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DESCRIPCION
Proteinas PilC recombinantes, método para su produccién y uso de las mismas

La invencion se refiere a secuencias génicas recombinantes para sintetizar una proteina que tiene la actividad
biolégica de la proteina PilC. Ademas, la invencion se refiere a métodos de DNA recombinante para producir
proteinas que tienen la actividad biolégica de la proteina PilC, asi como a las herramientas moleculares-bioldgicas
necesarias para ello. Ademas, la invencion se refiere a proteinas que tienen la actividad biolégica de la proteina
PilC.

Un paso primordial en la aparicion y manifestacion de cualquier infeccién es la unién del agente patdgeno a ciertas
estructuras moleculares (receptores) del organismo hospedador. Las estructuras del patégeno responsables de la
unién se denominaran adhesinas. Es posible que sean necesarias multiples interacciones moleculares entre las
adhesinas del patégeno y los receptores del organismo hospedador para la aparicién y/o la manifestacion de una
infeccion. Por otra parte, es posible que el bloqueo de una Unica interaccion molecular entre una adhesina
importante y un receptor sea suficiente para prevenir una infeccion.

El bloqueo de las interacciones moleculares adhesina-receptor es una posible forma de prevencién y/o terapia de
enfermedades infecciosas. Los planteamientos profilacticos incluyen, por ejemplo, la formaciéon de anticuerpos
dirigidos especificamente contra la adhesina y el bloqueo de cualquier interaccion con su receptor mediante
inmunizacion activa (vacunacion). Sin embargo, la interaccion puede ser impedida también principalmente en el
sentido de una medida profilactica o terapéutica mediante anticuerpos administrados pasivamente, u otras
sustancias, por ejemplo adhesina o sustancias de analogas al receptor, que se denominaran con el término genérico
de inhibidores.

Adhesinas importantes de numerosos agentes patégenos gram negativos son los pili (también denominados fimbrias
o fibrillas). Son estructuras poliméricas que forman finos apéndices filiformes en la superficie de las bacterias. Los
pili hacen posible que las bacterias se fijen a receptores especificos del organismo hospedador mediante las
adhesinas contenidas en dichos pili. En algunos casos se ha demostrado que la pérdida de los pili da lugar a la
pérdida de infecciosidad del agente patdgeno. Esta pérdida de infecciosidad puede explicarse por la pérdida de la
capacidad de formar uniones. Por consiguiente, el bloqueo de la interacciéon molecular entre la adhesina del pilus y
el receptor puede evitar o detener subsiguientemente la infeccion del organismo hospedador.

En las bacterias gram negativas se conocen diferentes tipos de pili. La mayoria de los pili conocidos son estructuras
heteropoliméricas que comprenden varias subunidades, una subunidad principal y otras subunidades inferiores que
estan presentes en solamente unas pocas copias. En algunos casos bien examinados las subunidades inferiores
son las estructuras adhesivas reales (adhesinas), mientras que la subunidad principal que esta presente en un
elevado nimero de copias adopta la funcion de un marco (Lindberg et al., Nature 328, 84-87, 1987).

Numerosas especies de bacterias patdgenas gram negativas forman pili de tipo 4, que se denominan también N-Me-
Phe o pili de tipo IV. Incluyen las especies patdégenas Neisseria, N. gonorrhoeae y N. meningitidis, que causan
gonorrea y meningitis bacteriana, respectivamente, en las personas. Sin embargo, hasta ahora no hay una vacuna
eficaz contra N. gonorrhoeae. Sin embargo, se dispone de vacunas especificas de la capsula contra algunos
serogrupos de N. meningitidis; desgraciadamente, ofrecen una proteccion solamente parcial y se consideran
problematicas en cuanto a la inmunologia. Las infecciones se tratan habitualmente con antibiéticos; sin embargo, la
resistencia cada vez mas alta de los agentes patdégenos a los antibidticos causa problemas. El desarrollo de
métodos de tratamiento alternativos es por tanto urgente. Otro patdgeno importante que forma pili de tipo 4 en los
seres humanos es la Pseudomonas aeruginosa (Sastry et al., FEBS Letters 151, 253-255, 1983), que es un
problema central para los pacientes que padecen de fibrosis quistica, inmunodeficiencias y en relaciéon con
infecciones sépticas. Todavia no se dispone de vacunas eficaces y/o inhibidores de este patdgeno; sobre todo es
problematica la creciente diseminacion de cepas multirresistentes. Por tanto se necesitan urgentemente métodos
alternativos de tratamiento en este campo. Mas ejemplos de patégenos importantes que forman pili de tipo 4 son
Escherichia coli enteropatégenas (EPEC; Giron et al, Science 254, 710-713, 1991), Vibrio cholerae (Shaw et al,
Infect Immun 58, 3042-3049, 1990), Bacteroides nodosus (McKern et al., FEBS Letters 164, 149-153, 1983),
Moraxella bovis (Marrs et al., J. Bacteriol. 163, 132-139, 1985) y otros patdgenos, que causan enfermedades en los
seres humanos y en animales, y contra los cuales se buscan vacunas de un modo intensivo.

Los pili de tipo 4 se definen por la estructura de su subunidad principal, conocida normalmente como pilina; ademas
de esto, hay términos especificos para la subunidad principal de pilina para especies individuales de bacterias, p. €j.
PilE para N. gonorrhoeae o PilA para Pseudomonas aeruginosa. La estructura de la pilina de pili de tipo 4 difiere
sustancialmente de la de subunidades principales de otros tipos de pilus, tales como el grupo de pili de tipo papilla
(“pap-like”) (Baga et al. J. Bacteriol. 157, 330-333, 1984). Son caracteristicas de la pilina de pili de tipo 4 (a) la corta
secuencia sefial aminoterminal, cargada positivamente, de la proforma de la pilina (con la excepcion de la pilina tipo
4 de V. cholerae), (b) la porcién hidréfoba amino terminal de la pilina madura, que muestra una intensa homologia de
secuencia entre diferentes pilinas de tipo 4, (c) la modificacion del resto amino terminal Phe de la pilina madura por
medio de un grupo metilo en posicion N (N-Me-Phe), (d) dos restos Cys en la porciéon carboxi terminal de la pilina
que forman un bucle y (e) una propiedad denominada movilidad espasmadica.
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Hasta ahora, las proteinas PilC fueron detectadas como componentes de N. gonorrhoeae y N. meningitidis. Hasta el
momento, se considerd que una funcion de montaje en la biogénesis del pilus era una funcidon de estas proteinas
PilC (Jonsson, Dissertation, New Series No. 322, Universidad de Umea, ISSN 0346-6612). Sin embargo, estos
trabajos nunca indicaron un posible papel como adhesina importante. En otros experimentos, los cientificos
consiguieron aislar mutantes de N. gonorrhoeae que si que formaban aun Pili, pero no mostraban ya adherencia con
las células epiteliales (Rudel et al., Mol. Microbiol. 6, 3439-3450, 1992). Estos mutantes resultaron ser cepas
variantes de fase que habian dejado de producir proteinas PilC. De estos experimentos no pudo derivarse una
funcion directa de las proteinas de Neisseria PilC. Sin embargo, los experimentos indicaron que el ensamble de los
pili de Neisseria puede tener lugar también si no hay presentes proteinas PilC. Los cientificos han conseguido clonar
un gen que codifica la proteina PilC en E. coli. Esto se logré mediante la purificacion por electroforesis en gel de la
proteina PIlC de pili de Neisseria aislados (Jonsson et al., EMBO J. 10, 477-488, 1991 y el documento WO
9213871). La proteina PilC purificada mediante electroforesis en gel se us6 para obtener el antisuero. La proteina
PilC purificada mediante electroforesis en gel no tenia actividad biologica en el sentido de esta invencion. Asi pues,
el antisuero correspondiente no tiene la propiedad de esta invencién de bloquear la unién de Neisseria piliada a las
células epiteliales. Utilizando el antisuero, los cientificos han tenido éxito en primer lugar en la identificacion de un
clon de fago de E. coli que lleva un gen que codifica PilC parcialmente. Pudo identificarse un clon de E. coli con un
gen de codificacion de PilC intacto por medio del gen de codificacién parcial de PilC utilizando la hibridacién de DNA
(Jonsson et al. EMBO J. 10, 477-488, 1991, WO 9213871). Este gen que codifica PilC recombinante era
traduccionalmente inactivo debido a su secuencia homopolimérica variable, de forma que no tuvo lugar una sintesis
de proteina PilC biolégicamente activa. Se conoce la secuencia de nucleétidos de este primer gen de codificacion de
PilC (PilC1) procedente de la cepa de N. gonorrhoeae MS11; también se conoce una secuencia parcial de un
segundo gen (PilC2) procedente de esta cepa (Jonsson et al, EMBO J. 10. , 477-488, 1991; Jonsson, Dissertation,
Nex Series N © 322, Universidad de Umea, ISSN 0346-6612 y WO 9213871). Sin embargo, ninguno de estos genes
ha hecho posible producir PilC.

Asi pues, el problema técnico subyacente de la invencion es esencialmente proporcionar proteinas biolégicamente
activas que tengan la actividad bioldgica de la proteina PilC. Este problema técnico se resuelve proporcionando las
realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Por tanto, la invencién se refiere al método para la produccion de una proteina esencialmente pura que tiene la
actividad bioldgica de la proteina PilC, en donde la actividad significa que la proteina soporta el ensamblaje de pili de
tipo-4, media la unién de bacterias que llevan pili de tipo 4 a los receptores en células epiteliales humanas o muestra
la adecuacion inmunolégica para inducir anticuerpos contra las bacterias que llevan pili de tipo 4 que compiten con la
union de las bacterias a sus receptores en las células epiteliales humanas y preferiblemente bloquean la unién,
obtenible de acuerdo con un método en el que una célula hospedadora se desarrolla bajo condiciones adecuadas
con un vector recombinante que contiene una secuencia génica recombinante para la sintesis de la proteina, como
se muestra en la Figura 4, cuya porcion de secuencia de fase variable que codifica el péptido sefial y que contiene
una secuencia de nucleétidos homopolimérica se caracteriza por la modificacion siguiente:

(a) sustitucién de la porcidon de secuencia de fase variable que codifica el péptido sefial por una secuencia de
nucleétidos heteropolimérica, no de fase variable que comprende CATACCGGTGGAGGTGGTGGAGCG, que
codifica un péptido sefal que es compatible con la secrecién de la proteina PilC,

de forma que la expresion de la secuencia genética recombinante en una célula hospedadora se hace posible no
afectada por variaciones de fase, y la proteina se purifica.

Estas secuencias de ADN de la invencion sirven para la expresion de proteinas que tienen la actividad bioldgica de
la proteina PIilC.

En esta invencion, la expresion "actividad biologica de la proteina PilC" se refiere a la capacidad de la proteina
codificada para soportar el ensamblaje de pili de tipo 4, para mediar la unién de bacterias que llevan pili de tipo 4 a
los receptores celulares o a la adecuacién inmunoldgica para la induccion de anticuerpos contra bacterias que llevan
Pili de tipo 4, que compiten con la unidn de las bacterias a sus receptores celulares y preferiblemente bloquean la
union.

De acuerdo con esta invencion, el término "proteina" se refiere a proteinas de origen natural o a modificaciones o
fragmentos de las mismas que muestran la actividad biolégica anteriormente mencionada.

La expresion "bacterias patégenas que llevan pili de tipo 4" como se usa en esta invencion se refiere a bacterias
que, por una parte, estan en relacion causal con la patogénesis de enfermedades y, por otra parte, como un
elemento esencial de su propiedad patogénica, forman pili de tipo 4, que son necesarios para la union de la bacteria
a los receptores celulares en el organismo hospedador infectado.

