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DESCRIPCION
Nuevos compuestos derivados de neisseria meningitidis

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a polinucledtidos (denominados en lo sucesivo "polinucleétidos(s) BASB041"™, a
polipéptidos codificados por ellos (denominados en lo sucesivo "polipéptido(s) BASB041" o "BASB041"), a
materiales recombinantes y a procedimientos para su produccidon. En otro aspecto, la invencion se refiere a
procedimientos para usar dichos polipéptidos y polinucleétidos, incluyendo vacunas contra infecciones bacterianas.
En un aspecto adicional, la invencién se refiere a ensayos diagnésticos para detectar la infecciéon por ciertos
patégenos.

Antecedentes de la invenciéon

Neisseria meningitidis (meningococo) es una bacteria gramnegativa aislada frecuentemente del tracto respiratorio
superior humano. En ocasiones provoca enfermedades invasivas bacterianas tales como bacteriemia y meningitis.
La incidencia de la enfermedad meningocécica muestra diferencias geogréaficas estacionales y anuales (Schwartz,
B., Moore, P. S., Broome, C. V.; Clin. Microbiol. Rev. 2 (Anexo), S18-S24, 1989). La mayoria de las enfermedades
en paises templados son debidas a cepas del serogrupo By su incidencia varia desde 1-101100.000/poblacion total
al aflo, alcanzando a veces valores superiores (Kaczmarski, E. B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995;
Scholten, R. J. P. M., Bijlmer, H. A., Poolman, J. T. y col., Clin. Infect. Dis. 16: 237-246, 1993; Cruz, C., Pavez, G.,
Aguilar, E., y col., Epidemiol. Infect. 105: 119-126, 1990).

Las epidemias dominadas por meningococos del serogrupo A, mayoritariamente en Africa central, se encuentra que
a veces que alcanzan unos niveles de hasta 1. 000/100.000/afio (Schwartz, B., Moore, P. S., Broome, C. V. Clin.
Microbiol. Rev. 2 (Anexo), S18-S24, 1989). Practicamente todos los casos en total de las enfermedades
meningocdcicas son provocadas por meningococos de los serogrupos A, B, C, W-135 e Y, y hay disponible una
vacuna de polisacaridos tetravalente A, C, W-135, Y (Armand, J., Arminjon, F., Mynard, M. C., Lafaix, C., J. Biol.
Stand. 10: 335-339, 1982).

Las vacunas de polisacaridos se estan mejorando actualmente mediante su conjugacion quimica con proteinas
portadoras (Lieberman, J. M., Chiu, S. S., Wong, V. K. y col., JAMA 275: 1499-1503, 1996).

No hay disponible una vacuna para el serogrupo B, dado que se encontrd que el polisacarido capsular B no era
inmunogeno, muy probablemente porque comparte una similitud estructural con los componentes del hospedador
(Wyle, F. A, Artenstein, M. S., Brandt, M. L. y col., J. Infect. Dis. 126: 514-522, 1972; Finne, J. M., Leinonen, M.,
Makela, P. M., Lancet ii.: 355-357, 1983).

Durante muchos afios se han iniciado y llevado a cabo esfuerzos para desarrollar vacunas basadas en la membrana
externa meningocdcica (de Moraes, J. C., Perkins, B., Camargo, M. C. y col., Lancet 340: 1074-1078, 1992; Bjune,
G., Hoiby, E. A. Gronneshy, J. K. y col., 338: 1093-1096, 1991). Dichas vacunas han demostrado unas eficacias del
57% - 85% en nifios (>4 afios) y adolescentes.

En estas vacunas hay presentes muchos componentes de la membrana externa bacteriana, tales como PorA, PorB,
Rmp, Opc, Opa, FrpB, y la contribuciéon observada de estos componentes a la proteccion todavia necesita una
definicion adicional. Se han definido otros componentes de la membrana externa usando anticuerpos animales o
humanos que pueden ser potencialmente relevantes para la inducciéon de una inmunidad protectora, tales como
TbpB y NspA (Martin, D., Cadieux, N., Hamel, J., Brodeux, B. R., J. Exp. Med. 185: 1173-1183, 1997; Lissolo, L.,
Maitre-Wilmotte, C., Dumas, p. y col., Inf. Immun. 63: 884-890, 1995). Los mecanismos de la inmunidad protectora
implicaran una actividad bactericida mediada por anticuerpos y opsonofagocitosis.

Se ha usado un modelo animal de bacteriemia para combinar todos los mecanismos mediados por anticuerpos
(Saukkonen, K., Leinonen, M., Abdillahi, H. Poolman, J. T., Vaccine 7: 325-328, 1989). Generalmente se acepta que
el mecanismo bactericida mediado por el componente del complemento tardio es crucial para la inmunidad frente a
una enfermedad meningocdcica (Ross, S. C., Rosenthal P. J., Berberic, H. M., Densen, P. J., Infect. Dis. 155: 1266-
1275, 1987).

En el documento W099/57280 se desvelan varias proteinas de Nesseria meningtidis.

La frecuencia de las infecciones por Neisseria meningitidis se ha incrementado drasticamente en las pasadas
décadas. Esto se ha atribuido a la aparicion de multiples cepas resistentes a antibidticos y a un incremento en la
poblacién de personas con sistemas inmunitarios debilitados. Ya no es excepcional aislar cepas de Neisseria
meningitidis que son resistentes a algunos o todos los antibidticos estandar. Este fendbmeno ha creado una
necesidad médica y una demanda no satisfechas de nuevos agentes antimicrobianos, vacunas, procedimientos de
cribado de farmacos y pruebas diagndsticas para este organismo.
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Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a BASB041, en particular a polipéptidos BASB041 y a polinucleétidos BASB041, a
materiales recombinantes y a procedimientos para su produccidon. En otro aspecto, la invencion se refiere a
procedimientos para usar dichos polipéptidos y polinucleétidos, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades microbianas, entre otros. En un aspecto adicional, la invencion se refiere a ensayos diagndsticos para
detectar enfermedades asociadas con infecciones microbianas y trastornos asociados con dichas infecciones, tales
como ensayos para detectar la expresion o la actividad de los polinucleétidos o polipéptidos BASB041.

Descripcion de la invencion

La invencion se refiere a polipéptidos y polinucledtidos BASB041, segun se describe con mayor detalle a
continuacién. La invencion se refiere especialmente a BASB041 con las secuencias de nucledtidos y aminoacidos
establecidas en las SEC ID N°: 1, 3,5 ylas SEC ID N°: 2, 4, 6 respectivamente. Se entiende que en las secuencias
enumeradas en la Lista de Secuencias, mas abajo, "ADN" representa una ejemplificacion de una forma de
realizacién de la invencion, dado que los expertos habituales en la materia reconoceran que dichas secuencias
pueden emplearse provechosamente en polinucledtidos en general, incluyendo ribopolinucleétidos.

Polipéptidos

En un aspecto de la invencién se proporcionan polipéptidos de Neisseria meningitidis denominados en lo sucesivo
"BASB041" y "polipéptidos BASB041", y composiciones que comprenden los mismos.

La presente invencién prevé adicionalmente:

(a) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos
el 97%, muy preferiblemente de al menos el 97-99% o una identidad exacta, con la de las SEC ID N°: 2, 4, 6.

(b) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de polinucleétidos
gue tiene una identidad de al menos el 97%, mas preferiblemente de al menos el 97-99% o una identidad
exacta, con la de las SEC ID N°: 1, 3, 5 sobre la longitud completa de las SEC ID N°: 1, 3, 5 respectivamente.
(c) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de polinucleétido
que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 97%, mas preferiblemente de al
menos el 97-99% o una identidad exacta, con las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 2, 4, 6;

Los polipéptidos BASB041 proporcionados en las SEC ID N°: 2, 4, 6 son los polipéptidos BASB041 de las cepas de
Neisseria meningitidis ATCC 13090 y H44/76.

La invencion también proporciona un fragmento inmundgeno de un polipéptido con la secuencia de las SEC ID N°: 2,
4 6 6 en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de las SEC ID N°: 2, 4 6 6 y que tiene la
misma o practicamente la misma actividad inmunégena que el polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de las SEC ID N°: 2, 4, 6. Es decir, el fragmento (si fuera necesario cuando se acopla a un portador) es
capaz de provocar una respuesta inmunitaria que reconozca el polipéptido de las SEC ID N°: 2, 4 6 6. Dicho
fragmento inmundgeno puede incluir, por ejemplo, el polipéptido BASB041 carente de una secuencia lider N-
terminal, y/o un dominio transmembranal y/o un dominio de anclaje C terminal. En un aspecto preferido, el fragmento
inmunogeno de BASBO041 segln la invencion comprende sustancialmente todo el dominio extracelular de un
polipéptido que tiene una identidad de al menos el 85%, mas preferiblemente una identidad de al menos el 90%, aln
mas preferiblemente una identidad de al menos el 95%, muy preferiblemente una identidad de al menos el 97-99%,
con la de las SEC ID N°: 2, 4, 6 sobre la longitud completa de las SEC ID N°: 2, 4, 6.

Un fragmento es un polipéptido con una secuencia de aminoacidos que es completamente la misma que parte, pero
no toda, cualquier secuencia de aminoacidos de cualquier polipéptido de la invencién. Como con los polipéptidos
BASBO041, los fragmentos pueden ser independientes o estar comprendidos en un polipéptido mayor del cual forman
una parte o regién, muy preferiblemente como una Unica regién continua en un Unico polipéptido mayor.

Algunos fragmentos preferidos incluyen, por ejemplo, polipéptidos de truncamiento con una porcién de una
secuencia de aminoacidos de las SEC ID N° 2, 4, 6, tales como una serie continua de residuos que incluye una
secuencia de aminoacidos amino y/o carboxilo terminal. También se prefieren las formas de degradacion de los
polipéptidos de la invencion producidos mediante o en una célula hospedadora. Adicionalmente se prefieren los
fragmentos caracterizados por atributos estructurales o funcionales tales como fragmentos que comprenden hélices
alfa y regiones formadoras de hélices alfa, laminas beta y regiones formadoras de laminas beta, giros y regiones
formadoras de giros, espirales y regiones formadoras de espirales, regiones hidréfilas, regiones hidré6fobas, regiones
antipaticas alfa, regiones antipaticas beta, regiones flexibles, regiones formadoras de superficie, regiones de unién al
sustrato y regiones de alto indice antigénico.

Algunos fragmentos preferidos adicionales incluyen un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos con al menos 15, 20, 30, 40, 50 6 100 aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de las
SEC ID N°: 2, 4, 6, 12, 18, 20, 26, o un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos 15, 20, 30, 40, 50 6 100 aminoacidos contiguos truncados o delecionados de la secuencia de aminoacidos de
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las SEC ID N°: 2, 4, 6, 12, 18, 20, 26.

Los fragmentos de los polipéptidos de la invencion pueden emplearse para producir el correspondiente polipéptido
completo mediante sintesis peptidica; por lo tanto, estos fragmentos pueden emplearse como intermedios para la
produccion de los polipéptidos completos de la invencién.

Los polipéptidos, o los fragmentos inmunégenos, de la invencion, pueden estar en forma de la proteina "madura” o
pueden ser una parte de una proteina mayor tal como un precursor o una proteina de fusién. A menudo es ventajoso
incluir una secuencia adicional de aminoacidos que contenga secuencias secretoras o lider, prosecuencias,
secuencias que ayudan a la purificacion tales como residuos mdltiples de histidina, o una secuencia adicional para la
estabilidad durante la produccion recombinante. Adicionalmente, también se considera la adicién de un polipéptido
exdgeno o de una cola lipidica, o secuencias de polinucleétidos para incrementar el potencial inmundgeno de la
molécula final.

En un aspecto, la invencion se refiere a proteinas de fusion solubles modificadas genéticamente que comprenden un
polipéptido de la presente invencion, o un fragmento descrito en este documento, y varias porciones de las regiones
constantes de cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas de varias subclases (IgG, IgM, IgA, IgE). Como
inmunoglobulina se prefiere la parte constante de la cadena pesada de la IgG humana, particularmente la IgG1, en
la que la fusion tiene lugar en la region de bisagra. En una forma de realizacién en particular, puede eliminarse la
parte Fc simplemente mediante la incorporacion de una secuencia de escision que puede ser escindida con el factor
de coagulacién sanguineo Xa.

Adicionalmente, esta invencién se refiere a procedimientos para la preparacion de estas proteinas de fusion
mediante modificaciones genéticas, y al uso de las mismas para el cribado de farmacos, el diagndstico y la terapia.
Un aspecto adicional de la invencion también se refiere a polinucleétidos que codifican para dichas proteinas de
fusién. Algunos ejemplos de la tecnologia de proteinas de fusion pueden encontrarse en las Solicitudes de Patente
Internacional N° W094/29458 y W094/22914.

Las proteinas pueden conjugarse quimicamente o expresarse como proteinas de fusion recombinantes permitiendo
que se produzca un incremento en los niveles en un sistema de expresién en comparacion con la proteina no
fusionada. El compariero de fusion puede ayudar a proporcionar epitopos de linfocitos T cooperadores (compafiero
de fusién inmunolégico), preferiblemente epitopos de linfocitos T cooperadores reconocidos por seres humanos, o
ayudar a la expresion de la proteina (potenciador de la expresiéon) con un rendimiento mayor que la proteina
recombinante natural. Preferiblemente, el compafiero de fusién serd tanto un comparfiero de fusién inmunolégico
como un compafiero potenciador de la expresion.

Algunos compafieros de fusion incluyen la proteina D de Haemophilus influenzae y la proteina no estructural del
virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina). Otro compafiero de fusién es la proteina conocida como LytA.
Preferiblemente se usa la porcién C terminal de la molécula. LytA deriva de Streptococcus pneumoniae, que
sintetiza una amidasa de N-acetil-L-alanina, la LytA amidasa, (codificada por el gen IytA {Gene, 43 (1986), paginas
265-272}), una autolisina que degrada especificamente algunos enlaces del esqueleto de peptidoglucano. El dominio
C terminal de la proteina LytA es responsable de la afinidad por la colina o por algunos analogos de colina tales
como DEAE. Esta propiedad se ha explotado para el desarrollo de plasmidos de E. coli que expresan C-LytA Utiles
para la expresion de proteinas de fusion. Se ha descrito la purificacion de proteinas hibridas que contienen el
fragmento C-LytA en su amino terminal {Biotechnology: 10, (1992), paginas 795-798}. Es posible usar la porcion
repetitiva de la molécula de LytA que se halla en el extremo C terminal partiendo del residuo 178, por ejemplo, los
residuos 188 - 305.

En este documento también se describen variantes de los polipéptidos mencionados anteriormente, esto es,
polipéptidos que varian de los referentes en sustituciones conservadoras de aminoacidos, mediante las cuales se
sustituye un residuo por otro con caracteristicas similares. Algunas de dichas sustituciones tipicas son entre Ala, Val,
Leu e lle; entre Ser y Thr; entre los residuos acidos Asp y Glu; entre Asn y GIn; y entre los residuos basicos Lys y
Arg; o los residuos aromaticos Phe y Tyr.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden prepararse de cualquier manera adecuada. Dichos polipéptidos
incluyen polipéptidos naturales aislados, polipéptidos producidos recombinantemente, polipéptidos producidos
sintéticamente o polipéptidos producidos mediante una combinacién de estos procedimientos. Los medios para
preparar dichos polipéptidos son bien comprendidos en la materia.

Es muy preferido que un polipéptido de la invencion derive de Neisseria meningitidis, sin embargo, preferiblemente
puede obtenerse a partir de otros organismos del mismo género taxonémico. Un polipéptido de la invencion también
puede obtenerse, por ejemplo, a partir de organismos de la misma familia u orden taxonémico.
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Polinucledtidos

Es un objeto de la invencidn proporcionar polinucleétidos que codifican para polipéptidos BASB041, particularmente
polinucleétidos que codifican para el polipéptido denominado en este documento BASB041.

En una forma particularmente preferida de la invencion, el polinucleétido comprende una regién que codifica para
polipéptidos BASB041 que comprende una secuencia establecida en las SEC ID N° 1, 3, 5 que incluye un gen
completo.

Los polinucle6tidos BASB041 proporcionados en las SEC ID N° 1, 3 y 5 son los polinucleétidos BASB041 de las
cepas de Neisseria meningitidis ATCC 13090 y H44/76.

Como un aspecto adicional de la invencidn, se proporcionan moléculas de acidos nucleicos aislados que codifican
y/o expresan polipéptidos y polinucleétidos BASB041, particularmente polipéptidos y polinucleétidos BASB041 de
Neisseria meningitidis, incluyendo, por ejemplo, ARN no procesados, ARN de ribozima, ARNm, ADNc, ADN
gendmicos, bandas de Z-ADN. Algunas formas de realizacion adicionales de la invencion incluyen polinucleétidos y
polipéptidos bioldgica, diagndstica, profilactica, clinica o terapéuticamente Utiles, y composiciones que comprenden
los mismos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a polinucleétidos aislados, que incluyen al menos un gen completo, que
codifica para un polipéptido BASB041 con una secuencia de aminoacidos deducida de las SEC ID N¢°; 2, 4, 6.

En otra forma de realizacién particularmente preferida de la invencion hay un polipéptido BASB041 de Neisseria
meningitidis que comprende o esta que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 2, 4, 6.

Usando la informacion proporcionada en este documento, tal como una secuencia de polinucleétido establecida en
las SEC ID N°: 1, 3, 5, puede obtenerse un polinucleétido de la invencion que codifica para un polipéptido BASB041
usando procedimientos estandar de clonacion y cribado, tales como los usados para la clonacion y secuenciacion de
fragmentos de ADN cromosomico a partir de bacterias usando células de Neisseria meningitidis como material de
partida, seguido de la obtencion de un clon completo. Por ejemplo, para obtener una secuencia de polinucleotido de
la invencion, tal como la secuencia de polinucleétido proporcionada en las SEC ID N°: 1, 3, 5, tipicamente se sondea
una genoteca de clones de ADN cromosémico de Neisseria meningitidis en E. coli o cualquier otro hospedador
adecuado con oligonucleétidos radiomarcados, preferiblemente uno de 17-mer o mayor, derivado a partir de una
secuencia parcial. Los clones portadores de un ADN idéntico al de la sonda podran distinguirse entonces usando
unas condiciones de hibridacion rigurosas. Mediante la secuenciacion de los clones individuales asi identificados
mediante hibridacién con cebadores de secuenciacion disefiados a partir de la secuencia del polipéptido o
polinucleétido original, es posible entonces extender la secuencia de polinucleétido en ambas direcciones para
obtener una secuencia génica completa. Convenientemente, dicha secuenciacion se realiza, por ejemplo, usando
ADN bicatenario desnaturalizado preparado a partir de un clon de plasmido. Las técnicas adecuadas se describen
en Maniatis, T., Fritsch, E. F. y Sambrook y col., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 22 Ed.; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989). (véase, en particular, Cribado Mediante
Hibridacién 1.90 y Secuenciacién De Moldes De ADN Bicatenario Desnaturalizado 13.70). La secuenciacion directa
de ADN gendmico también puede realizarse para obtener una secuencia completa de un gen. llustrativo de la
invencion, cada polinucledtido establecido en las SEC ID N° 1, 3, 5, fue descubierto en una genoteca de ADN
derivado de Neisseria meningitidis.

Ademas, cada secuencia de ADN establecida en las SEC ID N°: 1, 3, 5 contiene un marco abierto de lectura que
codifica para una proteina con aproximadamente el nimero de residuos de aminoacidos establecidos en las SEC ID
N°: 2, 4, 6, con un peso molecular deducido que puede calcularse usando los valores de pesos moleculares de los
residuos de aminoéacidos bien conocidos por los expertos en la materia.

El polinucledtido de la SEC ID N 1, entre el coddn de inicio en el nucleétido nimero 1 y el codén de detencién que
comienza en el nucleétido nimero 669 de la SEC ID N°: 1, codifica para el polipéptido de la SEC ID N°: 2. El
polinucleétido de la SEC ID N°: 3, entre el codon de inicio en el nucleétido nimero 1 y el codén de detencién que
comienza en el nucledtido nimero 670 de la SEC ID N°: 3, codifica para el polipéptido de la SEC ID N°: 4.

El polinucleétido de la SEC ID N°: 5, entre el primer codon de inicio en el nucleétido nimero 1 y el codon de
detencién que comienza en el nucleétido numero 670 de la SEC ID N°: 5, codifica para el polipéptido de la SEC ID
Ne°: 6.

En un aspecto adicional, la presente invencion prevé un polinucleétido aislado que comprende o esta que consiste
en:

(a) una secuencia de polinucledtidos que tiene una identidad de al menos el 97%, mas preferiblemente de al
menos el 97-99% o una identidad exacta, con la de las SEC ID N° 1, 3, 5 sobre la longitud completa de las
SEC ID N°: 1, 3, 5 respectivamente; o

(b) una secuencia de polinucleétidos que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de al menos el
97%, mas preferiblemente de al menos el 97-99% o 100% exacta, con la secuencia de aminoacidos de las
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SEC ID N°: 2, 4, 6 sobre la longitud completa de las SEC ID N°: 2, 4, 6 respectivamente.

Puede obtenerse un polinucleétido que codifica para un polipéptido de la presente invencion, incluyendo homélogos
y ortélogos de especies distintas a Neisseria meningitidis, mediante un procedimiento que comprende las etapas de
cribar una genoteca apropiada en unas condiciones de hibridacion rigurosas (por ejemplo, usando una temperatura
en el intervalo de 45 - 65T y una concentracién de SDS de 0,1-1%) con una sonda marcada o detectable
consistente o formada por las secuencias de las SEC ID N°: 1, 3, 5 o un fragmento de las mismas; y aislar un gen
completo y/o clones gendmicos que contienen dichas secuencia del polinucledtido.

La invencion proporciona una secuencia de polinucleétido idéntica en su longitud completa a una secuencia
codificante (marco abierto de lectura) de las SEC ID N°: 1, 3, 5. La invencién también proporciona una secuencia
codificante para un polipéptido maduro o un fragmento del mismo, por si misma asi como una secuencia codificante
para un polipéptido maduro o un fragmento o en marco de lectura con otra secuencia codificante, tal como una
secuencia que codifica para una secuencia lider o secretora, una secuencia de pre, o pro- o preproproteina. El
polinucleétido de la invencion también puede contener al menos una secuencia no codificante, incluyendo, por
ejemplo, pero no limitada a, al menos una secuencia no codificante 5’ y 3’, tal como las secuencias transcritas pero
no traducidas, sefiales de terminacion (tales como sefiales de terminacion rho-dependientes y rho-independientes),
sitios de unién a ribosomas, secuencias de Kozak, secuencias que estabilizan el ARNm, intrones y sefiales de
poliadenilacion. La secuencia de polinucleétido también puede comprender una secuencia codificante adicional que
codifica para aminoacidos adicionales. Por ejemplo, puede estar codificada una secuencia marcadora que facilita la
purificacién del polipéptido fusionado. En algunas formas de realizacion de la invencion, la secuencia marcadora es
un péptido de hexabhistidina, segun se prevé en el vector pQE (Qiagen, Inc.) y se describe en Gentz y col., Proc.
Natl. Acad. Sci., EE.UU. 86: 821-824 (1989), o una etiqueta peptidica HA (Wilson y col., Cell 37: 767 (1984), ambos
de los cuales pueden ser utiles en la purificacion de la secuencia del polipéptido fusionado a ellos. Los
polinucleétidos de la invencién también incluyen, pero no se limitan a, polinucleétidos que comprenden un gen
estructural y sus secuencias asociadas naturalmente que controlan la expresion génica.

La secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido BASB041 de las SEC ID N°: 2, 4, 6 puede ser idéntica a
la secuencia codificante del polipéptido contenida en los nucleétidos 1 a 668 de la SEC ID N° 1, la secuencia
codificante del polipéptido contenida en los nucleétidos 1 a 669 de la SEC ID N°: 3, o la secuencia codificante del
polipéptido contenida en los nucleétidos 1 a 669 de la SEC ID N°: 5, respectivamente. Alternativamente puede ser
una secuencia, que como resultado de la redundancia (degeneracion) del codigo genético, también codifique para el
polipéptido de las SEC ID N°: 2, 4, 6.

El término "polinucledtido que codifica para un polipéptido" segin se usa en este documento engloba a
polinucleétidos que incluyen una secuencia que codifica para un polipéptido de la invencion, particularmente un
polipéptido bacteriano, y mas particularmente un polipéptido BASB041 de Neisseria meningitidis con una secuencia
de aminoécidos establecida en las SEC ID N°: 2, 4, 6. El término también engloba a polinucleétidos que incluyen una
Unica region continua o regiones discontinuas que codifican para el polipéptido (por ejemplo, polinucleétidos
interrumpidos por un fago integrado, una secuencia de insercién integrada, una secuencia de un vector integrada,
una secuencia de un transposon integrada, o debido a la correccion del ARN o a la reorganizacion del ADN
gendmico), junto con regiones adicionales, que también pueden contener secuencias codificantes y/o no
codificantes.

Se describen variantes de los polinucleétidos descritos en este documento que codifican para variantes de un
polipéptido con una secuencia deducida de aminoacidos de las SEC ID N°: 2, 4, 6. Pueden usarse, por ejemplo,
fragmentos de polinucledétidos de la invencion, para sintetizar polinucle6tidos completos de la invencion.

También se describen en este documento polinucleétidos que codifican para variantes de BASB041, que tienen la
secuencia de aminoéacidos del polipéptido BASB041 de las SEC ID N°: 2, 4, 6, en la que muchos, unos pocos, de 5 a
10,de 1 a5,de 1 a3, 2,10 ningun residuo de aminoacido ha sido sustituido, modificado, delecionado, y/o afiadido,
en cualquier combinacién. De entre estas son preferibles las sustituciones, adiciones y deleciones silenciosas, que
no alteran las propiedades y actividades del polipéptido BASB041.

Algunas formas de realizacion preferidas adicionales de la invencién son polinucleétidos que son idénticos en al
menos un 97% sobre su longitud completa a un polinucleétido que codifica para el polipéptido BASB041 con una
secuencia de aminodcidos establecida en las SEC ID N°: 2, 4, 6, y polinucleétidos que son complementarios de
dichos polinucledtidos. Adicionalmente, de entre estos son particularmente altamente preferidos aquellos con al
menos el 98% y al menos el 99%, siendo los mas preferidos con al menos el 99%.

Las formas de realizacién preferidas son polinucleétidos que codifican para polipéptidos que conservan
sustancialmente la misma funcién o actividad biolégica que el polipéptido maduro codificado por un ADN de las SEC
IDN°: 1, 3, 5.

En este documento también se describen polinucleétidos que hibridan, particularmente en condiciones rigurosas,
con las secuencias del polinucledtido BASB041, tales como los polinucledtidos de las SEC ID N°: 1, 3, 5.

También se describen polinucleétidos que hibridan con las secuencias de polinucleétido proporcionadas en este
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documento. A este respecto, la invencion se refiere especialmente a polinucledtidos que hibridan en condiciones
rigurosas con los polinucledtidos descritos en este documento. Segun se usa en este documento, los términos
"condiciones rigurosas” y "condiciones de hibridacion rigurosas" significan que la hibridacion sélo se produce si hay
una identidad de al menos el 95% y preferiblemente al menos el 97% entre las secuencias. Un ejemplo especifico de
condicion de hibridacion rigurosa es una incubacion hasta el dia siguiente a 42 en una disoluciéon qu e comprende:
formamida al 50%, 5x SSC (NaCl 150mM, citrato trisddico ism), fosfato s6dico 50 mM (pH 7,6), 5x disolucion de
Denhardt, sulfato de dextrano al 10% y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmén cortado y
desnaturalizado, seguido de un lavado del soporte de hibridacion con 0,1x SSC a aproximadamente 65C. Las
condiciones de hibridacién y de lavado son bien conocidas y estan ejemplificadas en Sambrook, y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor, N. Y., (1989), particularmente en el capitulo 11
del mismo. La disolucién de hibridacion también puede usarse con las secuencias de polinucleétido proporcionadas
por la invencién.

En este documento también se describe un polinucleétido consistente en o que consiste en una secuencia de
polinucleétido obtenida mediante el cribado de una genoteca apropiada que contiene el gen completo para una
secuencia de polinucleétidos establecida en las SEC ID N°: 1, 3, 5, en unas condiciones de hibridacién rigurosas con
una sonda que tiene la secuencia de dicha secuencia de polinucleétidos establecida en las SEC ID N°: 1, 3, 5, o un
fragmento de la misma; y aislar dicha secuencia de polinucleétidos. Los fragmentos Utiles para obtener dicho
polinucleétido incluyen, por ejemplo, sondas y cebadores completamente descritos en otras partes de este
documento.

Segun se discute en otras partes de este documento en relaciéon con los ensayos del polinucleétido de la invencién,
por ejemplo, los polinucledtidos de la invencién pueden usarse como una sonda de hibridacion para ARN, ADNc y
ADN genémico para aislar ADNc completos y clones gendmicos que codifican para BASB041, y para aislar ADNc y
clones genémicos de otros genes que tienen una alta identidad, particularmente una alta identidad de secuencia,
con el gen BASB041. Dichas sondas comprenderan generalmente al menos 15 residuos de nucle6tidos o pares de
bases. Preferiblemente, dichas sondas tendran al menos 30 residuos de nucledtidos o pares de bases, y pueden
tener al menos 50 residuos de nucledtidos o pares de bases. Las sondas particularmente preferidas tendran al
menos 20 residuos de nucleétidos o pares de bases, y tendran menos de 30 residuos de nucle6tidos o pares de
bases.

Puede aislarse una region codificante de un gen BASB041 mediante cribado usando una secuencia de ADN
proporcionada en las SEC ID N° 1, 3, 5 para sintetizar una sonda oligonucleotidica. Entonces se usa un
oligonucledtido marcado con una secuencia complementaria a la del gen de la invencién para cribar una genoteca
de ADNc, ADN gendmico o ARNm para determinar con qué miembros de la genoteca hibrida la sonda.

