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DESCRIPCION
Polipéptidos de Pseudomonas aeruginosa
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a polipéptidos, mas particularmente polipéptidos SPA-2 de Pseudomonas
aeruginosa que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar una infeccion por Pseudomonas aeruginosa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La Pseudomonas aeruginosa es un patégeno bacteriano oportunista prevalente en seres humanos y animales. La P.
aeruginosa es la bacteria gram negativa mas comun encontrada en infecciones nosocomiales, especialmente en
individuos inmunodeprimidos. Se relaciona frecuentemente con neumonia asociada a ventilador en pacientes
entubados. La infeccién por Pseudomonas es comun entre pacientes con fibrosis quistica, heridas por quemaduras,
transplantes de érganos y drogadiccion por via intravenosa. Los pacientes con fibrosis quistica se infectan a menudo
de forma crénica por P. aeruginosa, que es responsable del aumento de la enfermedad y de la muerte en esta
poblacion particular. La bacteremia por P. aeruginosa es responsable de altas tasas de muerte en unidades de
quemados. Las Pseudomonas pueden causar afecciones graves tales como endoftalmitis, endocarditis, meningitis,
neumonia y septicemia. La septicemia provocada por P. aeruginosa esta asociada con las tasas de muerte mas
altas de todas las infecciones gram negativas.

Debido a que la P. aeruginosa es resistente de forma natural a muchos antibidticos, existe la necesidad de
desarrollar una vacuna que proteja individuos contra la infecciéon por P. aeruginosa. Una infeccién por P. aeruginosa
induce una respuesta inmunitaria contra antigenos encontrados en la superficie de las células bacterianas. No
obstante, muchas de estas proteinas de superficie no estan aun caracterizadas, ni se ha determinado la respuesta
inmunitaria que tiene como consecuencia la proteccion contra la infeccidn por diferentes cepas.

Para desarrollar una vacuna que proteja individuos de la infeccion por P. aeruginosa, se han concentrado los
esfuerzos principalmente en lipopolisacaridos (LPS). No obstante, incluso aunque un ndmero limitado de serotipos
de LPS estan asociados con casos clinicos, la produccion de una vacuna basada en LPS polivalente es compleja y
puede inducir el reemplazo de serotipos en individuos vacunados. También se evalian vacunas antiflagelos y
antipili, pero la regulacién de la expresion de flagelos/pili en diferentes estados de infeccidon por P. aeruginosa puede
evitar la proteccion eficaz. También se estan analizado proteinas de membranas exteriores (OMP). Existe
actualmente una preparacion de OMP de 4 serotipos diferentes de P. aeruginosa en ensayos clinicos, pero la
especificidad de la proteccion conferida por esta preparacion permanece sin evaluar. Una proteina de fusion
recombinante en base a las proteinas OprF y Oprl de la membrana exterior se considera una vacuna experimental
prometedora. No obstante, se ha demostrado que la proteina OprF estaba ausente en algunas cepas clinicas de P.
aeruginosa Y la proteccién conferida por la proteina Oprl sola no se ha evaluado aun.

Una recapitulacion de la tecnologia existente se ha descrito por Stanislavsky ES y Lam JS. (1997) FEMS Microbiol.
Rev. 21 (3): 243-77 y Holder IA. (2001) J. Burn Care Rehabil. 22(5): 311-20.

La secuencia del genoma de la cepa de P. aeruginosa PAO1 se determiné en una colaboracion entre la Cystic
Fibrosis Foundation (Fundacion de fibrosis quistica), la Universidad de Washington y la Pathogenesis Corporation
(Corporacion de patogénesis) y esta disponible en http://www.pseudomonas.com/, http://www.tigr.org/tigr-
scripts/ CMR2/GenomePage3.spl?database=n tpa03, http://pseudomonas.bit.ug.edu.au/ y en Nature, Stover y col.
406:959-964 (2000).

Los documentos WO 99/57142, EP0717106, EP0297291 y WO 01/40473 divulgan polipéptidos de P. aeruginosa.

Por lo tanto, existe aun la necesidad no satisfecha de polipéptidos de P. aeruginosa que se puedan usar para
prevenir, diagnosticar y/o tratar una infeccion por P. aeruginosa.

SUMARIO DE LA INVENCION
Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a la reivindicacion 1
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 representa la secuencia de ADN del gen SPA-1 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N° 1. La
porcidn subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.

La figura 2 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido SPA-1 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC
ID N°: 2. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 32 restos de aminoacidos.

La figura 3 representa la secuencia de ADN del gen SPA-2 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N°: 3. La
porcidn subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.
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La figura 4 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido SPA-2 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC
ID N°: 4. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 19 restos de aminoacidos.

La figura 5 representa la secuencia de ADN del gen SPA-3 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N° 5. La
porcidn subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.

La figura 6 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido SPA-3 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC
ID N°: 6. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 21 restos de aminoacidos.

La figura 7 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA104 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N°: 19.
La porcion subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.

La figura 8 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina SHB-PA104 de la cepa de P. aeruginosa PAO1.
SEC ID N°: 20. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 16 restos de aminoacidos.

La figura 9 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA105 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N°: 21.
La porcion subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.

La figura 10 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina SHB-PA105 de la cepa de P. aeruginosa PAO1;
SEC ID N° 22. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 33 restos de aminoacidos.

La figura 11 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA106 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID N°:
23. La porcion subrayada de la secuencia representa la region codificante del péptido lider.

La figura 12 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina SHB-PA106 de la cepa de P. aeruginosa PAO1;
SEC ID N°: 24. La secuencia subrayada representa el péptido lider de 16 restos de aminoacidos.

La figura 13 representa el alineamiento de secuencia de proteina de la proteina SPA-1 con SHB-PA104 (sin péptidos
lider) de la cepa PAO1. |, aminoacidos idénticos; :, aminoacidos conservados.

La figura 14 representa el alineamiento de secuencia de proteina de la proteina SPA-1 con SHB-PA105 (sin péptidos
lider) de la cepa PAO1. |, aminoacidos idénticos; :, aminoacidos conservados.

La figura 15 representa el alineamiento de secuencia de proteina de la proteina SPA-1 con SHB-PA106 (sin péptidos
lider) de la cepa PAO1. |, aminoacidos idénticos; :, aminoacidos conservados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona polinucleétidos purificados y aislados que codifican polipéptidos de Pseudomonas
que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar una infeccion por Pseudomonas.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 90 % con un segundo polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la
SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencién proporciona un polinucledétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la
SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 98 % con un segundo polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la
SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencidn proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 90 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene
una identidad de al menos el 98 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionados de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionados de la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos caracterizados por una secuencia de aminoacidos
que comprende la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos de los mismos.
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Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos caracterizados por una secuencia de aminoacidos
que comprende la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido que codifica un epitopo que porta una
porcién de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos
del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencioén proporciona un polinucleétido que codifica un epitopo que porta una
porcién de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a un epitopo que porta porciones de un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a un epitopo que porta porciones de un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido
seleccionado de:

(a) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: las SEC ID N°% 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o
analogos del mismo;

(d) un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID N°: 4 o
fragmentos o analogos del mismo;

(e) un polinucledtido que codifica un polipéptido capaz de generar anticuerpos que tengan especificidad de union
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: EC ID N° 4 o fragmentos o analogos del
mismo;

(f) un polinucledtido que codifica un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;

(g) un polinucledétido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 3 o fragmentos o analogos del
mismo;

(h) un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido de (a), (b), (c), (d), (e), (f) o (g)-

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido
seleccionado de:

(a) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 4;

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 4;

(d) un polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID N°: 4;

(e) un polinucledtido que codifica un polipéptido capaz de generar anticuerpos que tengan especificidad de union
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID N°: 4;

(f) un polinucledtido que codifica un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 4;

(g) un polinucledtido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 3;
(h) un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido de (a), (b), (c), (d), (e), (f) o (g).