"Homopolimeros" son secuencias de nucledtidos que consisten en una secuencia de nucledtidos idénticos (p. €j. 5'-
CCCCCCC-3"). En esta invencion, las "secuencias de nucleodtidos homopoliméricas" se definen por su propiedad de
afiadir espontaneamente o de forma inducida uno o varios nucleétidos idénticos a la secuencia de nucledtidos
homopolimérica existente o perderlo del mismo. La adicién o la pérdida, respectivamente, de nucledtidos idénticos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2402413 T3

en secuencias de nucleétidos homopoliméricas tiene por resultado una "variacion de fase". Esta variacion de fase es
causada mediante un proceso RecA-proteina independiente, que tiene lugar sustancialmente de forma espontanea
(Robertson & Meyer, Trends Genet. 8, 422-427, 1992). Los cambios en la secuencia de nucledtidos que subyacen a
la variacion de fase tienen un efecto en el marco de lectura traduccional de un gen y por lo tanto la formacion del
producto génico intacto. En el sentido de esta invencion, la variacion de fase no es deseable porque bajo el control
de un promotor fuerte, la variacién de fase del DNA que codifica PilC causara un marco de lectura cambiado y por
ello una pérdida de la formacién de la proteina deseada que tiene la actividad bioldgica de la proteina PilC. Una
"secuencia de nucledtidos heteropolimérica invariable" en el sentido de esta invencién es por consiguiente una
secuencia de nucleétidos derivada de una secuencia de nucleétidos homopolimérica por la adiciéon o el intercambio
de nucledtidos no idénticos (esto es, en el caso de la secuencia 5'-GGGGGGGGGGGGG-3' los nucledtidos A, C y/o
T) y, debido a estas modificaciones, se ha convertido en "no fase variable", es decir, no muestra variaciones de fase.
Debido al cédigo genético, es posible modificar la secuencia de nucleétidos homopolimérica de forma que la
secuencia de aminoacidos codificada permanezca sin cambios o bien cambie también.

Un "péptido sefial" como se usa en esta invencién es una secuencia de aminoacidos en el extremo amino de la
proforma de una proteina segregada a partir de bacterias gram negativas. Un péptido sefial hace que sea posible
segregar una proteina a través de la ruta de exportacion general de la membrana interna de la bacteria (Pugsley,
Microbiol. Rev. 57, 50-108, 1993). El péptido sefial de fase variable que codifica la porcién de la secuencia génica de
esta invencion se modifica por sustitucion de la porcion de fase variable que codifica el péptido sefial que es de fase
variable debido a la secuencia de nucleétidos homopolimérica contenida en el mismo. La sustitucion es un
reemplazo parcial o completo de la porcion de secuencia que codifica el péptido sefial con otra secuencia que
codifica el péptido sefial que permite la secrecion de la proteina PilC a través de la ruta de exportacion general
mencionada, que no contiene secuencias de nucledtidos homopoliméricas de fase variable y que, tomada en su
conjunto, es una secuencia de nucleétidos no de fase variable. El cambio (sustitucién) se lleva a cabo con el objetivo
de hacer posible la expresion de la secuencia génica en una célula hospedadora sin ninguna influencia por
variaciones de fase con el fin de garantizar la formacion de proteina PilC bajo condiciones estables y en grandes
cantidades (sobreproduccion). La hibridacion de DNA cromosomico de, por ejemplo, N. gonorrhoeae con un gen
PilC completo como muestra indica que existen dos genes PilC relacionados en el cromosoma de esta especie. Sin
embargo, si usan como muestra los fragmentos subgénicos de un gen PilC, pueden hacerse visibles mas genes de
hibridaciéon cruzada que son también genes PilC que, sin embargo, estan relacionados solamente de forma lejana.
La deteccion de tales genes PilC relacionados lejanamente se basa en la hibridacion cruzada de porciones
constantes de la secuencia de DNA entre dos o mas genes PilC relacionados. Las porciones constantes de la
secuencia de DNA pueden ser definidas por medio de una comparacién de secuencias entre dos genes
relacionados. La definicion de porciones constantes de la secuencia de DNA tiene asi por resultado la posibilidad de
identificar también genes PilC relacionados lejanamente. La comparacion de secuencias repetidas con tal gen
relacionado lejanamente, a su vez, tiene por resultado nuevas porciones constantes de la secuencia de DNA que, de
nuevo, pueden ser usadas para la identificacion de genes PilC, etc. De esta forma, todos los miembros de la familia
de genes PilC dentro y fuera de una especie bacteriana pueden ser detectados gradualmente.

Las secuencias de genes recombinantes de esta invencion hacen posible producir proteinas que tienen la actividad
biolégica de la proteina PilC en cantidades considerables. Esto hace también posible la identificacion general de
subunidades inferiores de los pili del tipo 4 y su caracterizacion fiable como adhesinas. La invencion permite, en
particular, la deteccion de las proteinas PilC de Neisseria patdgena (N. gonorrhoeae y N. meningitidis) en su funcion
como adhesinas importantes. Ademas, la invencion permite la deteccion de proteinas anadlogas a PilC de otras
especies de bacterias que forman pili de tipo 4. La deteccidon de acuerdo con esta invencién de la funciéon de
adhesina de una subunidad inferior de un pilus de tipo 4 y/o proteinas analogas a PilC no ha sido descrita hasta
ahora para ninguna especie bacteriana que produce pili de tipo 4. La expresion "proteina analoga a PilC" se refiere
exclusivamente a la relacion estructural (de secuencia de nucleétidos y aminoacidos) con las proteinas PilC de la
Neisseria patdgena y a la funcion analoga con las proteinas PilC de Neisseria como adhesinas de unién con el
receptor. Las proteinas PilC analogas de otras especies bacterianas que forman pili de tipo 4 de esta invencion no
son necesariamente idénticas o relacionadas con las proteinas que se citan como PilC en la bibliografia (por
ejemplo, la proteina PilC conocida de Pseudomonas aeruginosa (Nunn et al., J . Bacteriol. 172, 2911-2919, 1990) no
es una proteina analoga a PilC de acuerdo con esta invencion).

La subunidad principal de los pili de tipo 4 fue errbneamente considerada una adhesina importante en algunos casos
(Rothbard et al, PNAS (USA) 82, 919, 1985; Paranchych, en: The Bacteria Vol. XI, Molecular Basis of Bacterial
Pathogenesis, Academic Press, 61-78, 1990, y citas en el mismo). Basandose en estos hallazgos y/o hipétesis, se
han hecho numerosos intentos de bloquear la adherencia de las bacterias a células humanas o animales utilizando
anticuerpos y/o bloqueantes de la adherencia o para detener una infeccion bacteriana por medio de la vacunacion
utilizando la subunidad principal de pilus de tipo 4. A pesar del éxito parcial (Paranchych en: The Bacteria Vol. X,
Molecular Basis of Bacterial Patogénesis, Academic Press, 61-78, 1990, y las citas en el mismo; Tramont, Clin.
Microbiol. Rev. 2, 74-77, 1989, y citas en el mismo) no ha sido todavia posible desarrollar una vacuna ampliamente
eficaz o un inhibidor ampliamente eficaz basandose en la subunidad principal de los Pili de tipo 4. Hay dos posibles
explicaciones: (a) La subunidad principal de un pilus de tipo 4 no comprende funciones de adherencia importantes
de forma que la unién de los pili al receptor no esta bloqueada y/o (b) las vacunas o el inhibidor no son eficaces o no
son eficaces de forma suficientemente amplia debido a la variabilidad estructural de la subunidad principal de pilina.
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Esta ultima explicacion se refiere a la suposicion de que una vacuna dirigida contra la pilina podria causar una
pérdida completa de la capacidad de los pili para adherirse, independiente de si la pilina es una adhesina o no. El
efecto de los anticuerpos dirigidos contra la pilina podria afectar a la funciéon de la estructura de la pilina y asi
indirectamente a las propiedades de adherencia de los Pili en su conjunto. El hecho de que este camino,
obviamente, no conduce al éxito (Johnson et al., J. Infect. Dis. 163, 128-134, 1991) se debe principalmente a la
mencionada variabilidad estructural de la pilina. Se sabe que la pilina de especies bacterianas que forman pilus de
tipo 4 muestra variabilidad estructural especifica inter-cepas y/o especifica intra-cepa. Esta variabilidad estructural es
la razén para que un bloqueo indirecto de la adherencia por medio de anticuerpos dirigidos contra la subunidad de
pili principal variable no sea ampliamente eficaz, sino que esté en cambio limitado a esa cepa especifica o a la
variante. Es por esto por lo que ha sido imposible desarrollar una vacuna ampliamente eficaz sobre la base de la
subunidad principal de pili (pilina).

Las proteinas PilC que ahora pueden ser producidos utilizando las secuencias génicas de la presente invencion, p.
€j. las de Neisseria patégena, muestran también una variabilidad estructural, como se puede observar, por ejemplo,
al comparar las secuencias de nucleétidos de codificacion (Fig. 4). Contrariamente a la variabilidad de la pilina, sin
embargo, la variabilidad de las adhesinas PilC es marcadamente menor y no tiene ningun efecto (o su efecto es
insignificante) en la funcion de las proteinas PilC, a saber, la interacciéon molecular con el receptor. Esta afirmacion
viene apoyada por los experimentos de competicion con la proteina PilC biolégicamente activa (Tab. 2) ya que las
bacterias que forman también moléculas de pilina y/o proteinas PilC pueden ser desplazadas utilizando la misma
proteina PilC. Asi pues, aunque las proteinas PilC que varian en estructura se forman dentro de una especie, estas
proteinas PilC de una especie reconocen los mismos receptores o solamente unos pocos receptores diferentes en el
organismo hospedador. Por consiguiente es posible desarrollar una vacuna ampliamente eficaz y/o inhibidores de la
adherencia ampliamente eficaces basandose en solamente unas pocas formas variantes de las proteinas PilC de
una especie. Ademas, esta invencion hace posible desarrollar analogos de receptores ampliamente eficaces
basados en tan so6lo uno o unos pocos receptores.

Estas posibilidades son validas también para las adhesinas analogas a PilC formadas por las bacterias que forman
pili de tipo 4 que no pertenecen a la especie Neisseria. Se puede suponer que el tropismo de células, de tejidos y de
hospedador de una especie esta determinado en gran medida por la interaccion de las adhesinas con sus
correspondientes receptores celulares. Estos tropismos son muy acusados en muchos patégenos, en particular
también en las bacterias que forman pilus de tipo 4. De este hecho puede deducirse que también las adhesinas
analogas a PilC de esta invencion de una especie con sus tropismos definidos interactian tan sélo con uno o unos
pocos receptores de células, tejidos y hospedadores especificos. Esto proporciona la ocasion de desarrollar vacunas
ampliamente eficaces y otros inhibidores de una infeccion basandose en las adhesinas analogas a PilC de otras
especies y/o de sus receptores correspondientes a la utilizacion de las adhesinas PilC de la Neisseria.

Un aspecto importante de la presente invencion fue detectar la funcién de las proteinas PilC como adhesinas
importantes en conexién con la incidencia de una infecciéon. Para hacer esto, fue necesario recuperar la proteina
PilC bioldgicamente activa en forma pura y demostrar su actividad bioldgica en los sistemas de ensayo adecuados.

Para la produccién de una secuencia génica recombinante de esta invencion, se aislé el gen PilC2 completo de la
cepa MS11 de N. gonorrhoeae sobre la base de la informacién disponible acerca de PilC1 y su gen, y se cloné en E.
coli. Con el fin de producir la proteina de esta invencién que tiene la actividad biolégica de una proteina PilC del
género Neisseria partir de este gen, fue modificada la porcién de secuencia homopolimérica que codifica el péptido
sefial de fase variable del gen PilC2 de forma que se hace posible la expresion de los genes recombinantes en una
célula hospedadora sin afectar por la variacion de fase. Esto se logré6 mediante la modificacion de la porcion de
secuencia homopolimérica para formar una secuencia heteropolimérica usando oligonucleétidos adecuados por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Ejemplo 2).

En una realizacion preferida, la secuencia génica de esta invencion puede obtenerse mediante la modificacion de
una secuencia de DNA derivada de una bacteria patégena que lleva pili de tipo 4. Este grupo de bacterias fue
caracterizado con detalle anteriormente. Ejemplos de tales bacterias son Neisseria, en particular N. gonorrhoeae y
N. meningitidis, pseudomonas, en particular P. aeruginosa, Escherichia enteropatdgena, en particular E. coli (EPEC),
Vibrio cholerae, Bacteroides nodosus y Moraxella bovis.

En una realizacion de esta invencion particularmente preferida, la secuencia génica se puede obtener mediante la
modificacion de una secuencia de DNA procedente de una bacteria del género Neisseria, preferiblemente Neisseria
gonorrhoeae o Neisseria meningitidis.