Hay disponibles varios procedimientos y son bien conocidos por los expertos en la materia para obtener ADN
completos, o ADN cortos extendidos, por ejemplo, los basados en el procedimiento de amplificacion rapida de
extremos de ADNc (Rapid Amplification of cDNA ends, RACE) (véase, por ejemplo, Frohman, y col., PNAS EE.UU.
85: 8998-9002, 1988). Recientes modificaciones de la técnica, ejemplificadas por la tecnologia Marathon™
(Clontech Laboratories Inc.), por ejemplo, han simplificado significativamente la busqueda de ADNc mas largos. Con
la tecnologia Marathon™ se han preparado ADNc a partir de ARNm extraido de un tejido seleccionado y una
secuencia 'adaptadora’ ligada en cada extremo. Entonces se lleva a cabo una amplificacién de acidos nucleicos
(PCR) para amplificar el extremo 5’ "ausente" del ADN usando una combinacion de cebadores oligonucleotidicos
especificos del gen y especificos del adaptador. Entonces se repite la reaccion de PCR usando cebadores
"anidados”, esto es, cebadores disefiados para aparearse con el producto amplificado (tipicamente un cebador
especifico del adaptador que se aparea mas alla de 3’ en la secuencia adaptadora y un cebador especifico del gen
gue se aparea mas alld de 5’ en la secuencia del gen seleccionado). Entonces los productos de esta reaccién
pueden analizarse mediante secuenciacion del ADN y construir un ADN completo bien uniendo el producto
directamente al ADN existente para dar una secuencia completa, o bien llevando a cabo una PCR completa por
separado usando la informacién de la nueva secuencia para el disefio del cebador 5'.

Los polinucleétidos y polipéptidos de la invencion pueden emplearse, por ejemplo, como reactivos y materiales de
investigacion para el descubrimiento de tratamientos y diagnésticos de enfermedades, particularmente
enfermedades humanas, como se discutira adicionalmente en este documento en relaciéon con los ensayos de
polinucleétidos.

Los polinucledtidos de la invencién que son oligonucle6tidos derivados de una secuencia de las SECID N°: 1,365
pueden usarse en el procedimiento de este documento segln se describe, pero preferiblemente para una PCR, para
determinar si los polinucleétidos identificados en este documento son o no, en todo o en parte, transcritos en
bacterias de tejido infectado. Se reconoce que dichas secuencias también tendran utilidad en el diagnéstico de la
etapa de infeccion y el tipo de infecciéon que ha alcanzado el patégeno.

La invencién también proporciona polinucleétidos que codifican para un polipéptido que es la proteina madura mas
aminoacidos amino o carboxilo terminales adicionales, o aminoacidos interiores del polipéptido maduro (cuando la
forma madura tiene mas de una cadena polipeptidica, por ejemplo). Dichas secuencias pueden tener un papel en el
procesado de una proteina a partir de un precursor hasta una forma madura, pueden permitir el transporte proteico,
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pueden alargar o acortar la semivida proteica o pueden facilitar la manipulacién de una proteina para su ensayo o
produccion, entre otras cosas. Como generalmente es el caso in vivo, los aminoacidos adicionales pueden
eliminarse de la proteina madura mediante enzimas celulares.

Para todos y cada uno los polinucleétidos de la invencion se proporciona un polinucleétido complementario. Se
prefiere que estos polinucledtidos complementarios sean totalmente complementarios de cada polinucleétido con el
gue son complementarios.

Una proteina precursora, con una forma madura del polipéptido fusionada a una 0 mas prosecuencias, puede ser
una forma inactiva del polipéptido. Generalmente, cuando se eliminan las prosecuencias, dichos precursores
inactivos se activan. Pueden eliminarse algunas o todas las prosecuencias antes de la activacion. Generalmente,
dichos precursores se denominan proproteinas.

Ademas de las representaciones estandar A, G, C, T/U de los nucleétidos, también puede usarse el "N" para
describir algunos polinucleétidos de la invencién. "N" significa que puede aparecer cualquiera de los cuatro
nucleétidos del ADN o el ARN el dicha posicion designada en la secuencia de ADN o ARN, excepto porque se
prefiere que N no sea un acido nucleico tal que cuando se toma en combinacién con posiciones de nucleétidos
adyacentes, cuando se lee en el marco de lectura correcto, tenga el efecto de generar un codén de terminacién
prematuro en dicho marco de lectura.

En resumen, un polinucleétido de la invencidn puede codificar para una proteina madura, una proteina madura mas
una secuencia lider (que puede ser denominada como preproteina), un precursor de una proteina madura con una o
mAas prosecuencias que no son las secuencias lider de una preproteina, 0 una preproteina que es un precursor de
una proproteina, o una preproteina que es un precursor de una proproteina, con una secuencia lider y una o mas
prosecuencias, que generalmente se eliminan durante las etapas de procesado que producen formas activas y
maduras del polipéptido.

Segun un aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un polinucleétido de la invencién con propdsitos
terapéuticos o profilacticos, en particular una inmunizacién genética.

El uso de un polinucleétido de la invencibn en una inmunizacién genética empleara preferiblemente un
procedimiento de administracion adecuado, tal como la inyeccion directa de un ADN de plasmido en los musculos
(Wolff y col., Hum Mol Genet (1992) 1: 363, Manthorpe y col., Hum. Gene Ther. (1983) 4: 419), la administracién de
ADN complejado con portadores proteicos especificos (Wu y col., J Biol Chem. (1989) 264: 16985), la
coprecipitacion de ADN con fosfato calcico (Benvenisty & Reshef, PNAS EE.UU., (1986) 83: 9551), la encapsulacion
de ADN en varias formas de liposomas (Kaneda y col., Science (1989) 243: 375), el bombardeo con particulas (Tang
y col., Nature (1992) 356: 152, Eisenbraun y col., DNA Cell Biol (1993) 12: 791) y la infeccion in vivo usando
vectores retroviricos clonados (Seeger y col., PNAS EE.UU. (1984) 81: 5849).

Vectores, Células Hospedadoras, Sistemas de Expresion

La invencion también se refiere a vectores que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la invencion, a
células hospedadoras que estan modificadas genéticamente con vectores de la invencién y a la produccion de
polipéptidos de la invencion mediante técnicas recombinantes. También pueden emplearse sistemas de traduccion
acelulares para producir dichas proteinas usando derivados de ARN de los constructos de ADN de la invencion.

Los polipéptidos recombinantes de la presente invencién pueden prepararse mediante procedimientos bien
conocidos por los expertos en la materia a partir de células hospedadoras modificadas genéticamente que
comprenden sistemas de expresion. Consecuentemente, en un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a
sistemas de expresién que comprenden un polinucleétido o polinucletdtidos de la presente invencion, a células
hospedadoras que estan modificadas genéticamente con dichos sistemas de expresion y a la produccion de
polipéptidos de la invencion mediante técnicas recombinantes.

Para la produccion recombinante de los polipéptidos de la invencién pueden modificarse genéticamente células
hospedadoras para incorporar sistemas de expresion o porciones de los mismos, o polinucleétidos de la invencion.
La introduccién de un polinucledtido en la célula hospedadora puede efectuarse mediante los procedimientos
descritos en muchos manuales de laboratorio estandar, tales como Davis, y col., BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, (1986) y Sambrook, y col., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 22 Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989), tales como transfeccién con fosfato calcico,
transfeccién mediada por DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipidos catiénicos,
electroporacion, transduccion, raspado de la membrana celular (“scrape loading”), introduccién balistica e infeccion.

Algunos ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas, tales como células de
estreptococos, estafilococs, enterococos, E. coli, Streptomyces, cianobacterias y Bacillus subtilis, Moraxela
catarrhalis, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis; células flngicas, tales como células de una levadura
Kluveromyces, Saccharomyces, un basidiomiceto, Candida albicans y Aspergillus; células de insectos, tales como
células de Drosophila S2 y de Spodoptera Sf9; células animales, tales como células CHO, COS, Hela, C127, 3T3,
BHK, 293, CV-1 y células de melanoma de Bowes; y células vegetales, tales como células de una gimnosperma o
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una angiosperma.

Se puede usar una gran variedad de sistemas de expresién para producir los polipéptidos de la invencion. Dichos
vectores incluyen, entre otros, vectores cromosémicos, episomicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores
derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de transposones, de episomas de levadura, de elementos de
insercién, de elementos de cromosomas de levaduras, de virus tales como baculovirus, papovavirus, tales como el
SV40, el virus de la variolovacuna, adenovirus, el virus de la viruela aviar, el virus de la pseudorrabia, picornavirus,
retrovirus y alfavirus, y vectores derivados de combinaciones de los mismos, tales como los derivados de elementos
genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales como césmidos y fagémidos. Los constructos del sistema de
expresion pueden contener regiones de control que regulen, asi como que generen, la expresion. Generalmente,
puede usarse cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos y/o para
expresar un polipéptido en un hospedador para su expresion a este respecto. La secuencia de ADN apropiada
puede insertarse en el sistema de expresion mediante cualquiera de las diversas técnicas conocidas y rutinarias,
tales como, por ejemplo, las establecidas en Sambrook y col., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL,
(supra).

En los sistemas de expresién recombinante en eucariotas, para la secrecion de una proteina traducida en la luz del
reticulo endoplasmico, en el espacio periplasmico o en el entorno extracelular, pueden incorporarse sefiales de
secrecién apropiadas en el polipéptido expresado. Estas sefiales pueden ser enddgenas del polipéptido o pueden
ser sefales heterélogas.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares
recombinantes mediante procedimientos bien conocidos que incluyen precipitacion con sulfato aménico o etanol,
extraccion acida, cromatografia de intercambio anionico o cationico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia
de interacciones hidréfobas, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatito y cromatografia de lectina.
Muy preferiblemente, se emplea cromatografia de afinidad por ion metalico (ion metal affinity chromatography,
IMAC) para la purificacion. Pueden emplearse técnicas bien conocidas para replegar proteinas para regenerar la
conformacién activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante la sintesis, el aislamiento y/o la purificacién
intracelular.

La invencion también proporciona un procedimiento de purificacion de (i) un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoéacidos de la SEC
ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (ii) un fragmento inmundgeno de un polipéptido con la secuencia de la
SEC ID N° 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N° 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se
acopla a un portador) de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC
ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (iii) un polipéptido que comprende dicho fragmento inmundgeno, en el que dicho
procedimiento se elige del grupo que que consiste en precipitacion con sulfato aménico, precipitacién con etanol,
extraccién acida, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interacciones hidr6fobas, cromatografia de
hidroxilapatito y cromatografia de lectina.

La invencion también proporciona un procedimiento para producir una composicion de vacuna que comprende (i) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 85% con la
secuencia de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (ii) un fragmento inmunégeno de
un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N° 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, en el que el fragmento
comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6 y en el que el
fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador) de provocar una respuesta inmunitaria que
reconoce el polipéptido de ID SEC N° 2, la SEC ID N°:4 o la SEC ID N 6, o (iii) un polipéptido que comprende
dicho fragmento inmunégeno, en el que dicho procedimiento comprende el procedimiento anterior de purificacion y
ademas comprende la etapa de formular dicho polipéptido o fragmento inmunégeno con un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

El sistema de expresion también puede ser un microorganismo vivo recombinante, tal como un virus o una bacteria.
El gen de interés puede insertarse en el genoma de un virus o bacteria recombinante vivo. La inoculacion y la
infeccion in vivo con este vector vivo, dara lugar a la expresién in vivo del antigeno y a la induccion de respuestas
inmunitarias. Los virus y bacterias usados para este fin son, por ejemplo: poxvirus (por ejemplo, vaccinia, de viruela
aviar, de viruela del canario), alfavirus (virus de Sindbis, virus del bosque de Semliki, virus de encefalitis equina
venezolana), adenovirus, virus adenoasociados, picornavirus (poliovirus, rinovirus), herpesvirus (virus de varicela
zé6ster, etc), Listeria, Salmonella, Shigella, Neisseria, BCG. Estos virus y bacterias pueden ser virulentos o estar
atenuados de diversas formas con objeto de obtener vacunas vivas. Dichas vacunas vivas también forman parte de
la invencion.

Ensayos de Diagnéstico, Prondstico, Serotipado y Mutac i6n

La presente invencion se refiere también al uso de polinucleétidos y polipéptidos BASB041 de la invencién para su
uso como reactivos de diagnéstico. La deteccion de polinucledtidos y/o polipéptidos BASB041 en un eucariota,
particularmente en un mamifero, y especialmente en un ser humano, proporcionara un procedimiento de diagnéstico
para el diagnostico de la enfermedad, la estadificacion de la enfermedad o la respuesta a los farmacos de un
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organismo infeccioso. Los eucariotas, particularmente los mamiferos, y especialmente los seres humanos,
particularmente aquellos infectados o sospechosos de estar infectados por un organismo que comprende el gen o la
proteina BASB041, pueden detectarse a nivel de acidos nucleicos o de aminoacidos mediante varias técnicas bien
conocidas, asi como mediante los procedimientos proporcionados en este documento.

Los polipéptidos y polinucledtidos para el pronéstico, el diagnéstico u otro analisis pueden obtenerse a partir de
materiales corporales de individuos posiblemente infectados y/o infectados. Los polinucleétidos de cualquiera de
estas fuentes, particularmente de ADN o ARN, pueden usarse directamente para la deteccidén o pueden amplificarse
enzimaticamente usando PCR o cualquier otra técnica de amplificacién antes del analisis. También puede usarse de
la misma forma ARN, particularmente ARNm, ADNc y ADN gendmico. Usando la amplificacién, puede realizarse la
caracterizacion de la especie y la cepa de un organismo infeccioso o residente presente en un individuo mediante un
andlisis del genotipo de un polinucleétido seleccionado del organismo. Las deleciones e inserciones pueden
detectarse mediante un cambio en el tamafio del producto amplificado en comparacién con el genotipo de una
secuencia de referencia seleccionada a partir de un organismo relacionado, preferiblemente una especie diferente
del mismo género o una cepa diferente de la misma especie. Las mutaciones puntuales pueden identificarse
hibridando ADN amplificado con secuencias de polinucleétidos BASB041 marcadas. Las secuencias con una
correspondencia perfecta o significativa pueden distinguirse de las parejas con correspondencia imperfecta o0 menos
significativa mediante digestion con ADNasa o ARNasa, mediante ADN o ARN respectivamente, o detectando las
diferencias en las temperaturas de fusién o la cinética de renaturalizacion. Las diferencias en las secuencias de
polinucleétidos también pueden detectarse mediante alteraciones en la movilidad electroforética de fragmentos de
polinucleétidos en geles en comparacion con una secuencia de referencia. Esto puede llevarse a cabo con o sin
agentes de desnaturalizacién. Las diferencias de polinucledtidos pueden detectarse también mediante
secuenciacion directa de ADN o ARN. Véase, por ejemplo, Myers y col., Science, 230: 1242 (1985). Los cambios de
la secuencia en ubicaciones especificas pueden revelarse también mediante ensayos de proteccién de nucleasa,
tales como ensayos de proteccién de ARNasa, V1y S1, o un procedimiento de escision quimica. Véase por ejemplo,
Cotton y col., Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU., 85: 4397-4401 (1985).

En otra forma de realizacion, puede construirse una matriz de sondas oligonucleotidicas que comprende una
secuencia de nucledtidos BASB041 o fragmentos de la misma, para realizar un cribado eficaz de, por ejemplo,
mutaciones genéticas, serotipo, clasificacion o identificacién taxonémica. Los procedimientos con tecnologias de
matrices son bien conocidos y tienen una aplicabilidad general, y pueden usarse para responder a varias preguntas
sobre genética molecular, incluyendo expresiéon génica, unién genética y variabilidad genética (véase, por ejemplo,
Chee y col., Science, 274: 610 (1996)).

También se describe en este documento un kit de diagnéstico que comprende:

(a) un polinucledtido de la presente invencion, preferiblemente la secuencia de nucle6tidos de las SEC ID N°:
1, 3, 5, o un fragmento de la misma,;

(b) una secuencia de nucleétidos complementaria a la de (a);

(c) un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente el polipéptido de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 0 un
fragmento del mismo; o

(d) un anticuerpo para un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente para el polipéptido de las SEC
ID N°: 2, 4, 6.

Se apreciara que en cualquier kit de este tipo, (a), (b), (c) o (d) puede comprender un componente sustancial. Dicho
kit tendra uso en el diagnostico de una enfermedad o en la susceptibilidad a una enfermedad, entre otros.

Esta invencion también se refiere al uso de polinucleétidos de la presente invencién como reactivos de diagnéstico.
La deteccion de una forma mutada de un polinucleétido de la invencién, preferible las SEC ID N°: 1, 3, 5, que esta
asociada con una enfermedad o patogenicidad, proporcionara una herramienta diagndstica que puede afiadirse a, o
definir, un diagnéstico de una enfermedad, un prondstico del curso de enfermedad, una determinacion de una fase
de la enfermedad o una susceptibilidad a una enfermedad, lo que resulta de la subexpresion, sobreexpresion o
expresion alterada del polinucleétido. Los organismos, particularmente los organismos infecciosos, portadores de
mutaciones en dicho polinucleétido, pueden detectarse a nivel de polinucledtido mediante diversas técnicas, tales
como las descritas en otras partes del presente documento.

Las células de un organismo portador de mutaciones o polimorfismos (variaciones alélicas) en un polinucleétido y/o
un polipéptido de la invencion pueden detectarse también a nivel de polinucleétidos o de polipéptidos mediante
diversas técnicas, para permitir, por ejemplo, el serotipado. Por ejemplo, puede usarse una RT-PCR para detectar
mutaciones en el ARN. Particularmente, se prefiere usar una RT-PCR junto con sistemas de deteccion
automatizados, como, por ejemplo, GeneScan. También pueden usarse para el mismo propésito, una PCR, ARN,
ADNc o ADN gendémico. Como ejemplo, pueden usarse cebadores de PCR complementarios de un polinucleétido
gue codifica para el polipéptido BASB041 para identificar y analizar mutaciones.

También se describen en este documento cebadores con 1, 2, 3 6 4 nucleétidos eliminados del extremo 5' y/o 3'.
Estos cebadores pueden usarse para, entre otras cosas, amplificar ADN y/o ARN de BASBO041 aislados a partir de
una muestra obtenida de un individuo, como un material corporal. Los cebadores pueden usarse para amplificar un
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polinucleétido aislado a partir de un individuo infectado, de forma que el polinucleétido pueda someterse entonces a
diversas técnicas para la elucidacién de la secuencia de polinucleétidos. De esta forma pueden detectarse
mutaciones en las secuencias de polinucleétidos y usarse para diagnosticar y/o pronosticar la infeccion o su fase o
curso, o para serotipar y/o clasificar el agente infeccioso.

La invencién proporciona ademas un procedimiento para diagnosticar una enfermedad, preferiblemente infecciones
bacterianas, mas preferiblemente infecciones causadas por Neisseria meningitidis, que comprende la determinacion
a partir de una muestra obtenida de un individuo, tal como un material corporal, de un nivel aumentado de expresién
del polinucleétido que tiene una secuencia de las SEC ID N°: 1, 3, 5. La expresion aumentada o disminuida de un
polinucleétido BASB041 puede medirse usando cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la materia para
la cuantificacion de polinucleétidos, tales como, por ejemplo, amplificacién, PCR, RT-PCR, proteccion de ARNasa,
inmunotransferencia Northern, espectrometria y otros procedimientos de hibridacion.

Ademas, puede usarse un ensayo de diagnoéstico segln la invencion para detectar la sobreexpresion del polipéptido
BASBO041 en comparacién con muestras de tejido de control normal, para detectar la presencia de una infeccién, por
ejemplo. Las técnicas de ensayo que pueden usarse para determinar niveles del polipéptido BASB041, en una
muestra obtenida de un hospedador, tal como un material corporal, son bien conocidas por los expertos en la
materia. Dichos procedimientos de ensayo incluyen radioinmunoensayos, ensayos de uniéon competitiva, analisis
mediante inmunotransferencia Western, ensayos en sandwich de anticuerpos, deteccion de anticuerpos y ensayos
ELISA.

Los polinucledtidos de la invencién pueden usarse como componentes de matrices polinucleotidicas,
preferentemente matrices o reticulas de alta densidad. Estas matrices de alta densidad son particularmente Utiles
con fines de diagndstico o prondstico. Por ejemplo, puede usarse un conjunto de puntos que comprenden cada uno
un gen diferente, y que comprenden ademas un polinucleétido o polinucleétidos de la invenciéon, como sondas, tal
como usando hibridacion o amplificaciéon de acidos nucleicos, usando una sonda obtenida o derivada de una
muestra corporal, para determinar la presencia de una secuencia de polinucleétidos en particular o de una secuencia
relacionada en un individuo. Dicha presencia puede indicar la presencia de un patégeno, en particular Neisseria
meningitidis, y puede ser Util en el diagnéstico y/o el pronéstico de una enfermedad o del curso de una enfermedad.
Se prefiere una reticula que comprenda una serie de variantes de las secuencias de polinucleétidos de las SEC ID
N°: 1, 3, 5. También se prefiere una reticula que comprenda varias variantes de secuencias de polinucledtidos que
codifican para la secuencia de polipéptidos de las SEC ID N°: 2, 4, 6.

Anticuerpos

Los polipéptidos y polinucleétidos de la invencion o variantes de los mismos, o las células que expresan los mismos,
pueden usarse como inmundgenos para producir anticuerpos inmunoespecificos para dichos polipéptidos o
polinucleétidos, respectivamente.

También se describen en este documento anticuerpos contra polipéptidos o polinucleétidos BASB041.

Pueden obtenerse anticuerpos generados contra los polipéptidos o polinucleétidos de la invencién mediante la
administracion de los polipéptidos y/o polinucleétidos de la invencién, o fragmentos portadores de epitopos de uno o
ambos, analogos de uno o ambos, o células que expresan uno o ambos, a un animal, preferiblemente no humano,
usando protocolos rutinarios. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales puede usarse cualquier técnica
conocida en la materia que proporcione anticuerpos producidos por cultivos de lineas celulares continuas. Algunos
ejemplos incluyen diversas técnicas, como las de Kohler, G. y Milstein, C., Nature 256: 495 - 497 (1975); Kozbor y
col., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole y col., pags. 77 - 96 en MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER
THERAPY, Alan R. Liss, Inc. (1985).

Las técnicas para la produccion de anticuerpos monocatenarios (patente de EE.UU. n° 4.946.778) pueden adaptarse
para producir anticuerpos monocatenarios contra polipéptidos o polinucledtidos de esta invencién. También pueden
usarse ratones transgénicos, u otros organismos o animales, tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos
humanizados inmunoespecificos de los polipéptidos o polinucleétidos de la invencion.

Alternativamente, puede utilizarse tecnologia de presentacion de fagos para seleccionar genes de anticuerpos con
actividades de union hacia un polipéptido de la invencion, ya sea a partir de repertorios de genes v amplificados
mediante PCR de linfocitos de seres humanos cribados selectivamente por poseer anti-BASB041, o a partir de
genotecas nuevas (McCafferty, y col., (1990), Nature 348, 552 - 554; Marks, y col., (1992) Biotechnology 10, 779 -
783). La afinidad de estos anticuerpos también puede mejorarse, por ejemplo, mediante transposiciones de cadena
(Clackson y col., (1991) Nature 352: 628).

Los anticuerpos descritos anteriormente pueden emplearse para aislar o para identificar clones que expresan los
polipéptidos o polinucleétidos de la invencion para purificar los polipéptidos o polinucledtidos mediante, por ejemplo,
cromatografia de afinidad.

Asi, entre otros, pueden emplearse anticuerpos contra el polipéptido BASB041 o el polinucle6tido BASB041 para
tratar infecciones, en particular infecciones bacterianas.
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Las variantes de polipéptido incluyen variantes antigénica, epitépica o inmunoldégicamente equivalentes que forman
un aspecto particular de esta invencion.

Preferiblemente, el anticuerpo o variante del mismo se modifica para hacerlo menos inmunégeno en el individuo. Por
ejemplo, si el individuo es humano, el anticuerpo puede muy preferiblemente "humanizarse", en el que la regiéon o
regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo derivado de hibridoma se han trasplantado a un
anticuerpo monoclonal humano, por ejemplo, segin se describe en Jones y col. (1986), Nature 321: 522 - 525 o
Tempesty col., (1991) Biotechnology 9, 266 - 273.

Antagonistas y Agonistas: ensayos y moléculas

Los polipéptidos y polinucledtidos de la invencién también pueden usarse para evaluar la unién de sustratos y
ligandos de moléculas pequefias como, por ejemplo, células, preparados acelulares, bibliotecas quimicas y mezclas
de productos naturales. Estos sustratos y ligandos pueden ser sustratos y ligandos naturales o pueden ser
miméticos estructurales o funcionales. Véase por ejemplo, Coligan y col., Currant Protocols in Immunology 1 (2):
capitulo 5 (1991).

Los procedimientos de cribado pueden simplemente medir la union de un compuesto candidato al polipéptido o
polinucleétido, o a células o membranas portadoras del polipéptido o polinucleétido, o a una proteina de fusion del
polipéptido mediante una etiqueta asociada directa o indirectamente con el compuesto candidato. Alternativamente,
el procedimiento de cribado puede implicar la competencia con un competidor marcado. Ademas, estos
procedimientos de cribado pueden probar si el compuesto candidato da como resultado una sefial generada por
activacion o inhibicion del polipéptido o polinucleétido, usando sistemas de deteccion apropiados para las células
que comprenden el polipéptido o polinucledtido. Generalmente, los inhibidores de activacion se ensayan en
presencia de un agonista conocido y se observa el efecto sobre la activacion por el agonista mediante la presencia
del compuesto candidato. Pueden emplearse polipéptidos constitutivamente activos y/o polipéptidos y
polinucleétidos expresados constitutivamente en los procedimientos de cribado para agonistas inversos o
inhibidores, en ausencia de un agonista o inhibidor, probando si el compuesto candidato da como resultado la
inhibicion de la activacion del polipéptido o polinucleétido, segun el caso. Ademas, los procedimientos de cribado
pueden comprender simplemente las etapas de mezclar un compuesto candidato con una disolucién que contiene
un polipéptido o polinucleétido de la presente invencion, para formar una mezcla, midiendo la actividad de
polipéptido y/o polinucleétido BASB041 en la mezcla, y comparando la actividad del polipéptido y/o polinucleétido
BASBO041 de la mezcla con un estandar. También pueden usarse proteinas de fusion, tales como las formadas a
partir de la porcion Fc y el polipéptido BASB041, segin se ha descrito anteriormente en este documento, para
ensayos de cribado de alto rendimiento para identificar antagonistas del polipéptido de la presente invencion, asi
como de polipéptidos filogenéticamente y y/o funcionalmente relacionados (véase D. Bennett y col.,, J Mol
Recognition, 8: 52-58 (1995); y K. Johanson y col., J Biol Chem, 270 (16): 9459-9471 (1995)).

Los polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos que se unen a, y/o interactGan con, un polipéptido de la presente
invencion también pueden usarse para configurar procedimientos de cribado para detectar el efecto de compuestos
afnadidos sobre la producciéon de ARNm y/o polipéptidos en células. Por ejemplo, puede construirse un ensayo
ELISA para medir los niveles de polipéptido secretado o asociado a la célula usando anticuerpos monoclonales y
policlonales mediante procedimientos estandar conocidos en la materia. Esto puede usarse para descubrir agentes
gue pueden inhibir o mejorar la produccion de polipéptido (también denominado antagonista o agonista,
respectivamente) a partir de células o tejidos manipulados adecuadamente.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a proteinas de fusién solubles modificadas genéticamente
que comprenden un polipéptido o fragmento de la presente invencion, y varias porciones de las regiones constantes
de cadenas pesadas con ligeras de inmunoglobulinas de varias subclases (IgG, IgM, IgA, IgE). La inmunoglobulina
preferida es la parte constante de la cadena pesada de la IgG humana, particularmente la IgG1, en la que la fusion
tiene lugar en la regién de bisagra. En una forma de realizacién en particular, puede eliminarse la parte Fc
simplemente mediante la incorporacién de una secuencia de escision que puede ser escindida con el factor de
coagulacién sanguineo Xa. Adicionalmente, esta invencion se refiere a procedimientos para la preparacion de estas
proteinas de fusién mediante modificaciones genéticas, y al uso de las mismas para el cribado de farmacos, el
diagnostico y la terapia. Un aspecto adicional de la invencién también se refiere a polinucleotidos que codifican para
dichas proteinas de fusién. Algunos ejemplos de la tecnologia de proteinas de fusion pueden encontrarse en las
Solicitudes de Patente Internacional N° W094/29458 y W(094/22914.

Cada una de las secuencias de polinucleétido proporcionadas en este documento puede usarse en el
descubrimiento y desarrollo de compuestos antibacterianos. La proteina codificada, tras su expresion, puede usarse
como un objetivo para el cribado de farmacos antibacterianos. Adicionalmente, pueden usarse las secuencias de
polinucleétidos que codifican para las regiones amino terminal de la proteina codificada o Shine-Delgarno u otras
secuencias facilitadoras de la traduccién de los respectivos ARNm para construir secuencias antisentido para
controlar la expresion de la secuencia codificante de interés.

La invencion también proporciona el uso del polipéptido o polinucledtido para interferir con la interaccion fisica inicial
entre un patdégeno o patdgenos y un eucariota, preferiblemente un mamifero, hospedador responsable de las

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374055713

secuelas de la infeccion. En particular, las moléculas de la invencion pueden usarse: en la prevencién de la adhesién
de bacterias, en particular bacterias grampositivas y/o gramnegativas, a eucariotas, preferiblemente mamiferos,
proteinas de la matriz extracelular en dispositivos implantados o a proteinas de la matriz extracelular en heridas;
para bloquear el material de adhesion entre eucariotas, preferiblemente mamiferos, proteinas de la matriz
extracelular y proteinas bacterianas BASB041 que median en la lesion tisular, y/o; para bloquear la progresion
normal de la patogenia en infecciones iniciadas de una forma distinta a la implantacion de dispositivos implantados o
mediante otras técnicas quirirgicas.

También se describen en este documento mimoétopos del polipéptido de la invencion. Un mimétopo es una
secuencia peptidica lo suficientemente similar al péptido natural (secuencial o estructuralmente), de forma que es
capaz de ser reconocida por los anticuerpos que reconocen al péptido natural; o es capaz de originar anticuerpos
gue reconozcan el péptido natural cuando se acopla a un portador adecuado.

Los mimotopos peptidicos pueden disefiarse para un proposito particular mediante la adicion, delecién o sustitucion
de los aminoacidos seleccionados. Por lo tanto, los péptidos pueden modificarse para el propésito de una de
conjugacioén con un procesador proteico. Por ejemplo, puede ser deseable para algunos procedimientos de
conjugacién quimica incluir una cisteina terminal. Ademas, puede ser deseable para los péptidos conjugados con un
portador proteico incluir un terminal hidréfobo alejado del terminal conjugado del péptido, de forma que el extremo no
conjugado libre del péptido permanezca asociado a la superficie de la proteina portadora. Presentando asi el péptido
en una conformacién que se parezca lo mas posible a la del péptido segin se encuentra en el contexto de la
molécula natural completa. Por ejemplo, los péptidos pueden alterarse para que tengan una cisteina N terminal y
una cola amidada hidroéfoba C terminal. Alternativamente, puede realizarse la adicion o la sustitucion de una forma
estereoisomera D de uno o mas de los aminoéacidos para crear un derivado beneficioso, por ejemplo, para mejorar la
estabilidad del péptido.