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende un polipéptido
seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;
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(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N° 4 o fragmentos o analogos del
mismo;

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unién por un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;

(f) un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID
N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo;

(9) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal esta eliminado.
(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretores esta eliminada.

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende un polipéptido
seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de la SEC ID N°:

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4;

d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4;
( polipéptido q p

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de union por un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID N°: 4;

(f) un epitopo que porta una porcion de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID
N°: 4;

(9) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal esta eliminado.
(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretora esta eliminada.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencién incluye moléculas de ADN, es decir, polinucleotidos, sus
secuencias homologas y sus secuencias complementarias, que codifican analogos tales como mutantes, variantes,
homologos y derivados de dichos polipéptidos, tal como se describe en la presente solicitud de patente. Los genes
homologos estan evolutivamente relacionados, tienen secuencias similares y estan estructuralmente relacionados.
La invencion también incluye moléculas de ARN que corresponden a las moléculas de ADN de la invencion. Ademas
de las moléculas de ADN y de ARN, la invencion incluye los polipéptidos correspondientes y anticuerpos
monoespecificos que se unen especificamente a dichos polipéptidos.

En otra realizacion, los polipéptidos segun la presente invencion son antigénicos.
En otra realizacion, los polipéptidos segun la presente invencién son inmundégenos.

En ofra realizacion, los polipéptidos segun la presente invenciéon pueden provocar una respuesta inmunitaria en un
huésped.

En otra realizacion, la presente invencién también se refiere a polipéptidos que son capaces de generar anticuerpos
que tienen especificidad de unién a los polipéptidos de la presente invencion tal como se han definido anteriormente.

Un anticuerpo que “tiene especificidad de unién” es un anticuerpo que reconoce y se une al polipéptido seleccionado
pero que no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra
bioldgica. La unién especifica puede medirse usando un ensayo ELISA en el que el polipéptido seleccionado se usa
como un antigeno.

Segun la presente invencion, "proteccion” en los estudios bioldgicos se define por un aumento significativo en la
curva, tasa o periodo de supervivencia. El analisis estadistico usando un ensayo de rango logaritmico para comparar
curvas de supervivencia y el ensayo exacto de Fisher para comparar tasas de supervivencia y nimero de dias hasta
la muerte, respectivamente, pueden ser utiles para calcular valores de P y determinar si la diferencia entre los dos
grupos es estadisticamente significativa. Valores de P de 0,05 se consideran como no significativos.

En un aspecto adicional de la invencién se proporcionan fragmentos antigénicos/inmundégenos de los polipéptidos de
la invencion, o de analogos de los mismos.

Los fragmentos de la presente invencion deberian incluir uno o mas de dichas regiones epitdpicas o ser lo
suficientemente similares a dichas regiones para mantener sus propiedades antigénicas/inmundgenas. Por lo tanto,
para fragmentos segun la presente invencion el grado de identidad es, quizas, irrelevante, debido a que pueden ser
el 100 % idénticos a una parte particular de un polipéptido o analogo del mismo tal como se describe en el presente
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documento. La presente invencién también proporciona fragmentos que tienen al menos 20 restos de aminoacidos
contiguos de las secuencias de polipéptidos de la presente invencion.

El experto apreciara que los analogos de los polipéptidos de la invenciéon también podran usarse en el contexto de la
presente invencion, es decir, como material antigénico/inmunégeno. Por lo tanto, por ejemplo, proteinas o
polipéptidos que incluyen una o mas adiciones, deleciones, sustituciones o similares estan abarcadas por la
presente invencion.

Tal como se usan en el presente documento, “fragmentos”, “analogos” o “derivados” de los polipéptidos de la
invencion incluyen los polipéptidos en los que uno o mas de los restos de aminoacidos estan sustituidos por un resto
de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente conservado) y que puede ser natural o no natural. En
una realizacion, los derivados y analogos de polipéptidos de la invencién tendran una identidad superior al 90 % con
las secuencias ilustradas en las figuras o fragmentos de los mismos. Es decir, el 90 % de los restos son los mismos.

En otra realizacion, los polipéptidos tendran una identidad superior al 95 %. En otra realizacion, los polipéptidos
tendran una identidad superior al 99 %. En otra realizacion, los analogos de polipéptidos de la invencion tendran
menos de aproximadamente 20 sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoacidos y mas
preferentemente menos de 10.

En otra realizacion, los polipéptidos tendran una homologia superior al 90 %. En otra realizacion, los polipéptidos
tendran una homologia superior al 95 %. En otra realizacion, los polipéptidos tendran una homologia superior al 99
%. En otra realizacion, los derivados y analogos de polipéptidos de la invencion tendran menos de aproximadamente
20 sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoacidos y mas preferentemente menos de 10. Las
sustituciones preferentes son las conocidas en la técnica como conservadas, es decir, los restos sustituidos
comparten propiedades fisicas o quimicas tales como hidrofobicidad, tamafio, carga o grupos funcionales.

Estas sustituciones son las que tienen una influencia minima sobre la estructura secundaria y sobre la naturaleza
hidropatica del polipéptido. Las sustituciones preferentes son las conocidas en la técnica como conservadas, es
decir, los restos sustituidos comparten propiedades fisicas o quimicas tales como hidrofobicidad, tamafio, carga o
grupos funcionales. Estas incluyen sustituciones tales como las descritas por Dayhoff, M. en Atlas of Protein
Sequence and Structure 5, 1978 y por Argos, P. en EMBO J. 8, 779-785, 1989. Por ejemplo, aminoacidos, bien
naturales o bien no naturales, que pertenecen a uno de los grupos siguientes representan cambios conservativos:

ala, pro, gly, gln, asn, ser, thr, val;
cys, ser, tyr, thr;

val, ile, leu, met, ala, phe;

lys, arg, orn, his;

and phe, tyr, trp, his.

Las sustituciones preferentes también incluyen sustituciones de D-enantiomeros para los L-aminoacidos
correspondientes.

En un enfoque alternativo, los analogos podrian ser proteinas de fusidon que incorporen restos que hagan la
purificacion mas sencilla, por ejemplo, marcando eficazmente el polipéptido deseado. Puede ser necesario retirar el
"marcador” o se puede dar el caso de que el propio polipéptido de fusion mantenga una antigenicidad suficiente para
ser util.