De acuerdo con la invencién, son particularmente preferidas las secuencias génicas del gen PilC2 de N.
gonorrhoeae y del gen PilC A1493 de N. meningitidis que se muestran en la Figura 4. Las secuencias mostradas se
inician en la posicion 1 con el codén ATG que codifica el primer aminoacido (Met). La porcion que codifica el péptido
sefial llega desde la posicion 1 a la 99, basandose en el gen PilC2. La porcion de secuencia homopolimérica de fase
variable esta contenida en la misma, llegando desde la posicion 79 a la 91. Los nucledtidos constantes de las
secuencias mostradas estan marcados con asteriscos. Las porciones de secuencias constantes individuales de los
genes PilC1 y PilC2 se muestran por separado en la Tabla 3.
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Experimentos de hibridacion de DNA con el gen PilC1 completo, con fragmentos del gen PilC1 obtenido por medio
de endonucleasas de restriccion, o con la porcién génica previamente conocida del gen PilC2 de MS11 de N.
gonorrhoeae, indicaron la existencia de 2 (Jonsson et al., EMBO J. 10, 477-488, 1991), o como maximo 3,
respectivamente, (Bihimaier et al., Mol. Microbiol. 5, 2529-2539, 1991) genes PilC relacionados dentro de esta cepa.
La determinacion de la secuencia de nucledtidos del segundo gen PilC completo de esta invencion (PilC2) y la
comparacion de las dos secuencias de nucledtidos de PilC (Fig. 4) hace posible, de acuerdo con esta invencion,
determinar porciones conservadas de los genes PilC (Tabla 3). Pueden entonces usarse los correspondientes
fragmentos conservados subgénicos y/o oligonucleétidos de un gen PilC, a diferencia de los genes completos y/o
fragmentos génicos mayores, como sondas de hibridacion, debido a sus correspondientes homologias con los genes
relacionados con secuencias de nucleétidos conservadas, con el fin de identificar y aislar en su totalidad tales genes
relacionados.

Asi pues, la secuencia génica de esta invencion esta disponible en otra realizacion mediante la modificacion de una
secuencia de DNA que se hibrida con una porcion constante de la secuencia de DNA de la Figura 4 y/o la Tabla 3 y
codifica una proteina que tiene la actividad bioldgica de la proteina PilC.

Por tanto, un objeto mas de la invencidon son secuencias génicas que se hibridan con una regién constante de la
secuencia génica como se muestra en la Figura 4 o en la Tabla 3, respectivamente, que codifican una proteina que
tiene la actividad biolégica de la proteina PilC y se derivan de una bacteria patégena que lleva pilus de tipo-4 que no
pertenece al género Neisseria.

De acuerdo con esta invencion, la longitud de una secuencia de nucleétidos homopolimérica modificada para formar
una secuencia de nucledétidos heteropolimérica asciende a 5 o0 mas nucledtidos. Los ejemplos de secuencias dados
en la Figura 4 son 12 G (PilC1), 13 G (PilC2), 9 G (PilC A1493); comparese la posicion 79 a la posicion 91 sobre la
base de la secuencia génica PilC2.

En otra forma de realizacion preferida de esta invencion, la secuencia génica modificada codifica una proteina que
tiene la actividad bioldégica de la proteina PilC, y que muestra una porcion de oligohistidina adecuada para su
purificacion. Preferiblemente, esta porcion de oligohistidina contiene 6 restos de histidina (Hiss). La presencia del
péptido Hisg hace posible unir selectivamente la proteina PilC de esta invencion a una columna de niquel-NTA (Ni-
acido nitrilo triacético)-agarosa (Hochuli et al., J. Chromat. 411, 177-184, 1987 ; Hochuli et al, Bio / Techno 6, 1321-
1325, 1988) siendo la proteina eluida proteina PilC pura.

En una realizacion de esta invencion preferida en particular, la porcion de oligohistidina esta localizada en el término
N o el término C de la forma madura de las proteinas codificadas. Esto garantiza una estructura espacial de la
proteina que es menos propensa a perturbaciones.

En otra realizacion, la invencion se refiere a vectores recombinantes que comprenden una secuencia génica de esta
invencion. Ejemplos de tales vectores son los vectores pBR322 y pBA que se replican en E. coli, vectores basados
en los bacteri6fagos M13, fd o lambda, vectores de amplio margen de huésped, vectores lanzadera que
corresponden a los vectores Hermes (Kupsch et al., presentado para publicacion), que hacen posible incorporar
genes clonados en el DNA de la célula de Neisseria receptora asi como el plasmido ptetM25.2, que puede ser
utilizado para la transferencia conjugativa de genes entre Neisseria (Kupsch et al., presentado para publicacion).

En una realizacion preferida de los vectores de esta invencion, la secuencia génica mencionada es controlada por
un promotor. Ejemplos de promotores adecuados de acuerdo con esta invencidn son promotores que son
funcionales en las bacterias gram negativas y, en particular, los promotores inducibles. En una realizacion de esta
invencion especialmente preferida, el promotor es Ptrc, que puede ser reprimido en Neisseria y E. coli asi como
inducido en presencia de IPTG en la presencia de un gen lacl® expresado.

En otra realizacién, la invencion se refiere a células hospedadoras que comprenden uno o varios vectores
recombinantes de esta invencion.

Las células hospedadoras de esta invencion sirven para la replicacion, la transcripcion y la traduccion de la
secuencia génica de esta invencion para la sintesis de una proteina que tiene la actividad bioldgica de la proteina
PilC. Son preferiblemente bacterias gram negativas que hacen posible segregar la proteina sintetizada a través de la
membrana interna y la pliegan correctamente. Ejemplos de tales células hospedadoras son E. coli K12 y otras
bacterias gram negativas, para las cuales se dispone de los vectores de clonacidon adecuados. Preferiblemente, la
célula hospedadora de esta invencion es una cepa de Neisseria no piliada, que, como N. gonorrhoeae N174, ha
perdido su capacidad para formar sus pili debido a un gen pilE defectuoso. El gen pilE codifica la subunidad principal
(pilina) de los pili de Neisseria. Debido al gen pilE defectuoso, no se sintetiza pilina lo que hace posible recuperar
proteina PilC biolégicamente activa absolutamente libre de pilina.

En otra realizacion, la invencioén se refiere a métodos para la produccion de una proteina sustancialmente pura que
tiene la actividad biologica de la proteina PilC, que comprende cultivar una célula hospedadora de esta invencion
bajo condiciones adecuadas y purificar la proteina.
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En una realizaciéon preferida del método de produccién de esta invencion, la purificacion de la proteina que tiene la
actividad biolégica de la proteina PilC tiene lugar por medio de una cromatografia de afinidad, preferiblemente una
cromatografia de afinidad en la que las porciones de oligohistidina contenidas en la proteina de esta invencion se
utilizan para la unién de la proteina.

Las figuras muestran:

Figura 1:

Mapas de restriccion de los plasmidos pTR27 y plS26. El plasmido pTR27 comprende el gen PilC2 natural de la
cepa de N. gonorrhoeae MS11-N133. Partiendo de este plasmido, se cre6 una secuencia génica de esta invencion
en varias etapas (Ejemplo 2, Figura 2), la cual secuencia esta presente en forma clonada en el plasmido plS26. El
plasmido PIS26 es una construccion Hermes (Kupsch et al., presentado para publicacion), que permite tanto la
replicacion en E. coli como la insercion de la secuencia génica recombinante de esta invencion en el plasmido
conjugativo ptetM25.2 en N. gonorrhoeae. Esta insercion tiene lugar mediante la transferencia de la secuencia
génica contenida en la caja lanzadera por medio de la recombinacion homéloga doble en las dos porciones de
puntos de plS26 con ptetM25.2.

Figura 2:

Esquema de construccion de la secuencia génica recombinante para sintetizar la proteina PilC de esta invencion. La
descripcion del trabajo realizado se puede encontrar en el Ejemplo 2. La porcién de DNA que se muestra en esta
Figura corresponde a la porcién 5' terminal del gen PilC2 contenida en pTR27 (véase la figura 1). Los términos
"TR..." se refieren a los oligonucledtidos usados (Ejemplo 2). (A) Modificacion del péptido sefal de fase variable que
codifica la porcion de secuencia que contiene una secuencia de nucleodtidos homopolimérica. (B) Insercion de una
secuencia de nucleotidos que codifica péptido His6. (C) Aclaraciones relativas a (A y B).

Figura 3:

Electroforesis en gel analitica de pili purificados de la cepa de N. gonorrhoeae de tipo silvestre N137 (1) y el doble
mutante de N. gonorrhoeae PilC negativo N474 (2), asi como de la proteina PilC2 biolégicamente activa de esta
invencion (3). El aislamiento de los pili se lleva a cabo de acuerdo con Jonsson et al. (1991); la recuperacion de la
proteina PilC2 de esta invencion se describe en el Ejemplo 3.

Figura 4:

Secuencias de nucleétidos de los genes PilC naturales. (A) Comparacion de las secuencias de nucledétidos de los
genes PilC1 y PilC2 de Neisseria gonorrhoeae MS11-N133; (B) Comparacion de las secuencias de nucleétidos del
gen PilC1 de Neisseria gonorrhoeae MS11-N133 con la secuencia génica parcial de un gen PilC de Neisseria
meningitidis A1493; (C) Comparacion de la secuencia de nucleétidos del gen PilC2 de Neisseria gonorrhoeae MS11-
N133 con la secuencia génica parcial de un gen PIlC de Neisseria meningitidis A1493. Los ejemplos de las
porciones conservadas de esta invencion estan marcados con asteriscos. Las modificaciones llevadas a cabo para
la construccion de la secuencia génica recombinante de esta invencion se muestran en la Figura 2.

Los ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento del gen PilC2 de N. gonorrhoeae

Basandose en las secuencias parciales de PilC1 y PilC2 publicadas por Jonsson et al. (EMBO J. 10; 477-488, 1991),
se construyeron las sondas de oligonucledtidos especificas (para PilC1: CG31 CGATGGCGCAAACCCATCAA; para
PilC2: CG32 CGCAGGCGCAAACCCGTAAA), por medio de las cuales ambos genes PilC pudieron ser aislados de
un banco de genes de plasmido de DNA gendmico de Neisseria gonorrhoeae MS11. Con este fin ambas sondas se
marcaron radiactivamente usando DNA cinasa en el extremo 5 'y se hibridaron frente a aproximadamente 30000
clones del banco de genes. Los clones positivos se aislaron, se hibridd de nuevo contra de las sondas marcadas
radiactivamente y finalmente se caracterizaron. Uno de los plasmidos obtenidos (pTR27, véase la Figura 1) contenia
el gen PilC2 entero, careciendo, sin embargo, del promotor para sintetizar la proteina PilC. El pTR27 es la
construccion basica para la determinacion de la secuencia de DNA del gen PilC2 y para la modificacion de las
secuencias de DNA y de proteina usando métodos de ingenieria genética (véanse el Ejemplo 2 y el Ejemplo 6).

Ejemplo 2: Construccion de una cepa de N. gonorrhoeae que sobreproduce proteina PilC

La modificacion de la secuencia de nucledtidos homopolimérica, que consistia en 13 nucleétidos G en el caso del
gen PilC2 clonado, se logré en dos etapas mediante mutagénesis dirigida por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). En estas reacciones, el plasmido pTR27 (véase el Ejemplo 1, Figura 1) sirvié como plantilla. La
primera etapa (primera PCR) comprendié dos reacciones PCR distintas del gen PilC2 que tiene los pares de
cebadores TR12 (TTGGATCCGACGTCCGAAAAGGAAATACGATG) y TR28
(GCTCCACCACCTCCGCCGGTATGGGAAAAC), asi como TR27
(ACCGGCGGAGGTGGTGGAGCGCAGGCGCAAACCCGT) y TR23 (TGTGTCTCTGCATATGACG) (Figura 1). Las
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reacciones de PCR (25 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 50 °C y 1 minuto a 72 °C, cada uno) se llevaron a
cabo en un termociclador Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler y contenia 100 pmoles de cebador, aproximadamente
1 ng de pTR27 y 2 unidades de polimerasa VentR™ (New England Biolabs) en un volumen de 100 L, cada uno. El
oligonucleotido TR28 se hibridd directamente antes, el oligonucledtido TR27 directamente después de la porcion de
secuencia de nucledtidos homopolimérica, lo que tuvo por resultado que ni el primero ni el segundo fragmentos de
PCR que contiene la porcién de la secuencia de nucleétidos homopolimérica. En vez de ello, debido a las
extensiones 5 'de los oligonucledtidos TR28 y TR27, los fragmentos 1 y 2 contenian una secuencia de nucleétidos
heteropolimérica invariable, que codifica los mismos aminoacidos que la secuencia de nucleétidos homopolimérica
original. Los fragmentos 1 y 2 de la primera PCR se separaron por medio de electroforesis en gel de agarosa y se
extrajeron utilizando GENECLEAN (BIO 101). Los fragmentos purificados se fundieron en la segunda reaccién de
PCR para formar un fragmento amplificando ahora los oligonucleétidos TR12 y TR23 en una reaccion (Figura 2). Las
condiciones de la segunda PCR se eligieron de la siguiente manera: 100 pmoles de cebador, fragmento 1 y
fragmento 2 en cantidades equimolares (50 ng de cada uno) y 2 unidades de la polimerasa VentR™. A diferencia de
lo que ocurre durante la primera PCR, durante la segunda PCR se llevaron a cabo 15 ciclos bajo las mismas
condiciones. El intercambio correcto de una secuencia de nucleétidos heteropolimérica invariable por la secuencia
de nucleétidos homopolimérica variable fue comprobado mediante un analisis de la secuencia de DNA.