Alternativamente, los mimoétopos peptidicos pueden identificarse usando anticuerpos que son capaces de unirse por
si mismos a los polipéptidos de la presente invencion usando técnicas tales como la tecnologia de presentacién de
fagos (documento EP 0 552 267 B1). Esta técnica genera un gran niumero de secuencias peptidicas que mimetizar
la estructura de los péptidos naturales, y son por lo tanto capaces de unirse a anticuerpos anti-péptidos naturales,
pero pueden no compartir necesariamente por si mismos un homologia de secuencia significativa con el polipéptido
natural.

Vacunas
La invencion también proporciona una composicién de vacuna que comprende:

() una cantidad eficaz de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC
ID N°: 6, o un fragmento inmundgeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4
o la SEC ID N°: 6, en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2,
la SEC ID N°; 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un
portador) de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID
N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o un polipéptido que comprende dicho fragmento inmundgeno;

(i) un portador farmacéuticamente aceptable;y

(iii) un coadyuvante seleccionado del grupo que consiste en 3 Des-O-acilado monofosforil lipido A, QS21,
QS21 y colesterol.

La invencion también proporciona una composicion de vacuna que comprende

(i) una cantidad eficaz de un polinucleétido que tiene una identidad de al menos el 85% con la de la SEC ID
N°: 1, la SEC ID N°: 3 0 la SEC ID Ne°: 5;

(i) un portador farmacéuticamente aceptable;y

(iii) un coadyuvante seleccionado del grupo que consiste en 3 Des-O-acilado monofosforil lipido A, QS21,
QS21y colesterol.

La invencion también proporciona el uso de (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la
SEC ID N°: 6 o (ii) un fragmento inmundgeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4
0 la SEC ID N°: 6 en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC
ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador) de
provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o laSEC ID Ne:
6, o (iii) un polipéptido que comprende dicho fragmento inmundgeno, en la preparaciéon de un medicamento para
prevenir la infeccién por Neisseria meningitidis.

La invencion también proporciona el uso de un polinucleétido con una identidad de al menos el 85% con la de la
SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3 0 la SEC ID N°: 5, en la preparacion de un medicamento para prevenir la infeccion por
Neisseria meningitidis.
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La invencion también proporciona un polipéptido o un fragmento inmundgeno seleccionado del grupo que consiste
en (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 85% con
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID Ne°: 6; (ii) un fragmento inmundégeno de
un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N° 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N° 6 en el que el fragmento
comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el
fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador) de provocar una respuesta inmunitaria que
reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6; y (iii) un polipéptido que comprende
dicho fragmento inmundgeno, para su uso en la prevencion de la infeccién por Neisseria meningitidis.

La invencion también proporciona un polinucledtido con una identidad de al menos el 85% con la de la SEC ID N°: 1,
la SEC ID N°: 3 0 la SEC ID N°: 5, para su uso en la prevencion de la infeccion por Neisseria meningitidis.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un individuo,
particularmente un mamifero, preferiblemente seres humanos, que comprende inocular al individuo con
polinucleétido y/o polipéptido BASB041, o un fragmento o variante de los mismos, adecuados para producir una
respuesta inmunitaria por anticuerpos y/o linfocitos T para proteger a dicho individuo de una infeccion,
particularmente de una infeccidén bacteriana y muy particularmente de una infeccién por Neisseria meningitidis.

También se proporcionan procedimientos mediante los cuales dicha respuesta inmunitaria ralentiza la replicacion
bacteriana. Otro aspecto mas de la invencion se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria
en un individuo que comprende proporcionar a dicho individuo un vector de &cido nucleico, secuencia o ribozima
para dirigir la expresion del polinucleétido y/o el polipéptido BASB041, o un fragmento o una variante de los mismos
in vivo con objeto de inducir una respuesta inmunitaria, tal como, producir una respuesta inmunitaria por anticuerpos
y/o linfocitos T, incluyendo, por ejemplo, linfocitos T productores de citocinas o linfocitos T citotoxicos, para proteger
a dicho individuo, preferiblemente un ser humano, de la enfermedad, tanto si la enfermedad ya se ha establecido en
el individuo como si no. Un ejemplo de administracion del gen es acelerandolo en las células deseadas como un
recubrimiento sobre particulas o de otra forma. Dicho vector de acido nucleico puede comprender ADN, ARN, una
ribozima, un acido nucleico modificado, un hibrido de ADN/ARN, un complejo de ADN-proteina o un complejo de
ARN-proteina.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicién inmunoldgica que, cuando se introduce en un
individuo, preferiblemente un ser humano, capaz de producir una respuesta inmunolégica inducida, induce una
respuesta inmunolégica en dicho individuo frente a un polinucleétido y/o polipéptido BASB041 codificado a partir de
los mismos, en el que la composicion comprende un polinucleétido y/o polipéptido BASB041 recombinante
codificado a partir de los mismos y/o comprende ADN y/o ARN que codifican y expresan un antigen de dicho
polinucleétido y/o polipéptido BASB041 codificado a partir de los mismos, u otro polipéptido de la invencion. La
respuesta inmunolégica puede usarse terapéutica o profilacticamente, y puede tener la forma de una inmunidad por
anticuerpos y/o una inmunidad celular, tal como una inmunidad celular a partir de CTL o linfocitos T CD4+.

Pueden fusionarse un polipéptido BASB041 o un fragmento del mismo con una coproteina o una fraccién quimica
gue puede o no puede producir por si misma anticuerpos, pero que es capaz de estabilizar la primera proteina y
producir una proteina modificada o fusionada que tenga propiedades antigénicas y/o inmundgenas, y
preferiblemente propiedades protectoras. Por lo tanto, la proteina recombinante fusionada, comprende
preferiblemente ademas una coproteina antigénica, tal como la lipoproteina D de Haemophilus influenzae, Glutation-
S-transferasa (GST) o beta-galactosidasa, o cualquier otra coproteina relativamente grande que solubilice la
proteina y facilite la produccién y purificacion de la misma. Ademas, la coproteina puede actuar como un
coadyuvante en el sentido de proporcionar una estimulacién generalizada del sistema inmunitario del organismo que
recibe la proteina. La coproteina puede estar unida al amino o carboxi terminal de la primera proteina.

En una composicién de vacuna segun la invencion, puede haber presente un polipéptido y/o polinucleétido
BASBO041, o un fragmento descrito en este documento, en un vector, tal como los vectores recombinantes vivos
descritos anteriormente, por ejemplo, vectores bacterianos vivos.

También son adecuados vectores no vivos para el polipéptido BASB041, por ejemplo, vesiculas de la membrana
externa bacteriana o "bullas". Las bullas de la membrana externa derivan de la membrana externa bicapa de
bacterias gramnegativas y se han documentado en muchas bacterias gramnegativas (Zhou, L y col. 1998. FEMS
Microbiol. Lett. 16: 223-228) incluyendo C. trachomatis y C. psittaci. Una lista no exhaustiva de patégenos
bacterianos referidos como productores de bullas también incluye: Bordetela pertussis, Borrelia burgdorferi, Brucela
melitensis, Brucela ovis, Esherichia coli, Haemophilus influenza, Legionela pneumophila, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa y Yersinia enterocolitica.

Las bullas tienen la ventaja de proporcionar las proteinas de la membrana externa en su conformacién natural, y son
por lo tanto particularmente Utiles para las vacunas. Las bullas también pueden mejorarse para su uso en vacunas
modificando la bacteria de forma que se modifique la expresion de una o mas moléculas en la membrana externa.
Asi, por ejemplo, puede introducirse o regularse por incremento la expresion de una proteina inmundgena deseada
de la membrana externa, tal como el polipéptido BASB041 (por ejemplo, alterando el promotor). En su lugar, o
ademas, puede regularse por disminucién la expresion de moléculas de la membrana externa que bien no son de
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interés (por ejemplo, antigenos no protectores o proteinas inmunodominantes pero variables) o que son perjudiciales
(por ejemplo, moléculas téxicas tales como LPS, o potenciales inductores de una respuesta autoinmune). Estas
metodologias se discuten con mas detalle a continuacion.

Las regiones flanqueantes no codificantes del gen BASB0411 contienen elementos reguladores importantes en la
expresion del gen. Esta regulacion tiene lugar tanto a nivel transcripcional como traduccional. La secuencia de estas
regiones, tanto en direccion 5 como en direccion 3’ del marco abierto de lectura del gen, pueden obtenerse
mediante secuenciacion del ADN. Esta informacion de secuencia permite la determinacién de potenciales motivos
reguladores tales como los diferentes elementos promotores, secuencias de terminacion, elementos de secuencias
inducibles, represores, elementos responsables de la variacion de fase, la secuencia de shine-dalgarno, regiones
con una potencial estructura secundaria implicada en la regulacion, asi como otros tipos de motivos o secuencias
reguladores.

Esta informacion de la secuencia permite la modulacién de la expresion natural del gen BASB041. La regulacion por
incremento de la expresion del gen puede realizarse alterando el promotor, la secuencia de shine-dalgarno, el
represor potencial o los elementos operadores, o cualquier otro elemento implicado. Asimismo, la regulacion por
disminucion de la expresion puede conseguirse mediante unos tipos similares de modificaciéon. Alternativamente,
cambiando las secuencias de variacion de fase, puede ponerse bajo el control de la variacion de fase la expresiéon
del gen, o puede desacoplarse de esta regulacion. En otra metodologia, la expresion del gen puede ponerse bajo el
control de uno o mas elementos inducibles que permitan una expresién regulada. Algunos ejemplos de dicha
regulacion incluyen, pero no se limitan a, una inducciéon mediante cambio de temperatura, la adicion de sustratos
inductores como carbohidratos seleccionados por sus derivados, oligoelementos, vitaminas, cofactores, iones
metalicos, etc.

Modificaciones tales como las descritas anteriormente pueden producirse mediante muchos medios diferentes. La
modificaciéon de las secuencias implicadas en la expresion génica puede llevarse a cabo in vivo mediante
mutagénesis aleatoria, seguido de la seleccién del genotipo deseado. Otra metodologia consiste en el aislamiento
de la regién de interés y su modificacion mediante mutagénesis aleatoria, 0 una mutagénesis por sustitucion,
insercidn o delecion dirigida. Entonces la region modificada puede reintroducirse en el genoma bacteriano mediante
recombinacién homoéloga, y puede evaluarse el efecto sobre la expresiéon génica. En otra metodologia puede usarse
el conocimiento de la secuencia de la region de interés para sustituir o eliminar todas o parte de las secuencias
reguladoras naturales. En este caso, la region reguladora objetivo se aisla y modifica de forma que contenga los
elementos reguladores de otro gen, una combinacion de elementos reguladores de diferentes genes, una regién
reguladora sintética o cualquier otra region reguladora, o para delecionar partes seleccionadas de las secuencias
reguladoras naturales. Estas secuencias modificadas pueden reintroducirse entonces en la bacteria a través de una
recombinacién homologa en el genoma. Una lista no exhaustiva de promotores preferidos que podrian usarse para
la regulacion por incremento de la expresion génica incluye los promotores porA, porB, 1bpB, tbpB, p110, 1st,
hpuAB de N. meningitidis o N. gonorroheae; ompCD, copB, 1bpB, ompE, UspAl; UspA2 TbpB de M Catarrhalis; p1,
p2, p4, p5, p6, 1pD, thpB, D15, Hia, Hmwl Hmw2 de H. influenzae.

En un ejemplo, la expresion del gen puede modularse intercambiando su promotor por un promotor mas fuerte
(aislando en direccion 5’ del gen la secuencia, modificando in vitro esta secuencia y reintroduciéndola en el genoma
mediante recombinacion homdloga). La expresién regulada por incremento puede obtenerse tanto en la bacteria
como en las vesiculas de la membrana externa desprendida (0 hecha a partir de) la bacteria.

En otros ejemplos pueden usarse las metodologias descritas para generar cepas bacterianas recombinantes con
unas caracteristicas mejoradas para aplicaciones en vacunas. Estas pueden ser, pero no se limitan a, cepas
atenuadas, cepas con un incremento en la expresién de antigenos seleccionados, cepas con genes inactivados (o
con una expresion disminuida) que interfieren en la respuesta inmunitaria, cepas con una expresion modulada de
proteinas inmunodominantes, cepas con un desprendimiento modulado de las vesiculas de la membrana externa.

En este documento también se describe una regién modificada en direccion 5’ del gen BASB041, region codificada
en direccion 5’ que contiene un elemento regulador heter6logo que altera el nivel de expresién de la proteina
BASBO041 localizada en la membrana externa. La regién en direccion 5’ segln este aspecto de la invencion incluye
la secuencia en direccién 5’ del gen BASBO041. La region en direccién 5’ comienza inmediatamente en direccién 5’
del gen BASB041 y habitualmente continGa hasta una posicién a no mas de aproximadamente 1.000 pb en direccién
5’ del gen desde el coddn de inicio ATG. En el caso de un gen localizado en una secuencia policistronica (operén), la
regiéon en direccion 5’ puede empezar inmediatamente precedente al gen de interés, o preceder al primer gen del
operon. La region modificada en direccion 5’ puede contener un promotor heterélogo en una posicion a entre 500 y
700 pb en direccion 5’ del ATG.

En este documento también se describe un polipéptido BASB041 en una bulla bacteriana modificada. También se
describen en este documento células hospedadoras modificadas capaces de producir los vectores de las bullas
basadas en la membrana no vivos. En este documento también se describen vectores de acidos nucleicos que
comprenden el gen BASB041 con una region modificada en direccién 5 que contiene un elemento regulador
heterdlogo.
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En este documento también se describen procedimientos para preparar las células hospedadoras y las bullas
bacterianas segun la invencion.

En este documento también se describen composiciones, particularmente composiciones de vacunas, Yy
procedimientos que comprenden los polipéptidos y/o polinucledtidos de la invencion y secuencias de ADN
inmunoestimulantes, tales como las descritas en Sato, Y. y col. Science 273: 352 (1996).

Esta invencion también proporciona procedimientos que usan el polinucleétido descrito o fragmentos particulares, de
los que se ha demostrado que codifican para regiones no variables de proteinas de la superficie celular bacteriana,
en constructos polinucleotidicos usados en dichos experimentos de inmunizacion genética en modelos animales de
infeccion por Neisseria meningitidis. Dichos experimentos seran particularmente Utiles para la identificacion de
epitopos proteicos capaces de provocar una respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica. Se cree que esta
metodologia permitira la subsiguiente preparacion de anticuerpos monoclonales de especial valor, derivados del
organo requerido del animal que resiste o se libera satisfactoriamente de la infeccion, para el desarrollo de agentes
profilacticos o tratamientos terapéuticos de la infeccidon bacteriana, particularmente una infeccién por Neisseria
meningitidis, en mamiferos, particularmente en seres humanos.

La invencion también incluye una formulacién de vacuna que comprende un polipéptido y/o polinucleétido
recombinante inmundégeno de la invencion junto con un portador adecuado, tal como un portador farmacéuticamente
aceptable. Dado que los polipéptidos y polinucledtidos pueden degradarse en el estbmago, es preferible que cada
uno se administre por via parenteral, incluyendo, por ejemplo, una administracién que es subcutanea, intramuscular,
intravenosa o intradérmica. Las formulaciones adecuadas para su administracion por via parenteral incluyen
disoluciones estériles para inyeccion acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones,
compuestos bacteriostaticos y solutos que hacen la formulacion isoténica con respecto a los fluidos corporales,
preferiblemente la sangre, del individuo; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes
suspensores 0 agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en envases unidosis o multidosis, por
ejemplo, ampollas y viales precintados, y pueden almacenarse en estado liofilizado que sélo requiere la adicion del
portador liquido estéril inmediatamente antes de su uso.

La formulacién de vacuna de la invencion también puede incluir sistemas coadyuvantes para mejorar la
inmunogenicidad de la formulacion. Preferiblemente, el sistema coadyuvante provoca preferiblemente una respuesta
inmunitaria de tipo TH1.

Una respuesta inmunitaria puede distinguirse ampliamente en dos categorias extremas, que son respuestas
inmunitarias humorales o mediadas por células (caracterizadas tradicionalmente por mecanismos que efectores de
proteccion de anticuerpos y celulares, respectivamente). Estas categorias de respuesta se han denominado en
respuestas de tipo TH1 (respuesta mediada por células), y respuestas inmunitarias de tipo TH2 (respuestas
humorales).

Las respuestas inmunitarias extremas de tipo TH1 pueden caracterizarse por la generacién de linfocitos T citotoxicos
de haplotipo restringido especificos de antigeno, y respuestas de linfocitos citoliticos naturales. En ratones, las
respuestas de tipo TH1 se caracterizan a menudo por la generacion de anticuerpos del subtipo IgG2a, mientras que
en el ser humano estos se corresponden con anticuerpos del tipo IgG1. Las respuestas inmunitarias de tipo TH2 se
caracterizan por la generacion de una amplia gama de isotipos de inmunoglobulinas, incluyendo, en ratones, IgG1,
IgA e IgM.

Puede considerarse que la fuerza conductora que impulsa el desarrollo de estos dos tipos de respuestas
inmunitarias son las citocinas. Unos niveles altos de citocinas de tipo TH1 tienden a favorecer la induccién de
respuestas inmunitarias mediadas por células ante un antigeno dado, mientras que unos niveles altos de citocinas
de tipo TH2 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunitarias humorales frente al antigeno.

La distinciéon entre respuestas inmunitarias de tipo TH1 y TH2 no es absoluta. En realidad, un individuo soportara
una respuesta inmunitaria que se describe como predominantemente TH1 o predominantemente TH2. Sin embargo,
a menudo es conveniente considerar las familias de citocinas en términos de las descritas en clones de linfocitos T
CD4 +ve murinos por Mosmann y Coffman (Mosmann, T. R. y Coffman, R. L. (1989) TH1 and TH2 cells: different
patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties. Annual Review of Immunology, 7, pags. 145-
173). Tradicionalmente, las respuestas de tipo TH1 se asocian con la produccion de INF-y y citocinas IL-2 por parte
de los linfocitos T. Otras citocinas a menudo asociadas directamente con la induccion de respuestas inmunitarias de
tipo TH1 no son producidas por los linfocitos T, tales como la IL-12. Por el contrario, las respuestas de tipo TH2 se
asocian con la secrecion de of IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13.

Se sabe que ciertos coadyuvantes de vacunas son particularmente adecuados para la estimulacién de las
respuestas de citocinas de tipo TH1 o TH2. Tradicionalmente, los mejores indicadores del equilibrio TH1:TH2 de la
respuesta inmunitaria tras una vacunacion o infeccion incluyen la medida directa de la produccién de citocinas TH1 o
TH2 por los linfocitos T in vitro tras la reestimulacion con un antigeno, y/o la medida de la proporcion IgG1:lgG2a de
las respuestas a anticuerpos especificas de antigeno.

Por lo tanto, un coadyuvante de tipo TH1 es aquel que estimula preferentemente poblaciones aisladas de linfocitos T
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para producir altos niveles de citocinas de tipo TH1 cuando se reestimulan con un antigeno in vitro, y promueve el
desarrollo tanto de respuestas de linfocitos T citotéxicos CD8+ como de inmunoglobulinas especificas de antigeno
asociadas con el isotipo de tipo TH1.

Los coadyuvantes que son capaces de una estimulacién preferente de la respuesta celular TH1 se describen en las
Solicitudes de Patente Internacional N° WO 94/00153 y WO 95/17209.

El 3 des-O-acilado monofosforil lipido A (3D-MPL) es uno de dichos coadyuvantes. Se conoce a partir del
documento GB 2220211 (Ribi). Quimicamente es una mezcla de 3 des-O-acilado monofosforil lipido A con 4,5 6 6
cadenas aciladas, y es elaborado por Ribi Immunochem, Montana. Una forma preferida del 3 des-O-acilado
monofosforil lipido A se desvela en la Patente Europea 0 689 454 B1 (SmithKline Beecham Biologicals SA).

Preferiblemente, las particulas de 3D-MPL son lo suficientemente pequefias como para ser filtradas estériles a
través de una membrana de 0,22 micrémetros (Patente Europea nimero 0 689 454).

El 3D-MPL estara presente en el intervalo de 10 pg — 100 g, preferiblemente de 25-50 ug por dosis, en la que el
antigeno estara presente tipicamente en un intervalo de 2-50 pg por dosis.

Otro coadyuvante y preferido comprende QS21, una fraccién no toxica purificada mediante HPLC derivada de la
corteza de Quillaja Saponaria Molina. Opcionalmente, puede mezclarse con 3 des-O-acilado monofosforil lipido A
(3D-MPL), opcionalmente junto con un portador.

El procedimiento de produccion de QS21 se desvela la patente de EE.UU. N° 5.057.540.

Las formulaciones con coadyuvantes no reactogénicas que contienen QS21 han sido descritas previamente
(documento WO 96/33739). Se ha demostrado que dichas formulaciones que comprenden QS21 y colesterol son
eficaces coadyuvantes estimulantes de TH1 cuando se formulan junto con un antigeno.

Algunos coadyuvantes adicionales que son estimuladores preferentes de la respuesta celular TH1 incluyen
oligonucledtidos inmunomoduladores, por ejemplo, secuencias de CpG no metiladas, segin se desvela en el
documento WO 96/02555.

También se contemplan combinaciones de diferentes coadyuvantes estimuladores de TH1, tales como los
mencionados anteriormente en este documento, para proporcionar un coadyuvante que sea un estimulador
preferente de la respuesta celular TH1. Por ejemplo, puede formularse QS21 junto con 3D-MPL. La proporcion
QS21:3D-MPL sera tipicamente del orden de 1:10 a 10:1; preferiblemente de 1:5 a 5:1, y a menudo sustancialmente
de 1:1. El intervalo preferido para una sinergia 6ptima es de 2,5:1 a 1:1 de 3D-MPL:QS21.

Preferiblemente también hay presente un portador en la composicion de vacuna segun la invencion. El portador
puede ser una emulsién de aceite en agua o una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio o hidroxido de
aluminio.

Una emulsion de aceite en agua preferida comprende un aceite metabolizable, tal como escualeno, alfa tocoferol y
Tween 80. En un aspecto particularmente preferido, los antigenos de la composicion de vacuna segun la invencion
se combinan con QS21 y 3D-MPL en dicha emulsién. Adicionalmente, la emulsion de aceite en agua puede contener
span 85 y/o lecitina y/o tricaprilina.

Tipicamente, para su administracion a seres humanos, los QS21 y 3D-MPL estaran presentes en una vacuna en el
intervalo de 1 pg — 200 g, tal como de 10 - 100 pg, preferiblemente de 10 pug — 50 pg por dosis. Tipicamente, el
aceite en agua comprendera del 2 al 10% de escualeno, del 2 al 10% de alfa tocoferol y del 0,3 al 3% de tween 80.
Preferiblemente, la proporcion de escualeno:alfa tocoferol es igual o inferior a 1, ya que esto proporciona una
emulsién mas estable. También puede estar presente el span 85 a un nivel del 1%. En algunos casos puede ser
ventajoso que las vacunas de la presente invencion contengan adicionalmente un estabilizante.

Las emulsiones de aceite en agua no téxicas contienen preferiblemente un aceite no toxico, por ejemplo, escualano
0 escualeno, un emulsionante, por ejemplo, Tween 80, en un portador acuoso. El portador acuoso puede ser, por
ejemplo, disolucion salina tamponada con fosfato.

Un coadyuvante de formulacién particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL vy tocoferol en una emulsién de
aceite en agua se describe en el documento WO 95/17210.

La presente invencion también proporciona una composicion de vacuna polivalente que comprende una formulacion
de vacuna de la invencién en combinacién con otros antigenos, en particular antigenos Utiles para el tratamiento del
cancer, enfermedades autoinmunes y dolencias relacionadas. Dicha composicion de vacuna polivalente puede
incluir un coadyuvante inductor de TH-1 segun se describié anteriormente en este documento.

Mientras que la invencidon se ha descrito con referencia a ciertos polipéptidos y polinucleétidos BASB041, se debe
entender que ésta cubre fragmentos de los polipéptidos y polinucleétidos naturales, y polipéptidos y polinucleétidos
similares con adiciones, deleciones por sustituciones que no afecten sustancialmente a las propiedades
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inmundgenas de los polipéptidos o polinucleétidos recombinantes.

El antigeno también puede administrarse en forma de bacterias completas (muertas con vivas) o como fracciones
subcelulares, estas posibilidades incluyen la propia N. meningitidis.

Composiciones, Kits y Administraciéon

En un aspecto adicional de la invencién se proporcionan composiciones que comprenden un polinucleétido
BASBO041 y/o un polipéptido BASB041 para su administracion a una célula o a un organismo multicelular.

La invencion también se refiere a composiciones que comprenden un polinucleétido y/o un polipéptido discutido en
este documento. Los polipéptidos y polinucleétidos de la invencién pueden emplearse en combinacién con un
portador o portadores no estériles o estériles para su uso con células, tejidos u érganos, tales como un portador
farmacéuticamente adecuado para su administracion a un individuo. Dichas composiciones comprenden, por
ejemplo, un aditivo del medio o una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido y/o polinucleétido de la
invencion, y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos portadores pueden incluir, pero no se
limitan a, disolucion salina, disolucién salina tamponada, glucosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los
mismos. La formulacién debe ajustarse al modo de administracion. También se describen en este documento
envases Y kits diagnésticos y farmacéuticos que comprenden uno o mas recipientes rellenos con uno o mas de los
ingredientes de las composiciones de la invencion mencionadas anteriormente. Los polipéptidos, polinucledtidos y
otros compuestos de la invencion pueden emplearse solos 0 en conjuncién con otros compuestos, tales como
compuestos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de cualquier forma conveniente y eficaz que incluye, por
ejemplo, la administracién por via tépica, oral, anal, vaginal, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea,
intranasal o intradérmica entre otras.

En una terapia o como profilactico, el agente activo puede administrarse a un individuo como una compaosicion
inyectable, por ejemplo, como una dispersion acuosa estéril, preferiblemente isotdnica.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido y/o polinucleétido, tal como la forma soluble de un polipéptido y/o
polinucleétido de la presente invencién, un péptido agonista o antagonista o un compuesto de moléculas pequenas,
en combinacién con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos portadores incluyen, pero no se
limitan a, disolucion salina, disolucién salina tamponada, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos. La
invencion se refiere ademas a envases y kits farmacéuticos que comprenden uno o mas recipientes rellenos con uno
o mas de los ingredientes de las composiciones de la invencién mencionadas anteriormente. Los polipéptidos,
polinucleétidos y otros compuestos de la invencién pueden emplearse solos 0 en conjuncién con otros compuestos,
tales como compuestos terapéuticos.

La composicion estara adaptada a la via de administracién, por ejemplo, a través de una via sistémica u oral.
Algunas formas preferidas de administracion sistémica incluyen la inyeccion, tipicamente la inyeccion intravenosa.
Pueden usarse otras vias de inyeccion, tales como subcutanea, intramuscular o intraperitoneal. Algunos medios
alternativos para la administracién sistémica incluyen la administracion transmucosal y transdérmica usando
penetrantes tales como sales biliares o acidos fusidicos. Ademas, si un polipéptido u otros compuestos de la
presente invencion pueden formularse en una formulaciéon entérica o encapsulada, la administracion por via oral
también puede ser posible. La administracion de estos compuestos también puede ser por via topica y/o localizada,
en forma de balsamos, pastas, geles, disoluciones, polvos y similares.

Para su administracion a mamiferos, y particularmente a seres humanos, se espera que el nivel de dosis diaria del
agente activo sea desde 0,01 mg/kg hasta 10 mg/kg, tipicamente de alrededor de 1 mg/kg. EI médico determinara
en cualquier caso la dosis real, que sera la mas adecuada para un individuo, y variara con la edad, el peso y la
respuesta del individuo en particular. Las dosis anteriores son ejemplos del caso promedio. Por supuesto, puede
haber casos particulares en los que se requieran intervalos de dosificacion mayores o menores, y éstos estan en el
ambito de esta invencion.

El intervalo de dosificacion requerido depende de la eleccion del péptido, la via de administracion, la naturaleza de la
formulacion, la naturaleza del estado del sujeto y el juicio del facultativo. Las dosis adecuadas, sin embargo, estan
en el intervalo de 0,1-100 pg/kg del sujeto.

Una composicion de vacuna esta convenientemente en forma inyectable. Pueden emplearse coadyuvantes
convencionales para mejorar la respuesta inmunitaria. Una dosis unitaria adecuada para vacunacién que es de 0,5-5
microgramos/kg de antigeno, y dicha dosis se administra preferiblemente 1-3 veces y con un intervalo de 1-3
semanas. Con el intervalo de dosis sindicado, no se observaran efectos toxicoldgicos adversos con los compuestos
de la invencién que podrian descartar su administracion a individuos adecuados.

Sin embargo, se esperan amplias variaciones en las dosis requeridas en vista de la variedad de compuestos
disponibles y de las diferentes eficacias de las diversas vias de administracion. Por ejemplo, se esperaria que la
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administracion por via oral requiriera dosis mayores que la administracién mediante inyeccién intravenosa. Las
variaciones en estos niveles de dosificacion pueden ajustarse usando rutinas empiricas estandar para su
optimizacion, como bien se entiende en la materia.

Bases de Datos de Secuencias, Secuencias en un Medio Tangible y Algoritmos

Las secuencias de polinucleétidos y polipéptidos forman una valiosa fuente de informacion con la que determinar
sus estructuras bi y tridimensionales, asi como para identificar secuencias adicionales de homologia similar. Estas
metodologias se facilitan mucho almacenando la secuencia en un medio legible informaticamente, y después
usando los datos almacenados en un programa de estructuras macromoleculares conocido para buscar en una base
de datos de secuencias usando herramientas de busqueda conocidas, tales como el conjunto de programas GCG.

La invenciéon también proporciona procedimientos para el analisis de las secuencias de caracteres o series,
particularmente secuencias genéticas o secuencias proteicas codificadas. Algunos procedimientoss de analisis de
secuencia preferidos incluyen, por ejemplo, procedimientos de analisis de homologia de secuencia, tales como
andlisis de identidad y similitud, analisis estructural de ADN, ARN y proteinas, ensamblaje de secuencias, analisis
cladistico, andlisis de motivos de secuencias, determinacion del marco abierto de lectura, lectura automatica de
acidos nucleicos, analisis del uso de codones, recorte de acidos nucleicos y analisis de picos cromatograficos de
secuenciacion.

Se proporciona un procedimiento informatico para realizar la identificacion de homologias. Este procedimiento
comprende las etapas de: proporcionar una primera secuencia polinucleotidica que comprende la secuencia de un
polinucleétido de la invencion en un medio legible informaticamente; y comparar dicha primera secuencia
polinucleotidica con al menos una segunda secuencia de polinucleétidos o polipéptidos para identificar homologias.