El porcentaje de homologia se define como la suma del porcentaje de identidad mas el porcentaje de similitud o
conservacion del tipo de aminoacido.

En una realizacion, los analogos de polipéptidos de la invencion tendran una homologia de aproximadamente el 90
% con las secuencias ilustradas en las figuras o fragmentos de las mismas. En otra realizacion, los polipéptidos
tendran una homologia superior al 95 %. En otra realizacion, los polipéptidos tendran una homologia superior al 99
%. En ofra realizacion, los analogos de polipéptidos de la invencidon tendran menos de aproximadamente 20
sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoacidos y mas preferentemente menos de 10.

Se puede usar un programa tal como el programa CLUSTAL para comparar secuencias de aminoacidos. Este
programa compara secuencias de aminoacidos y encuentra el alineamiento o6ptimo insertando espacios en
cualquiera de las secuencias segun sea apropiado. Es posible calcular la identidad u homologia de los aminoacidos
para un alineamiento 6ptimo. Un programa como BLASTx alineara el tramo mas largo de secuencias similares y
asignara un valor al ajuste. De este modo es posible obtener una comparaciéon en la que se encuentran varias
regiones de similitud, teniendo cada una puntuacion diferente. Ambos tipos de analisis de identidad estan
contemplados en la presente invencion.

En un enfoque alternativo, los analogos o derivados podrian ser polipéptidos de fusion que incorporen restos que
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hagan la purificacion mas sencilla, por ejemplo marcando eficazmente la proteina o polipéptido deseado; puede ser
necesario retirar el "marcador" o se puede dar el caso de que el propio polipéptido de fusién mantenga una
antigenicidad suficiente para ser util.

Es bien sabido que es posible someter a cribado un polipéptido antigénico para identificar regiones epitopicas, es
decir, las regiones que son responsables de la antigenicidad o inmunogenicidad del polipéptido. Se conocen bien en
la técnica procedimientos para llevar a cabo dicho cribado. Por lo tanto, los fragmentos de la presente invencion
deberian incluir una o mas de dichas regiones epitdpicas o ser suficientemente similares a estas regiones para
mantener sus propiedades antigénicas/inmundgenas.

En un aspecto adicional de la invencidon se proporcionan fragmentos antigénicos/inmunégenos de las proteinas o
polipéptidos de la invencion, o de los analogos o derivados de las mismas.

Por lo tanto, lo que es importante para analogos, derivados y fragmentos es que posean al menos un grado de la
antigenicidad/inmunogenicidad de la proteina o polipéptido de la que se derivan.

También estan incluidos polipéptidos a los que se han fusionado otros compuestos que alteran las propiedades
biolégicas o farmacoldgicas de los polipéptidos, es decir, polietilenglicol (PEG) para aumentar la semivida;
secuencias de aminoacidos lideres o secretoras para facilitar la purificacion; prepro- y pro-secuencias; y
(poli)sacaridos.

Ademas, en aquellas situaciones en las que se encuentra que las regiones de aminoacidos son polimorficas, puede
ser deseable variar uno o mas aminoacidos particulares para imitar mas eficazmente los diferentes epitopos de las
diferentes cepas de Pseudomonas.

Ademas, los polipéptidos de la presente invencion se pueden modificar por acilacion del -NH; terminal (por ejemplo,
mediante acetilaciéon, o amidacion del acido tioglicélico, amidacion carboxi terminal, por ejemplo, con amoniaco o
metilamina) para proporcionar estabilidad, aumentar la hidrofobicidad para el enlace o la unién a un soporte o a otra
molécula.

También se contemplan multimeros heteropolipeptidicos y homopolipeptidicos de los fragmentos y analogos de los
polipéptidos. Estas formas poliméricas incluyen, por ejemplo, uno o mas polipéptidos que se han entrecruzado con
entrecruzadores tales como avidina/biotina, glutaraldehido o dimetil-superimidato. Dichas formas poliméricas
también incluyen polipéptidos que contienen dos o mas secuencias contiguas en tandem o invertidas, producidas a
partir de ARNm multicistronicos generados mediante tecnologia de ADN recombinante.

En otra realizacion, la presente invencién también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden uno o mas
polipéptidos o fragmentos o analogos de los mismos tal como se definen en las figuras de la presente solicitud.

En otra realizacion, la presente invencién también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o mas
polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos de
los mismos; siempre que los polipéptidos estén unidos formando polipéptidos quiméricos.

En otra realizacion, la presente invencién también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o mas
polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID N° 2, 4, 6, 8, 10 o 12 siempre que los
polipéptidos estén unidos formando un polipéptido quimérico.

Preferentemente, un fragmento, analogo o derivado de un polipéptido de la invencidon comprendera al menos una
region antigénica, es decir, al menos un epitopo.

Para lograr la formacién de polimeros antigénicos (es decir, multimeros sintéticos), se pueden usar polipéptidos que
tengan grupos bishaloacetilo, nitroarilhaluros o similares, en los que los reactivos son especificos para grupos tio.
Por lo tanto, la unién entre dos grupos mercapto de los diferentes polipéptidos puede ser un enlace sencillo o puede
estar compuesta de un grupo de unién de al menos dos, tipicamente al menos cuatro, y no mas de 16, pero
generalmente no mas de aproximadamente 14 atomos de carbono.

En una realizacion particular, los fragmentos y analogos del polipéptido de la invencién no contienen un resto inicial
de metionina (Met). Preferentemente, los polipéptidos no incorporaran una secuencia lider o secretora (secuencia
sefial). La porcion sefial de un polipéptido de la invencion se puede determinar segun técnicas de biologia molecular
establecidas. En general, el polipéptido de interés se puede aislar a partir de un cultivo de Pseudomonas y
secuenciarse subsiguientemente para determinar el resto inicial de la proteina madura y, por tanto, la secuencia del
polipéptido maduro.

Dicho fragmento inmunégeno puede incluir, por ejemplo, el polipéptido de la invencion que carece de un péptido
lider N-terminal y/o un dominio transmembranal y/o bucles y/o giros externos.

La presente invencion también proporciona un fragmento de un polipéptido que comprende sustancialmente todos
los dominios extracelulares de un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 %, preferentemente una
identidad del 80 %, mas preferentemente una identidad del 95 %, con un segundo polipéptido que comprende las
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SEC 1.D. N° 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo, a lo largo de toda la longitud de dicha secuencia.

Se entiende que los polipéptidos se pueden producir y/o usar sin su codon de iniciacion (metionina o valina) y/o sin
su péptido lider para favorecer la produccion y purificacion de polipéptidos recombinantes. Se sabe que la clonacién
de genes sin secuencias que codifican péptidos lider restringira los polipéptidos al citoplasma de E. coli y facilitara su
recuperacion (Glick, B.R. y Pasternak, J.J. (1998) Manipulation of gene expression in prokaryotes. En "Molecular
biotechnology: Principles and applications of recombinant DNA", 22 edicion, ASM Press, Washington DC, p. 109-
143).