El producto de la PCR obtenido fue reemplazado como fragmento BamHI/Ndel segmentado por el correspondiente
fragmento BamHI/Ndel del vector pTR27 de modo que se obtuvo el plasmido pTR81. Con el fin de permitir la
purificacion de la proteina PilC mediante cromatografia de afinidad con quelato de niquel (Hochuli et al, Journal of
Chromatography 411, 177-184, 1987; Hochuli et al, Bio/Technology 6, 1321-1325, 1988), la secuencia de DNA que
codifica un péptido (Hiss) que comprende seis resto de histidina fue insertada en el gen PilC. La clonacion de la
secuencia de DNA que codifica la Hisg se llevo a cabo de un modo analogo a la técnica descrita anteriormente de
mutagénesis PCR controlada (Fig. 1). En la primera PCR, el plasmido pTR81 sirvid6 como plantilla. En reacciones
separadas, el fragmento 1 fue amplificado con el par de oligonucledtidos TR12 y TR71
(GTGATGATGGTGGTGATGGGTTTGCGCCTGCGCTCCA) y el fragmento 2 con el par de oligonucleétidos TR23 y
TR70 (CATCACCACCATCATCACCGTAAATACGCTATTATC). El oligonucledtido TR71 emparejado con el coddn
para Thrss partiendo de la cadena (-), el oligonucleétido TR70 emparejado con el codon para Argss partiendo de la
cadena (+) (véase la Fig. 2.). Debido a su extensiones 5 ', los dos oligonucleoétidos codificaron la secuencia Hiss que
fue insertada entre los codones de Thrss y Argss en PilC2 por medio de la segunda PCR (véase la fig. 2). El producto
de PCR segmentado por BamHI/Ndel de la segunda PCR fue reemplazado por el correspondiente fragmento
BamHI/Ndel fragmento de pTR27 (véase el Ejemplo 1). La construccion resultante se denomina plS25. El analisis de
la secuencia de DNA confirmé la correcta insercion del péptido Hisg entre los aminoacidos Thrss y Argss. La
sobreexpresion inducible del gen PilC2 con la secuencia de nucledtidos no de fase variable y la secuencia de
nucledtidos que codifica Hisg se consiguié clonando el fragmento BamHI/Hindlll de la pIS25 en el vector Hermes-8
(Kupsch et al., presentado para su publicacién) en primer lugar en E. coli K12 bajo el control del promotor Py (pIS26,
véase la Fig. 1), logrando asi la expresion inducible de isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) del gen PilC2
recombinante bajo el control del promotor Py.. Mediante la transformacion de N. gonorrhoeae N219 y el intercambio
alélico la caja lanzadera de plS26 que contiene el gen recombinante PilC2 fue insertada en el plasmido conjugativo
ptetM25.2. De esta manera el gen recombinante pudo ser transferido conjugativamente a la cepa de N. gonorrhoeae
N174 libre de pilina, que, debido al borrado del gen pilE que codifica pilina, no puede ser transformado. La cepa de
N. gonorrhoeae resultante ISN19 sintetizé6 después de la induccidon con IPTG proteina PilC2 libre de pilina en
grandes cantidades.

Ejemplo 3: Aislamiento de proteina PilC biolégicamente activa, libre de pilina.

Para la recuperacion de la proteina PilC biolégicamente activa de esta invencion, la cepa ISN19 se extendié sobre
30 pequefias placas de GC agar (9 cm de diametro) que contenian ademas 5 pg/ml de tetraciclina y IPTG 100 uM y
se incubaron durante 20 horas. a 37 °C, 5% de CO.. Las placas de GC agar contenian las sustancias necesarias
para el crecimiento de N. gonorrhoeae, en particular 36 g de GC Agar Base (Becton, Dickinson & Company), que se
traté en autoclave en 1 L de agua y a la cual se afiadieron 10 ml de mezcla de vitaminas sometida a esterilizacion
por filtracion. La mezcla de vitaminas contenia en particular 0,01 g de vitamina B12, 1 g de adenina, 0,03 g de
guanina, 10 g de glutamina, 0,1 de cocarboxilasa g, 0,03 g de tiamina, 25,9 g de L-cisteina, 1,1 g de L-cistina, 150
mg de arginina, 0,5 g de uracilo, 0,02 g de Fe (NO3)s3, 0,25 de difosfopiridina nucleétido, 0,013 g de acido p-amino
benzoico y 100 g de dextrosa disuelto en 1 L de agua. Las bacterias se resuspendieron en 30 ml de TRIS.CI 50 mM,
NaCl 0,15 M, pH 8,0 usando torundas de algodon, y se centrifugaron durante 15 minutos a 4.000 revoluciones por
minuto (rpm) y a 4 °C en un rotor SS34 (Sorval). El sedimento se resuspendié en 30 ml de TRIS.CI 50 mM, NaCl
0,15 M, pH 8,0, y las bacterias se rompieron mediante la adicion de una punta de espatula de lisozima y 5 mM de sal
disédica de acido etilendiamina-tetraacético dihidrato (EDTA) por medio de tratamiento ultrasonico. Las bacterias
lisadas se sedimentaron durante 20 minutos a 5.000 rpm y 4 °C en el rotor SS34. Las membranas se sedimentaron
a partir del sobrenadante resultante durante 60 minutos a 20.000 rpm y 4 °C en el rotor SS34 y después se
resuspendieron en 10 ml de TRIS.CI 50 mM, NaCl 0,15 M, 10% de glicerina, 10 mM MgCl,, pH 8,0 y 2 % de Triton
X100. La suspension se incubo durante 45 minutos a 37 °C y se centrifugé de nuevo durante 60 minutos a 20.000
rpm y 4 °C. El sedimento de membrana, que consistia principalmente de la membrana externa, se lavé una vez con
10 ml de TRIS.CI 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 8,0 y se sediment6 de nuevo durante 60 minutos a 20.000 rpm. Ahora, el
sedimento se suspendi6 en 10 ml de TRIS.CI 50 mM, NaCl 0,15 M, MgCl, 10 mM, 10% de glicerina, pH 8,0 y 2% de
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LDAO (N, N-dimetil dodecil amina-N-6xido) y se incubé durante 60 minutos a 37 °C. Después de centrifugar durante
60 minutos a 20.000 rpm (4 °C) en el rotor SS34, el sobrenadante en el que se disolvio la proteina PilC
bioldgicamente activa, fue purificado por medio de cromatografia de afinidad de quelato de niquel. Con este fin, se
prepard una columna de niquel-NTA (Ni-acido nitrilo triacético)-agarosa que contiene 300 pl de volumen de columna,
se lavo con 5 volumenes de agua bidestilada y se aplicaron 10 ml del sobrenadante con la proteina PilC extraida.
Lavando la columna con 300 pl de TRIS.Cl 50 mM, imidazol 50 mM, 10% de glicerina, pH 8,0, se eliminaron las
proteinas unidas inespecificamente a la columna de niquel-NTA-agarosa. Después de lavar la columna con 5 a 10
volumenes de NayHxPOs 20 mM, 150 mM NaCl, pH 7,5 (PBS), la proteina PilC biolégicamente activa fue eluida
usando un tampén de citrato/fosfato (acido citrico 10 mM, NayHxPO4 1 M, pH 3,5, 10 % de glicerina, NaCl 0,15 M). El
material eluido se neutralizé inmediatamente usando una solucion 1 M de Na;HPO,. La proteina PilC de esta
invencion contenida en el material eluido en forma pura se congela por choque en nitrégeno liquido y se almacena a
-70 °C.

Ejemplo 4: Deteccion de un receptor para PilC en células epiteliales humanas

Se prepararon particulas MX Covashere fluorescentes (FMP) acopladas a pili como sigue: Las FMP (Duke Scientific
Corporation, Palo Alto, California, EE.UU.) tienen una superficie que consiste en grupos activos que hacen posible
un acoplamiento de proteinas directo y espontaneo. En general, 100 yl de las FMP que tienen un diametro de 0,5
pUm se mezclaron con aproximadamente 2 ug de pili purificados (de acuerdo con Jonsson et al., 1991) en 100 pl de
PBS y se mezclaron en un disco de rotacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Las particulas recubiertas con
pili se sedimentaron y se lavaron en 1 ml de tampén de bloqueo (20 mM TRIS.CI con 2% de fetuina, pH 7,5), para
bloquear los grupos de acoplamiento libres. La concentracion de proteina en el sobrenadante después de la primera
centrifugacion se compar6é con la cantidad de pili usada para determinar el rendimiento conseguido por el
acoplamiento. Mas del 80% de los pili utilizados se unié covalentemente a las FMP en esta reaccion. Las particulas
fueron sedimentadas de nuevo y se resuspendieron en 100 pl de PBS. Las FMP se recubrieron con pili purificados
de una cepa de tipo silvestre adherente de Neisseria gonorrhoeae (FMP-pilina/PilC), y también se recubrieron con
pili purificados de un mutante de delecion PilC1/2 (MS11-N474: Facius et al, presentado para su publicacién) (FMP-
pilina) y con fetuina (FMP-fetuina; testigo negativo).

Para la deteccion de receptores especificos de la proteina PilC en células epiteliales humanas, se examind la unién
de las FMP recubiertas con pili a lineas de células epiteliales. Estos experimentos se llevaron a cabo con gonococos
de acuerdo con el protocolo estandar de infeccion. Las células epiteliales fueron cultivadas en placas de cultivo de
células de 24 pocillos sobre cubreobjetos estériles en medio RPMI con 5% de suero de ternera fetal (FCS) a 37 °C y
bajo 5% de CO.. Las monocapas de células epiteliales preconfluentes se lavaron con medio fresco antes de afadir
10 ul de la suspension de FMP cargadas con pili por pocillo. La adherencia llevé 1 hr, durante la cual los cultivos se
incubaron a 37 °C y 5% de CO.. Entonces se eliminaron las FMP no unidas lavando 5 veces con PBS y se fijaron
utilizando paraformaldehido al 2% en PBS durante 30 minutos. Los preparados se pudieron observar finalmente bajo
un microscopio de fluorescencia Zeiss. Los resultados de esta prueba, que se exponen en la Tabla 1, muestran que
al contrario que con los pili de tipo silvestre, los pili libres de PilC no median una unién a células epiteliales. La unién
de pili libres de PIlC a células epiteliales, sin embargo, puede complementarse afiadiendo la proteina PilC2
biolégicamente activa de esta invencion. La adiciéon de 2 ug de proteina PilC2 biolégicamente activa en 100 pl de
PBS a 100 pl de la FMP pilina ya recubierta fue seguida por incubacion durante 2 horas a 20 °C bajo agitacion
constante. Las particulas se sedimentaron, se lavaron en 1 ml de PBS y se resuspendieron en 100 pl de PBS. La
FMP pilina adicionalmente recubierta con proteina PilC se denomina FMP-(pilina + PilC).