También se proporciona un procedimiento informatico para realizar la identificacion de homologias, comprendiendo
dicho procedimiento las etapas de: proporcionar una primera secuencia polipeptidica que comprende la secuencia
de un polipéptido de la invencion en un medio legible informaticamente; y comparar dicha primera secuencia
polipeptidica con al menos una segunda secuencia de polinucleétidos o polipéptidos para identificar homologias.

Definiciones

"Identidad," como se sabe en la materia, es una relacion entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos 0 mas
secuencias polinuclectidicas, segun sea el caso, determinada mediante la comparacion de las secuencias. En la
materia, "identidad" también significa el grado de parentesco de secuencias entre secuencias polipeptidicas o
polinucleotidicas, segun sea el caso, determinado mediante la coincidencia entre las series de dichas secuencias. La
"identidad" puede calcularse facilmente mediante procedimientos conocidos, que incluyen, pero no se limitan a, los
descritos en (Computation Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073
(1988). Los procedimientos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor coincidencia
entre las secuencias ensayadas. Ademas, los procedimientos para determinar la identidad estan codificados en
programas informaticos a disposicion publica. Los procedimientos de programas informaticos para determinar la
identidad entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, el programa GAP del conjunto de programas GCG
(Devereux, J., y col., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN (Altschul, S. F. y col., J. Mol.
Biol. 215: 403-410 (1990) y FASTA (Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85; 2444-2448 (1988). La
familia de programas BLAST esté a disposicion publica en NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., y col.,
NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., y col., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). Para determinar la
identidad también puede usarse el bien conocido algoritmo de Smith Waterman.

Los parametros para la comparacion de secuencias polipeptidicas incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)

Matriz de comparacion: BLOSSUMG62 de Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 10915-10919 (1992)
Penalizacién por salto: 8

Penalizacién por longitud del salto: 2

Un programa util con estos parametros se encuentra a disposicion publica como el programa “gap” de Genetics
Computer Group, Madison WI. Los parametros mencionados anteriormente son los parametros por defecto para
comparaciones de péptidos (junto con ninguna penalizacion para los saltos en los extremos).

Los parametros para la comparacion de polinucleétidos incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Matriz de comparacion: coincidencias = +10, no coincidencias = 0
Penalizacién por salto: 50
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Penalizacién por longitud del salto: 3
Disponible como: el programa “gap” de Genetics Computer Group, Madison WI. Estos son los parametros
parametros por defecto para comparaciones de acidos nucleicos.

Un significado preferido para “identidad” en polinucleétidos y polipéptidos, segun sea el caso, se proporciona en (1) y
(2) a continuacion.

(1) Algunas formas de realizacion de polinucleétidos incluyen adicionalmente un polinucleétido aislado que
comprende una secuencia de polinucleétidos con una identidad de al menos el 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97
0 100% con la secuencia de referencia de la SEC ID N°: 1, en las que dicha secuencia de polinucleétidos
puede ser idéntica a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 1 o puede incluir hasta un cierto nimero
entero de alteraciones nucleotidicas en comparacién con la secuencia de referencia, en las que dichas
alteraciones se eligen del grupo que consiste en al menos una delecion, sustitucién, incluyendo transicion y
transversion, o insercion de nucleétido, y en las que dichas alteraciones pueden producirse en las posiciones
terminales 5’ o 3’ de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier sitio entre esas posiciones
terminales, intercaladas bien individualmente entre los nucleétidos de la secuencia de referencia o bien en
uno 0 mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia, y en las que dicho nimero de alteraciones
de nucledtidos se determina multiplicando el nimero total de nucledtidos de la SEC ID N°: 1 por el nimero
entero que define porcentaje de identidad dividido entre 100 y restando después ese producto de dicho
namero total de nucledtidos de la SEC ID N°: 1, o:

Nh<Xn— (Xn ®Y),

en la que n, es el nimero de alteraciones de nucleétidos, x, es el nimero total de nucleétidos de la SEC ID
N°: 1, ey es, 0,50 para el 50%, 0,70 para el 70%, 0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, 0,90 para el 90%, 0,95
para el 95%, 0,97 para el 97% o 1,00 para el 100%, y ® es el simbolo del operador de multiplicacion, y en la
gue todo producto de x, e y que no sea un numero entero se redondea por debajo al nimero entero mas
cercano antes de restarlo de x,. Las alteraciones de una secuencia polinucleotidica que codifica para el
polipéptido de la SEC ID N°: 2 pueden crear mutaciones sin sentido, mutaciones erréneas o mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura en esta secuencia codificante, y alterar asi el polipéptido codificado por
el polinucledtido después de estas alteraciones. A modo de ejemplo, una secuencia polinucleotidica de la
presente invencion puede ser idéntica a la secuencia de referencia de la SEC ID N°: 1, esto es, puede ser
idéntica en el 100%, o puede incluir hasta un determinado nimero entero de alteraciones de acidos nucleicos
en comparacion con la secuencia de referencia, tal que el porcentaje de identidad sea inferior a una identidad
del 100%. Dichas alteraciones se eligen del grupo que consiste en al menos una delecion, sustitucion,
incluyendo transicién y transversion, o insercion de un acido nucleico, y en la que dichas alteraciones pueden
tener lugar en las posiciones 5’ 0 3' de la secuencia polinucleotidica de referencia o en un lugar cualquiera
entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los &acidos nucleicos de la
secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. El
namero de alteraciones de acidos nucleicos para un porcentaje de identidad dado se determina multiplicando
el nimero total de acidos nucleicos de la SEC ID N°: 1 por el nUmero entero que define el porcentaje de
identidad dividido entre 100 y restando después ese producto de dicho nimero total de acidos nucleicos de la
SEC ID N°: 1, o:

Nh<Xn— (Xn ®Y),

en la que nn es el numero de alteraciones de acidos nucleicos, x, es el nimero total de acidos nucleicos de la
SEC ID N°: 1, y es, por ejemplo, 0,70 para el 70%, 0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, etc., ® es el simbolo
del operador de multiplicacién, y la que todo producto de x, € y que no sea un numero entero se redondea
por debajo al nimero entero mas cercano antes de restarlo de xp.

(2) Algunas formas de realizacion de polipéptidos incluyen adicionalmente un polipéptido aislado que
comprende un polipéptido con una identidad de al menos el 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 0 100% con la de
una secuencia polipeptidica de referencia de la SEC ID N°: 2, en las que dicha secuencia polipeptidica puede
ser idéntica a la secuencia de referencia de la SEC ID N°: 2 o puede incluir hasta un cierto nimero entero de
alteraciones de aminoacidos en comparacién con la secuencia de referencia, en las que dichas alteraciones
se eligen del grupo que consiste en delecién, sustitucién, incluyendo sustituciones conservadoras y no
conservadoras, o0 insercion, de al menos un aminoacido, y en las que dichas alteraciones pueden producirse
en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia polipeptidica de referencia o en cualquier sitio
entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los aminoacidos de la secuencia de
referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia, y en las que dicho
namero de alteraciones de aminoacidos se determina multiplicando el nimero total de aminoacidos de la
SEC ID N°: 2 por el nUmero entero que define porcentaje de identidad dividido entre 100 y restando después
ese producto de dicho nimero total de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2, o:

Na<Xa— (Xa®Vy),
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en la que na es el numero de alteraciones de aminodacidos, xa es el niumero total de aminoacidos de la SEC
ID N°: 2, y es, 0,50 para el 50%, 0,70 para el 70%, 0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, 0,90 para el 90%,
0,95 para el 95%, 0,97 para el 97% o 1,00 para el 100%, y ® es el simbolo del operador de multiplicacion, y
en la que todo producto de x, € y que no sea un nimero entero se redondea por debajo al nimero entero
mas cercano antes de restarlo de Xa.

A modo de ejemplo, una secuencia polipeptidica de la presente invenciéon puede ser idéntica a la secuencia de
referencia de la SEC ID N°; 2, esto es, puede ser idéntica en el 100%, o puede incluir hasta un determinado niimero
entero de alteraciones de aminoacidos en comparacion con la secuencia de referencia, de forma que el porcentaje
de identidad sea menor del 100% de identidad. Dichas alteraciones se eligen del grupo que consiste en al menos
una delecién, sustitucidn, incluyendo sustituciones conservadoras y sustituciones no conservadoras, o insercion, de
al menos un aminodcido, y en la que dichas alteraciones pueden tener lugar en las posiciones amino o carboxi
terminal de la secuencia polipeptidica de referencia o en un lugar cualquiera entre esas posiciones terminales,
intercaladas bien individualmente entre los aminoacidos de la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia. El nimero de alteraciones de aminoacidos correspondiente a un
determinado porcentaje de identidad se determina multiplicando el nimero total de aminoacidos de la SEC ID N°: 2
por el numero entero que define porcentaje de identidad dividido entre 100 y restando después ese producto de
dicho nimero total de aminoacidos de la SEC ID N°: 2, o:

na S Xa_ (Xa L4 y),

en la que n, es el nimero de alteraciones de aminoacidos, xa €s el nimero total de aminoacidos de la SEC ID N°: 2,
y es, por ejemplo, 0,70 para el 70%, 0,80 para el 80%, 0,85 para el 85%, etc., y ® es el simbolo del operador de
multiplicacién, y en la que todo producto de x, € y que no sea un nimero entero se redondea por debajo al nimero
entero mas cercano antes de restarlo de Xa.

"Individuo(s)," cuando se usa en este documento con referencia a un organismo, significa un eucariota pluricelular,
incluyendo, pero no limitdndose a, un metazoo, a un mamifero, un évido, un bévido, un simio, un primate y un ser
humano.

"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" desde su estado natural, es decir, si esta en la naturaleza, ha
sido modificado o eliminado de su entorno natural, 0 ambos. Por ejemplo, un polinucle6tido o un polipéptido presente
de forma natural en un organismo vivo no esta "aislado", pero el mismo polinucleétido o polipéptido separado de los
materiales coexistentes de su estado natural esta "aislado", segin se emplea el término en este documento.
Ademas, un polinucleodtido o polipéptido que es introducido en un organismo mediante transformacién, manipulacion
genética o mediante cualquier otro procedimiento recombinante esta "aislado" incluso si alin esté presente en dicho
organismo, organismo que puede estar vivo o0 no.

"Polinucledtido(s)" se refiere generalmente a cualquier polirribonucleétido o polidesoxiribonucleétido, que puede ser
un ARN o un ADN modificado o un ARN o un ADN modificado que incluye regiones mono y bicatenarias.

"Variante" se refiere a un polinucleétido o polipéptido que difiere de un polinucleétido o polipéptido de referencia,
pero que conserva propiedades esenciales. Una variante tipica de un polinucleétido difiere de la secuencia de
nucleétidos de otra secuencia de polinucleétidos de referencia. Los cambios en la secuencia de nucleétidos de la
variante pueden o no alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido codificado por el polinucleétido de
referencia. Los cambios en el nucleétido pueden dar como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y
truncamientos de aminoacidos en el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, segun se discute a
continuacién. Una variante tipica de un polipéptido difiere en la secuencia de aminoacidos de otro polipéptido de
referencia. Generalmente, las diferencias estan limitadas, de forma que las secuencias del polipéptido de referencia
y de la variante son muy similares globalmente y, en muchas regiones, idénticas. Un polipéptido variante y de
referencia pueden diferir en la secuencia de aminoacidos por una o mas sustituciones, adiciones, deleciones en
cualquier combinaciéon. Un residuo de aminoacido sustituido o insertado puede o no estar codificado por el codigo
genético. Una variante de un polinucleétido o un polipéptido puede ser una variante natural, tal como una variante
alélica, o puede ser una variante que no se conoce en estado natural. Las variantes no naturales de y
polinucleétidos y polipéptidos pueden realizarse mediante técnicas de mutagénesis o mediante sintesis directa.

“Enfermedad(es)" significa cualquier enfermedad causada por, o relacionada con, la infeccién por una bacteria,
incluyendo, por ejemplo, infeccion del tracto respiratorio superior, infecciones bacterianas invasivas, tales como
bacteriemia y meningitis.

Ejemplos

Los ejemplos, a continuacion, se llevan a cabo usando técnicas estandar, que son bien conocidas y rutinarias para
los expertos en la materia, salvo que de otro modo se describa detalladamente. Los ejemplos son ilustrativos pero
no limitantes de la invencion.
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Ejemplo 1

Secuenciacion del ADN del gen BASB041 a partir de dos cepas de N. meningitidis.

A: BASB041 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B ATCC13090.

El gen BASB041 de la cepa de N. meningitidis ATCC 13090 se muestra en la SEC ID N° 1. La traduccion de la
secuencia de polinucledtidos de BASBO041, mostrada en la SEC ID N° 2, muestra una similitud significativa
(identidad del 28% en una superposicion de 130 aminoacidos) con una hipotética proteina de Aquifex aeolicus. El
polipéptido BASBO041 contiene una caracteristica secuencia de sefializacion de una lipoproteina, y por lo tanto puede
insertarse en la membrana externa de la bacteria.

La secuencia del gen BASB041 fue adicionalmente confirmada como sigue. Para ese proposito se extrajo el ADN
genoémico a partir de 10™° células de las células de N. meningitidis (cepa ATCC 13090) usando el kit de extraccion de
ADN gendmico de QIAGEN (Qiagen Gmbh), y se sometié 1 ug de este material a una amplificacion del ADN
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa usando los cebadores lip5-01 (5’- AAT GAA AAC CGT TTC CAC
CGC -3') [SEC ID N°: 7] y lip5-02 (5-TCA TTT CTC CTT AAC GGT-3’) [SEC ID Ne°: 8]. Este producto de la PCR se
purificé en gel y se sometié a una secuenciacion del ADN usando el kit de secuenciacién Big Dye Cycle (Perkin-
Elmer) y un secuenciador de ADN ABI 373A/PRISM. La secuenciacion del ADN se realiz6 en ambas hebras con una
redundancia de 2 y la secuencia completa se ensamblé usando el programa SeqMan del paquete de programas
informaticos DNASTAR Lasergene. La secuencia de ADN resultante y la secuencia deducida del polipéptido se
muestran como la SEC ID N°: 3y la SEC ID N°: 4, respectivamente. Deberia apreciarse que la secuencia de ADN de
la SEC ID N°: 3 tiene un nucleétido adicional en la posicidon 616 con respecto a la SEC ID N°: 1.

B: BASB041 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B H44/76.

También se determind la secuencia del gen BASB041 en otra cepa de N. meningitidis del serogrupo B, la cepa
H44/76. Para este propésito se extrajo el ADN gendmico a partir de la cepa N. meningitidis H44/76 usando las
condiciones experimentales presentadas en el parrafo previo. Este material (1 pg) se sometié entonces a una
amplificaciéon del ADN mediante una reaccion en cadena de la polimerasa usando los cebadores Lip5-01 y Lip5-02
especificos para el gen BASB041. El amplicon de la PCR se sometié entonces a una secuenciacién del ADN usando
el kit Big Dyes (Applied biosystems) y se analizé con un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condiciones
descritas por el fabricante. Como resultado se obtuvieron las secuencias del polinucleétido y del polipéptido
deducido, denominadas como SEC ID N° 5 e SEC ID N°: 6, respectivamente. Deberia apreciarse que la secuencia
de ADN de la SEC ID N°: 5 tiene un nucleétido adicional en la posicién 616 con respecto a la SEC ID N°: 1. Usando
el programa MegAlign del paquete DNASTAR Lasergene, se realiz6 una alineacion de las secuencias de
polinucleétidos de las SEC ID N°: 1, 3y 5, y se muestra en la Figura 1; en la Tabla 1 se resume una comparacion
por parejas de identidades que muestran que las tres secuencias de polinucleétidos del gen BASB041 son todas
similares con un nivel de identidad mayor del 99,0%. Usando el mismo programa MegAlign se realizé una alineacién
de las secuencias de polipéptidos de las SEC ID N°: 2, 4y 6, y se muestra en la Figura 2. En la Tabla 2 se resume
una comparacion por parejas de identidades que muestran que las SEC ID N°: 4 y 6 son idénticas en un 100%; su
disimilitud con la SEC ID N°: 2 esta contenida completamente en los Ultimos 18 residuos, y es debida al nucleétido
ausente en la SEC ID N°: 1 con respecto a las SEC ID N°: 3y 5.

Tomados conjuntamente, estos datos indican una fuerte conservacion de la secuencia del gen BASB041 entre las
dos cepas de N. meningitidis del serogrupo B.

Tabla 1: identidades por parejas de las secuencias de polinucleétidos de BASB041 (en %)

SEC ID N°: 3 SEC ID N°: 5
SECID N°: 1 99,8% 99,2%
SECID N°: 3 99,4%

Tabla 2: identidades por parejas de las secuencias de polipéptidos de BASB041 (en %)

SEC ID N°: 4 SECID N°: 6
SECID N°: 2 92,3% 92,3%
SECID N°: 4 100%

Construccion de un plasmido para expresar BASB041 re combinante

A: clonacién de BASB041.

Los sitios de restriccion Ndel y Sall modificados en los cebadores de amplificacién directo Lip5 - Fm/p (5'- AGG CAG
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AGG CAT ATG AAA ACC GTT TCC ACC GCC GTT GTC CTT GC -3’) ([SEC ID N°: 9]) e inverso Lip5-RCf/p (5'-
AGG CAG AGG GTC GAC TTT CTC CTT AAC GGT TGG GTT GCC ATG CGC -3) ([SEC ID N°: 10]),
respectivamente, permitieron la clonacién direccional de un producto de PCR de BASBO041 en el plasmido de
expresion de E. coli disponible comercialmente pET24b (Novagen, EE.UU., resistente a la kanamicina) de forma que
una proteina madura BASB041 podria expresarse como una proteina de fusibn que contiene una etiqueta
cromatografica de afinidad (His)6 en el C terminal. El producto de la PCR de BASBO041 se purifico a partir de la
reaccion de amplificacion usando columnas en espiral basadas en gel de silice (QiaGen) segun las instrucciones de
los fabricantes. Para producir los requeridos terminales Ndel y Sall necesarios para la clonacién, el producto
purificado de la PCR se digiri6 secuencialmente hasta su finalizacion con enzimas de restriccion Ndel y Sall segin
recomienda el fabricante (Life Technologies). Tras la primera digestién de restriccion, el producto de la PCR se
purificé a través de una columna en espiral como anteriormente para eliminar las sales y se eluyé en agua estéril
antes de la segunda digestion enzimatica. El fragmento de ADN digerido se purificd de nuevo usando columnas en
espiral basadas en gel de silice antes de su ligacion con el plasmido pET24b.

B: produccién del vector de expresién.

Para preparar el plasmido de expresion pET24b para su ligacion, se digirio similarmente hasta su finalizacién con
Ndel y Sall y después se tratd con fosfatasa intestinal bovina (calf intestinal phosphatase, CIP, ~0,02 unidades /
pmol de extremo 5’, Life Technologies) segun indica el fabricante para evitar la autoligaciéon. Se us6 un exceso de
aproximadamente 5 veces molar del fragmento digerido en el vector preparado para programar la reaccion de
ligacion. Se realizd una reaccién de ligacion estandar de (20 pl (L6, (16 horas), usando procedimientos bien
conocidos en la materia, usando ligasa de ADN T4 ([2,0 unidades / reaccion, Life Technologies). Se us6 una
alicuota de la ligacion ([b pl) para transformar células electrocompetentes BL21 DE3 segun procedimientos bien
conocidos en la materia. Tras un periodo de [2-3 horas de resultado a 37C en [1,0 ml de caldo LB, las células
transformadas se colocaron en placas de agar LB que contenian kanamicina (50 pug/ml. El antibiético se incluy6 en el
medio de seleccion para asegurar que todas las células transformadas portaban el plasmido pET24b (KnR). Las
placas se incubaron hasta el dia siguiente a 37<C d urante (116 horas. Las colonias individuales KnR se recogieron
con palillos estériles y se usaron para inocular "parches" en placas nuevas LB KnR, asi como 11,0 ml de caldo de
cultivo LB KnR. Tanto las placas con parches como el cultivo de caldo se incubaron hasta el dia siguiente a 37C
bien en una estufa de incubacion estandar (placas) o bien en un bafio de agua con agitacion.

Se empled un analisis completo de PCR basado en células para verificar que los transformantes contenian el inserto
de ADN BASBO041. Aqui, los 11,0 ml del cultivo de caldo LB Kn incubado hasta el dia siguiente se transfirieron a un
tubo de polipropileno de 1,5 ml y las células se recogieron mediante centrifugacién en una microcentrifugadora
Beckman (B min., temperatura ambiente, [112.000 X g). El sedimento celular se suspendié en [200 ul de agua
estéril y se us6 una alicuota de (10 pl para programar una reaccién de PCR con un volumen final de (50 ul que
contenia ambos cebadores de amplificacion de BASB041 directo e inverso. Las concentraciones finales de los
componentes de la reaccion de PCR eran esencialmente las mismas que las especificadas en el ejemplo 2, excepto
porque se usaron [b,0 unidades de polimerasa Taqg. La etapa inicial de desnaturalizacién a 95C se a ument6 hasta
3 minutos para asegurar la destruccion térmica de las células bacterianas y la liberacion del ADN de plasmido. Se
uso6 un ciclador térmico ABI Modelo 9700 y un perfil de 32 ciclos de amplificacion térmica de tres etapas, es decir, a
95T, 45 s; a 55-58C, 45 s, a 72T, 1 min, para am plificar el fragmento de PCR de BASBO041 a partir de las
muestras transformantes lisadas. Tras la amplificacién térmica se analiz6 una alicuota de la reaccién de (20 pl
mediante una electroforesis en gel de agarosa (0,8% de agarosa en un tampén de Tris-acetato-EDTA (TAE)). Los
fragmentos de ADN se visualizaron mediante una iluminacién UV tras la electroforesis en gel y una tincién con
bromuro de etidio. Se electroforetizé un estandar de tamafio molecular de ADN (escalera de 1 Kb, Life Technologies)
en paralelo con las muestras de prueba, y se us6 para estimar el tamafio de los productos de la PCR. Los
transformantes que produjeron el producto esperado de la PCR se identificaron como cepas que contenian un
constructo de expresion de BASB041. Las cepas que contenian el plasmido de expresion se analizaron entonces
para comprobar la expresion inducible del BASB041 recombinante.

C: analisis de la expresién de los transformantes positivos en la PCR.

Por cada transformante positivo en la PCR identificado anteriormente, se inocularon [5,0 ml de caldo LB que
contenia kanamicina (50 pug/ml) con células procedentes de las placas con parches y se hicieron crecer hasta el dia
siguiente a 37T con agitacion (250 rpm). Se inocul6 una alicuota del cultivo de siembra crecido hasta el dia
siguiente (11,0 ml) en un matraz erlenmeyer de 125 ml que contenia [R5 ml de caldo LB Kn y se hizo crecer a 37C
con agitacion ([R50 rpm) hasta que la turbidez del cultivo alcanz6 una D.O.s0 de [D,5, es decir, una fase
semilogaritmica (habitualmente aproximadamente 1,5 — 2,0 horas). En ese momento se transfirid aproximadamente
la mitad del cultivo ((11.2,5 ml) a un segundo matraz de 125 ml y se indujo la expresion de la proteina BASB041
recombinante mediante la adicion de IPTG (disolucién madre 1,0 M preparada en agua estéril, Sigma) hasta una
concentracion final de 1,0 mM. La incubacion de ambos cultivos inducido y no inducido por IPTG continué durante
4 horas adicionales a 37 con agitacion. Las muestras de ambos cultivos ((11,0 ml) inducido y no inducido se
retiraron tras el periodo de induccién, y las células se recogieron por centrifugacién en una microcentrifugadora a
temperatura ambiente durante [3 minutos. Los sedimentos celulares individuales se suspendieron en [50 pl de agua
estéril y después se mezclaron con un volumen igual de tampoén de muestra 2X Laemelli SDS-PAGE que contenia 2-
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mercaptoetanol, y se colocaron en un bafio de agua hirviendo durante [B min para desnaturalizar las proteinas. Se
cargaron volimenes iguales ((1L5 pl) de ambos lisados celulares brutos inducido y no inducido con IPTG por
duplicado en gel de poliacrilamida Tris/glicina al 12% (mini geles de 1 mm de espesor, Novex). Las muestras de
lisados inducida y no inducida se electroforetizaron junto con marcadores de peso molecular tefiidos previamente
(SeeBlue, Novex) en condiciones convencionales usando un tampén estandar de desarrollo de SDS/Tris/glicina
(BioRad). Después de la electroforesis, un gel se tifié con azul brillante de commassie R250 (BioRad) y después se
destiid para visualizar la(s) nueva(s) proteina(s) inducible(s) por IPTG BASBO041. El segundo gel se
inmunoelectroforetizé en una membrana de PVDF (0,45 micrometros de tamafio de poro, Novex) durante (R h a 4C
usando un aparato de inmunoelectroforesis BioRad Mini-Protean Il y tampdn de transferencia de metanol de Towbin
(20%). El bloqueo de las incubaciones de membrana y anticuerpos se realiz6 segun procedimientos bien conocidos
en la materia. Se us6 un anticuerpo monoclonal anti-RGS (His), seguido de un segundo anticuerpo de conejo anti-
ratdn conjugado con HRP (QiaGen) para confirmar la expresion y la identidad de la proteina recombinante
BASBO041. La visualizacion del patrén reactivo de anticuerpo anti-His se realizé6 usando bien un sustrato insoluble
ABT o bien usando Hyperfilm con el sistema quimioluminiscencia de Amersham ECL.

Produccién de BASB041 Recombinante

Cepa bacteriana

Se us6 una cepa de expresion recombinante de E. coli BL21 DE3 que contenia un plasmido pET24b que codificaba
para BASB041 de N. meningitidis para producir una masa celular para la purificacién de la proteina recombinante.
La cepa de expresion se cultivo en placas de agar LB que contenian 50 pg/ml de kanamicina ("Kn") para asegurar el
mantenimiento de plasmido. Para su crioconservacion a -80C, la cepa se propag6 en caldo LB que contenia la
misma concentracion de antibiodtico, y después se mezclé con un volumen igual de caldo LB que contenia un 30%
(p/v) de glicerol.

Medios

El medio de fermentacién usado para la produccion de la proteina recombinante consistia en 2X caldo YT (Difco)
gue contenia 50 pg/ml de Kn. Se afadié antiespumante al medio para el fermentador a 0,25 ml/L (Antifoam 204,
Sigma). Para inducir la expresion de la proteina recombinante BASB041 se afiadio IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopirandsido) al fermentador (1 mM, final).

Fermentacién

Se inoculé un matraz erlenmeyer de siembra de 500 ml que contenia 50 ml de volumen de trabajo con 0,3 ml de
cultivo congelado descongelado rapidamente, o varias colonias procedentes de un cultivo en placa de agar selectivo,
y se incubaron durante aproximadamente 12 horas a 37 + 1C en una plataforma de agitacién a 150 rpm (I nnova
2100, New Brunswick Scientific). Este cultivo de siembra se us6 entonces para inocular un fermentador de 5 L de
volumen de trabajo que contenia 2X caldo YT y ambos antibiéticos Kn. El fermentador (Bioflo 3000, New Brunswick
Scientific) operaba a 37 + 1, a 0,2 — 0,4 VVM de iny eccién de aire, a 250 rpm en turbinas Rushton. El pH no se
controlo6 ni en el cultivo de siembra en matraz ni en el fermentador. Durante la fermentacion, el pH varié entre 6,5 y
7,3 en el fermentador. Se afiadio IPTG (disolucién madre 1,0 M preparada en agua estéril) al fermentador cuando el
cultivo alcanzé un crecimiento semilogaritmico ([D,7 unidades a D.O.go0). Las células se indujeron durante 2 - 4
horas y después se recogieron mediante centrifugacion usando una centrifuga de alta velocidad 28RS Heraeus
(Sepatech) o RC5C (Sorvall Instruments). La pasta celular se almacené a -20°C hasta su procesado.

Purificacién

El imidazol y los reactivos de calidad biotecnoldgica o superior se obtuvieron todos en Ameresco Chemical, Solon,
Ohio. Los Triton X-100 (t-Octilfenoxipolietoxi-etanol), Triton X-114, fosfato s6dico monobasico y urea tenian calidad
analitica o superior y se obtuvieron en Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri. La disolucién salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (1x PBS) se obtuvo en Quality Biological, Inc., Gaithersburg, Maryland. La
disolucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (10x PBS) se obtuvo en Bio Whittaker, Walkersville, Maryland.
El anticuerpo Penta-His exento de BSA se obtuvo en QiaGen, Valencia, California. La IgG de cabra antirraton
conjugada con peroxidasa AffiniPure se obtuvo en Jackson Immuno Research, West Grove, Penn. Todos los demas
reactivos quimicos tenian calidad analitica o superior.

La resina quelante de Ni de flujo rapido de Sepharose se obtuvo en Pharmacia, Suecia. La tris-glicina al 4-20% y los
geles de poliacrilamida al 10-20% prefabricados, todos los tampones de desarrollo y disoluciones, los estandares
pretefiidos SeeeBlue, los estandares MultiMark Multi Colored y las membranas de transferencia de PVDF se
obtuvieron en Novex, San Diego, California. Los kits de tincion con plata SDS-PAGE se obtuvieron en Daiichi Pure
Chemicals Company Limited, Tokio, Japdn. La disolucién de tincion de Coomassie se obtuvo en Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California. Los filtros de jeringa Acrodisc® PF de 0,2 m se obtuvieron en Pall Gelman
Sciences, Ann Arbor, Michigan. Los filtros de jeringas desechables GD/X de 25 mm se obtuvieron en Whatman Inc.,
Clifton, Nueva Jersey. El tubo de didlisis de 8.000 MWCO se obtuvo en BioDesign Inc. Od New York, Carmal Nueva
York. Los reactivos de ensayo de la proteina BCA y los tubos de didlisis de piel de serpiente de 3.500 MWCO se

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374055713

obtuvieron en Pierce Chemical Co., Rockford, lllinois.

Protocolo de extraccion

La pasta celular se descongel6 a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos. Se pesaron entre cinco y seis
gramos de material en un tubo de centrifuga desechable de 50 ml. El antigeno recombinante BASB041 se purificd
mediante extraccion de las membranas celulares con Triton X114 al 1,0%, y permitiendo una particion de fases
basada en el punto de opacidad del Triton X114 a 37<C. La fase de Triton X114 se diluy6 con Tris HCI 50 mM que
contenia un 10% de glicerol, un 5% de etilenglicol y un 0,5% de Triton X100. Esto se aplicé a un flujo rapido de
Sepharose quelante de niquel. La proteina se eluye a continuacién con imidazol 200 mM para purificar por afinidad
la proteina marcada con histidina, y rindi6 mas del 90% de proteina pura.