Segun otro aspecto de la invencién, también se proporciona (i) una composicion de materia que contiene un
polipéptido de la invencién, junto con un vehiculo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composicion farmacéutica que
comprende un polipéptido de la invencion y un vehiculo, diluyente o coadyuvante; (iii) una vacuna que comprende un
polipéptido de la invencién y un vehiculo, diluyente o coadyuvante; (iv) un procedimiento para inducir una respuesta
inmunitaria contra Pseudomonas, en un huésped, administrando al huésped una cantidad inmunogénicamente
eficaz de un polipéptido de la invencién para provocar una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta
inmunitaria protectora a Pseudomonas; y particularmente, (v) un procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccion
por Pseudomonas, administrando una cantidad profilactica o terapéutica de un polipéptido de la invenciéon a un
huésped con necesidad de ello.

Segun otro aspecto de la invencién, también se proporciona (i) una composicion de materia que contiene un
polinucleétido de la invencion, junto con un vehiculo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composicién farmacéutica que
comprende un polinucleétido de la invencién y un vehiculo, diluyente o coadyuvante farmacéuticamente aceptable;
(iii) un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra Pseudomonas, en un huésped, administrando al
huésped una cantidad inmunogénicamente eficaz de un polinucledtido de la invencién para provocar una respuesta
inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a Pseudomonas; y particularmente, (iv) un
procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccion por Pseudomonas, administrando una cantidad profilactica o
terapéutica de un polinucleétido de la invencién a un huésped con necesidad de ello.

Segun otro aspecto de la invencién, también se proporciona (i) una composicion de materia que contiene un
polipéptido de la invencion, junto con un liposoma, vehiculo, diluyente o coadyuvante; (i) una composicion
farmacéutica que comprende un polipéptido de la invencion y un liposoma, vehiculo, diluyente o coadyuvante; (iii)
una vacuna que comprende un polipéptido de la invencién y un liposoma, vehiculo, diluyente o coadyuvante; (iv) un
procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra P. aeruginosa, en un huésped, administrando al
huésped una cantidad inmunogénicamente eficaz de una composicion farmacéutica de la invenciéon para provocar
una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a P. aeruginosa; y particularmente, (v)
un procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccion por P. aeruginosa, administrando una cantidad profilactica o
terapéutica de una composicién farmacéutica de la invencion a un huésped con necesidad de ello.

Segun otro aspecto de la invencién, también se proporciona (i) una composicion de materia que contiene un
polinucledtido de la invencion, junto con un liposoma, vehiculo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composicion
farmacéutica que comprende un polinucleétido de la invencion y un liposoma, vehiculo, diluyente o coadyuvante; (iii)
un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra P. aeruginosa, en un huésped, administrando al
huésped una cantidad inmunogénicamente eficaz de una composicion farmacéutica de la invencién para provocar
una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a P. aeruginosa; y particularmente, (iv)
un procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccion por P. aeruginosa, administrando una cantidad profilactica o
terapéutica de una composicién farmacéutica de la invencion a un huésped con necesidad de ello.

En otra realizacion, los polipéptidos de la invencién estan asociados con los liposomas.

Tal como se usa en el presente documento, "asociado con" significa que los polipéptidos de la invencion estan al
menos parcialmente embebidos en la membrana del liposoma, y preferentemene no estan unidos covalentemente a
los lipidos. Los polipéptidos también pueden unirse a una cola de acido graso lipidica que a su vez esta embebida
en la membrana.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos segun
la presente invencién son antigénicas.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos segun
la presente invencion son inmundgenas.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos segun
la presente invencién pueden provocar una respuesta inmunitaria en un huésped.

En otra realizacion, la presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un
liposoma asociado con polipéptidos que son capaces de generar anticuerpos que tienen especificidad de union a los
polipéptidos de la presente invencién tal como se han definido anteriormente.

En un aspecto adicional de la invencién se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma
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asociado con fragmentos inmunogenos y/o antigénicos de los polipéptidos de la invencién, o de analogos de los
mismos.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado
con fragmentos que comprenden un epitopo de linfocito B o de linfocito T colaborador.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado
con fragmentos que pueden ser parte de un polipéptido mas grande. Puede ser ventajoso incluir una secuencia de
aminoacidos adicional que contenga secuencias secretoras o lideres, o secuencias que ayudan en la purificacion
tales como restos de histidina multiples, o una secuencia adicional que aumenta la estabilidad durante la produccién
recombinante, o secuencias adicionales de una cola polipeptidica o lipidica que aumenta el potencial inmunégeno
del polipéptido final.

El experto apreciara que las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con analogos de
los polipéptidos de la invencién también podran usarse en el contexto de la presente invencién, es decir, como
material antigénico/inmundgeno. Por lo tanto, por ejemplo, proteinas o polipéptidos que incluyen una o mas
adiciones, deleciones, sustituciones o similares estan abarcadas por la presente invencion.

En otra realizacion, la presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un
liposoma asociado con polipéptidos quiméricos que comprenden uno o mas polipéptidos o fragmentos o analogos de
la invencion.

Los liposomas estan hechos de fosfolipidos y otras moléculas anféteras polares que forman membranas de dos
capas concéntricas cerradas [resumido en Gregoriades, G., Immunology Today, 11, 3, 89 (1990); Lasic, D.,
American Scientist, 80, p. 20 (1992); Remington’s on Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990, Mack Publishing Co.,
Pennsylvania., p.1691]. El constituyente principal de los liposomas son lipidos que tienen una "cabeza" hidrofila polar
unida a una "cola" hidréfoba, no polar, larga. La cabeza hidrofila consiste tipicamente en un grupo fosfato, mientras
que la cola hidroéfoba esta hecha de dos cadenas de hidrocarburo largas. Debido a que las moléculas de lipidos
tienen una parte que es hidrosoluble y otra parte que no lo es, tienden a juntarse en estructuras ordenadas que
secuestran las colas hidréfobas de moléculas de agua. En el proceso, los liposomas pueden atrapar agua y solutos
en su interior, o también pueden incorporarse directamente moléculas con regiones hidréfobas en membranas de
liposomas. Muchos fosfolipidos, solos o en combinacién, formaran liposomas con otros lipidos. Por convencion, los
liposomas se dividen en categorias por tamafo, y se usa un acréonimo de 3 letras para designar el tipo de liposoma
que se esta tratando. Las vesiculas multilaminares se designan "MLV", las vesiculas unilaminares grandes "LUV",
las vesiculas unilaminares pequefias "SUV". Estas denominaciones vienen algunas veces seguidas por la
composicion del liposoma. Se describen la nomenclatura y un resumen de liposomas conocidos por Storm y col.,
1998, PSIT, 1:19-31. Los liposomas son eficaces en ayudar proteinas de membrana a replegarse y también son
coadyuvantes eficaces que refuerzan la respuesta inmunitaria humoral, asi como la celular, contra un antigeno.

La invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden liposomas constituidos por fosfolipidos.
Estos fosfolipidos pueden sintetizarse o extraerse de células bacterianas, soja, huevos.

La invencién proporciona un procedimiento para la incorporaciéon de polipéptidos de la invencién en formulaciones
de liposomas diferentes.

Los liposomas pueden prepararse con diversos fosfolipidos sintéticos (lista 1) o fosfolipidos bacterianos y/o
colesterol, que pueden combinarse en proporciones diferentes.