Tabla 1: Unién de particulas fluorescentes a células epiteliales humanas

FMP FMP por célula epitelial
FMP - fetuina 0,1a3

FMP - pilina / PilC 150 a 400

FMP - pilina 0,1a5

FMP - (pilina + PilC) 100 a 300

Unién de particulas fluorescentes (FMPs) a células epiteliales humanas. FMP fetuina, FMPs acopladas a fetuina;
FMP-pilina/PilC, FMPs acopladas con pili purificados de la cepa de N. gonorrhoeae N137; FMP pilina, FMPs
acopladas con pili purificados de las cepas de N. gonorrhoeae N474; FMP-(pilina + PilC), FMPs acopladas con pili
purificados de la cepa de N. gonorrhoeae N474 que fueron incubadas adicionalmente con la proteina PilC de esta
invencion (Ejemplo 4). Los resultados de la unién se exponen en la cantidad media de FMPs por célula epitelial.

Ejemplo 5: Deteccion directa de la unién de PilC a los receptores en las células epiteliales humanas
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Para la deteccion de receptores especificos de la proteina PilC en células epiteliales humanas, se examind la unién
de la proteina PilC biolégicamente activa de esta invencion a células ME180 (carcinoma de cuello uterino humano
(ATCC HTB33)) Las células epiteliales se cultivaron a 37 °C, 5% de CO», en placas de 4 pocillos (4 Well Chamber
Slides ™; Nunc) en medio RPMI con 5% de suero de ternera fetal (FCS). La adicion de aproximadamente 10 ug de
proteina P|IC bioldgicamente activa a un volumen maximo de 20 pl fue seguida por incubacion durante 30 minutos a
37 °C y 5% de CO,. Cada pocillo se lavé tres veces con 1 ml de PBS, después las células epiteliales y la proteina
PilC unida se inmovilizaron durante 30 minutos en paraformaldehido al 2% en PBS. Para hacer visible la proteina
PilC unida, se llevd a cabo tincién de inmunofluorescencia usando antisueros especificos contra la proteina PilC
bioldgicamente activa de esta invencion. Estos antisueros fueron obtenidos mediante la inmunizacion de ratones
Balb/c usando la proteina PilC biolégicamente activa de esta invencion. Los preparados fijados se lavaron dos veces
usando 1 ml de PBS y se incubaron con una dilucion de 1:300 de los antisueros en PBS durante 1 hr. El resultado se
lavo cinco veces con PBS, 0,05% de Tween 20 con el fin de eliminar los anticuerpos unidos no especificamente (ab).
Para hacer visible el complejo PilC ab, la incubacion se llevd a cabo durante 60 minutos a 20 °C utilizando un
segundo ab dirigido contra inmunoglobulinas murinas y marcado con el colorante fluorescente FITC, en una dilucién
de 1:2000 en PBS con 0,025% de Tween 20. De nuevo, la sustancia resultante se lavé minuciosamente (5 veces)
con PBS, 0,05% de Tween 20, antes de cubrir los preparados y se analizaron usando un microscopio de
fluorescencia Zeiss. Los testigos negativos fueron (a) células epiteliales sin PilC con segundo ab; (b) células
epiteliales sin PilC con primer ab y con segundo ab, y (c) células epiteliales con PilC y segundo ab. Aunque las
células epiteliales preincubadas con la proteina PilC biolégicamente activa de esta invencion fueron altamente
fluorescentes después de la tincion con antisueros especificos para PilC, no fueron mas que ligeramente
fluorescentes en todos los experimentos testigo o de control. Con el fin de tener un control adicional, el experimento
se llevd a cabo con células MDCK a las que no se unen Neisseria piliadas; en correspondencia, no pudo detectarse
ninguna union de la proteina PilC de esta invencion.

Ejemplo 6: Competencia de la infeccion de las células epiteliales con Neisseria

La realizacion de la infeccidon in vitro y/o de los experimentos de inhibicién tiene lugar con células ME180
preconfluentes [carcinoma de cuello uterino humano (ATCC HTB33)] que se cultivaron en cubreobjetos en una placa
de cultivo de células de 24 pocillos. Para la inhibicion de la adhesién mediada por pilus de N. gonorrhoeae y N.
meningitidis, las células se incubaron durante 30 minutos a 37 °C y 5% de CO- en 500 ul de medio RPMI, FCS al
5%, mediante la adicion de 20 yg de la proteina PIlC biolégicamente activa. Para la infeccion, las bacterias se
cultivaron durante la noche a 37 °C, 5% de CO- en una placa de GC, y luego fueron resuspendidas en 1 ml de
medio RPMI, FCS al 5% utilizando una torunda de algodén. La determlnacmn de la densidad de bacterias se llevo a
cabo ut|||zando el espectrofotdmetro. Las aproximadamente 2x10° células epiteliales preconfluentes se infectaron
con 7x10” bacterias y se incubaron durante 1 hr a 37 °C, 5% de CO.. La detencién de la infeccién tiene lugar
lavando cinco veces con PBS precalentado, y a continuacion fijando las células con paraformaldehido al 2% en PBS
durante 30 minutos. Las células fijadas se tifieron después durante al menos 15 minutos a temperatura ambiente
usando violeta cristal (0,07% p/v) y las bacterias adherentes se determinaron por ME 180. Como se puede observar
en la Tabla 2, todas las cepas de Neisseria piliadas ensayadas se adhirieron cuando no estaba presente la proteina
PilC2 bioldgicamente activa, mientras que la cepa de N. gonorrhoeae no piliada no se adhirié. En presencia de la
proteina PilC2 biolégicamente activa la unién de las cepas de Neisseria piliadas ensayadas se redujo al nivel de
base. Asi pues, la reduccion de la union a células epiteliales tuvo lugar al margen de la variante de la proteina PilC
formada naturalmente por la bacteria (PilC1 en TRN289, en comparacion con PilC2 en TRN290, en comparacion
con una proteina PilC desconocida en N. meningitidis N530). Esto sirve para (i) demostrar que la proteina PilC es
una importante adhesina bacteriana (es decir, es esencial para la aparicion de una infeccion), (ii) confirmar la baja
variabilidad de diferentes proteinas PilC relativas al reconocimiento de receptores celulares, y por tanto (iii)
demostrar la adecuacion de los inhibidores de esta invencion para inhibir la interaccién entre la proteina PilC y sus
receptores celulares.

Tabla 2: Competencia de la unién de Neisseria a células epiteliales humanas

Cepas de Neisseria Neisseria por célula epitelial
pretratamiento de las células epiteliales
sin PilC 20 pg/ml de PilC
N137 165 -
N174 - N
TRN289 (pilEn137; PilC1) 140 -
TRN290 (pilEn137; PilC2) 155 -
N530 103 -
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Competencia de la uniéon de Neisseria patégena a células epiteliales humanas. N137, cepa de N. gonorrhoeae no
piliada MS11; N174, cepa no piliada derivada de N. gonorrhoeae MS11 en el que se ha borrado el gen pilE;
TRN289, cepa N. gonorrhoeae piliada MS11 que forma exclusivamente PilC1; TRN290, cepa de N. gonorrhoeae
piliada MS11 que forma exclusivamente PilC2, y N530; cepa N. meningitidis que forma una proteina PilC
desconocida. El pretratamiento de las células epiteliales con 20 pyg / ml de proteina PilC2 de esta invencion se
describe en el Ejemplo 6. Los resultados del experimento de competencia se exponen en el numero medio de
bacterias adherentes por célula epitelial.

Ejemplo 7: Identificacién de otras secuencias de DNA que codifican proteina PilC

Para la determinacion de la secuencia de DNA del gen PilC2, se clon6 el fragmento BamHI/EcoRI de pTR27 en el
vector bluescript SK (pTR34). Por medio de la exonucleasa Il se generaron y se secuenciaron clones de delecién de
pTR34 solapantes adecuados. La comparacion de las secuencias de DNA que codifican la PilC1 (A. Jonsson, Umea
University, New Series No. 322, Departamento de Microbiologia, ISSN 0346-6.612) y de las que codifican la proteina
PilC2 (Figura 4) usando el programa informatico PCGENE/ALGIN, indicé un 84% de identidad. Las porciones de las
secuencias idénticas se extendieron en forma de isla sobre ambos genes con una clara concentracion en el término
3. Con el fin de identificar mas secuencias que codifican proteinas PilC, se construyeron sondas de oligonucleétidos
para las secuencias idénticas entre PilC1 y PilC2. En la construccién de las sondas de oligonucleétidos, se tuvo un
especial cuidado de tomar turnos en la deduccién de los oligonucleétidos de las cadenas (+) y (-) de DNA con el fin
de poder amplificar los fragmentos correspondientes por medio de PCR cuando fuese necesario. De esta manera, la
secuencia completa de DNA de los genes PilC1 PilC2 y se dividié en fragmentos solapantes de aproximadamente
400 a 500 bp. Ademas, a cada oligonucleétido de la cadena (+) se afadi6 la secuencia de hibridacion de cebador
"M13mp" en el terminal 5 ', a cada oligonucledétido de la cadena (-) se afiadio la secuencia de hibridacion de cebador
"M13mp inverso " (Vieira y Messing, Gene 19, 259-268 , 1982) en el extremo 5 'para poder identificar directamente la
secuencia de DNA del fragmento de PCR.

Una seleccion de sondas de oligonucleotidos se marcaron con biotina segun las instrucciones del kit de adicion de
colas de oligonucleétidos DIG (Boehringer Mannheim) y se utilizé para hibridacion frente a DNA cromosdmico de N.
gonorrhoeae segmentado con Clal y Pvull. La transferencia Southern usando las sondas de oligonucleétidos antes
mencionadas (Tabla 3) indicé inequivocamente la existencia de mas genes PilC (ademas de PilC1 y PilC2) en la
cepa de N. gonorrhoeae MS11 y en la cepa de N. meningitidis A1493. Ademas, se detectaron genes para las
proteinas analogas a PilC en una cepa de Pseudomonas aeruginosa usando estas sondas. Los genes asi
identificados pueden ser ahora clonados, caracterizados y procesados mas intensamente usando técnicas estandar.
Este experimento demostréo que el método descrito es adecuado para la identificacion de genes anteriormente
desconocidos para proteinas analogas PilC y/o PilC.

Tabla 3: Sondas de oligonucledtidos para la identificacion de otras secuencias de nucledtidos que codifican
proteinas PilC

. g icid ' . cadena
Oligonucleotido P‘}ié[ﬁ"ﬁgzs Secuencia DA +.
TR4T 17/117 | TATTATCATGAACGAGCG
TR4B 392/413 | CGGGTGGTACGAATCCAA -
TR4Y 322/343 | AAGGTTTCCGGTTTTGATG *
TR0 A2 4713 ACCGATGOTTITGATTIATTA -
TR51 5600/611 | GCGTATCTTTCAATTIGE +
TR52 1033/ 3060 | ACCACAGOGCGGGGELCLGTCAG -
TR53 1 8357965 | AGTCAAAGCAGGCCGCTG +
| TR 14t 71423 | COGTCCAMAGGCAGCAGCAC -
TR 1327 /1339 | AAAAACGACACTTICGGE +
TRi6 1757 /1799 | TOCACGCCGTAGCGGTCG -
TR5T 1630/ 1672 | AATCTGAAGCTCAGCTAC ) 4
TRSS 20542092 | AGGAAGGCGGCGTATTTE -
TRSS 1957 /2016 | TACACCGTCGGTACGCCGC +
TRED 2320 1 2386 | CTGCCAGTCGGGAAACGGC -
TRE1 2253 /2311 | TACTAAATGGTCTGCAAAG +
TRGZ 261172674 | TACGCAATACCACGGTCG -
TRo3 2563 12626 | TTGAGGGAAGGAGAACGCG +
i TR64 2878 /2941 | CCAGIG/ATAACGCACATTAACC : .
TRES 2823 F2RR6 | AACCGTCTGOCUGAACGS +
TROG TTCCGACGGCATTIGCGE -

11
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Ejemplos de sondas de oligonucledtidos para la identificacion de otras secuencias de nucleétidos que codifican
proteinas PilC. Los ejemplos TR47-TR65 se tomaron de la comparacion de secuencias de los genes de N.
gonorrhoeae PilC1 y PilC2 en la Figura 4A. TR66 corresponde a una secuencia aguas abajo de la porcion de
codificacion de los genes PilC. Los nimeros de posicion se refieren a los genes PilC1 y/o PilC2 en la Figura 4A.

