTOGCACAGTCCTCAGTACGATGAT TCTGAAT
TIGAATATGCAGGA T TTTGGATACGATTTG TGGCATCTCITGTCGATAATTTANTTGITA
TGATTATAATTGCACCGTATTGGITITATAATTATCAGCARMTGATGOCCATGCCTGCTG
ACCARATACCGTTTTATAGTGT TCGGAATGCCATCC TTTATAGTGC TGGGGAT GCTATCC
TAMCTTAGT GATGOCGOCGGCGE TICTTICUTTITUGL T AAMAAAA GTTGC AACACCAG
CTAAMRTOCTC T TOGLCTGCAG TCC TG ATGCCAMMCAGEGCARTTTATCASTSTSC
CAMGGCATTATTCLGAT ATTT TAGTIATCYGATTTCATCCGTGATTC TTTGTTTGGGAL
FTATTIGGGT TGGTTT TRATAACAAAMMAL MACGCT GECATGAT ARAA TTCLCAMAACTE
'AARACCA

AAAMATCTACCGAACAGCAGAMGATTTTTAATCAATTATCCOAAATATATTGATGATCS
ATACCGTTTTGATCTCATGCTTTT PCATT TGCT TGATGUATTGATTGRACAT ARTCIAT
AARAATGCCTTTIGATTGGCTCAATGETCGTGARTTAMMATCAA TCAAGCAATCOGTAG 5

CTTTACTATAAGATATATCCCAGTAATATGGAAACATAGCA

SEC N° ID 61

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen lipo6 de Moraxella catarrhalas

CUTTTAGCT CATACGCAGACC TRGTOCACCTTC GEGLAACCOARGE ATCACGCAGCAT
CACGCATCCLUACAAAAL CCATCATGCCATCANTTTCGCTGCTGATA TGATATACCOCTA
CCAMGTAMCCGETT AMTCGTGOA TAMCGLC TG TGETGAGGGT GAC GO T TCAGGCA
AMCCAAGGTAACCTTATCOCCCAACT TAAGTCC CATGTCAGNGATAATGGAC TCACCTA 1 5

CLTGACCTTCAGCGL TTAACATALC TTCTAGTTGAATATAAGGOGCAAC TGC TTGCALTT
CIGGATTTTGCATTT TCATTTFTTCGGLAAGTTCTTGCCAMTT TG TCAAMATTTCTGTIG
AGGTAAL TCAAGCTTGAGGCACC ATCOCAAGAA TGO TGATTTAMN TTTCALGG TCARAGE
CATTCATCACCOACAAMMCCGTCATARGCACTCCAACCLOCAAGCGTAAGCCCANTGGT TG

TTTAGCACTTTT TTCGAC ARATACCAARCATCACATARCAAA TGAATCATCAGGTTCGTT
TG ZGCTTCTGTATC TGTATGATAAGTTICT TGC TAAAAC AGCE T TTTATGTCAGA
ATACAAMAGGTATATACTTATATTTTTAACTT TAAATAGATCTGC T T T TATALCGA
TGATTIGGCATCAACTTTATCGGTCIGATATGCTGUATATAAG TTTATCGGCTTGATATA
AATTTTAATTAATCATCARATTTTTAAGGAATTTATCATTA

20

SEC N° ID 62

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen P6 de Moraxella catarrhalis
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TAAGGATACCAGATTTICGUTTG TCAATCOTTCTGTTAATCATTGTAMACGGTITATAG [G
ATTCTCMATTAATAAGGGT AAMAGTATTTATCAAGT AN TAATCTTTICTTATATGTGAR
TATAATGACARATTTATCACAT TT FTACAAGGA TTTTTTATCAACATTAGGATATGTICE
AGCTTAATTATTAGTGATGAGCGTGTGAT TATTTGCCATOCTTAM T ITATGACTGS TAR
AT OCCAMTGATTAMMATTT TGCTAACATGATAGCOCCTTTGUTAGGC TTTATT TGCT
ATISAGAGE AATAATAATATACCCAGTT AAATGCATTAACTTAACATAC GCCAMMAACT
TAACAACGAMMG TAGATGATTATGAC AGATAL AGT ACAMAAGATACACCACAGTC CUE
CAMAMRAGTTTATCTAAAAGACT ACAL BCCGCCAGTATATGCAGT TAATARACTGGATTT
GGATATCCGUTTGTT GATGATC ATGL IGTCOT PGGTGCCAMACTTAAMATGACACGAGS
ACACGCAGGLOAGCTTCOGE TTC TTOGECAAGATTTAMGC T TARARG CATTCAGCT AR
TGGTCAGGAATTAGAGTCOCAGGC GTATCATC TTGATARGGAAGECTTAAC AATTTTAGA
TGCACCACATGCTCECAGTGATTCAGACATTGCT TGAGA TITCACCACAMACCAACACAAC
ACTTGAAGGGCTATATCAAGE AGGAACAGGTGA TGATAAGATGTT TG LACACARTGLGA

TGAGTCAGCAGATGTGOATGEAAATCGCCAT TATACCAT IGGCATRATCC TACCALAAN 5
ACCCAGCTATCTAPTCGECGC TG TCATTGCCARTCT ACRAG

10 SEC N° ID 63
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen MsbB de Haemophilus influenzae (HiRd)

ARATCARGCGCCTGC TGC CTCCTOG TGATGR T TCTGEAGACGARTTATATTCT TGGTTTGA.

ATCAATATGGATATCCGCATTIGATCTTTTAGCAATAT GITTICTCT I GG TTTICTIC G A
TCATTTATCCATCCANTTOL TGGCEGT GG TGGAT TAATCACCATTCCAGCGTTACTCATG

ATTTIGATTTGGEGTTTTCTTAGG TTC TGECCTAGGTACATTATTANTTCAATCAATIGAL 15
GTGLOGATTTTCAMAMAA TGCTTCL TTT TTEGATT T TAGCCATTGGTCTATATTTTITA
TTACTCCTAAATTAGGTGATEAAGATCOAMAC AN GATTAAGT TATCTG T™AT™IGGT
CTTTTAGTTAGCCCATTMTTAGG T I T ATEATGGUT TCTTTOG4C CAGGEACTBGETCA

ATCA=GAGTTTAGLCTGTGTTAC T TGCTAGGATTTARTE TCCCGARAGOCGCAGCACAT

GCAMA L TCATGAACTTCAC TTC GAACCITRC TTCTT TTGCACTT I TC TTATIGGGEGGA
CAMATTCTTTGGARAGTREGTTTCOTGATGATOGE TEGEAGCATT TTACGTGCAANTTTA
GGTGCCRAAATGOTGATGAC GAAAGGTARAACS TTGATTICGACCOATGG TTGTTATCATG

TC TITATGATGAC GETAAMT GGTT TACGATCAGGGTTGG T TCATT P TTANTTCCGA

AAGCOCGCAMAMGT L CGTTAAMTTAATTACATTITTATTA

20

SEC N° ID 64

Secuencia de nucleotidos de la regaion de DNA (1000 pb) cadena

25 arriba del gen HtrB de Haemophilus influenzae (HiRd)

TIGAAGTCCCCARTTTACCCACCACANT T CCTGOGGCAMCATT GGCTAGGTAACRAGATT
CTTCCAMGAACGTCCATC TG CTAATGTGG T TRCT AATACAL TANTGACAGTUTCACCGG
CTCCCOTCACATCAARCACTTC ITTTGCAACGGTTGUCAAATGATAAGGC TCTTBATTTG
GECGTAATAATCTCATGLC TT I TCAGAACGL GTCACCAAANGTGCGGTTAATTEARTAT
CAGAAATTAATTTTAACCTT FCTIAATAATC TCTTCTTCT{ TATTACATTTACCTACAR
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COGETYCAPATTCAGACATATTGLG TG TCAATAATCTAGCCCOCACGATAACGT TCAMAAT
CAGTTCCCTTTGGATC ATCAACACAGGCACATI CLCTTTGCGTGCAATTTGAATCATTT
TCTGAMA TCTITAAGE ~GCCTTTGC “UTAA TLAGAAMAGAATCARAGCACCGTAATTTT
TCACCGCACTTYCTAAC TTCGCTAATAAM TCCTTGCAATC TACATTATI GAAATCTTC TT
CRARAYCAAGG (LAGSAGCTSTGATGACGAGATAARATACCTAATTIAGTAATCGTTG
GATGGOTTTCTAATGCAACAAAN"TACAA TCARATCTITTCT “TT TCTAR TAAGIGGGAAN
GTGCAGAACCTGTCTCATCTTGTCCAATCAATCCCATTAACTGAACGGGTACATTGAGT S
A LCAATATTCATCGCUACATTTIUCAGCACOGOCCGCGCGTTCTTCATTTTC TTGTACGC
GAR. TACTEECACTGGTCCTTC TGO TG AM TACGGTTGGT TGCACCGARCCAATANCGAT
CAAGCATCACATCGCCTAATACAAGTACTT T TGCTTGCTTAMTICTGCTGAATATTGAG
CCATTTTAMATCTCTCTATT TGANTAACCAMA T IGTGLCGATTTTACCAC AME TC AR
T TACWATARAC ACCCCCCTAAC T TACGCIGGAARGARC AR

SEC N° ID 65
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

10 arriba del gen de la proteina D de Haemophilus influenzae

(HaRd)