La invencion proporciona un procedimiento para extraer lipidos de células bacterianas para generar formulaciones
de liposomas de origen bacteriano. Las mezclas de lipidos complejas pueden extraerse de varias especies
bacterianas. Estas especies podrian incluir pero sin limitacién: Neisseria spp, Haemophilus spp, Pseudomonas spp,
Bacteriodes spp, Legionella spp, Vibrio spp, Brucella spp, Bordetella spp, Campylobacter spp, Klebsiella spp,
Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp y Yersinia spp. Pueden encontrarse otras especies en el manual Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1974) (Baltimore).

Los liposomas de la invencién pueden prepararse a partir de una variedad de lipidos formadores de vesicula que
incluyen fosfatidil-éteres y ésteres, tales como fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerina (PG)
y fosfatidilcolina (PC), pero también a partir de glicéridos, tales como dioleoilglicerosuccinato; cerebrésidos;
gangliosidos, esfingomielina; esteroides, tales como colesterol; y otros lipidos, asi como excipientes tales como
palmitato de vitamina E o vitamina C.

La fluidez y estabilidad de las membranas de liposomas dependera de la temperatura de transicion (temperatura a la
que las regiones de hidrocarburo cambian de un estado cuasicristalino a mas fluido) de los fosfolipidos.

Las modificaciones de fluidez de membrana, nimero de laminas, tamafio de vesicula, carga superficial, proporcion
de lipidos con respecto a antigenos y localizacién del antigeno dentro de los liposomas puede modular la capacidad
de coadyuvar de preparaciones de liposomas.
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La preparacion de liposomas puede realizarse mediante una serie de técnicas diferentes que incluyen inyeccion con
etanol, infusiobn con éter, eliminacion de detergente, evaporacion de disolvente, evaporacion de disolventes
organicos a partir de emulsiones de cloroformo en agua; extrusion de vesiculas multilamelares a través de una
membrana de policarbonato nucleoporosa; congelacion y descongelacion de mezclas de fosfolipidos, asi como
sonicaciéon y homogeneizacion.

Los lipidos pueden disolverse en un disolvente organico adecuado, o una mezcla de disolventes organicos
adecuada, tal como solucién de cloroformo:metanol en un matraz de vidrio de fondo redondo y se secan usando un
evaporador rotatorio para lograr una pelicula plana en el recipiente.

Antes de la inmunizacién, los polipéptidos de la invenciéon también se pueden acoplar o conjugar a proteinas
portadoras tales como la toxina del tétanos, toxina de la difteria, antigeno superficial del virus de la hepatitis B,
antigeno VP1 del virus de la poliomielitis o a cualquier otra toxina o antigeno virico o bacteriano o a cualquier
proteina adecuada para estimular el desarrollo de una respuesta inmunitaria mas fuerte. Este acoplamiento o
conjugacion se puede realizar quimica o genéticamente. Una descripcion mas detallada de la conjugacion péptido-
portador esta disponible en Van Regenmortel, M.H.V., Briand J.P., Muller S., Plaué S., "Synthetic Polypeptides as
antigens" en Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol.19 (ed.) Burdou, R.H. y Van
Knippenberg P.H. (1988), Elsevier Nueva York.

Segun otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas polipéptidos
Pseudomonas de la invencién en una mezcla con un coadyuvante farmacéuticamente aceptable. Los coadyuvantes
adecuados incluyen (1) formulaciones en emulsién de aceite en agua tales como MF59™, SAF™, Ribi™; (2)
coadyuvante completo o incompleto de Freund; (3) sales, es decir, AIK(SOs)2, AINa(SO4)2, AINH4(SO4)2, Al(OH)s,
AIPOQy, silice, caolin; (4) derivados de saponina tales como Stimulon™ o particulas generadas a partir de los mismos
como ISCOMs (complejos inmunoestimuladores); (5) citocinas tales como interleucinas, interferones, factor
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF); (6) otras sustancias tales como
polinucleétidos de carbono, es decir, poli IC y poli AU, toxina del cdlera detoxificada (CTB) y toxina térmicamente
labil de E. colipara la induccion de inmunidad en la mucosa; (7) liposomas. Una descripcion mas detallada de
coadyuvantes esta disponible en una revisién por M.Z.l. Khan y col. en Pharmaceutical Research, vol. 11, N° 1
(1994) paginas 2-11, y también en otra revision por Gupta y col., en Vaccine, Vol. 13, N° 14, pé@inas 1263-1276
(1995) y en el documento WO 99/24578. Los coadyuvantes preferentes incluyen QuiltA™, QS21™, Alhydrogel™ y
Adjuphos ™.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden administrar por via parenteral mediante inyeccion,
infusion rapida, absorciéon nasofaringea, absorcion dérmica, o por via bucal u oral.

La expresion “composicion farmacéutica” también se pretende que incluya anticuerpos. Segun la presente invencion,
también se proporciona el uso de uno o mas anticuerpos que tienen especificidad de unién por los polipéptidos de la
presente invencion para su uso en el tratamiento o prevencion de infeccion por Pseudomonas y/o enfermedades y
sintomas mediados por infeccion por Pseudomonas.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se usan para la prevencién o el tratamiento de infeccién por
Pseudomonas y/o enfermedades y sintomas mediados por infeccion por Pseudomonas tal como se describe en
Manual of Clinical Microbiology, P.R. Murray (Ed, en jefe), E.J. Baron, M.A. Pfaller, F.C. Tenover y R.H. Yolken. ASM
Press, Washington, D.C. 72 edicién, 1999, 1773 p. y en Campa, M. y col. (Eds.) Pseudomonas aeruginosa as. an
opportunistic pathogen (1993) Plenum Press, NY, 419 p.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon se usan para la prevencion o el
tratamiento de infecciones nosocomiales, especialmente en individuos inmunodeprimidos tales como neumonia
asociada a ventilador en pacientes entubados, bacteremia en pacientes con quemaduras, infeccién crénica en
pacientes con fibrosis quistica y septicemia. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la invencion se
usan para el tratamiento o la prevencion de infeccion por Pseudomonas y/o enfermedades y sintomas mediados por
infeccion por Pseudomonas. En otra realizacién, la infeccién por Pseudomonas esta mediada por Pseudomonas
aeruginosa. En otra realizacion, la infeccion por Pseudomonas esta mediada por Pseudomonas stutzeri.

En una realizacion particular, las composiciones farmacéuticas se administran a los huéspedes con riesgo de
infeccion por Pseudomonas tales como nifios pequefios, personas mayores y huéspedes inmunodeprimidos y
también pacientes hospitalizados, pacientes con fibrosis quistica, personas susceptibles de sufrir quemaduras tales
como bomberos o personal militar.

Tal como se usa en la presente solicitud, el término “huésped” incluye mamiferos. En otra realizacién, el mamifero
es un ser humano.