12
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REIVINDICACIONES

1. Método para la produccion de una proteina esencialmente pura que tiene la actividad biologica de la
proteina PilC, en el que la actividad significa que la proteina apoya el ensamblaje de los Pili de tipo 4, media la union
de las bacterias que llevan pili de tipo 4 a los receptores en células epiteliales humanas o muestra adecuacion
inmunoldégica para inducir anticuerpos contra bacterias que llevan pili de tipo 4 que compiten con la unién de las
bacterias a sus receptores en las células epiteliales humanas y preferiblemente bloguean la unién obtenible seguin
un método en el que se cultiva una célula hospedadora bajo condiciones adecuadas con un vector recombinante
que contiene una secuencia génica recombinante para la sintesis de la proteina, como se muestra en la Figura 4,
cuya porcion de secuencia de fase variable que codifica el péptido sefial y que contiene una secuencia de
nucleétidos homopolimérica se caracteriza por la siguiente modificacion:

(a) sustitucién de la porcidon de secuencia de fase variable que codifica el péptido sefial por una secuencia de
nucledétidos heteropolimérica, no de fase variable, que comprende CATACCGGTGGAGGTGGTGGAGCG, que
codifica un péptido sefal que es compatible con la secrecién de la proteina PilC,

de forma que se hace posible la expresion de la secuencia genética recombinante en una célula hospedadora no
afectada por variaciones de fase, y se purifica la proteina.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia genética se puede obtener por modificacion de
una secuencia de DNA derivada de una bacteria patégena que lleva pili de tipo 4.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la bacteria patégena es una bacteria del género Neisseria,
preferiblemente Neisseria gonorrhoeae o Neisseria meningitidis.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de nucledtidos
homopolimérica modificada para formar una secuencia de nucleétidos heteropolimérica comprende al menos 5
nucledtidos.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la secuencia génica codifica ademas
una porcion de oligohistidina adecuada para su purificacion.

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que la porcion de oligohistidina codificada esta localizada en el
término N o en el término C de la forma madura de la proteina codificada.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la secuencia génica en el vector
recombinante esta bajo el control de un promotor.

8. El método segun la reivindicacion 7, en el que el promotor es un promotor activo en células hospedadoras
de Neisseria.
9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la célula hospedadora es una cepa de

Neisseria no piliada.

10. El método segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la purificacion comprende
cromatografia de afinidad.

11. El método para la produccion de una proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que
posee un marcaje detectable.

13
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Figura 1: Mapas de restriccién de los plasmidos pTR27 y plS26
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Figura 2: Esquema de construccion de la secuencia génica recombinante para

la sintesis de la proteina PilC de esta invencion
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Figura 3: Electroforesis en gel analitica de pili purificados y proteina PilC
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Secuencias de nucleotidos de los genes PilC1 y PilC2 de Neisseria
gonorrhoeae (A) y secuencia parcial de nucleétidos de un gen pilC

de Neisseria meningitidis en comparacion con pilC1 (B) y pilC2
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AAAATAGCAAATTATTCAACAAATTGATATCTTCTTTTAGAGAAGGCAAT
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CTGAATGGAAGCAAGGATGAGGTCGCCGCTTTTGTCAATTTAAATGGAAA
. N Pervre oot RERREN
CCG---GGCAATAGCGGCCGGGTCGCGGGTTTT-----—-——- AATGGCAA

CAACACCGGCAAAAACGACACTTTCGGCATTGTTAAGGAAGCGAACGTCA

i PRI et RN RN
TGAC- - -GGCAAAAACGACACTTTCGGCATCTACAAGGACAGGCTCGTCA
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ATCTTGACGCCGACGAGTGGAAAAAAGTGCTGCTGCCTTGGACGGTTCGG
it b rhrerd PR P
CACCTGAGGTCGGCGAGTGGAGCGAAGTGCTGCTGCCTTGGACGGCCCGG

GGTCCCGATAATGACAATAAATTTAAATCAATTAACCAA--AAAC-——~~

| R R R RN P
TATTACGGTAATGACGATATATTTAAAACATTCAACCAACCAAACAGCAA

--CAGAAAA------------ ATACAGCCAAAGATACCGCATCCGC----
FEorTtd Preeererrer rrerrrrr et
AACACAAAACGGCAAAAAACAATACAGCCAAAAATACCGCATCCGCACAA

--GACAA---CAACGGCAATC---GCGATTTGGGCGACATCGTCAACAGC
FEon L T O O I I PrErrrrrrrerre bl
AAGAAAATGACAATGACAAACCCCGCGATTTGGGCGACATCGTCAACAGC

CCGATTGTCGCGGTCGGCGGGTATTTGGCAACCGCCGCGAACGACGGGAT
RN AR R N AR RN R
CCGATTGTCGCGGTCGGCGGGTATCTGGCAACTTCTGCCAACGACGGGAT

GGTGCATATCTTCAAAAAAAACGGCGGCAGTGATGAACGCAGCTACAATC
PEERTLEREEI IR s e ot errrrerend
GGTGCATATCTTCAAAAAAACCGGC -~ ~ACGGATGAACGCAGCTACAATC

TGAAGCTCAGCTACATCCCCGGCACGATGCCGCGCAAGGATATTCAAAGC
PRI EERETER e et Pt et
TGAAGCTCAGCTACATCCCCGGTACGATGGAGCGTAAGGATATTGAAGGC

CAAGAATCCACCCTTGCCAAAGAGCTGCGCGCCTTTGCCGAAAAAGGCTA
N A AR R R RN
AATGACTCCGACCTCGCCAAAGAGCTGCGCACCTTTGCCGAAAAAGGCTA

TGTGGGCGACCGCTACGGCGTGGACGGCGGCTTTGTCTTGCGCCA-AGTC
PEVTETTEEE e eer e et e e bbby 1|
TGTGGGCGACCGCTACGGCGTGGACGGCGGCTTTGTCTTGCGCCGCATTA

GAACTGAGCGGG----- CAAAAACACGTGTTTATGTTCGGCGCGATGGGT
N PERLTELD b rrrrrrer v reevridd
CAGATGACCAAGACAAGCAAAAACATTTCTTTATGTTTGGTGCGATGGGC

TTTGGCGGCAGGGGCGCGTATGCCTTGGATTTAAGCAARATCAACGGAAA
Forerrierr pererbir et e e ety e
CTGGGCGGCAGAGGCGCGTATGCCTTGGATTTAAGCAAAATCGACAGCAG

TTATCCGGCCGCCGCCCCCCTGTTTGATGTCAAAGATGGCGATAATAACG
[ R R N N N RN
CAACCTGACCGGCGTTTCCATGTTTGATGTCCAAAACGACAAAAATAACA

GCAAAAATC-GCGTGAAA-~---—-—-—- GTGGAATTAGGCTACACCGTCGGT
et | LT LT ettt
ATAACAATAAGAATGACAATAATCGCGTGAAATTAGGCTACACCGTCGGT

ACGCCGCAAATCGGCAAAATCCGCAACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGC
PEEErErbrr et 1l AR REERRRRR AR ARRRRERY
ACGCCGCAAATCGGCAAAACCCAAAACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGC

CTCCGGTTATGCGGCTAAAAAAATTGACGACTCAACAAATAAAACCGCGC

CEErrrreerrrrrerreyr e b ! [EEREEERERREE
TTCCGGTTATGCGGCTAAAAATATTGGCAGCGGCGATAATACAACCGCGC
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TGTATGTATATGATTTGAAAGACACCTTAGGTACGCCGATTGCAAAAATC
PLETEUE TR e it N i FEEEE
TGTATGTGTATGATTTGGAAAACACCAGTGGTAGTC TGATTAAAAAAATC

GAAGTGAAGGACGGCAAAGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGTGGATAA
IEI RN RN R R RN R R
GAAGCACCCGGCGGCAARAGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGTGGATAA

AGATTTGGACGGCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGACCGGGGCGGCA
fllll|||1IIllHlIllllllll!llllllllllillHlli(l||||
AGATTTGGACGGCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGACCGGGGCGGCA

ATATGTACCGCTTTGATTTGAGCAATTCCGATTCTAGTAAATGGTCTGCA
SN NN R R R NN R RN R RN RN RN AR RN RN
ATATGTACCGCTTTGATTTGAGCAATTCCGATTCTAGTAAATGGTCTGCA

AAGGTTATTTTCGAAGGCGACAAGCCGATTACCTCCGCGCCCGCCGTTTC
RN R R RN R R R NN RN RN AR NN RN RN
AAGGTTATTTTCGAAGGCGACAAGCCGATTACCTCCGCGCCCGCCGTTTC

CCGACTGGCAGACAAACGCGTCGTCATCTTCGGTACGGGCAGCGATTTGA
RN N RN R AR R R RN NN N RN R RN RRRR AR
CCGACTGGCAGACAAACGCGTGGTTATCTTCGGCACGGGCAGCGATTTGA

CCGAAGATGATGTACTGAATACGGGCGAACAATATATTTACGGTATCTTT
PEE D FEEE T R b B et
GTGAACAGGATGTACTGGATACGGACAAACAATATATTTACGGTATCTTT

GACGACGATAAGGGGACGGTTAAGGTAACGGTACAAAACGGCACGGCAGG
LETTETTTUU0E b rr bbbt b et i iy
GACGACGATAAGTCGACGGTTAATGTAAAGGTAACAAACGGCACGGGAGG

CGGGCTGCTCGAGCAACACCTTACTCAGGAAAATAAAACATTATTCCTGA
SRR FEE CEEEEE e it
CGGGCTGCTCGAGCAAGTGCTTAAAGAGGAAAGTAAAACCTTATTCCTGA

ACAAGAG-----~ ATCCGACGGTTCGGGCAGCAAGGGCTGGGCGGTGAAA
R PR T e | R
GCAATAATAAGGCATCCGGCGGATCGGCCGATAAAGGGTGGGTAGTGAAA

TTGAGGGAAGGAGAACGCGTTACCGTCAAACCGACCGTGGTATTGCGTAC
AN RN R RN R R R RN NN RN AR R R AR RN AR RN
TTGAGGGAAGGAGAACGCGTTACCGTCAAACCGACCGTGGTATTGCGTAC

CGCCTTCGTAACCATCCGCAAATATAACGA--CGG-CGGCTGCGGCGCGG
N R R N N I O (A EERREEE
CGCCTTTGTCACCATCCGCAAATATACGGATACGGACAAATGTGGCGCGC

AAACCGCCATTTTGGGCATCAATACCGCCGACGGCGGCGCATTGACTCCG
BN R RN R AR R R R AR R R RN RN
AAACCGCCATTTTGGGCATCAATACCGCCGACGGCGGCGCATTGACTCCG

AGAAGCGCGCGCCCGATTGTGCCGGATCACAATTCGGTTGCGCAATATTC

BN R N RN NN AR RN A RN
AGAAGCGCGCGCCCGATTGTGCCGGATCACAATTCGGTTGCGCAATATTC

CGGCCATAAGACAACCTCCAAAGGCAAATCCATCCCTATAGGTTGTATGG

PEEEEEr vt PEBELED Peyerrre rrver 1 it
CGGCCATCAGAAAATG- - -AACGGCAAGTCCATCCCCATAGGCTGCATGT
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ACAAAGACGGTAAAACCGTCTGCCCGAACGGATATGTTTACGACARGCCG
UL b b bbb rrrrrrrrrerrririeee
GGAAAAACAGCAAAACCGTCTGCCCGAACGGATATGTTTACGACARACCG

GTTAATGTGCGTTATCTGGATGAAACGGAAACAGACGGATTTTCAACGAC
I e O O O IR P
GTTAATGTGCGTTACCTGGACGAAAAGAAAACAGACGATTTCCCCGTCAC

GGCGGACGGCGATGCGGGCGGCAGCGGTATAGACCCCGCCGGCAGGCGTC
T T O I Y B | (N |
GGCAGACGGTGATGCAGGCGGCAGCGGAACATTCAAAGAGGGTAAAAAAC

CCGGCAAAAACAACCGCTGCTTCTCCAAAAAAGGGGTGCGCACCCTGCTG
Pl bR triirtrtd POt et
CCGCCCGCAATAACCGGTGCTTCTCCGGAAAAGGTGTGCGCACCCTGCTG

ATGAACGATTTGGACAGCTTGGATATTACCGGCCCGATGTGCGGTATCAA
PLECLELEE et berr el
ATGAACGATTTGGACAGCTTGGATATTACCGGCCCGATGTGCGGTATCAA