Unién de BASB041 a una resina de afinidad de niquel

Tras la extraccion, la mezcla se incubd en el quelante de niquel de flujo rapido de Sepharose y se dejo a
temperatura ambiente con una agitacion suave durante una hora. Después de una hora, el quelante de niquel de
flujo rapido de Sepharose se prepara en una columna XK16 de Pharmacia, y a continuacion se eluye con tampén de
imidazol 500 mM para purificar por afinidad la proteina marcada con histidina. Entonces esta fraccion se dializd
frente a tampon de fosfato 25 mM (pH 7,0) que contenia un 0,1% de Triton. Entonces esta muestra se aplico a una
columna TOYOPEARL BUTYL 650M que se equilibré con tampén de fosfato 25 mM (pH 7,0) que contenia cloruro
sédico y un 0,1% de Triton. La elucién se realizd en el siguiente tampén con tampon de 25 mM (pH 7,0) que
contenia cloruro sdédico 1 M y un 0,1% de Triton. Esta fraccién se aplicé adicionalmente a DEAE-sepharose-FF en
presencia de tris 50 mM (pH 7,5) que contenia EDTA 2 mM, cloruro sddico 10 mM y un 0,005% de Triton X100. El
flujo de DEAE se dializé frente a PBS (pH 7,4) que contenia un 0,1% de Triton y se almacen6 a -70 a una
concentracion de 490 pg/ml.

Formulacién final

BASBO041 se formul6 mediante didlisis hasta el dia siguiente frente a tres cambios de Triton X-100 al 0,1% y 1x PBS,
pH 7,4. La proteina purificada se caracteriz0 y usos para producir anticuerpos, segun se describe a continuacion.

Caracterizaciones bioguimicas: SDS-PAGE y analisis por inmunotransferencia Western

La proteina purificada recombinante se resolvi6 en geles de poliacrilamida al 4-20% y se transfirid
electroforéticamente a membranas de PVDF a 100 V durante 1 hora segun se describié previamente (Thebaine y
col. 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 76: 4350-4354). Entonces las membranas de PVDF se pretrataron con 25
ml de disolucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco que contenia un 5% de leche en polvo desnatada. Todas
las incubaciones subsiguientes se llevaron a cabo usando este tampén de pretratamiento. Las membranas de PVDF
se incubaron con una dilucién de anticuerpos con colas anti-His durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
membranas de PVDF se lavaron entonces dos veces con tampén de lavado (tampon Tris 20 mM, pH 7,5, que
contenia cloruro sédico 150 mM y 0,05% de Tween-20). Las membranas de PVDF se incubaron con 25 ml de una
dilucién 1:5.000 de conjugado especifico para especies marcadas con peroxidasa durante 30 min a temperatura
ambiente. Las membranas de PVDF se lavaron entonces 4 veces con tampén de lavado, y se desarrollaron con 3-
amino-9-etilcarbazol y peroxido de urea segiin suministra Zymed (San Francisco, CA) durante 10 minutos cada una.

Los resultados de una SDS-PAGE (Figura 3) muestran una proteina de aproximadamente 31 kDa purificada hasta
mas del 90% y que es reactiva ante un anticuerpo anti-RGS (His) mediante inmunotransferencias western (Figura 3)
de la SDS-PAGE.

Inmunizacién de ratones con BASB041 recombinante

Se ha inyectado tres veces la proteina recombinante BASB041 parcialmente purificada en E. coli en ratones Balb/C
en los dias 0, 14 y 28 (10 animales/grupo). A los animales se les inyectaron por via subcutanea aproximadamente 5
Mg de antigeno en dos formulaciones diferentes: bien adsorbido en 100 pg de AIPO4 o bien formulado en una
emulsion SBAS2 (emulsion SB62 que contiene 5 ug de MPL y 5 ug de QS21 por dosis). En el experimento también
se afadi6 un grupo de control negativo consistente en ratones inmunizados sélo con la emulsion SBAS2. Los
ratones se desangraron en los dias 28 (14 dias Post Il) y 35 (7 dias Post Ill) con objeto de detectar anticuerpos
especificos anti-BASB041. Los anticuerpos especificos anti-BASB041 se midieron mediante inmunotransferencia
western en sueros agrupados (procedentes de 10 ratones/grupo) a partir de ambas formulaciones (en el dia 7 Post
Il Gtnicamente), usando proteina recombinante (parte del gel) y cepas de Neisseria meningitidis B.

Reconocimiento de los epitopos de BASB041 en diferentes cepas del serogrupo B de Neisseria meningitidis
mediante inmunotransferencia western

En esta prueba se han probado sueros de ratones inmunizados (agrupados) mediante inmunotransferencia western
para el reconocimiento de los epitopos de BASB041 en siete cepas de Neisseria meningitidis B: H44/76 (B:15:P1.7,
16, linaje ET-5), M97 250687 (B:4: P1.15), BZ10 (B:2b:P1.2, linaje A4), BZ198 (B: NT*: -, linaje 3), EG328 (B: NT*,
linaje ST-18), NGP165 (B:2a:P1.2, agregado ET 37) y las cepas de Neisseria meningitidis B del ATCC 13090
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(B:15:P1.15), asi como en la proteina recombinante BASB041 parcialmente purificada.
(*: NT: no indicado).

En resumen, 10 ul (> 10° células/carril) de cada muestra tratada con tampdn de muestra (10 min a 95C) se ponen
en un gel de gradiente de SDS-PAGE (Tris-glicina al 4-20%, Novex, cédigo n° EC60252). La migracion
electroforética se produce a 125 voltios durante 90 min. A continuacion las proteinas se transfieren a una lamina de
nitrocelulosa (0,45 um, codigo de Bio-rad n°162-0114) a 100 voltios durante 1 hora usando un sistema Trans-blot de
Bio-rad (cédigo n°170-3930). El filtro se bloqueé co n PBS — Tween 20 al 0,05% hasta el dia siguiente a temperatura
ambiente antes de la incubacién con el suero de los ratones que contiene los anticuerpos anti-BASB041
procedentes de ambas formulaciones de AIPO4 y SBAS2. Estos sueros se diluyen 100 veces en PBS - Tween 20 al
0,05%, y se incuban en la lamina de nitrocelulosa durante dos horas a temperatura ambiente con una agitaciéon
suave usando un sistema de mini-blotter (Miniprotean, cédigo de Bio-rad n° 170-4017). Después de tres e tapas
repetidas de lavado con PBS - Tween 20 al 0,05% durante 5 min, la lamina de nitrocelulosa se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacion suave con el conjugado apropiado (anticuerpos biotinilados de oveja anti-Ig
de raton, cédigo de Amersham n°RPN1001) diluidos a 1 /500 en el mismo tampon de lavado. La membrana se lava
tres veces como anteriormente, y se incuba durante 30 min con agitaciéon usando el complejo estreptavidina-
peroxidasa (cédigo de Amersham n°051) diluido a 1/1 000 en el tampén de lavado. Tras las Ultimas tres etapas
repetidas de lavado se produce el revelado durante los 20 min de tiempo de incubacién en una disolucién de 50 ml
que contiene 30 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma), 10 ml de metanol, 40 ml de PBS y 30 ul de H;O,. La tincién se
detiene lavando la membrana varias veces con agua destilada.

Los resultados ilustrados en las Figuras 4 y 5 muestran que todas las cepas probadas presentan las esperadas
bandas alrededor de los 25-30 kDa (principal) y los 50 kDa (menor), que son reconocidas al mismo nivel en todas las
cepas de Neisseria meningitidis B probadas. Esto significa que la proteina BASB041 probablemente se expresa en
todas las cepas de Neisseria meningitidis B. En ambas figuras, la proteina recombinante BASB041 también es
claramente reconocida por sueros de ratones con el mismo PM (segundo carril después del PM). Se sabe que otra
banda a aproximadamente 20 kDa no es especifica. Esta proteina BASB041 ya no es reconocida en ninguna
preparacion de E. coli.

Presencia de anticuerpos anti-BASB041 en sueros de pr __ocedentes convalecientes.

En esta prueba se han probado varios sueros de convalecientes mediante inmunotransferencia western para el
reconocimiento de la proteina recombinante purificada BASB041.

En resumen, se ponen 5 ug de proteina parcialmente purificada BASB041 de Neisseria meningitidis B en un gel de
gradiente de SDS-PAGE (4-20%, Novex, cédigo n° EC60252) para una migracion electroforética. Las proteinas se
transfieren a una lamina de nitrocelulosa (0,45 um, cédigo de Bio-rad n°162-0114) a 100 voltios durante 1 hora
usando un sistema Trans-blot de Bio-rad (cddigo n°1 70-3930). A continuacion el filtro se bloquea con PBS - Tween
20 al 0,05% hasta el dia siguiente a temperatura ambiente antes de la incubacién con los sueros humanos. Se
probaron los siguientes sueros de convalecientes: pacientes # 262068, 261732, 262117, 261659, 261469, 261979 y
261324. Estos sueros se diluyeron 100 veces en PBS - Tween 20 al 0,05%, y se incubaron en la lamina de
nitrocelulosa durante dos horas a temperatura ambiente con una agitacion suave, usando un sistema de mini-blotter
(Miniprotean, cédigo de Bio-rad n°170-4017). Despué s de tres etapas repetidas de lavado con PBS - Tween 20 al
0,05% durante 5 min, la lamina de nitrocelulosa se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacién
suave con el conjugado apropiado (anticuerpos biotinilados de oveja anti-lg humana, cédigo de Amersham n°
RPN1003) diluidos a 1/500 en el mismo tampon de lavado. La membrana se lava tres veces como anteriormente, y
se incuba durante 30 min con agitaciéon usando el complejo estreptavidina-peroxidasa (cédigo de Amersham n°
1051) diluido a 1/1.000 en el tampdn de lavado. Tras la ultima de las tres etapas de lavado se produce el revelado
durante los 20 min de tiempo de incubacién en una disolucién de 50 ml que contiene 30 mg de 4-cloro-1-naftol
(Sigma), 10 ml de metanol, 40 ml de agua ultra pura y 30 pl de H,O,. La tincién se detiene lavando la membrana
varias veces con agua destilada. Los resultados ilustrados en las Figuras 6 y 7 muestran que todas las 7
convalecientes reaccionan frente a la banda principal de la proteina recombinante BASB041 a alrededor de los 25-
30 kDa. Todas ellas reaccionan con aproximadamente la misma intensidad, con una reactividad ligeramente menor
con los pacientes 261979. En la parte derecha de la inmunotransferencia western, se observa reaccion frente a la
misma la banda de 25-30 kD con los sueros de ratones inmunizados, mas la banda reconocida a aproximadamente
50 kDa.

Ejemplo 2

Secuenciacion del ADN del gen BASB043 a partir de dos cepas de N. meningitidis.

A: BASB043 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B ATCC13090.

El gen BASB043 de la cepa de N. meningitidis ATCC 13090 se muestra en la SEC ID N°: 11. La traduccién de la
secuencia de polinucleétidos de BASB043, mostrada en la SEC ID N°: 12, no mostré una similitud significativa con
ninguna proteina conocida. El polipéptido BASB043 contiene sin embargo una caracteristica secuencia de
sefializacidn de una lipoproteina, y por lo tanto puede insertarse en la membrana externa de la bacteria.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374055713

La secuencia del gen BASB043 fue adicionalmente confirmada como sigue. Para ese proposito se extrajo el ADN
genoémico a partir de 10™° células de las células de N. meningitidis (cepa ATCC 13090) usando el kit de extraccion de
ADN gendmico de QIAGEN (Qiagen Gmbh), y se sometié 1 ug de este material a una amplificacion del ADN
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa usando los cebadores lip7-01 (5'- ATG AAA AAA TAC CTT ATC
CCT CTT TCC-3') [SEC ID Ne°: 13] y lip7-02 (5-TCA TTT CAA GGG CTG CAT -3’) [SEC ID N°: 14]. Este producto de
la PCR se purifico en gel y se sometio a una secuenciacion del ADN usando el kit de secuenciacion Big Dye Cycle
(Perkin-Elmer) y un secuenciador de ADN ABI 373A/PRISM. La secuenciacion del ADN se realiz6 en ambas hebras
con una redundancia de 2 y la secuencia completa se ensambldé usando el programa SeqMan del paquete de
programas informaticos DNASTAR Lasergene. La secuencia de ADN resultante resulté ser idéntica al 100% a la
SEC ID N°: 11.

B: BASB043 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B H44/76.

También se determind la secuencia del gen BASB043 en otra cepa de N. meningitidis del serogrupo B, la cepa
H44/76. Para este propésito se extrajo el ADN gendmico a partir de la cepa N. meningitidis H44/76 usando las
condiciones experimentales presentadas en el parrafo previo. Este material (1 pg) se sometié entonces a una
amplificacion del ADN mediante una reaccion en cadena de la polimerasa usando los cebadores Lip7-01 y Lip7-02
especificos para el gen BASB043. El amplicon de la PCR se sometié entonces a una secuenciacién del ADN usando
el kit Big Dyes (Applied biosystems) y se analizé con un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condiciones
descritas por el fabricante. Como resultado, la secuencia del polinucleétido resulté ser idéntica al 100% a la SEC ID
N°: 11.

Tomados conjuntamente, estos datos indican una fuerte conservacion de la secuencia del gen BASB043 entre las
dos cepas de N. meningitidis del serogrupo B.

Construccion de un plasmido para expresar BASB043 re ~ combinante

A: clonacién de BASB043.

Los sitios de restriccion Ndel y Xhol modificados en los cebadores de amplificacion directo Lip7- Fm/p (5'- AGG CAG
AGG CAT ATG AAA AAA TAC CTT ATC CCT CTT TCC ATT GCC --3’) ([SEC ID N°: 15]) e inverso Lip7-RCf/p (5'-
AGG CAG AGG CTC GAG TTT CAA GGG CTG CAT CTT CAT CAC TTC -3’) ([SEC ID N°: 16]), respectivamente,
permitieron la clonacién direccional de un producto de PCR de BASB043 en el plasmido de expresion de E. coli
disponible comercialmente pET24b (Novagen, EE.UU., resistente a la kanamicina) de forma que una proteina
madura BASBO043 podria expresarse como una proteina de fusién que contiene una etiqueta cromatografica de
afinidad (His)6é en el C terminal. El producto de la PCR de BASBO043 se purificé a partir de la reaccién de
amplificacion usando columnas en espiral basadas en gel de silice (QiaGen) segun las instrucciones de los
fabricantes. Para producir los requeridos terminales Ndel y Xhol necesarios para la clonacién, el producto purificado
de la PCR se digiri6 secuencialmente hasta su finalizacion con enzimas de restriccion Ndel y Xhol segun
recomienda el fabricante (Life Technologies). Tras la primera digestién de restriccion, el producto de la PCR se
purificé a través de una columna en espiral como anteriormente para eliminar las sales y se eluyé en agua estéril
antes de la segunda digestion enzimatica. El fragmento de ADN digerido se purificd de nuevo usando columnas en
espiral basadas en gel de silice antes de su ligacion con el plasmido pET24b.

B: produccién del vector de expresién.

Para preparar el plasmido de expresion pET24b para su ligacion, se digirio similarmente hasta su finalizacién con
Ndel y Xhol y después se traté con fosfatasa intestinal bovina (calf intestinal phosphatase, CIP, ~0,02 unidades /
pmol de extremo 5’, Life Technologies) segun indica el fabricante para evitar la autoligaciéon. Se us6 un exceso de
aproximadamente 5 veces molar del fragmento digerido en el vector preparado para programar la reaccion de
ligacion. Se realizd una reaccion de ligacion estandar de (20 pl ((0L6°C, (16 horas), usando procedimientos bien
conocidos en la materia, usando ligasa de ADN T4 ([2,0 unidades / reaccion, Life Technologies). Se usé una
alicuota de la ligacion ([b pl) para transformar células electrocompetentes BL21 DE3 segun procedimientos bien
conocidos en la materia. Tras un periodo de [2-3 horas de resultado a 37C en [1,0 ml de caldo LB, las células
transformadas se colocaron en placas de agar LB que contenian kanamicina (50 pug/ml. El antibiético se incluy6 en el
medio de seleccion para asegurar que todas las células transformadas portaban el plasmido pET24b (KnR). Las
placas se incubaron hasta el dia siguiente a 37<C d urante (116 horas. Las colonias individuales KnR se recogieron
con palillos estériles y se usaron para inocular "parches" en placas nuevas LB KnR, asi como 11,0 ml de caldo de
cultivo LB KnR. Tanto las placas con parches como el cultivo de caldo se incubaron hasta el dia siguiente a 37C
bien en una estufa de incubacion estandar (placas) o bien en un bafio de agua con agitacion.

Se empled un analisis completo de PCR basado en células para verificar que los transformantes contenian el inserto
de ADN BASB043. Aqui, los 11,0 ml del cultivo de caldo LB Kn incubado hasta el dia siguiente se transfirieron a un
tubo de polipropileno de 1,5 ml y las células se recogieron mediante centrifugacién en una microcentrifugadora
Beckman (B min., temperatura ambiente, [112.000 X g). El sedimento celular se suspendié en (200 ul de agua
estéril y se us6 una alicuota de (110 pl para programar una reaccién de PCR con un volumen final de (50 ul que
contenia ambos cebadores de amplificacion de BASB043 directo e inverso. Las concentraciones finales de los
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componentes de la reaccién de PCR eran esencialmente las mismas que las especificadas en el ejemplo 2, excepto
porque se usaron [b,0 unidades de polimerasa Taq. La etapa inicial de desnaturalizacion a 95T se a ument6 hasta
3 minutos para asegurar la destruccion térmica de las células bacterianas y la liberacién del ADN de plasmido. Se
us6 un ciclador térmico ABI Modelo 9700 y un perfil de 32 ciclos de amplificacion térmica de tres etapas, es decir, a
95T, 45 s; a 55-58TC, 45 s, a 72C, 1 min., para a mplificar el fragmento de PCR de BASB043 a partir de las
muestras transformantes lisadas. Tras la amplificacidon térmica se analiz6 una alicuota de la reaccién de [20 pl
mediante una electroforesis en gel de agarosa (0,8% de agarosa en un tampén de Tris-acetato-EDTA (TAE)). Los
fragmentos de ADN se visualizaron mediante una iluminacién UV tras la electroforesis en gel y una tincién con
bromuro de etidio. Se electroforetizé un estandar de tamafio molecular de ADN (escalera de 1 Kb, Life Technologies)
en paralelo con las muestras de prueba, y se usé para estimar el tamafio de los productos de la PCR. Los
transformantes que produjeron el producto esperado de la PCR se identificaron como cepas que contenian un
constructo de expresion de BASB043. Las cepas que contenian el plasmido de expresién se analizaron entonces
para comprobar la expresion inducible del BASB043 recombinante.

C: andlisis de la expresién de los transformantes positivos en la PCR.

Por cada transformante positivo en la PCR identificado anteriormente, se inocularon 5,0 ml de caldo LB que
contenia kanamicina (50 pg/ml) con células procedentes de las placas con parches y se hicieron crecer hasta el dia
siguiente a 37C con agitacion ([R50 rpm). Se inoculd una alicuota del cultivo de siembra crecido hasta el dia
siguiente (11,0 ml) en un matraz erlenmeyer de 125 ml que contenia (25 ml de caldo LB Kn y se hizo crecer a 37C
con agitacién ([R50 rpm) hasta que la turbidez del cultivo alcanzé una D.O.g0 de [D,5, es decir, una fase
semilogaritmica (habitualmente aproximadamente 1,5 — 2,0 horas). En ese momento se transfirio aproximadamente
la mitad del cultivo (12,5 ml) a un segundo matraz de 125 ml y se indujo la expresién de la proteina BASB043
recombinante mediante la adicién de IPTG (disolucion madre 1,0 M preparada en agua estéril, Sigma) hasta una
concentracion final de 1,0 mM. La incubacion de ambos cultivos inducido y no inducido por IPTG continu6 durante
4 horas adicionales a 37<C con agitacion. Las muestras de ambos cultivos (11,0 ml) inducido y no inducido se
retiraron tras el periodo de induccion, y las células se recogieron por centrifugaciéon en una microcentrifugadora a
temperatura ambiente durante (B minutos. Los sedimentos celulares individuales se suspendieron en [5 ul de agua
estéril y después se mezclaron con un volumen igual de tampdn de muestra 2X Laemelli SDS-PAGE que contenia 2-
mercaptoetanol, y se colocaron en un bafio de agua hirviendo durante [B min para desnaturalizar las proteinas. Se
cargaron volumenes iguales (115 ul) de ambos lisados celulares brutos inducido y no inducido con IPTG por
duplicado en gel de poliacrilamida Tris/glicina al 12% (mini geles de 1 mm de espesor, Novex). Las muestras de
lisados inducida y no inducida se electroforetizaron junto con marcadores de peso molecular tefiidos previamente
(SeeBlue, Novex) en condiciones convencionales usando un tampén estandar de desarrollo de SDS/Tris/glicina
(BioRad). Después de la electroforesis, un gel se tifid con azul brillante de commassie R250 (BioRad) y después se
destifid para visualizar la(s) nueva(s) proteina(s) inducible(s) por IPTG BASB043. El segundo gel se
inmunoelectroforetizé6 en una membrana de PVDF (0,45 micrémetros de tamafio de poro, Novex) durante (2 h a 4T
usando un aparato de inmunoelectroforesis BioRad Mini-Protean Il y tampén de transferencia de metanol de Towbin
(20%). El bloqueo de las incubaciones de membrana y anticuerpos se realizd segun procedimientos bien conocidos
en la materia. Se us6 un anticuerpo monoclonal anti-RGS (His), seguido de un segundo anticuerpo de conejo anti-
raton conjugado con HRP (QiaGen) para confirmar la expresion y la identidad de la proteina recombinante BASBO03.
La visualizacién del patrén reactivo de anticuerpo anti-His se realizd usando bien un sustrato insoluble ABT o bien
usando Hyperfilm con el sistema quimioluminiscencia de Amersham ECL.

Produccién de BASB043 Recombinante

Cepa bacteriana

Se us6 una cepa de expresion recombinante de E. coli BL21 DE3 que contenia un plasmido pET24b que codificaba
para BASB043 de N. meningitidis para producir una masa celular para la purificacién de la proteina recombinante.
La cepa de expresion se cultivo en placas de agar LB que contenian 50 pg/ml de kanamicina ("Kn") para asegurar el
mantenimiento de plasmido. Para su crioconservacion a -80C, la cepa se propag6 en caldo LB que contenia la
misma concentraciéon de antibiético, y después se mezclo con un volumen igual de caldo LB que contenia un 30%
(p/v) de glicerol.

Medios

El medio de fermentacion usado para la produccion de la proteina recombinante consistia en 2X caldo YT (Difco)
que contenia 50 pg/ml de Kn. Se afadié antiespumante al medio para el fermentador a 0,25 ml/L (Antifoam 204,
Sigma). Para inducir la expresion de la proteina recombinante BASB043 se afadié IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopirandsido) al fermentador (1 mM, final).

Fermentacién

Se inoculé un matraz erlenmeyer de siembra de 500 ml que contenia 50 ml de volumen de trabajo con 0,3 ml de
cultivo congelado descongelado rapidamente, o varias colonias procedentes de un cultivo en placa de agar selectivo,
y se incubaron durante aproximadamente 12 horas a 37 + 1C en una plataforma de agitacién a 150 rpm (I nnova
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2100, New Brunswick Scientific). Este cultivo de siembra se us6 entonces para inocular un fermentador de 5 L de
volumen de trabajo que contenia 2X caldo YT y ambos antibidticos Kn. El fermentador (Bioflo 3000, New Brunswick
Scientific) operaba a 37 + 1C, a 0,2 — 0,4 VVM de iny eccién de aire, a 250 rpm en turbinas Rushton. El pH no se
control6 ni en el cultivo de siembra en matraz ni en el fermentador. Durante la fermentacion, el pH varié entre 6,5 y
7,3 en el fermentador. Se afiadio IPTG (disolucién madre 1,0 M preparada en agua estéril) al fermentador cuando el
cultivo alcanzé un crecimiento semilogaritmico ([D,7 unidades a D.O.s00). Las células se indujeron durante 2 - 4
horas y después se recogieron mediante centrifugacion usando una centrifuga de alta velocidad 28RS Heraeus
(Sepatech) o RC5C (Sorvall Instruments). La pasta celular se almacend a -20°C hasta su procesado.

Purificacién

El imidazol y los reactivos de calidad biotecnoldgica o superior se obtuvieron todos en Ameresco Chemical, Solon,
Ohio. Los Triton X-100 (t-Octilfenoxipolietoxi-etanol), Triton X-114, fosfato s6dico monobasico y urea tenian calidad
analitica o superior y se obtuvieron en Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri. La disolucion salina
tamponada con fosfato Xholne (1x PBS) se obtuvo en Quality Biological, Inc., Gaithersburg, Maryland. La disolucion
salina tamponada con fosfato Xholne (10x PBS) se obtuvo en BioWhittaker, Walkersville, Maryland. El anticuerpo
Penta-His exento de BSA se obtuvo en QiaGen, Valencia, California. La IgG de cabra antirraton conjugada con
peroxidasa AffiniPure se obtuvo en Jackson Immuno Research, West Grove, Penn. Todos los demas reactivos
quimicos tenian calidad analitica o superior.

La resina quelante de Ni de flujo rapido de Sepharose se obtuvo en Pharmacia, Suecia. La tris-glicina al 4-20% y los
geles de poliacrilamida al 10-20% prefabricados, todos los tampones de desarrollo y disoluciones, los estandares
pretefiidos SeeBlue, los estandares MultiMark Multi Colored y las membranas de transferencia de PVDF se
obtuvieron en Novex, San Diego, California. Los kits de tincion con plata SDS-PAGE se obtuvieron en Daiichi Pure
Chemicals Company Limited, Tokio, Japdn. La disolucién de tincion de Coomassie se obtuvo en Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California. Los filtros de jeringa Acrodisc® PF de 0,2 m se obtuvieron en Pall Gelman
Sciences, Ann Arbor, Michigan. Los filtros de jeringas desechables GD/X de 25 mm se obtuvieron en Whatman Inc.,
Clifton, Nueva Jersey. El tubo de didlisis de 8.000 MWCO se obtuvo en BioDesign Inc. Od New York, Carmal Nueva
York. Los reactivos de ensayo de la proteina BCA y los tubos de didlisis de piel de serpiente de 3.500 MWCO se
obtuvieron en Pierce Chemical Co., Rockford, lllinois.

Protocolo de extraccion

La pasta celular se descongel6 a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos. Se pesaron entre cinco y seis
gramos de material en un tubo de centrifuga desechable de 50 ml. El antigeno recombinante BASB043 se purificd
mediante extraccion de las membranas celulares con Tris-HClI 25 mM que contenia guanidina-HCI 4 M. El
sobrenadante se aplicé a un flujo rapido de Sepharose quelante de niquel. La proteina se eluye a continuacién con
imidazol 200 mM para purificar por afinidad la proteina marcada con histidina, y rindié méas del 90% de proteina pura.

Unién de BASB043 a una resina de afinidad de niquel

Tras la extraccién, la mezcla se incubd en el quelante de niquel de flujo rapido de Sepharose y se dej6 a
temperatura ambiente con una agitacion suave durante una hora. Después de una hora, el quelante de niquel de
flujo rapido de Sepharose se prepara en una columna XK16 de Pharmacia, y a continuacion se eluye con tampén de
imidazol 200 mM para purificar por afinidad la proteina marcada con histidina, y rindié6 mas del 90% de proteina pura.
La fraccién se dializ6 frente a PBS (pH 7,4) que contenia un 0,1% de Triton y se almacené a -70 a una
concentracion de 500 pg/ml.

Formulacién final

BASB043 se formulé mediante didlisis hasta el dia siguiente frente a tres cambios de Triton X-100 al 0,1% y 1x PBS,
pH 7,4. La proteina purificada se caracteriz0 y usos para producir anticuerpos, segun se describe a continuacion.

Caracterizaciones bioguimicas: SDS-PAGE y analisis por inmunotransferencia Western

La proteina purificada recombinante se resolvio6 en geles de poliacrilamida al 4-20% y se transfirid
electroforéticamente a membranas de PVDF a 100 V durante 1 hora segun se describi6é previamente (Thebaine y
col. 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 76: 4350-4354). Entonces las membranas de PVDF se pretrataron con 25
ml de disolucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco Xholne que contenia un 5% de leche en polvo
desnatada. Todas las incubaciones subsiguientes se llevaron a cabo usando este tamp6n de pretratamiento.

Las membranas de PVDF se incubaron con una dilucién de anticuerpos con colas anti-His durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las membranas de PVDF se lavaron entonces dos veces con tampén de lavado (tampén Tris
20 mM, pH 7,5, que contenia cloruro sédico 150 mM y 0,05% de Tween-20). Las membranas de PVDF se incubaron
con 25 ml de una dilucién 1:5.000 de conjugado especifico para especies marcadas con peroxidasa durante 30 min
a temperatura ambiente. Las membranas de PVDF se lavaron entonces 4 veces con tampén de lavado, y se
desarrollaron con 3-amino-9-etilcarbazol y peréxido de urea segin suministra Zymed (San Francisco, CA) durante
10 minutos cada una.
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Los resultados de una SDS-PAGE (Figura 8) muestran una proteina de aproximadamente 16 kDa purificada hasta
mas del 90% y que es reactiva ante un anticuerpo anti-RGS (His) mediante inmunotransferencias western (Figura 8)
de la SDS-PAGE.

Inmunizacién de ratones con BASB043 recombinante

Se ha inyectado tres veces la proteina recombinante BASB043 parcialmente purificada en E. coli en ratones Balb/C
en los dias 0, 14 y 28 (10 animales/grupo). A los animales se les inyectaron por via subcutanea aproximadamente 5
Mg de antigeno en dos formulaciones diferentes: bien adsorbido en 100 pg de AIPO4 o bien formulado en una
emulsién SBAS2 (emulsién SB62 que contiene 5 pg de MPL y 5 pug de QS21 por dosis). En el experimento también
se afiadié un grupo de control negativo consistente en ratones inmunizados sélo con la emulsion SBAS2. Los
ratones se desangraron en los dias 28 (14 dias Post Il) y 35 (7 dias Post Ill) con objeto de detectar anticuerpos
especificos anti-BASB043. Los anticuerpos especificos anti-BASB043 se midieron mediante inmunotransferencia
western en sueros agrupados (procedentes de 10 ratones/grupo) a partir de ambas formulaciones (en el dia 7 Post
Il Unicamente), usando proteina recombinante (parte del gel) y cepas de Neisseria meningitidis B.