Las composiciones farmacéuticas preferentemente estan en una forma farmacéutica unitaria de 0,001 a 100 ug/kg
aproximadamente (antigeno/peso corporal) y mas preferentemente de 0,01 a 10 pg/kg y del modo mas preferente de
0,1 a 1 yg/kg de 1 a 3 veces con un intervalo de aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

Las composiciones farmacéuticas preferentemente estan en una forma farmacéutica unitaria de 0,1 uyg a 10 mg
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aproximadamente y mas preferentemente de ug a 1 mg y del modo mas preferentemente de 10 a 100 ug de 1 a 3
veces con un intervalo de aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

Segun otro aspecto, se proporcionan polinucleétidos que codifican polipéptidos caracterizados por la secuencia de
aminoacidos que comprende la SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos de los mismos.

En una realizacion, los polinucleétidos son los ilustrados en la SEC ID N°: 3 que pueden incluir los marcos de lectura
abiertos (ORF), que codifican los polipéptidos de la invencion.

Se apreciara que las secuencias de polinucledtidos ilustradas en las figuras pueden estar alteradas con codones
degenerados y aun asi codificar los polipéptidos de la invencion. En consecuencia, la presente invencion
proporciona también polinucledtidos que se hibridan con las secuencias de polinucleétidos descritas anteriormente
en el presente documento (o secuencias complementarias a las mismas) que tienen una identidad de al menos el 90
% entre secuencias. En otra realizacion, los polinucleétidos se hibridan en condiciones restrictivas, es decir, que
tienen una identidad de al menos el 95 %. En otra realizacion, una identidad superior al 97 %. Se pueden determinar
facilmente condiciones restrictivas adecuadas para la hibridacion por parte de un experto de la técnica (véase por
ejemplo Sambrook y col., (1989) Molecular cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor, N.Y.; Current
Protocols in Molecular Biology, (1999) editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley & Sons, Inc., N.Y.).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona polinucleétidos que se hibridan en condiciones restrictivas a
bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien
(b) el complementario de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;
comprendiendo dicho polipéptido una secuencia seleccionada de SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona polinucleétidos que se hibridan en condiciones restrictivas a
bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien
(b) el complementario de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido al menos 10 restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende
una secuencia seleccionada de SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona polinucleétidos que se hibridan en condiciones restrictivas a
bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien
(b) el complementario de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido al menos 20 restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende
una secuencia seleccionada de SEC ID N°: 4 o fragmentos o analogos del mismo.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona polinucleétidos que se hibridan en condiciones restrictivas a
bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien
(b) el complementario de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido al menos restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de SEC ID N°: 4

En ofra realizacién, los polinucleétidos son los que codifican polipéptidos de la invencion ilustrados en la SEC ID N°:
4,

En otra realizacion, los polinucleétidos son los ilustrados en la SEC ID N° 3 que codifican polipéptidos de la
invencion.

Como apreciara facilmente alguien experto en la materia, los polinucleétidos incluyen tanto ADN como ARN.

La presente invencién también incluye polinucledtidos complementarios a los polinucleétidos descritos en la
presente solicitud.

Segun otro aspecto, se proporciona un procedimiento para la produccién de polipéptidos de la invencién mediante
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técnicas recombinantes expresando un polinucleétido que codifica dicho polipéptido en una célula huésped y
recuperando el producto del polipéptido expresado. Alternativamente, los polipéptidos se pueden producir segun
técnicas de sintesis quimica establecidas, es decir, sintesis en fase solida o en fase de disolucion de oligopéptidos
que estan ligados para producir el polipéptido completo (ligacion en bloque).

Se describen procedimientos generales para la obtencion y evaluacion de polinucledtidos y polipéptidos en las
siguientes referencias: Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989; Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley and Sons, Inc. Nueva
York; PCR Cloning Protocols, de Molecular Cloning to Genetic Engineering, editado por White B.A., Humana Press,
Totowa, Nueva Jersey, 1997, 490 paginas; Protein Purification, Principles and Practices, Scopes R.K., Springer-
Verlag, Nueva York, 32 edicion, 1993, 380 paginas; Current Protocols in Immunology, editado por Coligan J.E. y col.,
John Wiley & Sons Inc., Nueva York.

La presente invencion proporciona células huésped transfectadas con vectores que comprenden los polinucleétidos
de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento para la produccién de un polipéptido que comprende el cultivo
de una célula huésped de la invencién en condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido.

Para la reproducciéon recombinante, se transfectan células huésped con vectores que codifican los polipéptidos de la
invencion, y después se cultivan en un medio nutriente modificado segun sea apropiado para activar promotores,
seleccionar transformantes o amplificar los genes. Los vectores adecuados son los que son viables y replicables en
el huésped seleccionado e incluyen secuencias cromosomicas, no cromosomicas y de ADN sintético, por ejemplo,
plasmidos bacterianos, ADN fagico, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de
plasmidos y ADN fagico. La secuencia polipeptidica se puede incorporar al vector en el sitio apropiado usando
enzimas de restriccion de manera que esté operativamente unida a una regién de control de la expresion que
comprende un promotor, un sitio de unién a ribosomas (regidén consenso o secuencia de Shine-Dalgarno), y
opcionalmente un operador (elemento de control). Se pueden seleccionar componentes individuales de la region de
control de la expresion que sean apropiados para un huésped y un vector dados segun principios de biologia
molecular establecidos (Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989; Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley and Sons, Inc. Nueva
York). Los promotores adecuados incluyen, pero sin limitacién, el promotor de LTR o SV40, los promotores lac, tac o
trp de E. coliy el promotor P, del fago lambda. Los vectores incorporaran preferentemente un origen de replicacion,
asi como marcadores de seleccion, es decir, un gen de resistencia a ampicilina. Los vectores bacterianos
adecuados incluyen pET, pQE70, pQE60, pQE-9, pD10 phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks, pNH8A,
pNH16a, pNH18A, pNH46A, ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 y los vectores eucariotas pBlueBaclll,
pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG, pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL. Las células huésped pueden ser
bacterianas, es decir, E. coli, Bacillus subtilis, Streptomyces; flngicas, es decir, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulins; de levadura, es decir, Saccharomyces o eucariotas, es decir, CHO, COS.

Tras la expresion del polipéptido en cultivo, las células se recogen tipicamente por centrifugacion y después se
rompen por medios fisicos o quimicos (si el polipéptido expresado no es secretado al medio) y el extracto bruto
resultante es retenido para aislar el polipéptido de interés. La purificacién del polipéptido a partir del medio de cultivo
o del lisado se puede lograr mediante técnicas establecidas en funcion de las propiedades del polipéptido, es decir,
usando precipitacion con sulfato de amonio o con etanol, extraccion acida, cromatografia de intercambio aniénico o
catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de hidroxilapatita y
cromatografia de lectina. La purificacion final se puede lograr usando HPLC.

Los polipéptidos se pueden expresar con o sin una secuencia lider o de secrecion. En este ultimo caso la secuencia
lider se puede eliminar usando procesamiento postraduccional (véanse los documentos US 4.431.739; US
4.425.437 y US 4.338.397) o se puede eliminar quimicamente después de purificar el polipéptido expresado.

Segun un aspecto adicional, los polipéptidos de Pseudomonas de la invencidon se pueden usar en un ensayo de
diagndstico para la infeccion por Pseudomonas, en particular la infeccion por Pseudomonas aeruginosa.