ACGCTTAAGCTGGCGCGAAGTCTTCTTCTGA -3089

CELEERTT it
ACGCTTAAGCTGGCGCGAAGTCTTCTTCTGA -3153
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ATGAATAAAACTTTGAAACGGCAGGTTTTCCGCCATACCGCGCTTTATGC
N R RN AR
ATGAATAAAACTTTAAAAAGGCAGGTTTTCCGCCATACCGCGCTTTATGC

CGCCATCTTGATGTTTTCCCATACCGGCGGGGGGGGGGGGCGATGGCGC
PEETERT ettt PEETEErrd
CGCCATCTTGATGTTTTCCCATACCGGCGGGEEGGG--~GCGATGGCGC

AAACCCATCAATACGCTATTATCATGAACGAGCGAAACCAGCCCGAGGTA

FEEEEETE PR bbbt e et ettt
AAACCCATAAATACGCTATTATCATGAACGAGCGAAACCAGCTCGAGGTA

AAGCAGAATGTGCCATCTTCAA-~-TAAAGGACAAAGACAGGAGGCGCGA
CEE P reer i v el FEETTTEr et P
AAGGGGAATGGGCAATATTCAACAATAAAGGACAAAGACAGGGAACGCAA

ATATACTTATTATACGCACAGAACAGGAGCAGGCTCTGTCTCATTCAACA
PEorr il i Fhn (O N I I O PO bl
ATTTATCTATAATAAAGACAGAGGGGGTGGAGGCTCTGTNTTTTTCGACA

ATAACGATACCCTTGTTTCCCAACAAAGCGGTACTGCCGTTTTTGGCACA
R R R R AR AR R AR R RN N
ATACCGATACCCTTGTTTCCCAACAAAGAGGTACTGCCGTTTTTGGCACA

GCCACCTACCTGCCGCCCTACGGCAAGGTTTCCGGTTTTGATGCCGTCGC
PEELEEEEEE ettt er e err i e teriir i
GCCACCTACCTGCCGCCCTACGGCAAGGTTTCCGGTTTTRATGCCGACGG

TCTGAAAGAGCGCAACAATGCCGTTGATTGGATTCGTACCACCCGCATCG
LD R e e ettt (N
GCTGCAAAAGCGCAACAATGCCGTCGATTGGATTCATACCACCCAGGCCG

CGCTGGCAGGCTACTCCTACATCGACGTCATATGCAGAAGCTACACAGGC

O R A
GGCTGGCAGGCTACGCCTACACCGACGTCATATGCAGAAGCAACCAATGC

TGTCCCAAACTTGTCTATAAAACCCGCTTTACCTTCGGTCAACAAGGGTT
RN R RN RN (R RREEE o
- --CCCCAACTTGTCTATGAGACCAAATTTTCCTTCGACGGCATCGGTTT

GAAAAGAAAGGCAGGCAGCAAGCTGGATATATACGAAGACAAAAGCCGCG
oot e e [EERREE I ter il
GGCAAAAAATGCGGGCAGC - - ~-CTGGATAGGCACCCGGACCCAAGCCGCG

AAAATTCGCCCATTTACAAATTGTCGGATTATCCTTGGTTGGGCGTATCT
PEEEEEEEE tertrreirrynd PEL e pirrri el
AAAATTCGCSCATTTACAAATTGAAAGATCATCCATGGTTGGGCGTATCT

TTCAATTTGGGCAGCGAGAATACCGTCCAAAATAGCAAATTATTCAACAA
R R R R R A A A RN
TTCAATTTGGGCAGCGAGAATACCGTCAAAGATGGCAAATCATTCAACAA

ATTGATATCTTCTTTTAGAGAAGGCAATAATAATCAAACCATCGTCTCTA

VTR EE ettt et
ATTGATATCTTCTTTTAGTGAAGGCAATAATAATCAAACCATCGTCTCTA
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CGACAGAAGGCAACCCTATTTCCCTTGGCGACCGGCAGCGCGAACATACC
e R R
CGACACGAGGCCACTCTATTTCCCTTAGCGACTGGAAGCGCGAACATACC

GCCGTGGCCTATTATCTGAACGCCAAACTGCACCTGCTGGACAAAAAAGG
N R N RN
GCCATGGCCTATTATCTGAACGCCAAACTGCACCTGCTGGACAAAAANGG

GATTGAAGATATCGCCCAAGGCAAAATAGTGGATTTGGGTATCTTGAAAC
PEVEREEEREEE R e ey e boreirr 1
GATTGAAGATATCGCCCAAGGCAAAACAGTGGATTTGGGCACCTTGAGAC

CGCACGTCGAGACGACAGGACGAAGCT-~~-~-~- TGCTAGATTTTTGGGCT
T Y O I Prrrr et
CGCGCGTCGAGGCAACGGTAAGGCGGGGGGAGCTGCTAAATTTTTGGGCT

AGGTGGGACATTAAAGATACCGGGCAGATTCCGGTCAAGCTCGGCC-TGC
I e e I e O O I I O B B R O N N O I Poorrer bl
ACGTGGAAGATTGAAGATAAAGGGAACATTACAGTNCGCCTNGGCCCTGC

CGCAAGTCAAAGCAGGCCGCTGCAC-CAACAAACCGAACCCCAATAATAA

T T T O A PEEEETE Tt Il
CGGAAGTCAAAGCAAGNCGGTTCGTACAACAAAGCGAACCCCAATCCCAA

TACCAAAGCCCCTTCGCCGGCACTGACCGCCCCCGCGCTGTGGTTCGGAC
COLERETEEE bt ettt ernd
CGCCAAAGCCCCCTCCCCCGCACTGACCGCCCCCGCGCTGTGGTTCGGAC

CCGGGCAAGATGGTAAGGCGGAGATGTATTCCGCTTCGGTTTCCACCTAC
ol TP b e e et b b e e e e vt
CTGTGAAAGATGGTAAGGCGGAGATGTATTCCGCTTCGGTTTCTACCTAC

CCCGACAGTTCGAGCAGCCGCATCTTCCTCCAAGAGCTGAAAACTCAAAC
R R N R R [RRN
CCCGACAGTTCGAGCAGCCGCATCTACCTTCAAAATCTGAAAAGAAAAAC

CGAACCCGGCAAACCCGGCCGCTATTCCCTCAAATCTTTGAATGATGGTG
CEE TErerrrrr e et e v bt b |
CGACCCCGGCAAACCCGGCCGCCATTCCCTCGAAACCTTGACTGAGAATG

AGATTAAAAGTCGACAGCCGAGTTTCAACGGGCGGCAAACAATCATCCGA
Pt bt v vt bbb
ATATTAAAAGTCGAGAGCCGAATTTCACAGGGCGGCAAACCATCATCCGA

TTGGATGACGGCGTACATTTGATCAAACTGAATGGAAGCAAGGATGAGGT
R R R R R N NN ARRRN
TTGAATGGCGGCGTACGTGAGATCAAACTGGATAGAAACAATACTGAGGT

CGCCGCTTTTGTCAATTTAAATGGAAACAACACCGGCAAAAACGACACTT
I PEEEETE Lrirrni [l Frprr trbrirretd
CG--------- TCAATTTTAATGGAAATGAC---GGCAACAACGACACTT

TCGGCATTGTTAAGGAAGCGAACGTCAATC TTGACGCCGACGAGTGGARA
FEEEREET et e N N R RN
TCGGCATTGTTAAGGACTTGGGCGTCGAACCTGATACCAGCGAGTGGAAA

AAAGTGCTGCTGCCTTGGACGGTTCGGGGTCCCGATAATGACAATAA??T
CErer At rrrrireryd forrrrrrrertt
AAAGTATTGCTGCCTTGGACGGTTCGGGGTTTTGC TGATGACAATAAATT
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TAAATCAATTAACCAAAAACCAGA--~~——--———-——~- AAAATACAGCC
O O L O e PEEETTEEE
TAAAGCATTCAACAAAGAAGAAAACAACGACAACAAGCCAAAATACAGCC

AAAGATACCGCATCCGCGACAACAAC - - -GGCAATCGCGATTTGGGCGAC
PEL R vt PEE D b bt
AAAAATACCGCAGCCGCGACAACAACAAGGGCGAACGCAATTTGGGCGAC

ATCGTCAACAGCCCGATTGTCGCGGTCGGCGGGTATTTGGCAACCGCCGC
R R N R R R R R N
ATCGTCAACAGCCCCATCGTGGCGGTCGGCGAGTATTTGGCTACTTCCGC

GAACGACGGGATGGTGCATATCTTCAAAAAAAACGGCGGCAGTGATGAAC
PERATEEE ettt e bt [
CAACGACGGGATGGTGCATATCTTCAAACAAAGCGGCGGG---GACAAGC

GCAGCTACAATCTGAAGCTCAGCTACATCCCCGGCACGATGCCGCGCAAG
PETTEREEEE e et v v e
GCAGCTACAATCTGAAGCTCAGCTACATCCCTGGAACGATGCCGCGCAAG

GATATTCAAAGCCAAGAATCCACCCTTGCCAAAGAGCTGCGCGCCTTTGC
PEEETETTEE | Prbrrerrrrrrerrerrer e e
GATATTCAAAACACCGAATCCACCCTTGCCAAAGA-MTGCGCACCTTTGC

CGAAAAAGGCTATGTGGGCGACCGCTACGGCGTGGACGGCGGCTTTGTCT

PELVTELEEER bttt |
CGAAAAAGGCTATGTGGGCGACCGCTACGGCGTGGACGGCGGCTTTGTCT

TGCGCCAAGTCGAAC---TGAGCGGGCAAAAACACGTGTTTATGTTCGGC

FEEEE ThEE e rrrr et
TGCGCAAAGTTGATAACTTAAACGGGSAAAACCGCGTGTTTATGTTCGGC

GCGATGGGTTTTGGCGGCAGGGGCGCGTATGCCTTGGATTTAAGCAAAAT
PEPELEED TErberre oy rrrererteererreeerre ol
GCGATGGGCTTTGGCGGSAGAGGCGCGTATGCCTTGGATTTGACCAAAGC

CAACGGAAATTATCCGGCCGCCGCCCCCCTGTTTGATGTCAAAGATGGCG
RN R NN PEEETeerreer el Il
CGACGGCAGTGACCCGACCGCCGTTTCCCTGTTTGATGTAAAAGATAACG

ATAATAACGGCAAAAATCGCGTGAAAGTGGAATTAGGCTACACCGTCGGT

PEETT LR rEy el PECLEIEEREEE et
GCAATAATGGCAATAATCGCGTG-----~ GAATTAGGCTACACCGTCGGC

ACGCCGCAAATCGGCAAAATCCGCAACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGC
R R AN R R AR R RN
ACGCCGCAAATCGGSAAAACCCACGACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGC

CTCCGGTTATGCGGCTAAAAAAATTGA - - -CGACTCAACAAATAARACCG
PEETEEREEErry treet 1l ! | Prerrirrd
CTCCGGTTATGCGACTAAAGAAATTATTACCAGCGGCGACAATARAACCG

CGCTGTATGTATATGATTTGAAAGACACCTTAGG---TACGCCGATTGCA
T T U O T R RN
CGCTGTATGTGTATGATTTGGAAGGAAACGGTACGAATAATCTGATTAAA

AAAATCGAAGTGAAGGACGGCAAAGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGT

AR RN Polibre vt
AAAATCGAAGTACCCGGCGGCAAGGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGT
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GGATAAAGATTTGGACGGCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGACCGGE
PEETRTTERE v bbb ri bt 1l
GGATAAAGATTTGGACGGCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGATCGCG

GCGGCAATATGTACCGCTTTGATTTGAGCAATTCCGATTCTAGTAAATGG
CEET vttty | Prro P
GCGGGAATATGTACCGCTTTGATTTGAGCAGTCAAGATCCTCAACAATGS

TCTGCAAAGGTTATTTTCGAAGGCG-ACAAGCCGATTACCTCCGCGCCCG
LEET Peeeer treret  tore reerrrtr et
TCTGTACGCACTATTTTTGAAGGCACAAAACCCGATTACTTCCGCGCCCG

CCGTTTCCCGACTGGCAGACAAACGCGTCGTCATCTTCGGTACGGGCAGC

b
CTATTIT
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ATGAATAAAACTTTAAAAAGGCGGGTTTTCCGCCATACCGCGCTTTATGC
PEVEERRrreere e e e e tereb it e e e i
ATGAATAAAACTTTAAAAAGGCAGGTTTTCCGCCATACCGCGCTTTATGC