Reconocimiento de los epitopos de BASB043 en diferentes cepas de Neisseria meningitidis B mediante
inmunotransferencia western

En esta prueba se han probado sueros de ratones inmunizados (agrupados) mediante inmunotransferencia western
para el reconocimiento de los epitopos de BASB043 en siete cepas de Neisseria meningitidis B: H44/76 (B:15:P1.7,
16, linaje ET-5), M97 250687 (B:4: P1.15), BZ10 (B:2b:P1.2, linaje A4), BZ198 (B: NT*: -, linaje 3), EG328 (B: NT*,
linaje ST-18), NGP165 (B:2a:P1.2, agregado ET 37) y las cepas de Neisseria meningitidis B del ATCC 13090
(B:15:P1.15), asi como en proteina recombinante BASB043 parcialmente purificada.

(*: NT: no indicado).

En resumen, 10 pul (> 10° células/carril) de cada muestra tratada con tampdn de muestra (10 min a 95C) se ponen
en un gel de gradiente de SDS-PAGE (Tris-glicina al 4-20%, Novex, cédigo n° EC60252). La migracion
electroforética se produce a 125 voltios durante 90 min. A continuacién las proteinas se transfieren a una lamina de
nitrocelulosa (0,45 um, cédigo de Bio-rad n°162-0114) a 100 voltios durante 1 hora usando un sistema Trans-blot de
Bio-rad (cédigo n°170-3930). El filtro se bloqued co n PBS — Tween 20 al 0,05% hasta el dia siguiente a temperatura
ambiente antes de la incubacién con el suero de los ratones que contiene los anticuerpos anti-BASB043
procedentes de ambas formulaciones AIPO4 y SBAS2. Estos sueros se diluyen 100 veces en PBS - Tween 20 al
0,05%, y se incuban en la lamina de nitrocelulosa durante dos horas a temperatura ambiente con una agitacién
suave usando un sistema de mini-blotter (Miniprotean, cédigo de Bio-rad n°® 170-4017). Después de tres e tapas
repetidas de lavado con PBS - Tween 20 al 0,05% durante 5 min, la lamina de nitrocelulosa se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacién suave con el conjugado apropiado (anticuerpos biotinilados de oveja anti-Ig
de ratén, cédigo de Amersham n°RPN1001) diluidos a 1 /500 en el mismo tampén de lavado. La membrana se lava
tres veces como anteriormente, y se incuba durante 30 min con agitacion usando el complejo estreptavidina-
peroxidasa (codigo de Amersham n°.051) diluido a 1/1.000 en el tampo6n de lavado. Tras las Ultimas tres etapas
repetidas de lavado se produce el revelado durante los 20 min de tiempo de incubacién en una disolucién de 50 ml
gue contiene 30 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma), 10 ml de metanol, 40 ml de PBS y 30 pl de H,0,. La tincién se
detiene lavando la membrana varias veces con agua destilada.

Los resultados ilustrados en las Figuras 9 y 10 muestran que todas las cepas probadas presentan las esperadas
bandas alrededor de los 20 kDa (principal) y los 25 y 35-40 kDa (menores), que son reconocidas al mismo nivel en
todas las cepas de Neisseria meningitidis B probadas. Esto significa que la proteina BASB043 probablemente se
expresa en todas las cepas de Neisseria meningitidis B. En ambas figuras, la proteina recombinante BASB043
también es claramente reconocida por sueros de ratones con el mismo PM (segundo carril después del PM). Esta
proteina BASB043 ya no es reconocida en ninguna preparacién de E. coli.

Presencia de anticuerpos anti-BASB043 en sueros de pr ___ocedentes convalecientes.

En esta prueba se han probado varios sueros de convalecientes mediante inmunotransferencia western para el
reconocimiento de la proteina recombinante purificada BASB043.

En resumen, se ponen 5 ug de proteina parcialmente purificada BASB043 de Neisseria meningitidis B en un gel de
gradiente de SDS-PAGE (4-20%, Novex, codigo n° EC60252) para una migracion electroforética. Las proteinas se
transfieren a una lamina de nitrocelulosa (0,45 um, cédigo de Bio-rad n°162-0114) a 100 voltios durante 1 hora
usando un sistema Trans-blot de Bio-rad (cddigo n°1 70-3930). A continuacion el filtro se bloquea con PBS - Tween
20 al 0,05% hasta el dia siguiente a temperatura ambiente antes de la incubacién con los sueros humanos. Se
probaron los siguientes sueros de convalecientes: pacientes # 261469, 261979, 261324, 261732, 262117 y 261659.
Estos sueros se diluyeron 100 veces en PBS - Tween 20 al 0,05%, y se incubaron en la lamina de nitrocelulosa
durante dos horas a temperatura ambiente con una agitaciéon suave, usando un sistema de mini-blotter (Miniprotean,
cédigo de Bio-rad n°170-4017). Después de tres etap as repetidas de lavado con PBS - Tween 20 al 0,05% durante
5 min, la lamina de nitrocelulosa se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora con agitaciéon suave con el
conjugado apropiado (anticuerpos biotinilados de oveja anti-lg humana, cédigo de Amersham n° RPN1003) di luidos
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a 1/500 en el mismo tampdén de lavado. La membrana se lava tres veces como anteriormente, y se incuba durante
30 min con agitacion usando el complejo estreptavidina-peroxidasa (cddigo de Amersham n°1051) diluido a 1/1.000
en el tampon de lavado. Tras las Ultimas tres etapas repetidas de lavado se produce el revelado durante los 20 min
de tiempo de incubacién en una disolucion de 50 ml que contiene 30 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma), 10 ml de
metanol, 40 ml de agua ultra pura y 30 pl de H2O,. La tincion se detiene lavando la membrana varias veces con agua
destilada. Los resultados ilustrados en las Figuras 11 y 12 muestran que todas las 6 convalecientes reaccionan
frente a la banda principal de la proteina recombinante BASB043 a alrededor de los 20 kDa. Los sueros humanos
sélo reconocen esta banda, mientras que los sueros de ratones se reconocen las tres bandas principales de
BASBO043. Todas estas convalecientes humanas reaccionan con una intensidad muy alta, excepto la convaleciente
n® 262117, que muestra una reactividad menor. En la parte derecha de la inmunotransferencia western, se observa
reaccion frente a la misma la banda de 25-30 kD con los sueros de ratones inmunizados, mas la banda reconocida a
aproximadamente 50 kDa. También se observan unas pocas bandas a PM menores. También son visibles unas
pocas pérdidas en la Figura 11.

Ejemplo 3

Secuenciacion del ADN del gen BASB044 a partir de dos cepas de N. meningitidis.

A: BASB044 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B ATCC13090.

El gen BASB044 de la cepa de N. meningitidis ATCC 13090 se muestra en la SEC ID N°: 17. La traduccion de la
secuencia de polinucleétidos de BASB044, mostrada en la SEC ID N° 18, muestra una similitud significativa
(identidad del 25% en una superposicién de 425 residuos) con la proteina de transporte de acidos grasos de cadena
larga de E. coli FadL

La secuencia del gen BASB044 fue adicionalmente confirmada como sigue. Para ese propésito se extrajo el ADN
gendmico a partir de 10% células de las células de N. meningitidis (cepa ATCC 13090) usando el kit de extraccion de
ADN gendmico de QIAGEN (Qiagen Gmbh), y se sometié 1 ug de este material a una amplificacion del ADN
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa usando los cebadores Fadl 17 (5 TGA GTG GAA AAT GCC
GTC TGA AGT-3’) [SEC ID N°: 21] y Fadl-18 (5 TGC ACC CCG TCA TTC CTG TCT-3') [SEC ID N°: 22]. Este
producto de la PCR se purificé en gel y se sometié a una secuenciacion del ADN usando el kit de secuenciacion Big
Dye Cycle (Perkin-Elmer) y un secuenciador de ADN ABI 373A/PRISM. La secuenciacion del ADN se realizé en
ambas hebras con una redundancia de 2 y la secuencia completa se ensamblé usando el programa SeqMan del
paquete de programas informaticos DNASTAR Lasergene. La secuencia de ADN resultante resultd ser idéntica al
100% a la SEC ID N°: 17.

B: BASB044 en la cepa de N. meningitidis del serogrupo B H44/76.

También se determiné la secuencia del gen BASB044 en otra cepa de N. meningitidis del serogrupo B, la cepa
H44/76. Para este propoésito se extrajo el ADN gendmico a partir de la cepa N. meningitidis H44/76 usando las
condiciones experimentales presentadas en el parrafo previo. Este material (1 pg) se sometié entonces a una
amplificaciéon del ADN mediante una reaccion en cadena de la polimerasa usando los cebadores Fadl-01 (5 CAT
AGC ACC ATG GCC GGC TAC CAC TTC G - 3') [SEC ID N°: 23] y Fadl-02 (5" CTA GTC TAG ATT ATT TGA ATT
TGT AGG TGT AT - 3’) [SEC ID N°: 24] especificos para esa parte del gen BASB044 que codifica para la proteina
madura, asumiendo que la proteina madura comenzaria en el aminoacido nimero 25 de la SEC ID N° 18. El
amplicon de la PCR se someti6 entonces a una secuenciacion del ADN usando el kit Big Dyes (Applied biosystems)
y se analizé con un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condiciones descritas por el fabricante. Como resultado,
se obtuvieron las secuencias del polinucleétido y del polipéptido deducido, denominadas como SEC ID N°: 19 e SEC
ID N°: 20, respectivamente. Usando el programa MegAlign del paquete de programas informaticos DNASTAR
Lasergene, se realizdé una alineacion de las secuencias de los polinucleétidos de las SEC ID N°: 17 y 19, y se
muestra en la Figura 13; su nivel de identidad asciende al 99,6%. Usando el mismo programa MegAlign se realizd
una alineacion de las secuencias de los polinucleétidos de las SEC ID N°: 18 y 20, y se muestra en la Figura 14; su
nivel de identidad asciende al 99,8%.

Tomados conjuntamente, estos datos indican una fuerte conservacion de la secuencia del gen BASB044 entre las
dos cepas de N. meningitidis del serogrupo B.

Ejemplo 4

El gen BASB048 en la cepa de N. meningitidis ATCC 13090.

El gen BASB048 de la cepa de N. meningitidis ATCC 13090 se muestra en la SEC ID N°: 25. La traduccion de la
secuencia de polinucledtidos de BASB048, mostrada en la SEC ID N° 26, muestra una similitud significativa
(identidad del 27% en una superposicion de 429 residuos) con un componente de la membrana externa exportador
de ABC de Serratia marcescens, asi como con otros miembros de la familia de proteinas TolC. El polipéptido
BASB048 contiene una secuencia de sefializacion lider, segin predijo el programa Spscan del paquete de
programas informaticos GCG.
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La secuencia de sefalizacion predicha se escindiria después del residuo Ala58. Entonces, BASB048 es una
proteina de membrana, una proteina superficial o una proteina secretada.

Secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas

SEC ID N°: 1

Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB041 de la cepa ATCC 13090

ATGAAAACCGTTTCCACCGCCGTTGTCCTTGCCGCCGCTGCCGTTTCACTGACCGGCTGTGCGACCGAATCCTCACGCAG
TCTCGAGGTAGAGAAAGTCGCCTCCTACAATACGCAATACCACGGCGTGCGTACCCCGATTTCCGTCGGAACATTCGACA
ACCGCTCCAGCTTCCAAAAAGGCATTTTCTCCGACGGGGAAGACCGTTTGGGCAGCCAGGCAAAAACCATTCTGGTAACG
CACCTGCAACAGACCAACCGCTTCAACGTACTGAACCGCACCAATTTGAACGCATTAAAACAGGAATCCGGCATfTCCGG
CAAAGCGCATAACCTGAAAGGCGCAGATTATGTCGTTACTGGCGATGTAACCGAATTCGGACGCAGAGATGTCGGCGATC
ATCAGCTCTTCGGCATTTTGGGTCGCGGCAAATCGCAAATCGCCTATGCAAAAGTGGCTCTGAATATCGTCAACGTCAAT
ACTTCCGAAATCGTCTATTCCGCACAGGGCGCGGGCGAATACGCACTTTCCAACCGTGAAATCATCGGTTTCGGCGGCAC
TTCCGGCTACGATGCGACTTTGAACGGCAAAGTTTTAGACTTGGCAATCCGCGAACCGTCAACAGCCTGGTTCAGGCTGT
TGACAACGGCGCATGGCAACCCAACCGTTAA

SEC ID N°: 2

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB041 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la

SEC ID N°; 1
MKTVSTAVVLAAAAVSLTGCATESSRSLEVEKVASYNTQYHGVRTPISVGTFDNRSSFQKGIFSDGEDRLGSQAKTILVT
HLQQTNRFNVLNRTNLNALKQESGISGKAHNLKGADYVVTGDVTEFGRRDVGDHQLFGILGRGKSQIAYAKVALNIVNVN
TSEIVYSAQGAGEYALSNREIIGFGGTSGYDATLNGKVLDLAIREPSTAWFRLLTTAHGNPTV

SEC ID N°: 3

Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB041 de la cepa ATCC 13090

ATGAAAACCGTTTCCACCGCCGTTGTCCTTGCCGCCGCTGCCGTTTCACTGACCGGCTGTGCGACCGAATCCTCACGCAG
TCTCGAGGTAGAGAAAGTCGCCTCCTACAATACGCAATACCACGGCGTGCGTACCCCGATTTCCGTCGGAACATTCGACA
ACCGCTCCAGCTTCCAAAAAGGCATTTTCTCCGACGGGGAAGACCGTTTGGGCAGCCAGGCAAAAACCATTCTGGTAACG
CACCTGCAACAGACCAACCGCTTCAACGTACTGAACCGCACCAATTTGAACGCATTAAAACAGGAATCCGGCATTTCCGG
CAAAGCGCATAACCTGAAAGGCGCAGATTATGTCGTTACTGGCGATGTAACCGAATTCGGACGCAGAGATGTCGGCGATC
ATCAGCTCTTCGGCATTTTGGGTCGCGGCAAATCGCARATCGCCTATGCAAAAGTGGCTCTGAATATCGTCAACGTCAAT
ACTTCCGAAATCGTCTATTCCGCACAGGGCGCGGGCGAATACGCACTTTCCAACCGTGAAATCATCGGTTTCGGCGGCAC
TTCCGGCTACGATGCGACTTTGAACGGCAAAGTTTTAGACTTGGCAATCCGCGAAGCCGTCAACAGCCTGGTTCAGGCTG
TTGACAACGGCGCATGGCAACCCAACCGTTAA

SEC ID N°: 4

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB041 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la
SEC ID N°: 3

MKTVSTAVVLAAAAVSLTGCATESSRSLEVEKVASYNTQYHGVRTPISVGTFDNRSSFQKGIFSDGEDRLGSQAKTILVT
HLQQTNRFNVLNRTNLNALKQESGISGKAHNLKGADYVVTGDVTEFGRRDVGDHQLFGILGRGKSQIAYAKVALNIVNVN
TSEIVYSAQGAGEYALSNREIIGFGGTSGYDATLNGKVLDLAIREAVNSLVQAVDNGAWQPNR

SEC ID N°: 5

Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB041 de la cepa H44/76
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ATGAAAACCGTTTCCACCGCCGTTGTCCTTGCCGCCGCTGCCGTTTCACTGACCGGCTGTGCGACCGAATCCTCACGCAG
TCTCGAGGTAGAGAAAGTCGCCTCCTACAATACGCAATATCACGGTGTTCGTACCCCGATTTCCGTCGGAACATTCGACA
ACCGCTCCAGCTTCCAAAAAGGCATTTTCTCCGACGGGGAAGACCGTTTGGGCAGCCAGGCAARAAACCATTCTAGTAACG
CACCTGCAACAGACCAACCGCTTCAACGTACTGAACCGCACCAAT TTGAACGCATTARAACAGGAATCCGGCATTTCCGG
CAAAGCGCATAACCTGARAGGCGCAGATTATGTCGTTACCGGCGATGTAACCGAATTCGGACGCAGAGATGTCGGCGATC
ATCAGCTCTTCGGCATTTTGGGTCGCGGCAAATCGCAAATCGCCTATGCAAAAGTGGCTCTGAATATCGTCAACGTCAAT
ACTTCCGAAATCGTCTATTCCGCACAGGGCGCGGGCGAATACGCACTTTCCAACCGTGAAATCATCGGTTTCGGCGGCAC
TTCCGGCTACGATGCGACTTTGAACGGCAAAGTTTTAGACTTGGCAATCCGCGAAGCCGTCAACAGCCTGGTTCAGGCTG
TTGACAACGGCGCATGGCAACCCAACCGTTAA

SEC ID N°: 6

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB041 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la

SECID N°: 5

MKTVSTAVVLAAAAVSLTGCATESSRSLEVEKVASYNTQYHGVRTPISVGTFDNRSSFQKGIFSDGEDRLGSQAKTILVT
HLQQTNRFNVLNRTNLNALKQESGISGKAHNLKGADYVVTGDVTEFGRRDVGDHQLFGILGRGKSQIAYAKVALNIVNVN
TSEIVYSAQGAGEYALSNREIIGFGGTSGYDATLNGKVLDLAIREAVNSLVQAVDNGAWQPNR

SECID N°: 7
AAT GAA AAC CGT TTC CAC CGC

SEC ID N°: 8

TCATTT CTC CTT AAC GGT

SEC ID N°: 9

AGG CAG AGG CAT ATG AAAACC GTT TCC ACC GCC GTTGTC CTT GC
SEC ID N°: 10

AGG CAG AGG GTC GAC TTT CTC CTT AAC GGT TGG GTT GCC ATG CGC
SECID N°: 11

Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB043 de la cepa ATCC 13090

ATGAAARAATACCTTATCCCTCTTTCCATTGCGGCAGTTCTTTCCGGCTGCCAGTCTATTTATGTGCCCACATTGACGGA
AATCCCCGTGAATCCTATCAATACCGTCAAAACGGAAGCACCTGCAAAAGGTTTCCGCCTTGCCTCTTCGCATTGGACGG
ATGTTGCCAAAATCAGCGATGAAGCGACGCGCTTGGGCTATCAGGTGGGTATCGGTAAAATGACCAAGGTTCAGGCGGCG
CAARTATCTGAACAACTTCAGAAAACGCCTGGTCGGACGCAATGCCGTCGATGACAGTATGTATGAAATCTACCTGCGTTC
GGCGATAGACAGCCAGCGGGGCGCAATCAATACGGAACAGTCCAAGCTGTATATCCAGAATGCCTTGCGCGGCTGGCAGC
AGCGTTGGAAARATATGGATGTCAAACCCAACAACCCCGCATTTACCAACTTTTTGATGGAAGTGATGAAGATGCAGCCC
TTGAAATGA

SEC ID N°: 12

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB043 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la

SEC ID N°: 11
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MKKYLIPLSIAAVLSGCQSIYVPTLTEIPVNPINTVKTEAPAKGFRLASSHWTDVAKISDEATRLGYQVGIGKMTKVQAA

QYLNNFRKRLVGRNAVDDSMYEIYLRSAIDSQRGAINTEQSKLY IQNALRGWQQRWKNMDVKPNNPAFTNFLMEVMKMQP
LK

SEC ID N°: 13
ATG AAA AAATAC CTT ATC CCT CTT TCC
SEC ID N°: 14

TCATTT CAA GGG CTG CAT
SEC ID N°: 15
AGG CAG AGG CAT ATG AAA AAATAC CTT ATC CCT CTT TCC ATT GCC

SEC ID N°: 16
AGG CAG AGG CTC GAG TTT CAA GGG CTG CAT CTT CATCAC TTC

10 SEC ID N°: 17
Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB044 de la cepa ATCC 13090

ATGACCCCTTCCGCACTGARAAAAACCGTCCTGCTGCTCGGCACTGCCTTTGCCGCCGCATCCGCACAAGCCTCCGGCTA
CCACTTCGGCACACAGTCGGTCAACGCGCAAAGCACGGCAAATGCCGCCGCCGCAGAAGCCGCCGACGCATCGACCATCT
TCTACAACCCTGCCGGCCTGACCAAACTCGACAGCAGCCAGATTTCCGTCAACGCCAACATCGTGCTGCCCAGCATTCAT
TATGAGGCGGATTCCGCCACCGACTTTACCGGGCTTCCCGTCCAAGGTTCGAAAAGCGGCAAAATCACCARAAACCACGGT
CGCGCCCCACATCTACGGCGCATACAAAGTCAACGACAATCTGACCGTAGGCTTGGGCGTGTACGTCCCCTTCGGTTCTG
CCACCGARTACGARAAAGATTCCGTGTTGCGCCACAACATCAACAAACTCGGTCTGACCAGCATCGCCGTCGAACCTGTC
GCCGCGTGGARACTCAACGACCGCCATTCCTTCGGCGCAGGCATCATCGCCCAACATACTTCCGCCGAACTGCGCAAATA
TGCCGACTGGGGGATTAAGAGTAAAGCAGAGATATTGACGGCAARACCGCCCARACCTAACGGTGTAGCCGAAGCTGCAA
AAATTCAGGCCGACGGACACGCCGATGTCAAAGGCAGCGATTGGGGCTTCGGCTACCAACTGGCGTGGATGTGGGACATC
AACGACCGTGCGCGCGTGGGCGTGAACTACCGTTCCAAAGTCTCGCACACGCTCAAAGGCGATGCCGAATGGGCGGCAGA
CGGCGCGGCGGCGARAGCAATGTGGAGTACGATGCTTGCAGCAAACGGCTACACGGCGAATGAAAAAGCCCGCGTTAAAA
TCGTTACGCCTGAGTCTTTGTCCGTACACGGTATGTACAAAGTGTCCGATAAAGCCGACCTGTTCGGCGACGTAACTTGG
ACGCGCCACAGCCGCTTCGATAAGGCGGAACTGGTTTTTGAAAAAGAAAARACCGTCGTCAAAGGCAAATCCGACCGCAC
CACCATCACCCCCAACTGGCGCAACACCTACAAAGTCGGCTTCGGCGGTTCTTATCAAATCAGCGAACCGCTGCAACTGC
GCGCCGGCATCGCTTTTGACAAATCGCCCGTCCGCAACGCCGACTACCGCATGAACAGCCTGCCCGACGGCAACCGCATC
TGGTTCTCCGCCGGTATGARATACCATATCGGTAAARACCACGTCGTCGATGCCGCCTACACCCACATCCACATCAACGA
CACCACCTACCGCACGGCGAAGGCAAGCGGCAACGATGTGGACAGCAAAGGCGCGTCTTCCGCACGTTTCAAAAACCACG
CCGACATCATCGGCCTGCAATACACCTACAAATTCAAATAA

SEC ID N°: 18

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB044 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la
15 SEC ID N°: 17
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MTPSALKKTVLLLGTAFAAASAQASGYHFGTQSVNAQSTANAAAAEAADASTIFYNPAGLTKLDSSQISVNANIVLPSIH
YEADSATDFTGLPVQGSKSGKITKTTVAPHIYGAYKVNDNLTVGLGVYVPFGSATEYEKDSVLRHNINKLGLTSIAVEPV
AAWKLNDRHSFGAGIIAQHTSAELRKYADWGIKSKAEILTAKPPKPNGVAEAAKIQADGHADVKGSDWGFGYQLAWMWDI
NDRARVGVNYRSKVSHTLKGDAEWAADGAAAKAMWS TMLAANGYTANEKARVKIVTPESLSVHGMYKVSDKADLFGDVTW
TRHSRFDKAELVFEKEKTVVKGKSDRTTITPNWRNTYKVGFGGSYQISEPLQLRAGIAFDKSPVRNADYRMNSLPDGNRI
WFSAGMKYHIGKNHVVDAAYTHIHINDTTYRTAKASGNDVDSKGASSARFKNHADfIGLQYTYKFK

SEC ID N°: 19

Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB044 de la cepa H44/76

TCCGGCTACCACTTCGGCACACAGTCGGTCAACGCGCAAAGCACGGCAAATGCCGCCGCCGCAGAAGCCGCCGACGCATC
GACCATCTTCTACAACCCTGCCGGCCTGACCAAACTCGACAGCAGCCAGATTTCCGTCAACGCCAACATCGTGCTGCCCA
GCATTCATTATGAGGCGGATTCCGCCACCGACTTTACCGGGCTTCCCGTCCAAGGTTCGAAAAGCGGCAAAATCACCAAA
ACCACGGTCGCGCCCCACATCTACGGCGCATACAAAGTCAACGACAATCTGACCGTGGGCTTGGGCGTGTACGTCCCCTT
CGGCTCTGCCACCGAATACGARRAAGATTCCGTGTTGCGCCACAACATCAACAAACTCGGTCTGACCAGCATCGCCGTCG
AACCTGTCGCCGCGTGGAAACTCAACGACCGCCATTCCTTCGGCGCAGGCATCATCGCCCAACATACTTCCGCCGAACTG
CGCARAATATGCCGACTGGGGGATTAAGAGTAAAGCAGAGATATTGACGGCAARACCGCCCAAACCTAACGGTGTAGCCGA
AGCTGCAAAAATTCAGGCCGACGGACACGCCGATGTCAAAGGCAGCGATTGGGGCTTCGGCTACCAACTGGCGTGGATGT
GGGACATCAACGACCGTGCGCGCGTGGGCGTGAACTACCGTTCCAAAGTCTCGCACACGCTCAAAGGCGATGCCGAATGG
GCGGCAGACGGCGCGGCGGCGAAAGCAATGTGGAGTACGATGCTTGCAGCARACGGCTACACGGCGAATGAARARGCCCG
CGTTARAATCGTTACGCCTGAGTCTTTGTCCGTACACGGTATGTACAAAGTGTCCGATAAAGCCGACCTGTTCGGCGALG
TAACTTGGACGCGCCACAGCCGCTTCGATARGGCGGAACTGGTTTTTGAARAAGAAAAAACCGTCGTCARAGGCAAATCC
GACCGCACCACCATCACCCCCAACTGGCGCAACACCTACAAAGTCGGCTTCGGCGGTTCTTATCARATCAGCGAACCGCT
GCAACTGCGCGCCGGCATCGCTTTTGACAAATCGCCCGTCCGCAACGCCGACTACCGCATGAACAGCCTACCCGACGGCA
ACCGCATCTGGTTCTCCGCCGGTATGARATACCATATCGGTARAAACCACGTCGTCGATGCCGCCTACACCCACATCCAC
ATCAACGACACCAGCTACCGCACGGCGAAGGCAAGCGGCAACGATGTGGACAGCAAAGGCGCGTCTTCCGCACGTTTCAA
AAACCACGCCGACATCATCGGTCTGCAATACACCTACAAATTCAAATAA

5 SEC ID N°: 20

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB044 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la
SEC ID N°: 19

SGYHFGTQSVNAQSTANAAAAEAADASTIFYNPAGLTKLDSSQISVNANIVLPSIHYEADSATDFTGLPVQGSKSGKITK
TTVAPHIYGAYKVNDNLTVGLGVYVPFGSATEYEKDSVLRHNINKLGLTS IAVEPVAAWKLNDRHSFGAGIIAQHTSAEL
RKYADWGIKSKAEILTAKPPKPNGVAEAAKIQADGHADVKGSDWGFGYQLAWMWD INDRARVGVNYRSKVSHTLKGDAEW
AADGAAAKAMWS TMLAANGYTANEKARVKIVTPESLSVHGMYKVSDKADLFGDVTWTRHSRFDKAELVFEKEKTVVKGKS
DRTTITPNWRNTYKVGFGGSYQISEPLQLRAGIAFDKS?VRNADYRMNSLPDGNRIWFSAGMKYHIGKNHVVDAAYTHIH
INDTSYRTAKASGNDVDSKGASSARFKNHADIIGLQYTYKFK

SEC ID N°: 21

10 TGA GTG GAA AAT GCC GTC TGA AGT
SEC ID N°: 22

TGC ACCCCGTCATTCCTG TCT

SEC ID N°: 23
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CAT AGC ACC ATG GCC GGC TACCACTTC G

SEC ID N°: 24
CTAGTC TAG ATT ATT TGAATT TGT AGG TGT AT

SEC ID NO°: 25

5 Secuencia polinucleotidica de Neisseria meningitidis BASB048 de la cepa ATCC 13090

ATGACATTGCTCAATCTAATGATAATGCAAGATTACGGTATTTCCGTTTGCCTGACACTG
ACGCCCTATTTGCAACATGAACTATTTTCGGCTATGARATCCTATTTTTCCAAATATATC
CTACCCGTTTCACTTTTTACCTTGCCACTATCCCTTTCCCCATCCGTTTCGGCTTTTACG
CTGCCTGARAGCATGGCGGGCGGCGCAGCAACATTCGGCTGATTTTCAAGCGTCCCATTAC
CAGCGTGATGCAGTGCGCGCACGGCAACAACAAGCCAAGGCCGCATTCCTTCCCCATGTA
TCCGCCAATGCCAGCTACCAGCGCCAGCCGCCATCGATTTCTTCCACCCGCGARACACAG
GGATGGAGCGTGCAGGTGGGACAAACCTTATTTGACGCTGCCARATTTGCACAATACCGC
CAAAGCAGGTTCGATACGCAGGCTGCAGAACAGCGTTTCGATGCGGCACGCGAAGRATTG

CTGTTGARAGTTGCCGAAAGTTATTTCAACGTTTTACTCAGCCGAGACACCGTTGCCGCC
CATGCGGCGGAAARAAGAGGCTTATGCCCAGCAGGTAAGGCAGGCGCAGGCTTTATTCAAT
AAAGGTGCTGCCACCGCGCTGGATATTCACGAAGCCAAAGCCGGTTACGACAATGCCCTG
GCCCAAGARATCGCCGTATTGGCTGAGAAACAAACCTATGAAAACCAGTTGAACGACTAC
ACCGGCCTGGACAGCAAACARATCGAGGCCATAGATACCGCCAACCTGTTGGCACGCTAT
CTGCCCAAGCTGGAACGTTACAGTCTGGATGAATGGCAGCGCATTGCCTTATCCAACAAT
CATGAATACCGGATGCAGCAGCTTGCCCTGCAAAGCAGCGGACAGGCGCTTCGGGCAGCA
CAGRACAGCCGCTATCCCACCGTTTCTGCCCATGTCGGCTATCAGAATAACCTCTACACT
TCATCTGCGCAGAATAATGACTACCACTATCGGGGCAAAGGGATGAGCGTCGGCGTACAG
TTGAATTTGCCGCTTTATACCGGCGGAGAATTGTCGGGCAAAATCCATGAAGCCGAAGCG
CRATACGGGGCTGCCGAAGCACAGCTGACCGCAACCGAGCGGCACATCAAACTCGCCGTA
CGCCAGGCTTATACCGAAAGCGGTGCGGCGCGTTACCAAATCATGGCGCAAGAACGGGTT
TTGGAAAGCAGCCGTTTGAAACTGAAATCGACCGAAACCGGCCAACAATACGGCATCCGC
AACCGGCTGGAAGTAATACGGGCGCGGCAGGAAGTCGCCCARGCAGAACAGARACTGGCT

CBRAGCACGGTATAAATTCATGCTGGCTTATTTGCGCTTGGTGAAAGAGAGCGGGTTAGGG
TTGGAAACGGTATTTGCGGAATAA

SEC ID N°: 26

Secuencia polipeptidica de Neisseria meningitidis BASB048 deducida a partir de la secuencia polinucleotidica de la
SEC ID Ne°: 25
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MTLLNLMIMQDYGISVCLTLTPYLQHELFSAMKSYFSKYILPVSLFTLPLSLSPSVSAFT
LPEAWRAAQQHSADFQASHYQRDAVRARQOOAKAAFLPHVSANASYQRQPPSISSTRETQ
GWSVQVGQTLFDAAKFAQYRQSREDTQAAEQRFDAAREELLLKVAESYFNVLLSRDTVAA
HAAEKEAYAQQVRQAQALFNKGAATALDIKREAKAGYDNALAQEIAVLAEKQTYENQLNDY
TGLDSKQIEAIDTANLLARYLPKLERYSLDEWQRIALSNNHEYRMQQLALQSSGQALRAA
ONSRYPTVSAHVGYQNNLYTSSAQNNDYHYRGKGMSVGVQLNLPLYTGGELSGKIHEAEA

QYGAAEAQLTATERHIKLAVRQAYTESGAARYQIMAQERVLESSRLKLKSTETGQQYGIR
NRLEVIRARQEVAQAEQKLAQARYKFMLAYLRLVKESGLGLETVFAE

Materiales depositados

Se ha depositado un depdsito que contiene una cepa de Neisseria meningitidis del serogrupo B en la American Type
Culture Collection (denominada en lo sucesivo "ATCC") el 22 de junio de 1997 y se le ha asignado el nimero de
deposito 13090. El depdsito se describié como Neisseria meningitidis (Albrecht y Ghon) y es una genoteca liofilizada
insertada de 1,5-2,9 kb construida a partir de cepas clinicas de N. meningitidis. El depdsito se describe en Int. Bull.
Bacteriol. Nomencl. Taxon. 8: 1-15 (1958).