Son posibles diversos procedimientos diagnésticos para la infeccion por Pseudomonas en un huésped susceptible a
infeccion por Pseudomonas, por ejemplo, para detectar organismos de Pseudomonas en una muestra bioldgica, se
puede realizar el procedimiento siguiente:

(a) obtener una muestra biolégica de un huésped;

(b) incubar un anticuerpo o uno de sus fragmentos reactivo con un polipéptido de Pseudomonas de la invencion
con la muestra bioldgica para formar una mezcla; y

(c) detectar el anticuerpo o fragmento unido especificamente en la mezcla que indica la presencia
de Pseudomonas.

Alternativamente, un procedimiento de diagnéstico para la infeccion por Pseudomonas en un huésped susceptible a
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la infeccidn por Pseudomonas incluye un procedimiento para la deteccion de anticuerpo especifico para un antigeno
de Pseudomonas en una muestra bioldégica que contiene o que se sospecha que contiene dicho anticuerpo que
puede realizarse del modo siguiente:

(a) obtener una muestra biolégica de un huésped;

(b) incubar uno o mas polipéptidos de Pseudomonas de la invencién o sus fragmentos con la muestra biologica
para formar una mezcla; y

(c) detectar el antigeno o fragmento unido especificamente en la mezcla que indica la presencia de anticuerpo
especifico para Pseudomonas.

Un experto en la técnica reconocera que este ensayo de diagndstico puede adoptar diversas formas, incluidas un
ensayo inmunoldgico tal como un ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA), un radioinmunoensayo o un
ensayo de aglutinacion con latex, esencialmente para determinar si hay presencia en un organismo de anticuerpos
especificos para el polipéptido.

Las secuencias de ADN que codifican polipéptidos de la invencion también se pueden usar para disefiar sondas de
ADN para usar en la deteccion de la presencia de Pseudomonas en una muestra biolégica sospechosa de contener
dicha bacteria. Ese procedimiento de deteccién de la presente invencién comprende:

(a) obtener una muestra biolégica de un huésped;

(b) incubar una o mas sondas de ADN que tienen una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de la
invencion o sus fragmentos con la muestra bioldgica para formar una mezcla; y

(c) detectar la sonda de ADN unida especificamente en la mezcla que indica la presencia de bacterias
Pseudomonas.

Las sondas de ADN descritas en el presente documento también se pueden usar para detectar Pseudomonas
circulantes, es decir, acidos nucleicos de Pseudomonas en una muestra, por ejemplo, usando la reaccion en
cadena de la polimerasa, como procedimiento de diagndstico de infecciones por Pseudomonas. La sonda se puede
sintetizar usando técnicas convencionales y se puede inmovilizar sobre una fase soélida, o se puede marcar con un
marcador detectable. Una sonda de ADN preferente para la presente solicitud es un oligdmero que tiene una
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 6 nucledtidos contiguos de los polipéptidos
de Pseudomonas de la invencién. En otra realizacion, la sonda de ADN preferente sera un oligémero que tiene una
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 15 nucledtidos contiguos de los polipéptidos
de Pseudomonas de la invencién. En otra realizacion, la sonda de ADN preferente sera un oligémero que tiene una
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 30 nucledtidos contiguos de los polipéptidos
de Pseudomonas de la invencién. En otra realizacion, la sonda de ADN preferente sera un oligémero que tiene una
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 50 nucledtidos contiguos de los polipéptidos
de Pseudomonas de la invencion.

Otro procedimiento diagndstico para la deteccion de Pseudomonas en un huésped comprende:

(a) marcar un anticuerpo reactivo con un polipéptido de la invenciéon o un fragmento del mismo con un marcador
detectable;

(b) administrar el anticuerpo marcado o el fragmento marcado al huésped; y

(c) detectar el anticuerpo marcado o el fragmento marcado unido especificamente en el huésped que indica la
presencia de Pseudomonas.

En otro aspecto, pueden usarse polinucleétidos que codifican polipéptidos de la invencion, o fragmentos, analogos o
derivados de los mismos, en un procedimiento de inmunizacion de ADN. Es decir, pueden incorporarse en un vector
que sea replicable y pueda expresarse después de la inyeccion, produciendo de este modo el polipéptido antigénico
in vivo. Por ejemplo, pueden incorporarse polinucledtidos en un vector plasmido con el control del promotor CMV
que es funcional en células eucariotas. Preferentemente el vector se inyecta por via intramuscular.

Otro aspecto de la invencion es el uso de polipéptidos de Pseudomonas de la invencién como inmundégenos para la
produccion de anticuerpos especificos para el diagndstico y, en particular, el tratamiento de infeccion por
Pseudomonas.

Otro aspecto de la invencion es el uso de los anticuerpos dirigidos a los polipéptidos de la invencién para la
inmunizacién pasiva, administrandose un anticuerpo generado por un polipéptido de la invencién a un huésped en
una cantidad suficiente para proporcionar una inmunizacién pasiva. Se podrian usar los anticuerpos descritos en la
presente solicitud. Los anticuerpos adecuados se pueden determinar usando procedimientos de cribado apropiados,
por ejemplo, midiendo la capacidad de un anticuerpo particular para proteger pasivamente contra la infeccion por
Pseudomonas en un modelo de ensayo. Un ejemplo de un modelo animal es el modelo de raton descrito en los
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ejemplos del presente documento. El anticuerpo puede ser un anticuerpo completo o uno de sus fragmentos de
union al antigeno y puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulina. El anticuerpo o el fragmento pueden ser
de origen animal, especificamente de origen mamifero y mas especificamente de origen murino, de rata o humano.
Puede ser un anticuerpo natural o un fragmento del mismo, o si se desea, un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo recombinante. La expresion anticuerpo o fragmento de anticuerpo recombinante significa anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que se produce usando técnicas de biologia molecular. El anticuerpo o los fragmentos de
anticuerpos pueden ser policlonales, o preferentemente monoclonales. Pueden ser especificos para una serie de
epitopos asociados a los polipéptidos de Pseudomonas , pero preferentemente es especifico para uno.

El uso de un polinucledtido de la invencion en inmunizacion genética usara preferentemente un procedimiento o
sistema de administracion adecuado tal como inyeccion directa de ADN de plasmido en los musculos [Wolf y col. H
M G (1992) 1: 363; Turnes y col., Vaccine (1999), 17 : 2089; Le y col., Vaccine (2000) 18 : 1893; Alves y col.,
Vaccine (2001) 19 : 788], inyeccion de ADN de plasmido con o sin coadyuvantes [Ulmer y col., Vaccine (1999) 18:
18; MacLaughlin y col., J. Control Release (1998) 56: 259; Hartikka y col., Gene Ther. (2000) 7: 1171-82; Benvenisty
y Reshef, PNAS USA (1986) 83:9551; Singh y col., PNAS USA (2000) 97: 811], celulas dirigidas mediante la
administracion de ADN acomplejado con vehiculos especificos [Wa y col., J Biol Chem (1989) 264: 16985; Chaplin y
col., Infect. Immun. (1999) 67: 6434], inyeccion de plasmido acomplejado a, o encapsulado en, diversas formas de
liposomas [Ishii y col., AIDS Research and Human Retroviruses (1997) 13: 142; Perrie y col., Vaccine (2001) 19:
3301], administracion de ADN con procedimientos diferentes de bombardeo [Tang y col., Nature (1992) 356: 152;
Eisenbraun y col., DNA Cell Biol (1993) 12: 791; Chen y col., Vaccine (2001) 19: 2908], y la administraciéon de ADN
con vectores vivos [Tubulekas y col., Gene (1997) 190: 191; Pushko y col., Virology (1997) 239: 389; Sprerig y col.
FEMS (2000) 27: 299; Dietrich y col., Vaccine (2001) 19: 2506].