CGCCATCTTGATGTTTTCCCATACCGGCGGGGGGGGGGEGGGCGCAGGCGT

rrrrrrrrerrerreRrerer e e e e e e e 1t
CGCCATCTTGATGTTTTCCCATACCGGCGGGGGGEGG----CGATGGCGC

AAACCCGTAAATACGCTATTATCATGAACGAGCGAAAGCAGCCCGAGGTA
POV rrretre et b e e e e bbbt ei e e i
AAACCCATAAATACGCTATTATCATGAACGAGCGAAACCAGCTCGAGGTA

AAGTGGGAGGGTCAATATAGTCAATCAACATTAAAGGACAAAGGCAGGGA

PrEbE b e PEELEE FREEEEer e tien
AAGGGGAATGGGCAATAT-~~--- TCAACAATAAAGGACAAAGACAGGGA

GCGGACATTTAGCCATACGAGCCAGAGAAACTGGAACGGCCAACAAAACA
[N T T O T I O O P | RN
ACGCAAATTTATCTATAATAAAGACAGAGGGGGTGGAGGC — =~~~ —=~=~

ATTTTATCTCATTCAACAATAGCGATGAGCTTGTTTCCCGACAAAGCGGT
o e R R RN B R
-~ ~TCTGTNTTTTTCGACAATACCGATACCCTTGTTTCCCAACRAAGAGGT

ACTGCCGTTTTIGGCACAGCCACCTACCTGCCGCCCTACGGCAAGGTTTC
Prrbrernteereir e bnrrerrrrrerreriverr bbb rernd
ACTGCCGTTTTTGGCACAGCCACCTACCTGCCGCCCTACGGCAAGGTTTC

CGGTTTTGATGCCGACGGGCTGAAAAAGCGCGGCAATGCCCTGAATIGGA
PEEELEE brrbrrrrererey reveerer  berrreerr prred
CGGTTTTRATGCCGACGGGCTGCARAAGCGCAACAATGCCGTCGATIGGA

TTCGTACCACCCGGCCCGGGCTGGCAGGCTACATCTACACCGGCGTCATA
PR berrerer vty ieer beerrier rrrrr
TTCATACCACCCAGGCCGGGCTGGCAGGCTACGCCTACACCGACGTCATA

TGCAGAGACACAGGGCAATGCCCCGAACTTGTCTATGAGACCAAATTTTC
frerer 1 Py rrerererbrirrenerreriend
TGCAGAAGCAA -~ -CCAATGCCCCCAACTTGTCTATGAGACCAAATTTTC

CTTCGACGGCATCGATTTGGCAAAAGCGGGGAAACCGARAGCTGGATAGGC
FETVRYRY R R beveriing ! P frrerrir iy
CTTCGACGGCATCGGTTTGGCAAAAAATGCGGGCAGC ---CTGGATAGGC

ACCCGGACCCAAGCCGCGAAAATTTGCCCATTTACAAATTGAAGGATCAT
PERERRERLER TR e b orvbrevvrrrnneey thidd
ACCCGGACCCAAGCCGCGAAAATTCGCSCATTTACAAATTGAAAGATCAT

CCATGGTTGGGCGTATCTTTCAATTTGGGCGGCGAGGGTACCGCCAAAGA
PERREEE bRt e b e vvee beret it
CCATGGTTGGGCGTATCTTTCAATTTGGGCAGCGAGAATACCGTCAAAGA

TGGCAGATCATCCAGCAGATGGATATCTTCTTTTAGTGAAGACAATAATA

FREEE LR te b et v rrrntntl
TGGCAAATCATTCAACAAATTGATATCTTCTTITTAGTGAAGGCAATAATA
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ATCAAACCATCGTCTTTACGACACGAGGCCACCCTATTTCCCTTGGCGAC
PUEERTEEEE TR PPttt pi
ATCAAACCATCGTCTCTACGACACGAGGCCACTCTATTTCCCTTAGCGAC

TGGCAGCGCGAAAGTACCGCCATGGCCTATTATC TGGACGCCAAACTGCA
I LRI bbbt bbbttt
TGGAAGCGCGAACATACCGCCATGGCCTATTATC TGAACGCCAAACTGCA

CCTGCTGGATAAAACACAGATTGAAAATATCGCGCCAGGCAAAACAGTGA

AR AN e R R R AR
CCTGCTGGACAAAAAAGGGATTGAAGATATCGCCCAAGGCAAAACAGTGG

ATTTGGGCATCTTGAGACCGCGCGTCGAGGCAAAGGTAAGGCGGAAGTGG
FEEEELEEE PR bbbt e brrerrintd [
ATTTGGGCACCTTGAGACCGCGCGTCGAGGCAACGGTAAGGCGGG---GG

GATCTGCTAAATTTTTGGGCTAAGTGGGACATTAAAGATACCGGGCAGAT
R R e A R R I
GAGCTGCTAAATTTTTGGGCTACGTGGAAGATTGAAGATAAAGGGAACAT

TCCGGTCAAGCTCGGCC-TGCCGGAAGTCAAAGCAGGCCGCTGCAT-CAA

AN R AR RN N N N
TACAGTNCGCCTNGGCCCTGCCGGAAGTCAAAGCAAGNCGGTTCGTACAA

CAAACCGAACCCCAATCCCAAATC- - -AGCCCTTTCGCCGGCACTGACCG
PEED L rrrrerrreenrrrr freer bt bt
CAAAGCGAACCCCAATCCCAACGCCAAAGCCCCCTCCCCCGCACTGACCG

CCCCCGCGCTGTGGTTCGGCCCTGTGCAAAATGGCAAGGTGCAGATGTAT
RN R R R R R R R
CCCCCGCGCTGTGGTTCGGACCTGTGAAAGATGGTAAGGCGGAGATGTAT

TCCGCTTCGGTTTCCACCTACCCCGGCAGCTCGAGCAGCCGCATCTTCCT
PLUTELTEEUE e e rrr bbb en 1l
TCCGCTTCGGTTTCTACCTACCCCGACAGTTCGAGCAGCCGCATCTACCT

CCAAGAGCTGAAAACTAAAACCGACCCCGCCCGGCCCGGCCGGCATTCCC
PIE b Tt et | Prerrrrtr et
TCAAAATCTGAAAAGAAAAACCGACCCCGGCAAACCCGGCCGCCATTCCC

TCGCCGCTTTGAATGCGCAGGATATCAAATCCCGCGAGCCGAATTTCAAC
[ A Pttt
TCGAAACCTTGACTGAGAATGATATTAAAAGTCGAGAGCCGAATTTCACA

TCAAGGCAGACCGTCATCCGATTGCCGGGCGGCGTGTACCAGATCGCCCC

EEEE brr rrrrreirnn PrEErin (N |
GGGCGGCAAACCATCATCCGATTGAATGGCGGCGTACGTGAGATCAAACT

GG---GCAATAGCGGCCGGGTCGCGGGTTTTAATGGCAATGACGGCAAAA
il o FHEn PEEEEEEEE reerrrirrit |
GGATAGAAACAATACTGAGGTCGTCAATTTTAATGGAAATGACGGCAACA

ACGACACTTTCGGCATCTACAAGGACAGGCTCGTCACACCTGAGGTCGGC
CEEETEEEEEr ity Lereer b e i I
ACGACACTTTCGGCATTGTTAAGGACTTGGGCGTCGAACCTGATACCAGC

GAGTGGAGCGAAGTGCTGCTGCCTTGGACGGCCCGGTATTACGGTAATGA

PELETT POrr rreeerrrereeert vt b i
GAGTGGAAAAAAGTATTGCTGCCTTGGACGGTTCGGGGTTTTGCTGATGA
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CGATATATTTAAAACATTCAACCAACCAAACAGCAAAACACAAAACGGCA
R R N R R NN N N N 1 H I
CAATAAATTTAAAGCATTCAACAAAGAAGAAAACA------ ACGACAACA

AAAAACAATACAGCCAAAAATACCGCATCCGCACAAAAGAAAATGACAAT
1 ottt it PEb e
AGCCAAAATACAGCCAAAAATACCGCAGCCGCGACAACAACAAGGGCGAA

GACAAACCCCGCGATTTGGGCGACATCGTCAACAGCCCGATTGTCGCGGT
A R N R R RN
————————— CGCAATTTGGGCGACATCGTCAACAGCCCCATCGTGGCGGT

CGGCGGGTATCTGGCAACTTCTGCCAACGACGGGATGGTGCATATCTTCA

PEELE b ber trei ety et er e
CGGCGAGTATTTGGCTACTTCCGCCAACGACGGGATGGTGCATATCTTCA

AAAMAACCGGCACGGATGAACGCAGCTACAATCTGAAGCTCAGCTACATC

N N R R AR R AR R R RN
AACAAAGCGGCGGGGACAAGCGCAGCTACAATCTGAAGCTCAGCTACATC

CCCGGTACGATGGAGCGTAAGGATATTGAAGGCAATGACTCCGACCTCGC
R R R R R e N N N N AN N
CCTGGAACGATGCCGCGCAAGGATATTCAAAACACCGAATCCACCCTTGC

CAAAGAGCTGCGCACCTTTGCCGAAAAAGGCTATGTGGGCGACCGCTACG

ECEEE bbb rrrrrreerrrrererieerrrriertl
CAAAGA-MTGCGCACCTTTGCCGAAAAAGGCTATGTGGGCGACCGCTACG

GCGTGGACGGCGGCTTTGTCTTGCGCCGCATTACAGATGACCAAGACAAG
PETEREEETEE et 1 NN .
GCGTGGACGGCGGCTTTGTCTTGCGCAAAGTT - - -GATAACTTAAACGGG

CAAAAACATTTCTTTATGTTTGGTGCGATGGGCCTGGGCGGCAGAGGCGC
RN Pt ety o rerirrd
SAAAACCGCGTGTTTATGTTCGGCGCGATGGGCTTTGGCGGSAGAGGCGC

GTATGCCTTGGATTTAAGCAAAATCGACAGCAGCAACCTGACCGGCGTTT

PLEECLErr e v v e e v b
GTATGCCTTGGATTTGACCAAAGCCGACGGCAGTGACCCGACCGCCGTTT

CCATGTTTGATGTCCAAAACGACAAAAATAACAATAACAATAAGAATGAC
P RN R
CCCTGTTTGATGT---------~-~—~-- AAAAGATAACGGCAATAATGGC

AATAATCGCGTGAAATTAGGC TACACCGTCGGTACGCCGCAAATCGGCAA
PUIEILELEEEL brertrr e e |
AATAATCGCGTGGAATTAGGCTACACCGTCGGCACGCCGCAAATCGGSAA

AACCCAAAACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGCTTCCGGTTATGCGGCTA
PLUIEL b rrri e vt i
AACCCACGACGGCAAATACGCCGCCTTCCTCGCCTCCGGTTATGCGACTA

AAAA- - -TATTGGCAGCGGCGATAATACAACCGCGCTGTATGTGTATGAT
. PEEE LEEErrrr b v
AAGAAATTATTACCAGCGGCGACAATAAAACCGCGCTGTATGTGTATGAT

TTGGAAAACACCAGTGG- - -TAGTCTGATTAAAAAAATCGAAGCACCCGG

RREN L CEotrrrrrrrrrrereeerr tried
TTGGAAGGAAACGGTACGAATAATCTGATTAAAAAAATCGAAGTACCCGG
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CGGCAAAGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGTGGATAAAGATTTGGACG
PIEITY \l\‘l\lllll\\lll\l\ll\|l|i\|llll!‘lilli]lll
CGGCAAGGGCGGGCTTTCGTCCCCCACGCTGGTGGATARAGATTTGGACG

GCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGACCGGGGCEGGCAATATGTACCGC
PErevirrriererreretbre et v pbert bt
GCACGGTCGATATCGCCTATGCCGGCGATCGCGGCGGGAATATGTACCGC

TTTGATTTGAGCAATTCCGATTCTAGTAAATGGTCTGCAAAGGTTATTTT
PRIt o b1 I I (NN
TTTGATTTGAGCAGTCAAGATCCTCAACAATGGTCTGTACGCACTATTTT

CGAAGGCG-ACAAGCCGATTACCTCCGCGCCCGCCGTTTCCCGACTGGCA

PEETEE b rb rreererr thrtreertry
TGAAGGCACAAAACCCGATTACTTCCGCGCCCGCTATTT
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