AGCAATAATTATAGCTCORATATTCTT TRARCATCAAMGAGATCUTATAAGACARARALA
ATTTITATATTGGAGAATTATTAGCARTTATTGG T TCCUTANTATT CGTAATAAATAGTTC
AAATAATGATGGAAATACAGACTTTTTTC I TGGCGLAATATTICT FTTTACAGETATTTT
TATTCAATC TG TACAGAATTTAATTGTARAAAAAGTAGCC AAAAAGAT RAA:
AATAAGTGCATCGACAGCAACAATTTCAGGACTAT T AT TTTTATCT TTAGCTTTTARTAL
TAAMCARMTATATTTATTACAAGATCTTGCCATTCOAMTGTTGATAGE T TTAGTITGEGE
TGGCTTTTATGGGA TGO TAACAGGGATGTTGATGEL TTTTTATATTC TICARMMACAGGG
ARTCACTCTT TTTAACATTT TGCAATTATTAATICC TCT TTCAACTGCCATAATACCTTA
CTTAACATTAGATGAAAGAATAAA TATC TATC AGGGAAT TAGCGGTAT TATTCTAAT TAT
~GGE" "GICTATTGGCAT TAAARAGAAAMMAC AAGGAGTCT TGATATATAAA TAGATGAT
CTTGGTCGAATAGGTATAGTTAMTATCT TTCAATTGGTTTITATTAAGGLC” TTAGCA
ATTCTCK ATTTAAGTTTATGI TTGAAT TAGATAT TTTGGEAAMRAGATGGAMCATAAAGC 1 5
TGTTAAATAATGC TGARACATATGAACTATACCAATACT CAAATARARATAATTCTGCTG
GAAATGATTATAAATCTCTAATTC TAACT TGTAGAGAGGATARTCACTAT AATCAWARA
GAATGATT AAAGCCATTAAMMATATIATTCATIGCIATULAT TARTAATCA=CAALCTAT™E
CARG™, TGAMACATCTTTAGRAACTATTAAMATTATTCACGGARTAATTRATICTGTTA
MATAG TAMTGATCCTAACAATATATARCASAATAAGT

20
SEC N° ID 66
Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Hind7 de Haemophilus influenzae (HiRd)
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TARATACTCCAAAATAMTTTCAGATAACGTGGTCTS T AAGAC AAMAARAT ARAAAARAT
GTTCAATAACACCAGACCARATTATCTTCTTTAARAGGAAATC LLAGCAGTRCARAANCE
GTCTTACAAGTAGCAAA TTCTATAAMAT T TATGTTCTAATACGCGCIATTTTCTAGTCANT
ARAAAGG TCAAMAMMTGAGCTGGATTARCCGAAT TT TTAGTANMAACTCCTTCTTCTTCCA
CTCAAAAAGC CAATGTGCCAGAAGGCGTA “(GACAMATGTAC TGCTTGTGARCAAC TAC
TITATAGTGAGAACTCAMMCGTAATC T “ATGT FPGOCCGAMT CTGGTCATCATATGE
GTATTGATGCTCGTGAGCGTTTATTARATTT ATTGGACGAAGATTCAAGCCAAGAAATTG

TGCOTTICTGTAG TTGC TGCAMA T TTETTAAMGE GCC TGAAMMUGCCGATGGAMTGAN 1T
GTCCATTTCTG GT TTCTCTGL GAGTGOT GGTGC TOGTATGCAGCAAGCATTATTICTCTT
TAATGCAMTGLLARAAACTAGT GCCCTACTTGC TCAAATCUC TCGAMMAGGGTCTOCTAT
TTATTTCAGTATTAACGGATC COACTTTAGCCGGLCTATCACCCAG TTTTGCGATGTTAG
GGGAT TTAM ™ ATTGCCGAGCCAAMMAGCCTTAATTGGTT T TWCACGGLCACGCGTTATTG
RACARACTGTQCCTGAMAMATTGL CAGAAGGTTICCANCGT AGTGAGTTTC TACTTSACA 5
AMGGCGCAATTGA TATGATCOTCARACGTTCAGAAN TGOGT

10 SEC N° ID 67
. Secuencia de nucleotidos de la regaion de DNA (1000 pb) cadena

arraiba del gen PS5 de Haemophilus influenzae (H1iRd)

TCACTTAATTCAAGCGCATCAATGTT TTCTAARACA TCAACAGARTTGACCGCACTTGTA
TCTARARTTTCGL LATTTATTAAGAC TGCCCGTART COCAMMAMCATGATTAGAGGTTTTA
CCATATTGCAACAGLCT TGCCOAGAGOCATCGE TG TTAATCATTCCACC TAMGTCGCT
CGATTGC TGO TCGACAGTTUTGOGOC AMMCGAAC ARACCATGTGGT TTTAARAAT TGATTA
AGCTIATCTTTTACTACGCCTGLC TTGTAC TOGAACOCANCGTTCTTTIACATTGAGT ICT
AGATGCCTCTCATATGACGRAGAAAGATCCACTATEATATIGTYATTUATGGATTGCCCA
TTTGTGCCAGTGCCTCCACCGCGAGGCCTARMGLTGATTGAT TGATATICAGGT AMATTT
GCCAATTTTGT TATCCGCACTATATCAGCAACC GTTT TOGGAMAAGAA TTGC TTGTGGA 1 5
AGTTUTTGGTAAMCGC TGTTATCCGTAGCCAGALTTARTCTATCTLL ATAGTTTGTCGCA
ATATCCCCCTCAMAATCTTGGLATTGANGATCATCAAGATARA TCAA L TACATATTCTTCA
ACTTGAGGANTCCGATTTAGATTTGGCARCATAGTATT TGACCCATT PARACATATCACA
TCCACCCTTTGATAATATCC TAAGGS TAGARTAATG TCGATTAGGAAAGAGAGAGGAGAR
AGCTRAAAMGTC G TTAAGAAA T TTATTTTGGATAMAMMITAMMCAARAMAT TCARAN
GAMTTTGATCTTTTICAAT TTTTATACGATAATAACCGCACTTITGAACGT TCCT TIGGGG
TARACATAAGCAAAGGAATTGAATTT G TCAAAAGGTAATAAAGT AGGGCAANTTCAMAALC
CCTAGTTAAGTGACTGTI TATAATGTAGE TTTAATTARMAAGTTCAGTATARMCAAGGACA
CTT M TATTACTATTCGATCACTAMTANGAGGACATCAMN

20

SEC N° ID 68

Secuencia de nucleotidos de la regicn de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen D15 de Haemophilus influenzae {HaRd)
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TCGATTGTATCCTATATARAT TATAGACG TAAMARRATCATT AMATAATGCAMMCACCGTT
ARCCTTAATRACAGTGC TGCGUCAAT TCGATAACAGATGCTTTGCACCCGUTCAGAAACA
GGETTTTCLTTTAACAGC TTCOATTGT TAAMAAAAC TAAMATGACCCCCATCTAATACTGGT
ARTGGAAATAAATTCATAATCCCTAMTTTACACTAATC AR TGLCATARMAC TTAARAAN
TACACCARTCCAATATTITGCTGATGC G CAGCACCTTTTGCATAGARATTWCCCACTT
AMATTATTTAATGACARATCGOCAGTAR GTAATTTCCCTARTATT TTCARGL TTAMAGS
GAMGCTCTCCTETTITT TCAATGCITTT TTGTAMAGAT TCAAGAATACCATAT T TART
TCAGTACGGTATTCATCCGCTAATTTTOT TAAGAL TGRGLC ANCCOCAACAAACCATTTG
COATTTTCATTACGCACTGGAGTTAGCAC T TCTCAMATC TICTCCATTACGTTCAMT
TTATAGAAAAAGA TTCOCCTTCT TCCACCTCTTTTATAAMTCTTIGCCAAGGAAG TGCG
GTTAMTTITCTTT TAMMATTT FATCACCGATTTGT AAMMCCACCT TTCTCAGCGGGAG AR
ITTTGAACAACTTTAGAAAGCACCATTTCAATTTTAGGACGCATAGGCATAATCL TAAT
GCCTCARAAGCACTTTCTTTITCAGGATCGAATGTCCAATTTG FAAGAT TTAAAGTCCGT
TGITGTTCAATATTAGAAT TGARAGGAGARAGCCTATC PCAMCAT TAGGCTCCCCCATT
TTTCTGCCAACTAGCATATTGATGGTTTCCCAATCTTGAGTTTCTTCGCCATCARTTGTA
AGAATTTGCGTATTGGGTTCARTG TRGGC T TG TGCTGCGATTGAGT TTGGTGTTATTGAT 5
TCAATCACTGGTTTAACCGTIGGCATTCCATAANGGTARAT

10 SEC N° ID 69
. Secuencia de nucledétidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen Cmp26 de Haemophilus influenzae (HiRd)

TTTGATAMTATCCTTAATTAMTGATGGGTTTARTATTT TCTCIGCCCAATTAMTTAG
GCAGAGAACGTTGTTTTTGAGTTCTGA AATTTATTAGAANGARCC
TOCAATACTAARTTGGAACTGT TOGACATCATCATTTTCATATTITTIAATCCTTTGGE
ATRAGAGA. ATGGLCCAN ATTGCCATTGGRATCCCACACCTGCTAGAGT
GCGAATACEGCTTGATTTGCCATAATCGGETAAGCTTTTTRATACA TTGT TATCTAACTC
ACTCTTATCCRAT TTCCALT TAGTATTCCAMCACT TG ATCANCAAA TAGGGAGGT
TCGGACTCTATTTTIGGCT I TTATCACTCACAAACGE TG TTGCTACAATAAGTTCTGCACT
CGCAGTTGTGATTGCAT TACCACCAATCACATCAGAACTTATCTTC TTAAMAG TACCATT 1 5
ACCATTACCATCTTCTGCATAMTTGCCTTAGCTCLAATACTACCATAAGCARRACCACG
TAATGAACCGATGCCACCOGC TG TATAGTTTGATAGAAC GG TAMALGCTTGTTTCCAAA
ACCATTTGCATATCCTGCAGATGCTTTTGCAGATACARCCCAGAGGTGATCTCTGTCTAM
TGGGTAGAAACCC TG TACGTCTGCACTTAGTTTIG TAGTATT TGTTATCAGAACCTGLAAT
ACTAAMCTCGTCCACCAAGACTTGCT TTAACCCCTTTAGT TGGOARATAGCCTC TATI AAG
GCTGTTATAGTTCCARCCAMARGAAMAA TCARAGTCATTTCTTTTANTGCCATTACCTTT
AAATTTCATTGATTCGAATATATAATTACGGTTATATIC PAGAGCAAAGTTACTAATTTT
A”TATAGSTATGK W TAATCCTACATAATAGGAGITATT TTCATT TACAGGGARACCTAN
AGTAACATTACTTCCATAAGTCGTACGCTTATAGT] AGAGS

20

SEC N° ID 70
Secuencia de nucleoctidos de la regidn de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen P6 de Haemophilus influenzae (HiRd)