La cepa depositada de Neisseria meningitidis se denomina en lo sucesivo "la cepa depositada” o "el ADN de la cepa
depositada”.

La cepa depositada contiene los genes completos BASB041, 43, 44, 48. La secuencia de los polinucleétidos
contenidos en la cepa depositada, asi como la secuencia de aminoacidos de cualquier polipéptido codificado por la

misma, son de control en el caso de cualquier conflicto con cualquier descripcion de las secuencias de este
documento.

El deposito de la cepa depositada se ha realizado bajo los términos del Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos con el Proposito del Procedimiento de Patentes. La
cepa sera irrevocablemente y sin restriccion o condicién dispuesta al publico tras la emision de la patente. La cepa
depositada se proporciona meramente por conveniencia de los expertos en la materia, y no es una admision de que
se requiera un depésito para su habilitacion, tal como el requerido bajo 35 U.S.C. §112.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> SmithKline Beecham Biologicals S. A.
<120> Nuevos compuestos
<130> BM45340

37

<160> 26

<170> FastSEQ para Windows Version 3.0 40

<210>1

<211> 671

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis

<400> 1
atgaaaaccg tttccaccge cgttgtcctt gccgececgetg cegtttcact gaccggetgt 60
gcgaccgaat cctcacgcag tctcgaggta gagaaagtcg cctcctacaa tacgcaatac 120
cacggcgtge gtaccccgat ttccgtcgga acattcgaca accgctccag cttccaaaaa 180
ggcattttct ccgacgggga agaccgtttg ggcagccagg caaaaaccat tctggtaacg 240
cacctgcaac agaccaaccg cttcaacgta ctgaaccgca ccaatttgaa cgcattaaaa 300
caggaatccg gcatttccgg caaagcgcat aacctgaaag gcgcagatta tgtcgttact 360
ggcgatgtaa ccgaattcgg acgcagagat gtcggcgatc atcagctctt cggcattttg 420
ggtcgcggca aatcgcaaat cgcctatgca aaagtggctc tgaatatcgt caacgtcaat 480
acttccgaaa tcgtctattc cgcacagggc gcgggcecgaat acgcactttc caaccgtgaa 540
atcatcggtt tcggcggcac ttccggctac gatgcgactt tgaacggcaa agttttagac 600
ttggcaatcc gcgaaccgtc aacagectgg ttcaggetgt tgacaacggc gcatggcaac 660
ccaaccgtta a ' 671
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<210> 2
<211> 223
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis
<400> 2
Met Lys Thr Val Ser Thr Ala Val Val Leu Ala Ala Ala Ala Val Ser
1 5 10 ) 15
Leu Thr Gly Cys Ala Thr Glu Ser Ser Arg Ser Leu Glu Val Glu Lys
A 20 25 30
Val Ala Ser Tyr Asn Thr Gln Tyr His Gly Val Arg Thr Pro Ile Ser
35 40 45
Val Gly Thr Phe Asp Asn Arg Ser Ser Phe Gln Lys Gly Ile Phe Ser
S0 55 60
Asp Gly Glu Asp Arg Leu Gly Ser Gln Ala Lys Thr Ile Leu Val Thr
65 70 75 80
His Leu Gln Gln Thr Asn Arg Phe Asn Val Leu Asn Arg Thr Asn Leu
85 20 95
Asn Ala Leu Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ser Gly Lys Ala His Asn Leu
100 105 110
Lys Gly Ala Asp Tyr Val Val Thr .Gly Asp Val Thr Glu Phe Gly Arg
115 120 125
Arg Asp Val Gly Asp His Gln Leu Phe Gly Ile Leu Gly Arg Gly Lys
130 135 140
Ser Gln Ile Ala Tyr Ala Lys Val Ala Leu Asn Ile Val Asn Val Asn
145 150 155 ) 160
Thr Ser Glu Ile Val Tyr Ser Ala Gln Gly Ala Gly Glu Tyr Ala Leu
165 170 175
Ser Asn Arg Glu Ile Ile Gly Phe Gly Gly Thr Ser Gly Tyr Asp Ala
180 185 190
Thr Leu Asn Gly Lys Val Leu Asp Leu Ala Ile Arg Glu Pro Ser Thr
' 195 200 205
Ala Trp Phe Arg Leu Leu Thr Thr Ala His Gly Asn Pro Thr Val
210 215 220
<210> 3
<211> 672
<212> ADN
<213> Neisseria meningitidis
<400> 3
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<210>4
<211>2

atgaaaacecg
gcgaccgaat
cacggcgtgce
ggcattttct
cacctgcaac

caggaatccg

ggcgatgtaa
ggtcgcggéa
acttccgaaa
atcatecggtt
ttggcaatcc

cccaaccgtt

23

<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 4

tttccaccge
cctcacgcag
gtaccccgat
ccgacgggga
agaccaaccg

gcatttccgg

ccgaattcgg
éatcgcaaat
tcgtctattce
tcggeggceac
gcgaagcegt

aa

ES 2374055713

cgttgtcctt
tctcgaggta
ttccgtegga
agaccgtttg
cttcaacgta
caaagcgcat
acgcagagat
cgcctatgcea
cgcacagggc
ttccggcetac

caacagcctg

gccgcecgcetg
gagaaagtcg
acattcgaca
ggcagccagg
ctgaaccgca

aacctgaaag

gtcggcgatc
aaagtggctc
gcgggcgaat
gatgcgactt
gttcaggctg

39

ccgtttcact
cctectacaa
accgctccag
caaaaaccat
ccaatttgaa
gcgcagatta
atcagctctt
tgaatatcgt
acgcactttc
tgaacggcaa

ttgacaacgg

gaccggcetgt
tacgcaatac
cttccaaaaa
tctggtaacg
cgcattaaaa

tgtcgttact

cggcattttg
caacgtcaat
caaccgtgaa
agttttagac

cgcatggcaa

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
672



Met

Leu

val

Val

Asp

65

His

Asn

Lys

Ser
145
Thr

Ser

Thr

Lys

Thr

Ala

Gly

50

Gly

Leu

Ala

Gly

Asp

130

Gln

Ser

Asn

Leu

Thr

Gly

Ser

35

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

115

Val

Ile

Glu

Arg

Asn

195

Val

Cys

20

Tyr

Phe

Asp

Gln

Lys

100

Asp

Gly

Ala

Ile

Glu

180
Gly

Ser

Ala

Asn

Asp

Arg

Thr

85
Gln

Asp

Tyr
val
165

Ile

Lys

ES 2374055713

Thr

Thr

Thr

Asn

Leu

70

Asn

Glu

Val

His

Ala
150

Tyr

Ile

Val

Ala

Glu

Gln

Arg

SS

Gly

Arg

Ser

val

Gln

135

Lys

Ser

Gly

Leu

val

Ser

40

Ser

Ser

Phe

Gly

Thr

120

Leu

val

Ala

Phe

Asp
200

val

Ser

25

His

Ser

Gln

Asn

Ile

108

Gly

Phe

Ala

Gln

Gly

185

Leu

Leu

10

Arg

Gly

Phe

Ala

val

90

Ser

Asp

Gly

Leu

Gly

170

Gly

Ala

Ala Ala
Ser Leu
Val Arg
Gln Lys
60
Lys Thr
75
Leu Asn
Gly Lys
Val Thr
Ile Leu
140
Asn Ile
158
Ala Gly

Thr Ser

Ile Arg

Ala

Glu

Thr

45

Gly

Ile

Ala

Glu

125

Gly

Val

Glu

Gly

Glu
205

Ala

val

30

Pro

Ile

Leu

Thr

His

110

Phe

Arg

Asn

Tyr

Tyr

190
Ala

Val

15

Glu

Ile

Phe

val

Asn

95

Asn

Gly

Gly

val

Ala

175

Asp

val

Ser Leu Val Gln Ala Val Asp Asn Gly Ala Trp Gln Pro Asn Arg
210

<210>5
<211>672
<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis

<400> 5

215

40

220

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

80

Leu

Leu

Arg

Lys

Asn

160

Leu

Ala

Asn



<210>6
<211>2

atgaaaaccg
gcgaccgaat
cacggtgttc
ggcattttct
cacctgcaac
caggaatccg
ggcgatgtaa
ggtcgcggca
acttccgaaa
atcatcggtt
ttggcaatcc

cccaaccgtt

23

<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 6

Met Lys

Leu Thr

Val Ala

Val Gly

50

tttccacege
cctcacgcag
gtaccccgat
ccgacgggga
agaccaaccg
gcatttccegg
ccgaattcgg
aatcgcaaat
tcgtctatte
tcggeggcac
gcgaagccgt

aa

Thr

Gly
20
Ser
35
Thr

Asp Gly

65

His Leu

Glu

Gln

Val Ser

Cys Ala

Tyr Asn
Phe Asp
Asp Arg

Gln Thr

ES 2374055713

cgttgtectt
tctegaggta
ttcegtegga
agaccgtttg
cttcaacgta
caaagcgcat
acgcagagat
cgcctatgca
cgcacagggc
tteecggetac

caacagcctg

Thr Ala
S
Thr Glu

Thr Gln

Asn Arg
55
Leu Gly
70

Asn Arg

gccgecgcetg
gagaaagtcg
acattcgaca
ggcagccagg
ctgaaccgca
aacctgaaag
gtcggcgatc
aaagtggctce
gcgggcgaat
gatgcgactt
gttcaggctg

Val val
10
Ser

25

Ser

His

Leu Ala Ala

Arg Ser Leu

ccgtttcact
cctcctacaa
accgctccag
caaaaaccat
ccaatttgaa
gcgcagatta
atcagctctt
tgaatatcgt
acgcactttce
tgaacggcaa

ttgacaacgg

Ala

Glu

gaccggctgt
tacgcaatat
cttccaaaaa
tctagtaacg
cgcattaaaa
tgtcgttacc
cggcattttg
caacgtcaat
caaccgtgaa
agttttagac

cgcatggcaa

Ala Val
15
Val

30

Glu

Ser

Lys

Tyr
40
Ser

Ser

Phe

Ser

Gln

Asn

41

Gly Val Arg

Phe Gln Lys

... .. _60

Ala Lys Thr
75

Val Leu Asn

Thr
45
Gly Ile

Pro Ile

Phe

Ile Leu Val

Arg Thr Asn

Ser

Sex

Thr

80

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672



10

15

20

25

30

Asn Ala Leu

Lys Gly Ala
115
Arg Asp Val
130
Ser Gln Ile
145
Thr Ser Glu

Ser Asn Arg

Thr Leu Asn

195

Ser Leu Val
210

<210>7

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400>7

aatgaaaacc gtttccaccg ¢

<210>8

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 8

tcatttctee ttaacggt 18

<210>9

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400>9

Lys
100
Asp
Gly
Ala
Ile
Glu
180

Gly

Gln

21

8S
Gln

Tyx

Asp

Tyr

val

165

Ile

Lys

Ala

ES 2374055713

Glu

val

His

Ala

150

Tyxr

Ile

val

val

Ser

val

Gln

135

Lys

Ser

Gly

Leu

Asp
215

aggcagaggc atatgaaaac cgtttccace geegttgtece ttge

<210>10

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 10

aggcagaggg tegacttict cettaacggt tgggttgeca tgege

Gly

Thr

120

Leu

Val

Ala

Phe

Asp

200

Asn

Ile
10S
Gly
Phe
Ala
Gln
Gly
185

Leu

Gly

44

45

42

S0

Ser

Asp

Gly

Leu

Gly

170

Gly

Ala

Ala

Gly

Val

Ile

Asn

185

Ala

Thr

Ile

Trp

Lys

Thr

Leu

140

Ile

Gly

Ser

Axg

Gln
220

Ala

Glu

125

Gly

Val

Glu

Gly

Glu

205

Pro

Ss
His Asn
110
Phe Gly

Arg Gly

Asn Val

Tyr Ala
17S

Tyr Asp

190

Ala Val

Asn Arg

Leu

Arg

Lys

Asn

160

Leu

Ala

Asn



10

15

ES 2374055713

<210> 11

<211> 489

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis
<400> 11

atgaaaaaat
tatgtgccceca
cctgcaaaag
gaagcgacgc
caatatctga
tatgaaatct
tccaagctgt
gtcaaaccca

ttgaaatga

accttatccc
cattgacgga
gttteccgect
gcttgggcecta
acaacttcag
acctgcgttce
atatccagaa

acaacccegce

tctttccatt
aatcceegtg
tgcctctteg
tcaggtgggt
aaaacgcctg
ggcgatagac
tgccttgcgce

atttaccaac

geggcagttc
aatcctatca
cattggacgg
atcggtaaaa
gtcggacgceca
agccagcggg
ggctggcage
tttttgatgg

<210> 12

<211> 162

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis
<400> 12

Met Lys

Cys Gln

Ile Asn

Ser Ser

50

- Leu
65
Gln

Gly

Tyr

Asp Asp

Arg Gly

Leu Arg

130
Asn Pro
145

Leu Lys

Lys
Ser Ile
20
Thr Val
35

His Trp

Tyr Gln Val

Leu Asn Asn

85

Ser Met

100
Ala
115
Gly Trp

Ala Phe

Tyr Leu

Tyr Val

Lys

Thx Asp

Tyr Glu

Thr Asn

Ile Pro

Pro

Leu

Thr

Thxr Glu Ala

Ser Ile
10
Leu Thr
25

Pro Ala

40

val
55
Gly Ile
70
Phe Arg

Ile

Ile Asn Thr Glu Gln Ser
120
Gln Gln Arg

135
Phe
150

Ala

Gly Lys

Lys Arg

Trp

Leu

Lys 1le

Met

Leu

90

Tyr Leu Arg

105
Lys

Lys Asn

Met Glu

43

tttccggetyg
ataccgtcaa
atgttgccaa
tgaccaaggt
atgccgtcga
gcgcaatcaa
agcgttggaa
aagtgatgaa

Ala Ala Val

Glu Ile Pro

Lys Phe

45

Ser Asp Glu
60

Thr Lys Val

75

Val Gly Arg

Ser Ala lIle

Ile
125

Leu Tyr

Met Asp Val
140
val

Met Lys

155

ccagtctatt
aacggaagca
aatcagcgat
tcaggcggcyg
tgacagtatg
tacggaacag
aaatatggat

gatgcagccc

Leu Ser Gly
15

Val Asn Pro
30
Arg Leu Ala

Ala Thr Arg
Gln Ala Ala
80
Asn Ala Val
95

Asp Ser Gln
110

Gln Asn Ala

Lys Pro Asn

Met Gln Pro

160

60
120
180
240
300
360
420
480
489



10

15

20

25

30

35

ES 2374055713

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 13

atgaaaaaat accttatccce tetttce 27

<210> 14
<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 14
tcatttcaag ggctgceat 18

<210> 15

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 15

aggcagaggc atatgaaaaa ataccttatc ccictttcea ttgee

<210> 16

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 16

aggcagaggc tcgagttica agggctgcat cttcatcact tc

<210> 17

<211> 1401

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis
<400> 17

42

45

44



atgacccctt
tccgcacaag
aatgccgccg
accaaactcg
tatgaggcgg
aaaatcacca
ctgaccgtag
tcegtgttge
gccgegtgga
tccgccgaac
gcaaaaccgc
gccgatgtea
aacgaccgtyg
gatgccgaat
gcaaacggct
tccgtacacg
acgcgccaca
aaaggcaaat
ttcggeggtt
aaatcgcceg
tggtteteeg
acccacatce
gacagcaaag

tacacctaca

<210> 18

<211> 466
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis
<400> 18

ccgcactgaa
cctccggceta
ccgcagaagc
acagcagcca
attccgccac
aaaccacggt
gcttgggegt
gccacaacat
aactcaacga
tgcgcaaata
ccaaacctaa
aaggcagcga
cgcgegtggg
gggcggcaga
acacggcgaa
gtatgtacaa
gcecgettega
ccgaccgcac
cttatcaaat
tccgecaacge
ccggtatgaa
acatcaacga
gcgegtette

aattcaaata

ES 2374055713

aaaaaccgtce
ccacttcgge
cgccgacgca
gatttccgte
cgactttacc
cgecgecccac
gtacgtccec
caacaaactc
ccgccattee
tgccgactgg
cggtgtagce
ttggggctte
cgtgaactac
cggcgeggceg
tgaaaaagcc
agtgtcecgat
taaggcggaa
caccatcacc
cagcgaaccg
cgactaccgce
ataccatatc
caccacctac
cgcacgtttc

a

Met Thr Pro Ser Ala Leu Lys

1

S

Phe Ala Ala Ala Ser Ala Gln

20

Ser Val Asn Ala Gln Ser Thr

35

ctgctgcecteg
acacagtcgg
tcgaccatct
aacgccaaca
gggcttececeg
atctacggceg
ttcggttctg
ggtctgacca
ttcggcgcag
gggattaaga
gaagctgcaa
ggctaccaac
cgttccaaag
gcgaaagcaa
cgcgttaaaa
aaagccgacce
ctggtttttg
cccaactgge
ctgcaactge
atgaacagcc
ggtaaaaacc
cgcacggcga

aaaaaccacyg

Lys Thr Val Leu Leu Leu Gly Thr Ala

10

Ala Ser Gly Tyr His Phe Gly Thr Gln

25

Ala Asn Ala Ala Ala Ala Glu Ala Ala

40

45

gcactgccett
tcaacgcgca
tctacaaccc
tcgtgectgece
tccaaggtte
catacaaagt
ccaccgaata
gcatecgeegt
gcatcatcgc
gtaaagcaga
aaattcaggc
tggcgtggat
tctcgcacac
tgtggagtac
tcgttacgcc
tgttcggcga
aaaaagaaaa
gcaacaccta
gcgceggeat
tgccecgacgy
acgtcgtcga
aggcaagcgg

ccgacatcat

45

tgcecgecegea
aagcacggca
tgccggectyg
cagcattcat
gaaaagcggc
caacgacaat
cgaaaaagat
cgaacctgtc
ccaacatact
gatattgacg
cgacggacac
gtgggacatc
gctcaaagge
gatgcttgeca
tgagtctttg
cgtaacttgg
aaccgtcegtce
caaagtcggce
cgcttttgac
caaccgcatc
tgcegcectac
caacgatgtg

cggcctgcaa

1S

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1401



Asp

Ser

65
Tyr

Ser

Gly

Val

His

145

Ala

Ala

Lys

Val

Gly

225

Asn

Thr

Ala

Lys

Met

305

Thr

Lys

Trp

Ala

50

Ser

Glu

Lys

Ala

Pro

130

Asn

Ala

Gln

Ser

Ala

210

Ser

Asp

Leu

Met

Ala

290

Tyr

Arg

Thr

Arg

Ser

Gln

Ala

Ser

Tyr

115

Phe

Ile

Trp

His

Lys

195

Glu

Asp

Arg

Lys

Trp

275

Arg

Lys

His

val

Asn

Thr

Ile

Asp

Gly

100

Lys

Gly

Asn

Lys

Thr

180

Ala

Ala

Trp

Ala

Gly

260

Ser

val

Val

Ser

val

340
Thr

Ile

Ser

Ser

85

Lys

val

Ser

Lys

Leu

165

Ser

Glu

Ala

Gly

Arg

245

Asp

Thr

Lys

Ser

Arg

32s

Lys

Tyr

Phe

val

70

Ala

Ile

Asn

Ala

Leu

150

Asn

Ala

Ile

Lys

Phe

230

Val

Ala

Met

Ile

Asp

310
Phe

ES 2374055713

Tyr

55

Asn

Thr

Thr

Asp

Thr

135

Gly

Asp

Glu

Leu

Ile

215

Gly

Gly

Glu

Leu

val

295

Lys

Asp

Gly Lys

Lys

val

Asn

Ala

Asp

Lys

Asn

120

Glu

Leu

Arg

Leu

Pro

Asn

Phe

Thr

105

Leu

Tyr

Thr

His

Arg

185

Thr
200
Gln
Tyz
val
Trp
Ala
280
Thr
Ala
Lys

Ser

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

Ala

265

Ala

Pro

Asp

Ala

Asp

345
Phe

46

Ala

Ile

Thr

90

Thr

Thr

Glu

Ser

Ser

170

Lys

Lys

Asp

Leu

Tyr

250

Ala

Asn

Glu

Leu

Glu

330

Arg

Gly

Gly

val

75

Gly

Val

Val

Lys

Ile

155
Phe

Tyr

Pro

Gly

Ala

235

Arg

Asp

Gly

Ser

Phe

315

Leu

Thr

Gly

Leu

60

Leu

Leu

Ala

Gly

Asp

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Txp

Ser

Gly

Tyx

Leu

300

Gly

Vval

Thr

Ser

Thr

Pro

Pro

Pro

Leu

125

Ser

vVal

Ala

Asp

Lys

205

Ala

Met

Lys

Ala

Thr

285

Ser

Asp

Phe

Ile

Tyr

Lys

Ser

Val

His

110

Gly

val

Glu

Gly

Trp

190

Pro

Asp

Txp

Val

Ala

270

Ala

Vval

Vval

Glu

Thr

350
Gln

Leu

Ile

Gln

95

Ile

val

Leu

Pro

Ile

175

Gly

Asn

val

Asp

Ser

255

Ala

Asn

His

Thr

Lys

335

Pro

Ile

Asgp

His

80

Gly

Tyr

Tyr

Arg

val

1le0

Ile

Ile

Gly

Lys

Ile

240

His

Lys

Glu

Gly

Trp

320

Glu

Asn

Ser



355
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47

360 365
Glu Pro Leu Gln Leu Arg Ala Gly Ile Ala Phe Asp Lys Ser Pro Va;
370 375 380
Arg Asn Ala Asp Tyr Arg Met Asn Ser Leu Pro Asp Gly Asn Arg Ile
385 390 395 400
Trp Phe Ser Ala Gly Met Lys Tyr His Ile Gly Lys Asn His Val Val
405 410 415
Asp Ala Ala Tyr Thr His Ile His Ile Asn Asp Thr Thr Tyr Arg Thr
420 425 430
Ala Lys Ala Ser Gly Asn Asp Val Asp Ser Lys Gly Ala Ser Ser Ala
435 440 445
Arg Phe Lys Asn His Ala Asp Ile Ile Gly Leu Gln Tyr Thr Tyr Lys
450 455 460
Phe Lys
465
<210>19
<211> 1329
<212> ADN
<213> Neisseria meningitidis
<400> 19
tcecggctace acttcggcac acagtcggtc aacgcgcaaa gcacggcaaa tgccgccgcc 60
gcagaagccg ccgacgcatc gaccatcttc tacaaccctg cecggcctgac caaactcgac 120
agcagccaga tttccgtcaa cgccaacatc gtgctgcecca gcattcatta tgaggeggat 180
tccgccaccg actttaccgg getteccgte caaggttcga aaagecggcaa aatcaccaaa 240
accacggtcg cgceccacat ctacggcgea tacaaagtca acgacaatcet gacecgtggge 300
ttgggegtgt acgtcccett cggctctgce accgaatacg aaaaagattc cgtgttgegce 360
cacaacatca acaaactcgg tctgaccagc atcgccgtcg aacctgtege cgcgtggaaa 420
ctcaacgacc gccattcctt cggcgcaggc atcatcgccc aacatacttc cgccgaactg 480
cgcaaatatg ccgactgggg gattaagagt aaagcagaga tattgacggc aaaaccgcecc 540
aaacctaacg gtgtagccga agctgcaaaa attcaggcecg acggacacge cgatgtcaaa 600
ggcagecgatt ggggcettegg ctaccaactg gcgtggatgt gggacatcaa cgaccgtgeg 660
cgcgtgggcyg tgaactaccg ttccaaagtc tcgcacacge tcaaaggcga tgccgaatgg 720
gcggcagacg gcgcggceggc gaaagcaatg tggagtacga tgettgcage aaacggctac 780
“acggcgaatg aaaaagcccg cgttaaaatc gttacgectg agtctttgtc cgtacacggt 840
atgtacaaag tgtccgataa agccgacctg ttcggcgacg taacttggac gegecacage 900
cgettegata aggcggaact ggtttttgaa aaagaaaaaa ccgtcegtcaa aggcaaatce 960
gaccgcacca ccatcacccc caactggcgc aacacctaca aagteggctt cggcggttet 1020



tatcaaatca

cgcaacgccg

ggtatgaaat

atcaacgaca

gcgtctteeg

ttcaaataa

<210> 20
<211> 442
<212> PRT

ES 2374055713

gcgaaccgct gcaactgegc geeggcatceg

actaccgcat gaacagccta ccecgacggca

accatatcgg taaaaaccac gtcgtcgatg

ccagctaceg cacggcgaag gcaagcggca

cacgtttcaa aaaccacgcc gacatcatcg

<213> Neisseria meningitidis

<400> 20

Ser Gly Tyr

1

Asn

Pro

Phe

65

Thr

Leu

Tyr

Thr

His

145

Arg

Ala

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Thr

Thr

Thr

Glu

Sex

130

Ser

Lys

Lys

Asp

Ala

Gly

35

val

Gly

val

Val

Lys

115

Ile

Phe

Tyxr

Pro

Gly
195

His

Ala

20

Leu

Leu

Leu

Ala

Gly

100

Asp

Ala

Gly

Ala

Pro

180

His

Phe

Ala

Thr

Pro

Pro

Pro

85

Leu

Ser

val

Ala

Asp

165

Lys

Ala

Gly

Glu

Lys

Ser

Val

70

His

Gly

Val

Glu

Gly

150

Txp

Pro

Asp

Thr

Ala

Leu

Ile

S5

Gln

Ile

Val

Leu

Pro

135

Ile

Gly

Asn

val

Gln
Ala
Asp
40

His

Gly

Tyr

Arg

120

Val

Ile

Ile

Gly

Lys
200

Ser

Asp

25

Ser

Tyr

Ser

Gly

val

105

His

Ala

Ala

Lys

val
185

Val

10

Ala

Ser

Glu

Lys

Ala

90

Pro

Asn

Ala

Gln

Ser

170
Ala

Gly Ser

48

cttttgacaa

accgcatctg

ccgcctacac

acgatgtgga

gtctgcaata

Asn

Ser

Gln

Ala

Ser

75
Tyr

Phe

Ile

Trp

His

155

Lys

Glu

Asp

Ala

Thr

Ile

Asp

60

Gly

Lys

Gly

Asn

Lys

140

Thr

Ala

Ala

Trp

Gln

Ile

Serxr

45

Ser

Lys

val

Ser

Lys

125

Leu

Ser

Glu

Ala

Gly
205

Ser

Phe

30

val

Ala

Ile

Asn

Ala

110

Leu

Asn

Ala

Ile

Lys

190
Phe

Thr

15

Tyr

Asn

Thr

Thr

Asp

95

Thr

Gly

Asp

Glu

Leu

175

Ile

Gly

atcgcecegtc
gttecteccgee
ccacatccac
cagcaaaggc

cacctacaaa

Ala

Asn

Ala

Asp

Lys

80

Asn

Glu

Leu

Arg

Leu

160

Thr

Gln

Tyr

1080
1140
1200
1260
1320
1329



ES 2374055713

Gln Leu Ala Trp Met Trp Asp Ile Asn Asp Arg Ala Arg Val Gly Val
210 215 220
Asn Tyr Arg Ser Lys Val Ser His Thr Leu Lys Gly Asp Ala Glu Trp
225 230 235 240
Ala Ala Asp Gly Ala Ala Ala Lys Ala Met Trp Ser Thr Met Leu Ala
245 250 255
Ala Asn Gly Tyr Thr Ala Asn Glu Lys Ala Arg Val Lys Ile Val Thr
260 265 270
Pro Glu Ser Leu Ser Val His Gly Met Tyr Lys Val Ser Asp Lys Ala
275 280 285
Asp Leu Phe Gly Asp Val Thr Trp Thr Arg His Ser Arg Phe Asp Lys
290 295 300
Ala Glu Leu Val Phe Glu Lys Glu Lys Thr val val Lys Gly Lys Ser
305 . 310 315 320
Asp Arg Thr Thr Ile Thr Pro Asn Trp Arg Asn Thr Tyr Lys Val Gly
325 330 338
Phe Gly Gly Ser Tyr Gln Ile Ser Glu Pro Leu Gln Leu Arg Ala Gly
340 . 345 350
Ile Ala Phe Asp Lys Ser Pro Val Arg Asn Ala Asp Tyr Axrg Met Asn
355 360 365
Ser Leu Pro Asp Gly Asn Arg Ile Trp Phe Ser Ala Gly Met Lys Tyr
370 375 380
His Ile Gly Lys Asn His Val Val Asp Ala Ala Tyr Thr His Ile His
385 390 395 400
Ile Asn Asp Thr Ser Tyr Arg Thr Ala Lys Ala Ser Gly Asn Asp Val
405 410 415
Asp Ser Lys .Gly Ala Ser Ser Ala Arg Phe Lys Asn His Ala Asp Ile
420 425 430
Ile Gly Leu Gln Tyr Thr Tyr Lys Phe Lys
435 440