150



/5‘{\

TTAGATTIC TOC TAM TGACT I T TTTAT TTAGCT TRAGTATGGAGACCAMGC TCRAMATTT
MCTTCACCATCAC TTCCTCOCAMCC TCOCCT TARAGTGAL CATC UL GGAAAL CAATTG
TAGCACCTTICCTAAGCCOTGTGTAGACTATAMTAATCATAATTFATTTGG L AGAG
GLTTGGGC TITCGCCTAGAMAGATG TACTAAGTACCTCTGAAACGCCCCTTCTGACATC
TIGTTTAA FACATTATTGT TACCATTAATCATCACAAGTGTTTTTCCATCTGCACTAAY
TTCTGL GC TACCGLGACCACCCAC TGCTGT TGCACTACLACOGCTT JLATCCATTCGATA
AALTTCTGLLGAACCAC TTCTATCCGATGTAMTAMATTGAATTTCCCTCTGGOGACCA
CGCTCCTTCAGTATTATTACCCGCACCACTCLTCAATTGACTAGGTETALCGOCATT TGS
TCOCATAM CYAMATATTCAGAACACCATCACGAGAAGAAGC AMAAGC TARACGAGANCC
ATCTGLLOAMAGGCTGETGCGL CATTATGLCC T TCARAAGA TGC CACTACT TTACGTGE
GCCAGAAT TTAMTCCTGTACAACAAGTTGTGAT TTTT TATT TTCAAACGATACATAAGC
CAAALGLT GGCCETCTGRAGACC MGC TGGAGACATAAT TGG TTGGGCACTACGATTIGAC
GATARATTGATTATAGCCATCATAAT CTGCTACACGARC TTCATAMGTTGCGANCCGOT
ATTTTTTTGCACAACATAAGCGATAC CAGTTCTAARGGCANC CACGGATCGCAGTTAATTT
TTCAAMMMCTTCATCGCTCACAGT ATGCGCGCCATAGCCTAACCATTTATTIGTTACTGT
ATAGCTATT ITGCATTAATACAGTCOCTGLCGTACCTGATGONCAMCCGTATCAATTAR 5
TTGATAAGTAATACTATAACCATTACCOGATGGAACCACTT

10 SEC N° ID 71
. Secuencia de nucleotidos de la regaion de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen TbpA de Haemcphilus influenzae (no tipifacable)

GGCGATAMCCGAGTTTTTGOGGTATT TAGTGCCAMGAAGACCCACAAMACCCARAATTA
TCCAGAGARACCT TAATTGATGGCAAGCTAACTACTTTTAARAGRACTGATGCAAARACC
MATACAECAGCCGATACAACAACCAATAARACAACCAATGCAATAACCGATGARARAAAAC
TTTAAGACGGAAGATATACTAAGTTTI GGTGAAGCTGATTATCTT TTAATTGACAATCAG
CCTSTTCCGCTTTTACCTGAAARAAATACTGATGATTTCATAAGTAGTAGGCATCATACT
GTAGGAARTAAACGCTAT AMAGTGGAAGCATGTTGCAAGARTCTARGCTATGTAMAATTT

15

GGTATGTATTATGAAGACCCACT TAAAGARGRA
TAAGAAAAMMMAGAAMAAGRARAACAMA CGMOCACAACN
TTCTTATTAGGTCACCGTACTEE CAMGGCCCACA TACCTGCAACCGRAMACGTGAMTAT

ACTGCAGACCTTCAAAGTGGTAAG
AATGACTICACTGGTACAGCARCCCCAMCARRTTTTGTAATAGA TGGTAACAATAGTCAA
ACTGGARATACCCAMAT AR TATTAMAL FGRAGTAATGGE JCATTTTATGGACCTAAG
GOTALAGANT TAGGCGOTTATT PCACCTA TARC GGAM TTC TACAGC TAARAATTCCTCA
ACCETACCTYCACCACCCAR TTCACCAM IGL AMVGAGCTGCAGTTGTG TTTGGAGCTARN
AAACAAC AALTAGAARC AACCARGT AATGGAATACTARARL 2 0

s

SEC N° ID 72
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15

25

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen TbpB de Haemophilus influenzae (HiRd)

TAGAATTATATTCTTATACAAAATTCATAATTG TTCCCATTATCAT T Y TTTTIGTAAT
ARIGTCAACTTATAATTTTTTAAGTTCATCGATAAMTATGAAAAATGGC GTAAAACAAC
TITTTCTCTYATCATTARTAGCCTTATCATTAACGAAT STALCT PGGGCAGAACT TGCAG
GTCCTAAMAATGATRACATTGACAAATACGATTCAAA ~T SCGLAATTAAAMCCICCTCTT
TTTCCTCTATGCCTAAGARAGAMATACCAMTAGGCATATTATT ICTCTTTCCARAMAGES
AATTAGCGCACCATCCARGG ~TTGTT TTGCGTGGOTTAATICCTOCTTTATATCAAAATA
MEACTCAGGCAGTTCAAC TG TATTACCACTATATAMACRA T TCCTCAACAAGATAATT
TCTPACTAAC TTGCCCARMGLCT ATTGAAGC TCCTGAACAAGGTGATTTAACTCAATCTA
ToGCTTATTATCGTGAATTATTCGCTCGACACCCATCT T TACTACCTTTACGT TATTART
TAALTCAAGC TCTATT T " TAACTATCAAA TGAAGC TCCCARRATTCRAATT TCARAAAT
TACGTACAGAGGTAGATGATCAMAA TTTTTAGHTGTTATTGATCAGTATC TTTTAACAL
TAAATCAGCGGAATCAATGIATATGCCARGTAGURTTARAT TTTTTAAATGATGATAATT
TGAATAACGCTCCARAAGTGICACAMMANTTGUT GCTTCOGARAMAGAAR
CTGGCCAGGGGG T AGGHTATTCT TTATCAGTAGARAARRAATGGL CATGROLAGKN TCATTY
TTTITAGTAAMACTATGTT TAATGGGAA TGOAMAATATI AT TGGGA TAATARAAAANTACA
N GAGCCTAC TG TGLG TATAGOTGCT SCTTTAGGETATCAMETCC C TCAGT TOMGTICT
COTTGTTTCCTTTTCAMAMMMCGE TG TTATGCASGCCGT

SEC N° ID 73

10

Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen HifA
{serotipo LKP, genoma 1)

TAATAMATICCTCCATAAAG AGC TTICTECCTTATAAATARCCCAATAAAGATE AAT ATA
RMACCGTTTATTAARATGCCAAAGGCTTAATAAACACGCAMACTTTGTTTTCC CAAMAMAANG
TAAMMAACTCTTCCATTATATATATATATATATATAATTAMGCCCTTTTTGAAMAATTT
CATATTTTTTTGAATTANTTCGETCTAGGT TGGGT TTTTGOCCACATGGAGACATATARA
MANGATTTCTAGGGTGGGOGTAMCCCACGLCGAACATCATCAMCAACTGTANYGTIGT
ATTAGGCACGGTGGGC TTATGLCTCGOCTACGGIGAM TCA TARGGATAM TATGGGCT
TAGCCCAG T A"GGATTTAATTATGTTGAAATGGGGAAMACAATCT THAARMAMCALT
TTTATTTITTACCGCACTA' A

TGCCGATCCAAAATACACCAAACCCCTTTTGTAATTACCCCH T TG T TGO TOGAGTGGA
AGCGAAATCAGGGCAMAGTT TEUGGATTACGTTCM AGGCAGCGAGCC TTTACCTAATGA
T SAMAGCCTCT TTTATT TTAATT TG TTAGATATTUCSCCOGAAMCC "GATG. ™ ATT
TCT GCAMMCACGGCAGCTTTATGCAMATTGCCATTCG TCACGTTTCAACTICTITTA
TR CC T GAAAL TCTCGATGUATTCTCOTGAT GCAATGAAMAAGT AGTGTTTAANGE
CACACCTGAAGGGLTCTTCLTRGATANTCARACCCCTTATTATATAAMC TACATIGG T 1T
CTTACATCAAAATAAAL CTCCGAAMAATG TCARRATGCTTG

SEC N° ID 74

(p1lina)

de Haemophilus i1nfluenzae

20
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Secuencia de nucleotidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen HifE (pilina extrema) de Haemophilus influenzae

(serotaipo LKP, genoma 1)

TAGTAGATTTCCGCAL GGGCAAMAATACAATGG TG TTATTTAACC TCACT TTGLCAAATG.
GLAGCLAGTGCCAAT SCCATCCACCGCACARGATMICCARCGGGCATTT CTGLGLGATE.
TCCTCCAGG TGOTGTCCTTTTCGCTAATAMAL TTACCCAGCCAAMA GCCGAGTTAATCG

AGATGATGCTATCAMOCTAATCTGC TATTTAALGCGSLAGAL AMACAL AACAGGGCAATC
TTATCTTICCARTARGECAGGCAMCCGCAMGCCACCARCCTCUGCATTCARA™TGTCAR
AGCCGATGGCATAGGCACGCC TATCAAGCTGGACGGCACCGAAGC CAACAGC GARARAGS
CCCCOACACAGET AMAGCCOAMMACGGCACAGTTATTCAACCCCGTTTTGGCTACTT TGS
CTCGTTATTACG CACAGS TAARGOCACCGCAGGCGACGTTGAAGCCACTGCACTTTTG
MGTGCACTATAACTAAMATAT TTATTATCCAGTGARAAN

SEC N° ID 75

10

Secuencia de nucleotaidos de la region de DNA (1000 pb) cadena

arriba del gen P2 de Haemophilus influenzae (HiRd)