<210> 21

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 21

tgagtggaaa atgccgtcetg aagt 24

<210> 22

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 22
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tgcacccegt cattectgte t 21

<210> 23

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 23

catagcacca tggccggcta cecactteg 28

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 24

ctagtctaga ttatttgaat ttgtaggtgt at 32

<210> 25

<211> 1404

<212> ADN

<213> Neisseria meningitidis
<400> 25

atgacattgc
acgccctatt
ctacccgttt
ctgcctgaag
cagcgtgatg
tccgecaatg
ggatggagcg
caaagcaggt
ctgttgaaag
catgecggcgyg
aaaggtgctg
gcccaagaaa
accggcectgg
ctgecccaage
catgaatacc
cagaacagcc
tcatectgege
ttgaatttge
caatacgggg
cgccaggcett
ttggaaagca
aaccggcetgg
caagcacggt

ttggaaacgg

tcaatctaat
tgcaacatga
cactttttac

catggcgggce
cagtgegege
ccagctacca
tgcaggtggg
tcgatacgca
ttgccgaaag
aaaaagaggc
ccaccgegcet
tcgecgtatt
acagcaaaca
tggaacgtta
ggatgcagca
gctatcccac
agaataatga
cgctttatac
ctgcecgaagce
ataccgaaag
gccgtttgaa
aagtaatacyg
ataaattcat

tatttgcgga

gataatgcaa
actattttcg
cttgccacta
ggcgcagcaa
acggcaacaa
gcgccagcceg
acaaacctta
ggctgcagaa
ttatttcaac
ttatgcccag
ggatattcac
ggctgagaaa
aatcgaggcce
cagtctggat
gcttgecectg
cgtttctgce
ctaccactat
cggcggagaa
acagctgacc
cggtgcggeg
actgaaatcg
ggcgcggcag
gctggcttat

ataa

gattacggta
gctatgaaat
tccetttece
catteggctg
caagccaagg
ccatcgattt
tttgacgctg
cagcgttteg
gttttactca
caggtaaggc
gaagccaaag
caaacctatg
atagataccg
gaatggcagce
caaagcagceg
catgtcggct
c€ggggcaaag
ttgtcgggea
gcaaccgagc
cgttaccaaa
accgaaaceg
gaagtcgecc

ttgcgettgg

50

tttcegtttyg
cctattttte
catccgttte
attttcaagce
ccgcattect
cttccacecg
ccaaatttgce
atgcggcacg
gccgagacac

aggcgcagge

ccggttacga

aaaaccagtt
ccaacctgtt
gcattgectt
gacaggcgct
atcagaataa
ggatgagcgt
aaatccatga
ggcacatcaa
tcatggecgea
gccaacaata
aagcagaaca

tgaaagagag

cctgacactg
caaatatatc
ggcttttacg
gtcccattac
tecceccatgta
cgaaacacag
acaataccgc
cgaagaattg
cgttgccgcece
tttattcaat
caatgccecctg
gaacgactac
ggcacgctat
atccaacaat
tecgggcageca
cctctacact
cggcgtacag
agcegaageg
actcgeecgta
agaacgggtt
cggcatcegce
gaaactggcet
cgggttaggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1404
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<210> 26
<211> 467
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis
<400> 26
Met Thr Leu Leu Asn Leu Met Ile Met Gln Asp Tyr Gly Ile Ser Val
1 s : 10 15
Cys Leu Thxr Leu Thr Pro Tyr Leu Gln His Glu Leu Phe Ser Ala Met
20 25 30

Lys Ser Tyr Phe Ser Lys Tyr Ile Leu Pro Val Ser Leu Phe Thr Leu
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Pro

Trp

65

Gln

Leu

Ile

Thr

Asp

145

Leu

Thr

Ile

Ala

225

Thr

Leu

Gln

Ala

305

Ser

val

Leu

50

Arg

Arxg

Pro

Ser

Leu

130

Thr

Leu

val

Gln

His

210

Val

Gly

Ala

Arg

Leu

290

Pro

Ser

Gly

is

Ser

Ala

Asp

His

Ser

115

Phe

Gln

Lys

Ala

Ala

185

Glu

Leu

Leu

Arg

Ile

275

Gln

Thr

Ala

vVal

Leu

Ala

Ala

Val

100

Thr

Asp

Ala

Val

Ala

180

Gln

Ala

Asp

Tyr

260

Ala

Ser

Val

Gln

Gln
340

Ser

Gln

Val

BS

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

165

His

Ala

Lys

Glu

Ser

245

Leu

Leu

Ser

Ser

Asn

325

Leu

ES 2374055713

Pro

Gln

70

Arg

Ala

Glu

Ala

Glu

150

Glu

Ala

Leu

Ala

Lys

230

Lys

Pro

Ser

Gly

Ala

310

Asn

Asn

Ser

55

His

Ala

Asn

Thr

Lys

135

Gln

Ser

Ala

Phe

Gly

215

Gln

Gln

Lys

Asn

Gln

295

His

Asp

Leu

40

Val

Ser

Arg

Ala

Gln

120

Phe

Arg

Tyr

Glu

Asn

200

Tyr

Thr

Ile

Leu

Asn

280

Ala

val

Tyr

Pro

Ser

Ala

Gln

Ser

105

Gly

Ala

Phe

Phe

Lys

185

Lys

Asp

Tyr

Glu

Glu

265

His

Leu

Gly

His

Leu

345

52

Ala
Asp
Gln
90

Tyr
Trp
Gln
Asp
Asn
170
Glu
Gly
Asn
Glu
Ala
250
Arg
Glu
Arg
Tyr
Tyr

330
Tyr

Phe

Phe

75

Gln

Gln

Ser

Tyr

Ala

155

Val

Ala

Ala

Ala

Asn

235
Ile

Tyr

Ala

Gln

315

Arg

Thr

Thr

60

Gln

Ala

Arg

Val

Arg

140

Ala

Leu

Tyr

Ala

Leu

220

Gln

Asp

Ser

Arg

Ala

300

Asn

Gly

Gly

45

Leu

Ala

Lys

Gln

Gln

125

Gln

Arg

Leu

Ala

Thr

205

Ala

Leu

Thr

Leu

Met

285

Gln

Asn

Lys

Gly

Pro

Ser

Ala

Pro

110

Val

Ser

Glu

Ser

Gln

190

Ala

Gln

Asn

Ala

Asp

270

Gln

Asn

Leu

Gly

Glu
350

Glu

His

Ala

95

Pro

Gly

Arg

Glu

Arg

175

Gln

Leu

Glu

Asp

Asn

255

Glu

Gln

Ser

Met
335

Leu

Ala

Tyr

80

Phe

Ser

Gln

Phe

Leu

160

Asp

val

Asp

Ile

240

Leu

Trp

Leu

Arg

Thr

320

Ser

Ser



Gly

Leu

Thr

385

Leu

Tyr

Ala

Ala

Phe
465

Lys

Thr

370

Glu

Glu

Gly

Gln

Tyr

450
Ala

Ile

355

Ala

Ser

Ser

Ile

Ala

435

Leu

Glu

His Glu
Thr Glu
Gly Ala
Ser Arg

405
Arg Asn
420

Glu Gln

Arg Leu

ES 2374055713

Ala

Arg

Ala

390

Leu

Arg

Lys

val

Glu

His

375

Arg

Lys

Leu

Leu

Lys
455

Ala
360
Ile

Tyr

Leu

Glu

Ala

440
Glu

Gln

Lys

Gln

Lys

vVal

425

Gln

Ser

53

Tyr

Leu

Ile

Ser

410

Ile

Ala

Gly

Gly

Ala

Met

395

Thr

Arg

Arg

Leu

Ala

Val

380

Ala

Glu

Ala

Tyr

Gly
460

Ala

365

Arg

Gln

Thr

Arg

Lys

445

Leu

Glu

Gln

Glu

Gly

Gln

430

Phe

Glu

Ala

Ala

Arg

Gln

415

Glu

Met

Thr

Gln

Tyr

Val

400

Gln

Val

Leu

Val
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 97%
con la secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 4 e SEC ID N¢:
6.

2. Un polipéptido aislado segln se reivindica en la reivindicacién 1 en el que la secuencia de aminoéacidos tiene una
identidad de al menos el 99% con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°:
2,SECID N° 4 e SEC ID N°: 6.

3. El polipéptido segun se reivindica en la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 4 e SEC ID N°: 6.

4. Un polipéptido aislado de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N°: 6.
5. Una proteina de fusion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 97% con la secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 2, 4 6 6 sobre la longitud
completa de las SEC ID N°: 2, 4 6 6 respectivamente.

7. Un polinucleodtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el
97% con una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido de las SEC ID N°: 2, 4 6 6 a lo largo de toda
la regidn codificante.

8. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el
97% con la de las SEC ID N°: 1, 3 6 5 sobre la longitud completa de las SEC ID N°: 1, 3 6 5 respectivamente.

9. Un polinucleétido aislado segln se reivindica en la reivindicacion 8 que tiene una identidad de al menos el 99%
con la de las SEC ID N°: 1, 3 6 5 sobre la longitud completa de las SEC ID N°: 1, 3 6 5 respectivamente.

10. Un polinucleodtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido de la
SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o0 la SEC ID N°: 6.

11. Un polinucleétido aislado que comprende el polinucleétido de la SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3 o la SEC ID N°: 5.

12. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido de la
SEC ID N° 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N° 6 obtenible mediante el cribado de una genoteca apropiada en
condiciones de hibridacién rigurosas con una sonda marcada con la secuencia de la SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3 0
la SEC ID N°: 5 o un fragmento de la SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3 0 la SEC ID N°: 5.

13. Un vector de expresion que comprende un polinucledtido aislado segin una cualquiera de las reivindicaciones 6
a 12 o un polinucleétido aislado que codifica para la proteina de fusién de la reivindicacion 5.

14. El vector de expresion de la reivindicacion 13 que es recombinante.
15. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 13 6 14.
16. Un microorganismo vivo recombinante que comprende un vector de expresion segun la reivindicacion 13 6 14.

17. Un procedimiento para producir un polipéptido una proteina de fusibn segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 que comprende cultivar una célula hospedadora de la reivindicaciéon 15 en unas condiciones
suficientes para la produccion de dicho polipéptido o proteina de fusién, y recuperar el polipéptido o la proteina de
fusién a partir del medio de cultivo.

18. Un procedimiento para expresar un polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, o un
polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina de fusion de la
reivindicacion 5, que comprende transformar una célula hospedadora con un vector de expresion que comprende al
menos uno de dichos polinucleétidos, y cultivar dicha célula hospedadora en unas condiciones suficientes para la
expresion de uno cualquiera de dichos polinucledétidos.

19. Una composicién de vacuna que comprende una cantidad eficaz del polipéptido o de la proteina de fusion de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un portador farmacéuticamente aceptable.

20. Una composicién de vacuna que comprende una cantidad eficaz del polinucleétido de una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 12 y un portador farmacéuticamente aceptable.

21. La composicion de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, en la que dicha composicion
comprende al menos un antigeno cualquiera de Neisseria meningitidis.
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22. Una composicién de vacuna que comprende:

(i) una cantidad eficaz de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC
ID N°: 6, 0
un fragmento inmundégeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID
N°: 6, en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID
N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador)
de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N° 2, la SEC ID N° 4 o la
SEC ID N°: 6, 0
un polipéptido que comprende dicho fragmento inmunégeno;
(i) un portador farmacéuticamente aceptable;y
(iii) un coadyuvante seleccionado del grupo que consiste en 3 Des-O-acilado monofosforil lipido A, QS21,
QS21y colesterol.

23. Una composicién de vacuna que comprende:

() una cantidad eficaz de un polinucleétido que tiene una identidad de al menos el 85% con la de la SEC ID
N°: 1, la SEC ID N°: 3 0 la SEC ID Ne°: 5;
(i) un portador farmacéuticamente aceptable; y
(iii) un coadyuvante seleccionado del grupo que consiste en 3 Des-O-acilado monofosforil lipido A, QS21,
QS21 y colesterol.
24. Una composicién de vacuna segin una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 23 en la que el portador
comprende una emulsion de aceite en agua que comprende un aceite metabolizable.

25. Una composicion de vacuna segun la reivindicacion 24 en la que el aceite metabolizable comprende escualeno,
alfa tocoferol y Tween 80.

26. Un procedimiento de diagnastico in vitro de una infeccion por Neisseria meningitidis, que comprende identificar si
hay presente un polipéptido segun se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en una muestra
bioldgica procedente de un animal sospechoso de tener dicha infeccion.

27. Un procedimiento de purificacidon de (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID
Ne°: 6, o (ii) un fragmento inmunégeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N° 2, la SEC ID N°: 4 o la
SEC ID N°: 6, en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID
N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador) de
provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID Ne°:
6, o (iii) un polipéptido que comprende dicho fragmento inmunégeno, en el que dicho prodedimiento se elige del
grupo que consiste en precipitacion con sulfato aménico, precipitacion con etanol, extracciéon acida, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interacciones hidréfobas, cromatografia de hidroxilapatito y cromatografia de lectina.

28. Un procedimiento para producir una composicion de vacuna que comprende (i) un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 85% con la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (ii) un fragmento inmundégeno de un polipéptido con la secuencia
de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N° 4 o la SEC ID N°: 6, en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos
contiguos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario,
cuando se acopla a un portador) de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°:
2,1a SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (iii) un polipéptido que comprende dicho fragmento inmundégeno, en el que el
procedimiento comprende el procedimiento de la reivindicacion 27 y comprende adicionalmente la etapa de formular
dicho polipéptido o fragmento inmunégeno con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

29. Uso de una composicién que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de un polipéptido o proteina de
fusién segun se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la preparacién de un medicamento para
prevenir la infeccién por Neisseria meningitidis.

30. Uso de una composicién que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de un polinucleétido segun se
reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 en la preparacién de un medicamento para prevenir la
infeccion por Neisseria meningitidis.

31. Uso de (i) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el
85% con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (ii) un fragmento
inmunogeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, en el que el
fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°; 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y
en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un portador) de provocar una respuesta
inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, o (iii) un polipéptido
que comprende dicho fragmento inmundégeno, en la preparacion de un medicamento para prevenir la infeccion por
Neisseria meningitidis.
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32. Uso de un polinucledtido que tiene una identidad de al menos el 85% con la de la SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3
o la SEC ID N°: 5, en la preparaciéon de un medicamento para prevenir la infeccion por Neisseria meningitidis.

33. Un polipéptido o fragmento inmundgeno seleccionado del grupo que consiste en

() un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 85%
5 con la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6;
(i) un fragmento inmundgeno de un polipéptido con la secuencia de la SEC ID N°: 2, la SEC ID N° 4 o la
SEC ID N 6, en el que el fragmento comprende al menos 15 aminoacidos contiguos de la SEC ID N°: 2, la
SEC ID N°: 4 o la SEC ID N°: 6, y en el que el fragmento es capaz (si es necesario, cuando se acopla a un
portador) de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la SEC ID N°: 2, la SEC ID
10 N°: 4 o la SEC ID N°: 6; y
(iii) un polipéptido que comprende dicho fragmento inmundégeno,

para su uso en la prevencion de la infeccion por Neisseria meningitidis.

34. Un polinucleédtido que tiene una identidad de al menos el 85% con la de la SEC ID N°: 1, la SEC ID N°: 3 0 la
15 SEC ID NO: 5, para su uso en la prevencion de la infeccién por Neisseria meningitidis.
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Figura 1: alineacién de las secuencias polinucleoti

La identidad de la SEC ID N°: 1 esta indicada por un

ausente.
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dicas de BASB041

* 20 *
ATGAAAACCGTTTCCACCGCCGTTGTCCTT

------------------------------

-------------------------------

------------------------------

------------------------------

------------------------------

100 * 120
GAGAAAGTCGCCTCCTACAATACGCAATAC

............................. T
* 140 .
CACGGCGTGCGTACCCCGATTTCCGTCGGA
U SO
160 * 180

57

punto, y unas comillas (“-“) indican un nucleoétido

30
30
30

60
60
60

90
90
20

120
120
120

150
150
150

180
180
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Fig 1 (continuacién)

Secid)5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

------------------------------

* 200 *
GGCATTTTCTCCGACGGGGAAGACCGTTTG

------------------------------

..............................

: 220 * 240
GGCAGCCAGGCAAAAACCATTCTGGTAACG
....................... A......

* 260 *

------------------------------

..............................

280 * 300

CTGAACCGCACCAATTTGAACGCATTAAAA :

------------------------------

* 320 *

340 * 360
AACCTGAAAGGCGCAGATTATGTCGTTACT

------------------------------

58

180

210
210
210

240
240
240

270
270
270

300
300
300

330
330
330

360
360
360
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Fig 1 (continuacion)

Secidl
Secid3
Secidb

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3
Secid5

Secidl
Secid3

* 380 *
GGCGATGTAACCGAATTCGGACGCAGAGAT

------------------------------

------------------------------

400 * 420
GTCGGCGATCATCAGCTCTTCGGCATTTTG

------------------------------

------------------------------

* 440 *

------------------------------

------------------------------

460 * 480
ARAGTGGCTCTGAATATCGTCAACGTCAAT

------------------------------

------------------------------

* 500 *

------------------------------

------------------------------

520 * 540

GCGGGCGAATACGCACTTTCCAACCGTGAA :

------------------------------

------------------------------

* 560 *

------------------------------

59

390
390
390

420
420
420

450
450
450

480
480
480

510
510
510

540
540
540

570
570
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Fig 1 (continuacién)

Secid>5

Secidl
Secid3
Secidb

Secidl
Secid3
Secidb

Secidl
Secid3
Secidb

Secidl
Secid3
Secidb

580 * 600
GATGCGACTTTGAACGGCAAAGTTTTAGAC

------------------------------

------------------------------

* 620 *
TTGGCAATCCGCGAA-CCGTCAACAGCCTG
............... I
............... Goviveviiiai,

640 * 660

------------------------------

------------------------------

*
CCCAACCGTTAA : 671
............ : 672
............ 1 672

60

570

600
600
600

629
630
630

659
660
660
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Figura 2: alineacion de las secuencias polipeptidic  as de BASB041
La identidad de la SEC ID N°: 2 esta indicada por un

punto, y unas comillas (“-) indican un aminoacido
ausente.

* 20 *
Secid? MKTVSTAVVLAAAAVSLTGCATESSRSLEV 30
Secidd I i e et et e 30.
=Y o < TS 30
40 * 60
Secid? EKVASYNTQYHGVRTPISVGTEFDNRSSFQK 60
Secidd & it i it i e e e 60
SEeCidb 1 i ittt i a s e 60
* 8 O *
Secid2 GIFSDGEDRLGSQAKTILVTHLQQTNRENV S0
Secidd & i e e et e e 90
SeCidl & it 90
100 * 120
Secid?2 LNRTNLNALKQESGISGKAHNLKGADYVVT 120
SeCidd & i ettt ettt e 120

61
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Fig 2 (continuacion)

Secid®6

Secid?
Secidéd
Secid6

Secid?2
Secid4
Secid6

Secid?2
Secid4
Secidé6

Secid?2
Secid4
Secidb6

------------------------------

* 140 *

GDVTEFGRRDVGDHQLEFGILGRGKSQIAYA :

-------------------------------

..............................

160 * 180
KVALNIVNVNTSEIVYSAQGAGEYALSNRE

------------------------------

* 200 *
IIGFGGTSGYDATLNGKVLDLAIREPSTAW
......................... AVNSL
......................... AVNSL

220
FRLLTTAHGNPTV : 223
VQAVDNGAWQ.NR : 223
VQAVDNGAWQ.NR : 223

62

120

150
150
150

180
180
180

210
210
210
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Figura 3: andlisis electroforético de BASB041. A: ge | de poliacrilamida-SDS tefido con Coomassie de
BASBO041. B: inmunodeteccion del mismo gel usando un reactivo inmunitario anti-tetra-His.

A

63
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Figura 4: reconocimiento de la proteina BASB041 en v  arias cepas de Neisseria meningitidis con sueros de
ratones inmunizados con BASB041.

BASBO41  N.meniqitidis B

PM l " H44/76 BZI10 BZ198  EG328

64
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Figura 5: reconocimiento de la proteina BASB041 en v  arias cepas de Neisseria meningitidis con sueros de
ratones inmunizados con BASB041.

B ASBO41‘ Cepas de M. men/hg/'f/'a’)s' B

: ' Proteinas
PM 250687 NGP165 13090 de E. coli

65
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Figura 6: anticuerpos anti-BASB041 en sueros convale  cientes y en ratones inmunizados

Suero convaleciente n® Sueros
de ratén

PM

262068 261732 262117" 261659 l

194
120
87

64
52.
39
26
15

66
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Figura 7: anticuerpos anti-BASB041 en sueros convale  cientes y en ratones inmunizados

Suero convaleciente n°

: Sueros
261469 261979 261324 de ratén

194
120

67
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e

lamida-SDS tefiido con Coomass

cado. A: gel de poliacri
ivo inmuni

| usando

lectroforético de BASB043 purifi

ISIS €

de BASB043. B

ana

Figura 8

IS.

-tetra-Hi

itario anti
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ién del mismo ge
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Figura 9: reconocimiento de la proteina BASB043 en v arias cepas de Neisseria meningitidis con sueros de
ratones inmunizados con BASB043.

BASBO43 o Cepas de N.meningitidis B

PM l .~ H44/76  BZ10 BZ198 EG328

194 %

120,

87
64
52

39

s
o

26

21
15
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Figura 10: reconocimiento de la proteina BASB043 en varias cepas de Neisseria meningitidis con sueros de
ratones inmunizados con BASB043.

B.ASBO43 ~ Cepas de N. memhgiﬁdis B

. ’ . - Proteinas
£ Pm 250687 NGP165 ~~ 13090:::. de £. coli
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Figura 11: anticuerpos anti-BASB043 en sueros conva  lecientes y en ratones inmunizados

Suero convaleciente n° Sueros
de ratén
' PM
261469 261979 261324 l _
: 120 .

71
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Figura 12: anticuerpos anti-BASB043 en sueros conva  lecientes y en ratones inmunizados

Suero convaleciente n® ' Sueros
de ratén

PM

261732 262117 261659

bov o

72
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Figura 13: alineacidn de las secuencias polinucleot  idicas de BASB044

La identidad de la SEC ID N°: 17 esta indicada por un  punto

* 20 *

Secidl? ATGACCCCTTCCGCACTGAAARAADAACCGTC 30
40 - * 60

Secidl? CTGCTGCTCGGCACTGCCTTTGCCGCCGCA 60
* 80 *

Secidl? TCCGCACAAGCCTCCGGCTACCACTTCGGC 90

Secidl9 : e 18
100 * 120

Secidl? ACACAGTCGGTCAACGCGCAAAGCACGGCA : 120

SEeCAALlD i it e e et ettt 48
* 140 ¥*

Secidl?7 AATGCCGCCGCCGCAGAAGCCGCCGALCGCA 150

Secidll i L e e e e e e e 78
160 * 180

Secidl? TCGACCATCTTCTACAACCCTGCCGGCCTG 180

SeCidl & L e e e e e e 108
* 200 ¥*

Secidl? ACCAAACTCGACAGCAGCCAGATTTCCGTC 210

Secidl 1 L e 138

73
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Fig 13 (continuacidn)

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl9S

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?®

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?®

Secidl7?
Secidl9

Secidl?
Secidl®9

220 * 240
AACGCCAACATCGTGCTGCCCAGCATTCAT

------------------------------

* 260 *
TATGAGGCGGATTCCGCCACCGACTTTACC

------------------------------

280 * 300
GGGCTTCCCGTCCAAGGTTCGAAAAGCGGC

------------------------------

* 320 *
AAAATCACCAARACCACGGTCGCGCCCCAC

------------------------------

340 * 360
ATCTACGGCGCATACAAAGTCAACGACAAT

------------------------------

* 380 *
CTGACCGTAGGCTTGGGCGTGTACGTCCCC

400 * 420
TTCGGTTCTGCCACCGAATACGAAAAAGAT

* 440 *

------------------------------

74

240
168

270
198

300

- 228

330
258

360
288

390
318

420
348

450
378
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Fig 13 (continuacién)

Secidl7
Secidl9

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl?®

Secidl?
Secidl?9

Secidl?”
Secidl9

Secidl?
Secidl?®

Secidl?”
Secidl9

460 * 480
GGTCTGACCAGCATCGCCGTCGAACCTGTC

------------------------------

* 500 *
GCCGCGTGGAAACTCAACGACCGCCATTCC

520 * 540
TTCGGCGCAGGCATCATCGCCCAACATACT

* 560 *
TCCGCCGAACTGCGCARATATGCCGACTGG

------------------------------

580 * 600
GGGATTAAGAGTAAAGCAGAGATATTGACG

------------------------------

* 620 *
GCAAAACCGCCCAAACCTAACGGTGTAGCC

llllllllllllllllllllllllllllll

640 * 660
GAAGCTGCAAAAATTCAGGCCGACGGACAC

------------------------------

* 680 *
GCCGATGTCAAAGGCAGCGATTGGGGCTTC

------------------------------

75

480
408

510
438

540
468

570
498

600
528

630
558

660
588

690
618
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Fig 13 (continuacién)

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl$

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl9

Secidl?

700 % 720
GGCTACCAACTGGCGTGGATGTGGGACATC

------------------------------

* 740 *

: AACGACCGTGCGCGCGTGGGCGTGAACTAC

------------------------------

760 * 780
CGTTCCAAAGTCTCGCACACGCTCAAAGGC

------------------------------

* 800 %
GATGCCGAATGGGCGGCAGACGGCGCGGLCG

------------------------------

820 * 840
GCGAAAGCAATGTGGAGTACGATGCTTGCA

------------------------------

* 860 *
GCAAACGGCTACACGGCGAATGARARAAGCC

------------------------------

880 : * 900
CGCGTTAAAATCGTTACGCCTGAGTCTTTG

-------------------------------

* 920 *
TCCGTACACGGTATGTACAAAGTGTCCGAT

76

720
648

750
678

780
708

810
738

840
768

870
798

900
828

930



ES 2374055713

Fig 13 (continuacién)

Secidl9

Secidl?
SecidlS

Secidl?
Secidl9

Secidl?7
Secidl?®

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl9

------------------------------

940 * 960

ARAGCCGACCTGTTCGGCGACGTAACTTGG

------------------------------

* 980 *

ACGCGCCACAGCCGCTTCGATAAGGCGGAA

------------------------------

1000 * 1020
CTGGTTTTTGAARAAGAAAARACCGTCGTC

------------------------------

* 1040 *
AAAGGCAAATCCGACCGCACCACCATCACC

------------------------------

1060 * 1080
CCCAACTGGCGCAACACCTACAAAGTCGGC

..............................

* 1100 *

TTCGGCGGTTCTTATCAAATCAGCGAACCG :

------------------------------

1120 * 1140
CTGCAACTGCGCGCCGGCATCGCTTTTGAC

------------------------------

77

858

960
888

990
218

1020
948

1050
978

1080
1008

1110
1038

1140
1068
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Fig 13 (continuacion)

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?®

Secidl?
Secidl9

Secidl?
Secidl?9

Secidl?
Secidl?®9

Secidl?
Secidl9

Secidl7
Secidl9

Secidl?
Secidl?9

AAATCGCCCGTCCGCAACGCCGACTACCGC

------------------------------

1180 * 1200
ATGAACAGCCTGCCCGACGGCAACCGCATC
........... A e e

* 1220 *

------------------------------

1240 * 1260
GGTAAAAACCACGTCGTCGATGCCGCCTAC

, * 1280 *

: ACCCACATCCACATCAACGACACCACCTAC
St e e e e s e e e a e s e aeeaeeeaan G.

1300 * 1320

CGCACGGCGAAGGCAAGCGGCAACGATGTG

------------------------------

* 1340 *
GACAGCRAAAGGCGCGTCTTCCGCACGTTTC

------------------------------

1360 * 1380
AAAANCCACGCCGACATCATCGGCCTGCAA

78

1170
1098

1200
1128

1230
1158

1260
1188

1290
1218

1320
1248

1350
1278

1380
1308
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Fig 13 (continuacion)

* 1400
Secidl?7 : TACACCTACAAATTCAAATAA : 1401
Secidll & i e e e e e : 1329

79
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Figura 14: alineacion de las secuencias polipeptidi  cas de BASB044.

La identidad de la ID. SEC. N°: 18 esta indicada por  un punto

Secidl8
Secid?20

Secidl8
Secid20

Secidl8
Secid20

Secidl8
Secid20

* 20 *
MTPSALKKTVLLLGTAFAAASAQASGYHEG

cccccc

40 * 60
TQSVNAQSTANAAAAEAADASTIFYNPAGL

------------------------------

TKLDSSQISVNANIVLPSIHYEADSATDET

------------------------------

100 * 120
GLPVQGSKSGKITKTTVAPHIYGAYKVNDN

------------------------------

* 140 *

80

60
36

90
66

120
96
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Fig 14 (continuacion)

Secidl8
Secid20

Secidl8
Secid20

Secidl8
Secid?20

Secidl8
Secid20

Secidls8
Secid20

Secidl8

LTVGLGVYVPFGSATEYEKDSVLRHENINKL

------------------------------

160 * 180
GLTSIAVEPVAAWKLNDRHSEFGAGIIAQHT

------------------------------

* 200 *

SAELRKYADWGIKSKAEILTAKPPKPNGVA :

------------------------------

220 * 240
EAAKIQADGHADVKGSDWGEFGYQLAWMWDI

------------------------------

* 260 *

NDRARVGVNYRSKVSHTLKGDAEWAADGAA :

280 * 300
AKAMWSTMLAANGYTANEKARVKIVTPESL

81

150
126

180
156

210
186

240
216

270
246

300
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Fig 14 (continuacion)

Secid20

Secidl8
Secid20

Secidls8
Secid20

Secidls8
Secid20

Secidl8
Secid20

Secidl8
Secid20

------------------------------

* 320 *
SVHGMYKVSDKADLEGDVTWTRHSREDKAE

..............................

340 * 360
LVFEKEKTVVKGKSDRTTITPNWRNTYKVG

------------------------------

* 380 *
FGGSYQISEPLQLRAGIAFDKSPVRNADYR

------------------------------

400 * 420
MNSLPDGNRIWEFSAGMKYHIGKNHVVDAAY

------------------------------

* 440 *
THIHINDTTYRTAKASGNDVDSKGASSARF

---------------------

82

276

330
306

360
336

390
366

420
396

450
426
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Fig 14 (continuacién)

460
Secidl8 : KNHADIIGLQYTYKFK
Secid20 @ ...t

83

466
442
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