1 TTATCCACTA ACATTICATC AGTAATTCCA TGAACTTTAR TCGCATCAGS
51 ATCAMCGGGG CGATCTGGCT TAATATAAAT ATGAYAATTA TTACCTGTGT
101 AACGACGATT TATTAATTCA ACTGCACCAA TTTCAATAAT GCAGTOTCCT
131 TCATAASGCG COCCAAGCTG ATTCATACCT GTAGTTTCAG TATCTAATAC
201 AATTTGGCCGA TTGGGATTAR TCATITGTIC AACCTATCTC TTTOCATTAA
251 AATACTTIGOC ATTCTACACA ACAACCTTTT TGTTATGCOCK AAACAGATTG
301 AMATTTITAC TGATGGATC TOCTTAGGTA ATCCAGGGGL GGGUGLAATT
351 GETGCLGTAT TGLGTTATAM ACAACATGAA AAAACACTCT CCAAAGGCTA
401 TTTCCAMACE ACCAATAATC GAATGGAATT ACGCGCTGTC ATTGAAGLAT
451 TAAATACATT AAAAGAACCT TGOTTGATCA CGCTTTATAG TGATAGCCAM
501 TATATCAAAR ATCGCATMAC CARATGGATC TTTAMCIGGA ARAAAAATAM
553) TTGGAMAGCA AGTTCTGGAA AGCCTGTAMA MARCCAAGAT TTATGRATAG
601 COTTAGATGA ATCCATOCAM CGTCATAARA TTAATTGGCA ATGGGTAAAM
65) GGCCATGLTG GACACAGAGA ARATGAMATT TGOGATGAAT TAGUAARAAN
701 AGGGGCAGAA AATCCCGACAT TGGAAGATAT GGGGTACATR GRAGAATAAT
751 ACAACTCATA TAACGTCATA TTTTTCGATA CCTAAMMATA TTTAATACTT
BD) AAACCTAMAAA CAGAATAARAA AATAATCAAA TTCATTTAAA AAATGTGATC
851 TCGATCAGAT TTCAAGAAAA TTAARATTTT GGAGTATTGA CATCAMAAMT
901 TTITITIGTA ARGATGCAGC TCGTCCGTTT TGGCGATYGE ACAATTCTAT
8951 TGOAGAAAAG TTCAATCATA GATAGTAMAC ARCCATAAGG AATACAAATT
100i »

SEC N° ID 76

20

25

Secuencia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA

(parcial) del gen HtrB de Moraxella catarrhalis
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&

101
131
201
251
Joi
51
401
131
501
551

651
0L
1
801
a5t
a01

10 Sacuencia de proteinas

con BtrB de E cola

51
10
151
201
23]
301

TCAGTGCTTG
GGCGGCGTGT
GCAGCATCCA
CAGCGGCAAR
AGTCGACAGT
ARATTAAAAC
CCAAGT AGTA
GAATGCTTGG
TCAAMATGL
ARTGCCAGCC
AACACTCAAA
ATCCATCAGG
AGTACGLCTHG
CTTAAGCTGT
ATGAATTAAN
ACTGCTTTAM
TTATATGTIGG
CTTATTTACT
GCCATGTCAA

GTTTTTTAAG ATATGTACCG
TTTCCTATCA

AQCCAATTTA ATCTTGGTIC
ARCTCGCTAA ACAAATCCTA
CTTAARACTT GGGCAATGCC
GGTTCATCAT GAAGATATCC

CTGTCAGTCC TGCATGGATT
TTGCAGGCTT AGTATITATC
ACLCCARGAT GOCAGRCGOA
ARMAATCAGC TCATCAGTGC
ACCAAAATGG TCTATCGCAC
TAATCARAGL ACTTGCCAAT
ATCGGCACTT GOGAGATGAT
TACTATCATG TATAAGOCCA
TACAGGGGLG TGARAGACTA
GGTGTTAAGG CARATTITTAA
ACTGCCCGAC CATGTACCIGC
TTGGTATTAA AACCCTAACC
ACTGGTTGTG CICTTGTTGG
TGGTITIGAR ATTTTITGIT
AMAATACCAM AATTGCAACC
ATTTATCCAC ATTTTTITGCA
TACACCACTA TTAAATAATC
AMATAGCCAT AAAGCTTCAR

BVLGFLAYVP LIVLHGLAAC ASYISYHCRL SIVASIQANL ILVHPEMPDA
QRIY LAKQIL FNCLTSAVDS LETWAMPPEW SIAQIETVHH EDILIRALAN
PESMLAIVPH LCTWEMMMAW LNTPCLOTIN YEPIFMAAYD REVLOGRERL
HASLVPTOAS GVMAIFETLK AGGFILILPD HVPDPSGGET APFPGIKTLY
STLASKLAAK TGCALVGLEC (RREDGDGFE IPCYELNDEDQ LYSENTKIAT
TALLGAMECM IYPHFLHYMW SYRREKNTPL LWNPYLLNEN ELKKIATXLD

ALY DSYE

SEC N°

ID 77

A

identidad al 25% y similaridad al 35%

15

Secuencia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA

20 (parcial) del gen HtrB de Neisseria (meningococo B)

31
101
151

251
301
351
401
451
501
551

601
651
L3}
%1
8¢i
L2238

GTCCCCTOCC
CAMACCTGCC
GOGTGAAMAC
TTCGATTTGC
CCATGATGCC
TTCCGACGCA

TACAATTCGG GCTGTTTCCC COTTTGCGAA CCGCCATGCA
ACCGCCCTGE TCAAMATGCCT CTCCCTGUTG COACTTTCCT
GCTGGGAAL

GCAMMAGGCG
TGOCCCCGLG TTTITCAGAA ARCCGGARGA CATAGAAACA

CGCTACACGE CTGGGAACAT
CTGCTATTCA TCACGCCGCA
CATCAGCCAG CAGCTTCCGT

GTGCAGCAGG CTTTGGACAR
CATCGGCAGC TACGATTTGG
TCCCGCTGAC CGCCATGTAC

AARTCAAAGC GATAGACAAA ATCATGCAGG CGGGCAGGGT

GGAARRACCG CGCCTACCAG
CLTGEATTICG GGCGAAGTAR

CTCAAGAAGG CGRULAMGGC
TATACCATGA CGCTGGOGGC
CCTGTTTITC TLCTGCGAMG
ACATCCGLCC COPCCANCGE
GCCGTGTTCA ACCGCAATGC
GTATCTGTTT ATGTACAACC

CATACAAGGG GTCAAACAAA
CCATCGTCCT GCCCGACCAC

CTATGLOTEG NTTICITCGE
ARMATTGGCA CACCTCAMAG
GCrTGCCTGE CGGILANGGT
CRATTGRARCG GOCRCARAGC
CGAATATTCG ATACGCCGTT
GCTACAMART GCCG

25
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Secuencia de proteinas

con HtrB de E colzx

identaidad al 30% y saimilaridad al 38%

1 MFRLOFGLFP PLRATAMHILL TALLKCLSLL PLSCLHTLGN ALGHLAFYLL
%1 KEDRARIVAN NMROAC'CIPOP RTVEAVFAET ARGGLELAPA FFREPEDIET
101 MFRAVHGWEH VOOALDXHEG LLEITPHIGS YOLGGRY1SQ QLPFPLTAMY
131 KPPEIKAIDK IMOAGRVRGR GKTAPTSIOG VKQIIKALAS GEATIVLPODH 5
201 VPIPQEGGEG VWVOFFGKPA YTMTLARKLA HVKGVETLFF CCERLPGGOG
251 FDLHIRPVQG ELNGDEAHDA AVEWNRNAEYW IRAFPTQYLF NYNRYKMP

SEC N°

ID 78

10 Secuancia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA

. del gen HtrB de Haemophilus influenzae (no tipificable)

51
101
i
701
™
n
351
1901

501
52

§51
101
751
801
851
901

TGCTTTTOOT
ACATTATCTA
ATTTCITRAC
GoCATTGGTG
ARCACAAGGC
TACGCGGAAT

GCGATTGCTG OGCGAA™GAA
CATATCACAR TATATGTGGC
ARMMATACGCC TAGTTTATAC

" Secuencia de proteinas

con HtrB de E cola

o

101
131
201
51
301

SEC N°

TTGCTATGCG 15

20
identidad al 57% y similaridad al 66%

MEHEKLPOFQ PHFLAPKYWL FWLGVAIMRS ILCLPYPILR WISEGFGNLF
SHLEVGEARA AIARRNLELC FPOMPEWERE TTILQENLRSV GHAITETGMA
WFMSDSRIKK WBKVEGLHYL KENQNKDGIVL VGVHFLTLEL GARTIGLHHP
G LWYRPNDN PLLOWLOTOG RLES“AIMLO REKOLRGMIKA LAHEETIWYA
POADYGREMA VEVRPFFAVPD TCTT-GSYYL LXSSQuSKVI PPAPLRNKDG
SGYTVSISAP VDFTOLODET AIAARNMQIV EXEIMEGISQ YMWLHRRIKT
RPDENTPSLY D

ID 79

25

Secuencia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA
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del gen

101
51
201
251
301
51
101

ATGTCGGA™A
AGCGCACTTT
TTGGTATTTT
GATAMATTGA
ACAGCGTACG
CTGAACAACA
CAGGTTATGT
GCAMAAACGC
CTGAAGGAMA

481 G

551
601
51
701
%1
Bn1

501
951

15

GTCTGGCA
TARNTCCACAC
MCGTTTOGE
TTAAGTCATG
TITTGGSGCG
COACAT=ACC
ATTCCAATGT
AATTCATCCT
CAATGARCGA
GTTTGGATTT
TGATTAA

/

MsbB de Haemophilus influenzae (no tipificable)

GAATATTATT
TTATTTTGCA
CGTARTCCAT
COGAAMAATG

TICGTAAAGG CGAMA

GAACAMGCG
AGCGTTAMT
TTCCTCGTTA
GCMATGAATT
AGAAATAGKRA
TGCAATTATT

Secuencia de proteinas

con MsbB de E colx

identidad al

1 MIONOONLAL TARVGYEAHE SWSYLKPOYW GIMLGIPFLL LLAFVPFRLA
51 DKLTGRLGIW IGHEAKKQRT RAQTNLOYCE PHWTTOOREQ VIDENFAVVA
101 QVMPGIGEIA TRSKKHLOKA SEFIGLEMIE QAEAEGENII LMVPHGWALD
151 ASGILILHTOG MPWTSMYNPH RMPLVDMLNT ITRORFGGKM HARQHGIKPF

201 LAKVAKGEMG YYLPDEDFGA EQSVFVDFTG TYEATLPGLN KMAKLSKAVV
251 IPMFPRYNAE TGKYEMEIHP AMNLSDDPEQ SARAMMEEIE SFVTPAPEQY
301 VWILOLLRTR KDGEDLYD

25

SEC N°

ID 80

10

45% y samalaridad al 56%

20

Secuancia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA

del gen MsbB de Moraxella catarrhalis
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15

20

1 ATGAGYTGCC
51 TAAGCCATATG
101 AGOCAAAATC
131 TGLCTGGCTT
201 CCACTTTTGG

353 AGGTATTGLT
401 TTAARCGCAC
431 AAACAAAATA

931 GCCCACAMAA
€01 IGTATCTTTG

TCGLCTCAM
TOL CTCTTGAGCA
751 ATTACCGCTC
80t “GTCATCATC
B5S1 AAGGTCACCG
5301 TATCCCAGCG

1001 GCTTTAAAMG

ATGATGGATA
TCCACATTAT
ATGACGAMAC
ATTCAARAAG
TCAAGCCGAT

TGCTCAGACA MACCCCCGAT
CACATCAGCE TAAGCGCTGT
CGCCGATGCT GAACGCATCA
ATTTAMACCCA GTGCATGTGG
GACACCAATT ACTATCAACH

Secuencia de proteinas

con MsbB de E colz

-

MSCHHOHROT
51 WLAFALILFL
101 QPRSTHANATA
1531 ROMKAYILLG
201 CIFDEQISNR
251 I1TAQRRLIXL
101 YeSOUETAOA

PRHAISIEHM
1FLPLPW(OFW
ROVFINQGIG
GHRTTLDLGG
OMERL I TRLK
GDEANPPVI]
ERTHRLIEQN

PSLTDTHEQS SQAEPRSFEN
JGRALGILYH YLAKSRVQDT
IFESLCANFR PHYFRATFI)
RLCTQFFAAD CYYRPONSPL
QGRIINYSPD QOFGLEBGYM
MMIMLROTPD YIAR( HAPHY
EQKDLTOMNW FHARCRTIQAD

SEC N° ID 81

GTTAMAAAT
ATCGACTGAT
TTTCATCGCC
PTARTG

identidad al 28% y samilaridad al 37%

AFLIBEYRGY
LTRLOLTFRN
SCGLOHLIDAD
LEWF 1 YRARR
ATFFGVPAAT
H1SLSAVLKN
OTUYYQH

10

Secuencia de nucleotidos de la region de codificacion de DNA

del gen MsbB de Neisseria (meningococo B)
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15

Secuencia de proteinas

GTTCGAGA™G
TGTATTCOCA
CGChAACCGCT
ficieleley mry o]
CCGATCAGGA
ATTCAGACGG

TGCAAAAGTG
CATTGCATTT
GOCGACGLGC
CCCGAGCAGT
CAGCCCOGAT

TATTHTTGT

TTTTACTCAT

ARGATATIGG

con MsbB de E colz

51
101
151
201
%

MKFIFFVLYV LQFLPFALLK
EWDG KRETV LKQHFXKHMAR
ALAAGEEVIT LYPHFTAFEN
PHRYONVELI GRTEGVRALY
1QTATITGLS RIAALAKAR
AOMQPMNRFT EEPCANIPSS

TTGCAGTTTC TGCCGTTIGE
TITGCTCGOC TACCTTTIGG
ATTTGGCAAN ATGCTTTCCC
TTGAAGCAGC ATTTCAAACA
ATATTGGTAC GCCOCTGCCG
ATAAGCATTA TTTGGACGAL
CTETACCCGC ACTTCACCGE
GGATGTACCG CTGATCAGTA
ACGCACAGAT TTTGAAAGGC
GOGLGCALCG AMGGCGTGOG
CGEGCCGTTT CTIGTATCTOS
TTTITGTGGA TTITTTCGCT

TTGAGC CGCATTGCCG €

GCTTGCAAR
CGAGGCGGA™ MATACGGTTA
TTCCGAGTGA AGATGCGCAG
GAGGAACCGT GCGCGAACAT
TTCAMARCCC GTCCGGAAGG

RLADLTGLLA YLLVRPRAT GEINLARCTP
LHLEYGLYWY APAGRLKS V RYRNEHYLODO
AVYALNQDVP LISMYSHONE KILODAQILKG
KQFRXSSAPF LYLPDODFGR HOSVFVDETG
IPAIPYREAD NTVTLHFYPA WESFPSEUAQ
IFGCTSVSEP VAKAAPIFTD T

20

identidad al 25% y saimilaraidad al 36%
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Habiendose descrito la invencion como antecede, se declara

como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES
il
1 Una preparacidén de anpollas genéticamente modificada a

-

partir de una cepa bacteriana Gram negativa, caracterizada
—

porgque dicha preparacién es obtenible empleando uno o mas

procedimientos seleccronados del siguiente grupo

a)

o)

c)

Un pr?cedlmlento de reduccion de antigenos variables
inmunodominantes © no protecteores en la preparacién
de ampollasr que comprende las etapas de
determinacion de la 1dentidad de dicho antigenco,
modificacidén de una cepa bacteriana para producir
menos o nada del citado antigeno y preparacion de
ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de sobrerregulacion de la expresidn
de antigenos de OMP protectores en la preparacion de
ampollas, que comprende las etapas de indentificacion
de dicho antigeno, modificacion de una cepa
bacteriana para aintroducir una secuencia promotora
més fuerte cadena arriba de un gen que codifica dicho

antigeno, de manera que el citado gen se exprese a un

nivel superior al de la ampolla no modificada, vy

e L w2

preparacién de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de sobrerregulacién de la expresion
de antigenos de OMP protectores condicionalmente
engffiggidﬂen la preparacidn de ampollas, que

comprende las etapas de 1identificacion de dacho

159
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d)

e)

£)

antigeno, modificacion de una cepa bacteriana para

eliminar los mecanismos de control represivo de su

‘—-_-_-—'—'_——_;
expresion Yy preparacion de ampollas de 1la catada
T ——
cepa,

un procedimiento de modificacién de la parte lipido A

del LPS bacteriano en la preparacion de ampollas, que
comprende las etapas de identificacién de un gen
implicado en }_al Ffansformacz.én toxica de la parte
lipido A de LPS, modificacién de una cepa bacteriana
para reducir © eliminar la'é;;re31on del citado gen,
y preparacion de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de modificacién de la parte lipido A
del LPS bacteriano en la preparacion de ampollas, que

comprende las etapas de 1identificacion de un gen

implicado en la transformacidn en menos toxicalde la

parte llpldo’-A de LPS, modificacion de una cepa
bacteriana para introducir una secuencia promotora
més fuerte cadena arriba del citado gen, de modo que
el citado gen se exprese a un nivel superior que en
la ampolla no modificada, y preparacion de ampollas
de la citada cepa,

un procedimiento de reduccidn de la toxicidad del
lipido A en la preparacidédn de ampollas y aumento de
los niveles de antigenos protectores, que comprende
las etapas de modificacidén del cromosoma de una cepa
bacteriana para 2incorporar un gen gque codifica un
péptido polimixina A, o© un derivado o andlogo de
este, condensado <con un antigeno protector, vy

preparacion de ampollas de la citada cepa, o

1e0
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g) un procedimiento de creacion de antigenos de OMP
conservados en la preparacién de ampollas, gque
comprende las etapas de identificacién de dicho
antigeno, modificacion de una cepa bacteriana para
suprimir las regiones variables de un gen que
codifica dicho antigeno, y preparacion de ampollas de

la citada cepa

2 La preparacion de ampollas genéticamente modificadas de la
reavindicacidén 1, en la que dicha preparacion es obtenible
empleando uno © mas de los procedimientos seleccionados del
siguiente grupo

h) un procedimiento de reduccidn de la expresion, en la

preparacion de ampollas, de un ant&ggno gue comparte

similitud estructural con una estructura humana vy
puede ser capaz de 1induclr una respuesta 1inmune en

humanos, dque comprende las etapas de 1identaificacion

de un gen i1mplicado en la biosintesis del antigeno,

—_— — - ——

modificacidén de una cepa bacteriana para reducir o

desactivar la expresion del citado gen, y preparacidn
“

— ——— —

de ampollas de la citada._cepa, o
1) un procedimiento de sobrerregulacidén de la expresion
de antigenos de OMP protectores en la preparacion de

ampollas, que comprende las etapas de identificacion

del caitade antigeno, modificacion de una cepa

bacteriana para introducir en el cromosoma una ©O mMas

copias de un gen que codifique el citado antigeno

s

controlado por una secuencia promotora heterologa mas

fuerte, y preparacion de ampollas de la citada cepa

161
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3 La preparacién de ampollas de las reivindicaciones 1 o 2,
en la que las etapas de modificacién de los procedimientos a),
b), c), d), e), h) e 1) se llevan a cabo por sucesos de
recombinacidén homologa entre una secuencia de al menos 30
nucledétidos del cromosoma bacteriano y una secuencia de al

menos 30 nucledtidos de un vector transformado en la cepa

4 La preparacidn de ampollas de la reavindicacion 3, en la
que las etapas de modificacidén se llevan a cabo por sucesos d
recombinacion hombéloga  por rg2Eif_—_ffgiggigﬂffL_—Eggxe do
secuencias de al menos 30 nucleétidos del cromosoma bacteriano
separadas por una secuencia de nucleotidos "X", y dos
secuencias de al menos 30 nucledtidos de un vector transformado
en la cepa, separadas por una secuencla de nucledtidos "Y", e

la gue durante el suceso de recombinacion, X e Y s
‘-.

intercambian -

5 La preparacion de ampollas de la reivindicacion 4, en la
que las dos secuencias de nucleotidos tienen aproximadamente la
LY

misma longitud y en la gque el vector es una molécula de DNA:

lineal

6 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 4 o 5,
en la que los sucesos de recombinacidédn de los procedimientos
a), b), ¢y, d), e) y h) se llevan a cabo en la region del

cromosoma 1000 pb cadena arriba del codon de iniciaciédn del gen

]

de i1nterés
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1 La preparacion de ampollas de la reivindicacion 6, en la
gue para los procedimientos a), d) o h) la secuencia de

nucledétidos X comprende EEEEE de la regidn promoto:a_ggi_ggn, y

la secuencia de nucledétidos Y comprende una region promotora

=

débil o ninguna region promotora

s
8 La preparacién de la reivindicacion 6, en la que para los
procedimientos b) o e}, la secuencia de nucleotidos Y comprende

una regidn promotora fuerte para la bacteria
“ — — e -

g La preparacion de ampollas de la reivindicacion 8, en la
que la secuencia de nucleotidos Y esta insertada 200-600 pb

cadena arriba del codon de iniciacion del gen de 1interes

10 La preparacién de ampollas de la reivindicacidén 9, en 1la
que la secuencia de nucleotidos Y esté insertada
aproximadamente 400 pb cadena arriba del codon de 1iniciacidn

del gen de interes

11 La preparacion de ampollas de la reivindicacion 6, en la
gque para el procedimiento c), la secuencia de nucleotidos X
comprende parte de la secuencia de control represivo del
promotor, y la secuencia de nucledtidos Y no comprende dicha

secuencila

12 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 4 o 5,
en la que los sucesos de recombinacién de los procedimientos
a), d) y h) se llevan a cabc de modo gue la secuencia de

nucleotidos X comprende parte de la secuencia de codificacion

163
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del gen de interes

13 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 4 o 5,
en la que los sucesos de recombinacidédn del procedimiento 1) se
llevan a cabo de modo que la secuencia de nucleotidos Y

comprende otra copia del gen en un modulo de expresion

14 La preparacidén de ampollas de las reivindicaciones 1-13

aislada de una cepa B de Neisseria meningitidis modificada

15 Ls preparacion de ampollas de la reivindicacion 14,
obtenible empleandc al menos los procedimientos b) y/o 1), en
la que uno o mas genes de una lista que comprende NspA,
similar a Hsf, Hap'\fgiil_ESEEL-OMPBS' P11Q, PldA, FrpB, TbpA,

TbpB, FrpA, FrpC, 11bpA, LbpB, FhaB, HasR, 1lipo02, Tbp2

(lipo28), M1tA (lipo30) y ctrA estan sobrerregulados

16 lLa preparacion de ampollas las reivindicaciones 14 o 15,
obtenible empleando al menos el procedamiento a), en la gue uno
o mas genes de una lista que comprende PorA, PorB, PilC, TbpA,

TbpB, LbpA, LbpB, Opa y Opc estan subrregulados

17 La preparacion de ampollas de las reivindicacaiones 14-16,
obtenible empleando al menos el procedimiento d), en la que uno
o mas genes de una lista que comprende htrB, msbB y lpxK estan

subrregulados

18 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 14-17,

obtenible empleando al menos el procedimiento e), en la que uno
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o mas genes de una lista que comprende pmrA, pmrB, pmrE y pmrF

estan sobrerregulados

19 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 14-18,
obtenible empleando al mencs el procedimiento c), en la gue la
secuencia de control represivo del promotor es 1la region

operadora fur o los genes TbpB, LbpB ¢ ambos

20 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 14-19,
obtenible empleando al menos el procedimiento h), en la que unco
0 mas genes de una lista que comprende galE, siaA, si1aB,

siaC, siaD, ctrA, ctrB, ctrC y ctrD estan subrregulados

(g;i) La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 1-13
aislada a partir de una cepa de Moraxella catarrhalis

modificada

22 La ©preparacion de ampollas de 1la reivindicacién 21,
obtenible empleando al menos el procedimiento b) y/o 1), en la
que uno o mas genes de una lista que comprende OMP106, HasR,
P11Q, OMP85, 1lipo0O6, lipolQO, 1lipoll, lipol8, P6, ompCD, CopB,
D15, OmplAl, Hly3, LbpA, LbpB, TbpA, TbpB, OmpE, UspAl, UspA2 y

Omp2l estan sobrerregulados

23 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 21 o
22, obtenible empleando al menos el procedimiento a), en la que
uno © mas genes de una lista que comprende CopB, OMP106,

OmpBl, TbpA, TbpB, LbpA y LbpB estan subrregulados
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24 La preparacién de ampollas de las reivandicacicnes 21-23,
obtenible empleando al mencs el procedimientc d), en la que uno
0 mas genes de una lista que comprende htrB, msbB y lpxK estan

subrregulados

25 La preparacion de ampollas de las reavindicaciones 21-24,
obtenible empleando al menos el procedimiento e), en la que uno
0 mas genes de una lista que comprende pmrA, pmrB, pmrE y pmrF

estan sobrerreguladocs

Eié) La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 1-13
aislada a partir de wuna cepa de Haemophilus 1influenzae

modificada

27 La preparacién de ampollas de la reivaindicacidn 26,
obtenible empleando al menos el procedimiento b) y/o 1), en la
que uno o mas genes de una lista que comprende D15, P6, TbpA,
TbpB, P2, P5, OMP26, HMW1l, HMW2, HMW3, HMW4, Hia, Hsf, Hap,

Hind7 e Hif estan sobrerregulados

28 La preparacion de ampollas de las reavindicaciones 26 o
27, obtenible empleando al menos el procedimiento a), en la que
uno © mas genes de una lista que comprende p2, P5, Hif,
proteasa IgAl, HgpA, HgpB, HMW1l, HMW2, Hxu, TbpA y TbpB estan

subrregulados

29 La preparacién de ampollas de las reivindicaciones 26-28,

obtenible empleando al menos el procedimiento d), en la que uno
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o mas genes de una lista que comprende htrB, msbB y lpxK estan

subrrequlados

30 La preparacion de ampollas de las reivindicaciones 26-29,
obtenible empleando al menos el procedimiento e), en la que uno
o mads genes de una lista que comprende pmrA, pmrB, pmrE y pmrF

estan sobrerregulados

31 Una preparacidén de ampollas modificadas geneticamente de

S

una cepa bacteriana Gram negativa, caracterizada porque la
citada preparacion es obtenible empleando un procedimiento que
comprende las etapas de 1introduccidén de un gen heterologo,
opcionalmente controladoe por una secuencia promotora fuerte, en
un cromosoma por recombinacion homologa, y la preparacion de

ampollas de la citada cepa

32 La preparacion de ampollas de la reivaindicacion 31, en la
que la cepa Gram negativa es Neisseria gonorrhoeae, y el gen

heterélogo es un OMP protector de C trachomatis

33 La preparacidn de ampollas de la reivaindicacion 31, en la
que Jla cepa Gram negativa es Haemophilus influenzae, y el gen

heterbélogo es un OMP protector de Moraxella catarrhalis

34 La preparacion de ampollas de la reivindicacién 31, en la
que la cepa Gram negativa es Moraxella catarrhalis, y el gen

heterélogo es un OMP protector de Haemophilus influenzae

35 Una vacuna que comprende la preparacon de ampollas de las
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reivindicaciones 1-34 y un excipiente farmaceuticamente

aceptable

36 Una vacuna menihgococlica que comprende la preparacion de
ampollas de las reivindicaciones 14-20 y uno o© mas
polisacdridos capsulares meningococicos sSolos © conjugadoes

seleccionados de los serotipos A, C, Yo W

37 Una wvacuna contra la meningitis que comprende la
preparacion de las reivindicaciones 14-20 o la preparacidn de
ampolla de la reavaindicacidn 32, un polisacarido capsular de H
influenzae b conjugado y uno © mas polisacaridos capsulares

neumococlcos solos o conjugados

38 Una vacuna contra la otitis media que comprende la
preparacion de ampollas de las reivindicaciones 21-25, uno o
mas polisacaridos capsulares neumococicos solos o conjugados y
uno o mas antigenos que puedan proteger a un huésped frente a

la infeccion por H 1nfluenzae no tipificable

39 Una wvacuna contra la otitis media que comprende la
preparacion de ampollas de las reivindicaciones 26-30, uno o
mas polisacaridos capsulares neumocdcicos solos o conjugados y
uno ¢ mas antigenos que puedan proteger a un huésped frente a

la i1infeccion por Moraxella catarrhalis

40 La vacuna contra la otitis media de las reivindicaciones
38 0 39, comprendiendo la vacuna ademas uno o mas antigenos de

proteina gue pueden proteger a un huesped frente a
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Streptococcus pneumoniae y/o uno o mas antigenos gque pueden
proteger a un huesped frente a RSV y/o uno o mas antigenos que

pueden proteger a un huesped frente al virus de la gripe

41 Un vector adecuado para realizar los sucesos de

recombinacion descritos en las reivindicaciones 3-34

42 Una cepa bacteriana Gram negativa modificada de la que se
e ————e
prepara la preparacion de ampollas de las reivindicaciones 1-

34

43 Una vacuna de ampollas, fantasma o© de celulas enteras
™

muertas Gram negativa no toxica adecuada para uso pedidtrico

44 Una secuencla peolinucleotida aislada que se hibrida en
condiciones muy estrictas con al menos una parte de 30
nucledtidos de los nucleotidos de la SEC N° ID 2-23, 25, 27-81

o de una cadena complementaria de estas

45 La secuencia polinucleotida aislada de 1la reivindicacion

44, que comprende al menos 30 nucledtidos

46 La secuencia polinucleotida aislada de la reivindicacion
45, que comprende al menos 30 nucleotidos de la SEC N° ID 2-

23, 25, 27-81 o de una cadena complementaria de estas

47 El uso de una secuencia polinuclectida ailslada de las
reivindicaciones 44-46 para realizar un suceso de recombinacién

homéloga en los 1000 pb cadena arriba de un gen cromosomico
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bacteriano Gram negativo para aumentar © reducir la expresion

del citado gen

48 Un procedimientoc para sobrerregular genéticamente la
expresion de un gen en una cepa bacteriana Gram negativa que
comprende las etapas de preparacion de un vector gque comprende

una secuencia promotora fuerte y una secuencia de nucleotidos

—

Yecon-org oo

de al menos 30 nucledétidos, que es capaz de recombinacion con
una secuencia de al menos 30 nucledétidos en los 1000 pb cadena

arriba del gen, la transformacion de una cepa bacteriana con el

hon~okga hadtornl

vector, y la realizacion de un suceso de recombinacion homologa

entre el cromosoma y el vector para introducir el promotor

dentro de las 1000 pb cadena arriba del codén de 1iniciacion del

e——— e

—— — -—

gen

49 El procedimiento de la reivindicaciédn 48, en el que el
promotor se introduce dentro de los 200-600 pb cadena arriba

B ]

del codon de 1niciacion del gen

50 El procedimiento de la reivindicacidén 48, en el gque el
promotor se introduce dentro de los 400 pb cadena arriba d?l

codon de 1niciaciédn del gen e {

51 El procedimiento de las reivindicaciones 48-50, en el que
el suceso de recombinacion homecloga se efectua a traves de un
doble cruzamiento entre dos secuencias de al menos 30
nuclebétidos en el cromosoma bacteriano, separadas por la
secuencia de nucleotidos "X", y dos secuencias de al menos 30

nucledtidos en el vector, separadas por la secuencia de
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nucledtidos "Y" que comprende la secuencia promotora fuerte, en
el que el vector es una secuencia de nucleotidos lineal y en el

que durante el suceso de recombinacion X e Y se 1intercambian

52 El procedimiento de la reivindicacién 51, en el que las
dos secuencias de nucleotidos son de aproximadamente la misma

longitud

53 Una cepa bacteriana modificada obtenible por los

]

procedimientos de las reivindicaciones 48-52

54 Un procedimiento para producir una preparacidén de ampolla

modificada geneticamente a partir de una cepa de bacterias Gram
e

negativas mediante el empleoc de uno o© mas procedimientos

seleccionados a partir de los siguientes grupos

a) un procedimiento de reduccion de variable
inmunodominante o antigenos no protectores en la preparacién de
ampolla que comprende las etapas de determinar la identidad del
mencionado antigeno, modificacion de una cepa bacteriana para
producir menor o ninguna cantidad del mencionado antigeno y
preparacion de ampollas de la mencionada cepa,

b} un procedimiento de sobrerregulacion de la expresidn
de antigenos de OMP protectores en la preparacion de ampolla
que comprende las etapas de 1identificacidn del mencionado
antigeno, modificacion de 1la cepa bacteriana asi como la
introduccion en sentido contrario de una secuencia promotora
mas fuerte de un gen gue codifica el mencionado antigenc tal
gue el mencicnado gen Se expresa a un nivel superior que la

ampolla no modificada, y preparacién de ampollas de la
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mencionada cepa,

c) un procedimiento de sobrerregulacion de la expresion
de antigenos de OMP en la preparaclidn de ampollas gque comprende
las etapas d% 1dentificar el mencionado antigeno, modificacidn
de una cepa bacteriana asi como la eliminacion de 1los
mecanismos de control represivo de su expresidn, y preparacidédn
de ampollas de la mencicnada cepa. d) un procedimiento
de modificacion de la parte lipido A del LPS bacteriano en la
preparacion de ampollas, gue comprende las etapas de
identificacion de un gen 1implicado en 1la transformacion en
téx1ca de la parte laipido A de LPS, modificacion de una cepa
bacteriana para reducir o eliminar la expresion del caitado gen,
y preparacion de ampollas de la citada cepa,

e) un procedimiento de modificacion de la parte lipido A
del LPS bacteriano en la preparacién de ampollas, gue comprende
las etapas de 1dentificacién de un gen 1implicado en 1la

- T
transformacion en menos tdxica de la parte lipido A de LPS,

modificacién de una cepa Dbacteriana para introducir una
secuencla promotora mas fuerte cadena arriba del citado gen, de
modo que el citado gen se exprese a un nivel superior que en la
ampolla no modificada, y preparacién de ampollas de la citada
cepa,

f) un procedimiento de reduccidn de la toxicidad del
lipido A en la preparacién de ampollas y aumento de los naiveles
de antigenos protectores, que comprende las etapas de
modificacién del cromosoma de una cepa bacteriana para
incorporar un gen que codifica un peptido polimixina A, © un
derivado o analogo de este, condensado c¢on un antigeno

protector, y preparacion de ampollas de la citada cepa, o
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g) un procedimiento de creacidén de antigenos de OMP
conservados en la preparacion de ampollas, que comprende las
etapas de identificacién de dicho antigeno, modificacidédn de una
cepa bacteriana para suprimir las regiones varlables de un gen
que codifica dicho antigeno, y preparacion de ampollas de la
citada cepa

h) un procedimiento de reduccion de la expresidén dentro
de la preparacidén de ampolla de un antigeno que comparte una
iifEEEEEE§E>estructural con una estructura humana y puede ser
capaz de 1inducir una respuesta autoinmune en humanos, gque
comprende las etapas de 1dentificacion de un gen implicado en
la biosintesis del antigeno, modificacion de una cepa
bacteriana asi como la reduccién QMEEETEEEEiSE_de la expresion
del mencionado gen, y obtencion de ampollas de la mencionada
cepa, ©

1) un procedimiento de sobrerregulacidén de la expresion
de antigenos de OMP protectores dentro de la preparacion de
ampolla gue comprende las etapas de 1identificar el mencionado
antigeno, modificar la cepa bacteriana asi como la introduccion
dentro del cromosoma de una o0 mas copias de un gen que codifica
el mencionado antigeno controlado por una secuencla heterdloga,

promotora mas fuerte, y obtencion de ampollas de la menc:ionada

cepa

25 155) Un procedimiento de inmunizacidén de un huesped humano

contra una enfermedad causada por la infecciédn de una o mas de
entre Neisseria meningitaidas, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influen:za, Moraxella catarrhalais, Pseudomonas

aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumonia, tal
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procedimientc comprende la administracién al huesped de una
dosis 1inmunoprotectora de 1la preparacion de ampolla de las

reivindicaciones 1-34

5 (g;) Utilizacion de la preparacién de ampolla de 1las

10

reivindicaciones 1-34 en la preparacion de un medicamento para
la 1inmunizacion de un huesped humano contra una enfermedad
causada por la infeccidn de unoc o mas del entre Neisseraia
meningitidis, Neisseria gonorrhceae, Haemophilus ainfluenza,
Moraxella catarrhalais, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia

trachomatis, Chlamydia pneumonia
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COMPOSICION DE VACUNA

RESUMEN

La presente invencidn se refiere a una vacuna de ampollas
Gram negativa inmunoprotectora y no téxica adecuada para uso
pediatrico Ejemplos de cepas Gram negativas de las que se
preparan 1as ampollas son N meningitidis, M catarrhalis y H
influenzae Las ampollas de la invencidén se mejoran mediante uno
0 mAs cambios geneticos en el cromosoma de la bacteria,
incluyende la sobrerregulacion de los antigenos protectores,
subrregulacion de los antigenos inmunodominantes no protectores

y detoxaficacion del resto Lipido A de LPS
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Figura 4
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Figura 9
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Fagura 12
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Figura 15
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Figura 16
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(57) RESUMEN
1 Una preparacién de ampollas genéticamente modificada

a partar de una cepa bacteriana Gram negativa,

caracterizada porque dicha preparacién es obtenable

empleando uno o mis procedimientos seleccionados del

sigulente grupo

a)

b)

Un procedimiento de reduccidn de antigenos
variables inmunodominantes © no protectores en
la preparacidédn de ampollas, gque comprende las
etapas de determinacidn de la identidad de dicho
antigeno, modificacién de una cepa bacteriana
para producir menos o nada del citado antigeno
y preparacibén de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de sobrerregulacidén de la
expresidbn de antigenos de OMP protectores en la
preparacidén de ampollas, gque comprende las
etapas de 1indentaficacién de dicheo antigeno
modificacién de una cepa bacteriana para
introducir una secuenclia promotora mas fuerte
cadena arriba de un gen gque codifica dicho

antigeno, de manera que el citado gen se exprese



c)

d)

e)

a un nivel superior al de la ampolla no
modificada, y preparacidédn de ampollas de la
citada cepa,

un procedimiento de sobrerregulacién de 1la
expresidn de antigenos de OMP protectores
condicionalmente expresados en la preparacion de
ampollas, que comprende las etapas de
identificacidén de dicho antigeno modificacion
de wuna cepa bacteriana para elaiminar Ilos
mecanismos de control represivo de su expresion
y preparacidén de ampollas de la citada cepa,

un procedimiento de modificacién de la parte
lipido A del LPS bacterianc en la preparacidn de
ampollas que comprende las etapas de
identificacién de un gen 1implicado en la
transformacidn en tdxica de la parte lipido A de
LPS, modificacidén de una cepa bacteriana para
reducir o eliminar la expresidén del citado gen

y preparac:6n de ampollas de la citada cepa

un procedimiento de meodificacion de la parte
lipado A del LPS bacteriano en la preparacion de
ampollas, que comprende las etapas de
identificacidn de un gen 1mplicado en la
transformacién en menos tdxica de la parte

lipide A de LPS, mwmodificacion de una cepa



-

bacteriana para introducir una secuencla
promotora mwis fuerte cadena arriba del citado
gen, de modo que el citado gen se exprese a un
nivel superior que en la ampolla no modificada,
y preparacidén de ampollas de la citada cepa

£) un procedimiento de reduccion de la toxicidaa
del lipido A en la preparacidn de ampollas vy
aumento de los niveles de antigenos protectores
que comprende las etapas de modificacidn del
cromosoma de una cepa bacteriana para 1ncorporar
un gen que codifica un péptido polimixina A o©
un deraivado o andlogo de é&éste condensado con un
antigeno protector, y preparac:idn de ampocllas de
la citada cepa, ©

g) un procedimiento de creacidn de antigenos de OMP
conservados en la preparacidn de ampollas que
comprende las etapas de identificacidn de dicho
antigeno, modificaciédn de una cepa bacteriana
para suprimir las regiones variables de un gen
que codifica dicho antigeno, y preparacidén de

ampollas de la citada cepa

31 Una preparacidn de ampollas modificadas genéticamente
de una cepa bacteriana Gram negativa, caracterizada porque
la citada preparacién es obtenible empleande un
procedimiento gque comprende las etapas de introduccidn de
un gen heterSlogo, opcionalmente contrelado por una
secuenc:a promotora fuerte, en un cromosoma  por

recombinacién homéloga, y la preparacidén de ampollas de la

citada cepa



48 Un procedimiento para sobrerregular genéticamente la

expresidon de un gen en una cepa bacteriana Gram negativa

que comprende las etapas de preparacidn de un vector gque

comprende una secuenc:ia promotora fuerte y una secuencia
de nucleétidos de al menos 30 nucledtidos, que es capaz de
recombinacién con una secuencila de al menos 30 nucledtidos
en los 1000 pb cadena arrxaiba del gen, la transformacion de
una cepa bacteriana con el vector, y la realizacidn de un

suceso de recombinacidén homdéloga entre el cromosoma y €l

vector para introducir el promotor dentro de las 1000 pb

cadena arriba del codén de iniciacidn del gen



Prose
|
Industria y Comercio

SUPERINTENDFNCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCIO?( MODELO DE UTILIDAD{ ]
o Nombre e identificacion del Solicitante [ []
o Nombre e identficacion del Inventor , [1]
e Titulo 0 nombre de la Invencién ( {1
» Descnipcion s [1]
o Rewndicaciones | KZ [1]
e Resumen \'96{ []
« Comprobante de Pago 1’] [1]
COMPLETA[)( INCOMPLETA | ]

DISENO INDUSTRIAL { ]

¢ Nombre e identficacion del petictonarno [1]
o Nombre e identficacion del inventor o disefador [1]
o Indicacidn del género de productos para los cuales debe ubhzarse [1]
o Representacion gréfica [1]
o Comprobante de pago {]
COMPLETA[ INCOMPLETA [ ]
mrResponsable < |
’/

Fech Fol l
Fech r:ani;m, P9-0363 57 49 e e Carrera 13 No 27-00 Fiso 5y 10

Dependsncta a% PRIENTES D | Regigmy 4 Conmutador 334122123 4

¢ ﬂﬂ'lSI_ll‘. IE NUEVAS CREAC IS PRESENTAL , Fax 281 31 25 e-mail mio@sic gov co

Santa Fede Bogotd DC  Colombia



SUHHWWENDHWJA
DEHEKBHHA
Y COMERCIO

INFORME DE PROTOCOLO

Expaediente _00-58242

Fecha _8 de Agosto del 2000

Se certifica que

Desde fecha 12 de jJulio de 1996 ’
del folio 86 459 1 al folio 86 464 del

libro de Protocolo No__ 298 , obra el poder

NQ 16 769 _ conferido por _ SMITHKLINE

-

BEECHAMAN BIOLOGICALS S A

domiciliado(a) en _Rixensart - Bélidica

al doctor __GERMAN CASTILLO GRAU y/o ADRIANA

CASTILLO GIBSONE y/o LUIS FELIPE_ CASTILLO
GIBSONE d

Representante en Santafé de Bogotd D C Los

mismos

Facultad para desistir _SI

Revisado

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221 2 34
Fax 281 3125
Santafé de Bogotd DC  Colombia



SUPERINTENDENC[A
DE INDUSTRIA
Y commcno@

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-58242
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion

Si{x ] NOI ] NO APLICABLE [ ] Present6 los poderes necesanos‘én
forma correcta (Decision 344 art 14-a)

Si[x ] NO[ ] NO APLICABLE] ] Acredité, en forma correcta, ia
existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art 14-c de la Decision 344, literal g) del art 4 del Decreto
117/94)

Si[x 1] NOJ[ 1 NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacién establecida

&ﬁ (art. 13 de la Decision 344 y ia Resolucion 02 del 4 de Enero
del 2000)

Si[x } NOT 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Pans

Sif ] NO{[x ] NO APLICABLE [ ] Presentd copla, certificada su
conformidad por la Administracion que recibié la solicitud de la
cual reivindica pnondad, al momento de radicar la sohcitud
nacional

SI[ ] NO([x ] NO APLICABLE [ ]Presentd fa fraduccion del capitulo
reivindicatonio de la solicitud de la cual se rervindica pnondad
(Art. 4, D-3 Convenio de Parts, Concepto 5 de enero de 1999

N SIC)

\
g si[ 1 NO[x]1 CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS Debera presentar copla
certificada su conformidad por la Administracién que recibié la solicitud de la cual reivindica
priondad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de depdsito de la solieitud posterior La omision de esta formalidad implicara la
pérdida def derecho de prioridad

En consecuencia, se conceptua que esta solicitud

SI[ ] NOIX] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decisién
344 y por tanto,
SI[ ] NO[X] Se recomlenda PUBLICAR el extracto correspondiente

Santafé de Bogota, D C , 8 de Agosto def 2000

EXAMINADOR JURIDICO
202022 .

Carrera 13 N° 27 00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221 2-3-4
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Santafé de BogotdA D C Colombla
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Folio No 201/

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacién No 00-58242
Concepto Técnico No 1728
Clasificacién Internacional de Patentes C12N 15/00, C12N 15/09, A61K 39/02

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art 21 de la Decisién 344, se determind que ia
presente solicifud de Patente de Invencién

SIXINO[]  Contiene la dentificacién comecta de! inventor (Art 8, Art 13-a)

SIXINO[]  cContene laidentificacion correcta de! solicitante (Art 13 a)

sIXINO[] Contene el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma correcta
(Art 13-e)

SITINCIX}  Contiene el titulo 0 nombre de la nvencin en forma correcta (Art 13-b)

SI{INO[X]  Contiene la descnpcion clara y completa de la invencion (Art 13-c)

SIX|NO[] Contiene los dibujos comectos (At 14-c junio con el Iteral d) del Art 4
del (Dto 117 del 94)

SI [X]NO[] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art 14-c junto con el Dic 3464
del 26 de diciembre de 1980)

SI[INO[X] Contiene una o mas retvindicaciones, en forma correcta, que precisen la matena para la
cual solicita proteccion mediante la patente {Art 13-d)

SIIXINO{]  Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 de Dto 117 de! 94

SIINO|[] Contene el arte final del dibujo caractenstico de acuerdo con el iteral c) del articulo 4 y
el articulo 27 del Dto 117 del 94

SIPGNO|] Contiene la taneta de archivo tematico (forma P 104) en f0rma correcta (Artc 14-c junto
con el iteral b) del 1rt 4 del Dto 117 del 94)

SIXINO[] Contiene |a taneta de archivo de propietanos {forma P-105) en forma correcta (Art 14c
Junto con el iiteral b) del Art 4 del Dto 117 del 94)

SI[INO[X]  CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA

1 Eltitulo de la invencién es muy general, pues “composiciones de vacuna” no permite establecer sobre
que tipo de compuestos versa la invencién Por tanto, se recomienda que se modifique el titulo de
manera que corresponda con las rewvindicaciones de la solicitud modificadas de acuerdo con las
siguientes observaciones Sirvase presentar nuevas lanetas y extracto con el titulo modificado

2 En general no es claro en toda la solicitud cual es el objefo de la invencién Lo antenor se afirma
baséndonos en el hecho de que el preambulo de las revindicaciones indica que el objeto de la
invencion es una preparacion de ampollas, y el érmino ampollas no existe en el campo de la
mvencién dicho término deber ser reemplazado por ampolletas y aun mejor debe sustiuirse por la
mencién de la forma farmaceutica inyectable que se desea proteger Adicionalments, la preparacion
no es la que se modifica geneficamente, la modificacion genetica Soio ocurre en organismos vivos, en
este caso son las cepas bactenanas Gram Negativas las que se modifican genéticamente En
consecuencia el objeto de la invencién sena una forma farmacéutica inyectable que comprende una



S,

cepa de bactenas Gram Negativas modificadas genéticamente mediante uno 0 mas de los siguientes
procedimiento Ademas de lo expuesto antenormente, las reivindicaciones no son claras debido a que
el objeto de la invencién que es una composicion farmacéutica no puede ser definido en funcién del
procedimiento que se emplee en su elaboraci6n  Si el solicitante desea proteger la composicion
defina especificamente su formula o indique las caractenisticas de la cepa modificada y el numero de
deposito mediante el cual se puede acceder a dichas cepas, de lo contrano la invencién no se
encuentra definida y por consiguiente no cumple con el articulo 13 de la Decisién 344  Si el solicitante
considera que su invencion son los procedimiento para modificar las cepas bactenas, indique que ef
objeto de la invencibn son los procedimiento y definanios de acudo a los pasos que se indican en la
reivindicacion 1

3 Adicional a los defectos de clandad que se mencionaron en el punto antenior, se observa que ya sean
el objeto de la nvencion las preparaciones farmacéuticas o los procedimientos modificar para
modificar las bactenas para mejorar sus cualidades como vacuna, dichas preparaciones 0
procedimientos carecen de unidad de invencién puesto que cada uno de los procedimientos definidos
en los Merales a) al g) son completamente diferentes, lo unico que tienen en comun es que la
bactenas que de su aplicacion resulten van ser mejores como vacunas Ahora bien, si el objeto de la
invenciébn son las composiciones farmaceuticas que comprenden eslas bactenas, dichas
composiciones no cumplen con el requisto de umidad de invencion ya que son completamente
diferentes entre ellas, puesto que el compuesto activo que las caractenza, es decrr, las bactenas que
resultan de los procedimientos antes mencionados son completamente distintas, por ejemplo, las
bactenas resultantes del procedimienfo a} van a tener una disminucion en la canfidad de antigenos
vanables nmuno-dominantes o no protectores mientras las bacterias de resultantes del procedimiento
b) se caractenzan por sobre expresar antigenos OMP protectores, igual ocurre con las composiciones
obtenidas mediante los restantes procedimientos

EXAMINADOR TECNICO 202016,

Bogota, D C, 31 de octubre de 2000



SUPERINTENDENCIA
SI‘@ DE INDUSTRIA
Y COMERCIO 'Zj
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES @8

EXPEDIENTE 00-68242
AUTO 2680
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO Reconocer personeria al doctor GERMAN CASTILLO GRAU como
_ -~ apoderado de la Sociedad solicitante en los términos y para los efectos del poder
g conferdo

ARTICULO SEGUNDO Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
f. de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacién del auto, presente
d respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma

ARTICULO TERCERO Notfficar por estado el presente auto advirttendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dado en Santafé de Bogota DC , a los 8 7 KOV 2000

LA JEFE DE LA DIVISIQN DE MUEVAS CREACIONES,

. \\ N\ I
NOTIFICADO POR ESTADO ’
*mH NOV
Santafé de Bogota D CL,ﬁ@ NO nmﬁ anotacion en estado de esta misma fecha

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221 2-3-4
Fax 281 3125
Saniafé de BogotA D C Colombia