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para el tratamiento profilactico y terapéutico de infeccion
por Pseudomonas en un huésped susceptible a la infeccién por Pseudomonas que comprende administrar al
huésped una cantidad profilactica o terapéutica de una composiciéon farmacéutica de la invencion.

En ofra realizacién, la invencién proporciona el uso de una composicion farmacéutica de la invencion en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento profilactico o terapéutico de una infeccién por Pseudomonas.

En otra realizacion, la invencién proporciona un kit que comprende un polipéptido de la invencioén para la deteccién o
el diagndstico de una infeccion por Pseudomonas.

A menos de que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en el presente
documento tienen los mismos significados que entienden comunmente los expertos en la técnica a la que pertenece
la presente invencion. Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos son sélo ilustrativos y no pretenden ser
limitantes.

EJEMPLO 1
Este ejemplo ilustra la clonacién y caracteristicas moleculares del gen SPA-1 y polipéptidos correspondientes.

La region codificante del gen SPA-1 de P.aeruginosa (SEC ID N°: 1) se amplificé por PCR (Hybaid PCR Express,
ESBE Scientific, Markham, Ontario, Canada) de ADN gendmico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los
oligos siguientes que contenian extensiones de base para la adicion de sitios de restriccion Ndel (CATATG) y Notl
(GCGGCCGCL): PSEU59 (5-GGGAATTCCATATGGCGCAGAAGAATCCGACAGTCG-3) y PSEU60 (5-
ATAAGAATGCGGCCGCTGGCGTCCQCAGGCGGT-3)). Los productos de PCR se purificaron a partir de gel de
agarosa usando un kit de extraccion en gel QIAquick siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, Chatsworth,
CA) y se digirieron con Ndel y Notl (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, Baie d’Urfé, Canada). El vector pET21b(+)
(Novagen, Madison, WI) se digiri6 con Ndel y Notl y se purificé a partir de gel de agarosa usando un kit de
extraccion en gel QlAquick (Qiagen). Los productos de PCR Ndel-Notl se ligaron al vector de expresion Ndel-Notl
pET21b(+). Los productos ligados se transformaron en cepas de E. coli DH5al1(1[(180d/acZAM15A(acZYA-argF)
U169 endA1 recA1 hsdR17 (ri-my+) deoR thi-1 supE44 \.gyrA96 relA1] (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) segun el
procedimiento de Simanis (Hanahan, D. DNA Cloning, 1985, D.M. Glover (ed), paginas 109-135). El plasmido
pET21b(+) recombinante (rpET21b(+)) que contenia el gen SPA-1 se purificé usando un kit de Qiagen y se
secuenci6 un inserto de ADN (kit Tag Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing, ABI, Foster City, CA).
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Tabla 1. Cebadores oligonucleétidos usados para la amplificacion por PCR de genes de P. aeruginosa

Genes Cebadores Sitio de Vector Secuencia Secuencia
I.D. restriccion I.D. N°
SPA-1 PSEU59 Ndel pET21b (+) 50— 7
GGGAATTCCATATGGCGCAGA
AGAATCCGACAGTCG -3
EPA-1 PSEU60 Notl pET21b (+) _ T 5. 8
ATAAGAATGCGGCCGCTGGCG
© TCCGCAGGCGGT -3’
SPA-1 PSEU409 Bgill PCMV-GH 5re 9
GGGCAGATCTTGATGGCGCAG
AAGAATCCG-3"
SPA-1 PSEU410 Xbal pCMV-GH 5o 10
GATCCTCTAGATTGGCGTCCG
CAGGCGGTC-3" -
SPA-2 PSEU47 Ndel pET21b (+) ' 5. 11
GGGAATTCCATATGGGCTTCC
AACTGCGCGG-3"
SPA-2 PSEU48 Hindlll pET21b (+) ’ 5. 12
CGCCAAGCTTCGGGGTGCGGA
ACTCGAT-3'
SPA-2 PSEU411 BamHI pCMV-GH 5 13
CGAGGATCCTATGTGCGGCTT
CCAACTGCG-3'
SPA-2 PSEU412 Hindlll pCMV-GH 5°- 14
CAGAAGCTTCGGGGTGGGGAA
CTCGATCGGC-3"'
SPA-3 PSEU37 Ndel pET21b (+) . 5'- 15
GGGAATTCCATATGAGCAGCA
ACAGCAAGAAGGAACTC-3 '
SPA-3 PSEU38 Hindlll pET21b (+) B 16
CGCCAAGCTTGCGGATGETCT
AGGCGAC-3'
SPA-3 PSEU413. BamHI pCMV-GH 5o 17
CGAGGATCCTATGAGCAAGAA
GGAACTCCC-3'
SPA-3 PSEU414 Hindlll pCMV-GH 57~ 18
CAGAAGCTTCTAGCGGATTGG

TGTAGGCGAC-3'

Se determiné que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-1 contiene 1347 pb y codifica un
polipéptido de 448 restos de aminoacidos con una pl predicha de 8,20 y una masa molecular de 47757,95 Da. El
analisis de la secuencia de aminoacidos predicha (SEC ID N°: 2) usando el programa informatico Spscan (Wisconsin
Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirioé la existencia de un péptido sefal de 32 restos de
aminoacidos (MRNPERSALLKVSGLLGSTVVAMGLGLSSACA) que termina con un sitio de escision localizado entre

un resto de alanina y un resto de glutamina.

Para confirmar la presencia por amplificaciéon por PCR del gen SPA-1 (SEC ID N°:1) se usaron las 5 cepas de P.
aeruginosa distintas siguientes: P. aeruginosa PAO1, NF25, NF45, 1019-5 y B. Los aislados clinicos se
proporcionaron por el Centre de Recherche en Infectiologie (Laval University, Quebec, Canada). La XL1-Blue MRF’
de E. coli se us6 en estos experimentos como control negativo. El gen SPA-1 (SEC ID N°:1) se amplificd por PCR
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(Hybaid PCR Express, ESBE Scientific) a partir de ADN gendmico de las 5 cepas de P. aeruginosa y la cepa de E.
coli de control usando los cebadores de oligonucleétidos PSEU59 y PSEU6G0 (Tabla 1). La PCR se realizé con 10
ciclosde 10 s a 94 °C, 30 s a 45 °C y 2 min a 68 °C seguidos por 20 ciclos de 10 s a 94 °C, 30 s a 45 °C y 2 min con
incrementos de 0,05 s por ciclo a 68 °C y un periodo de alargamiento final de 7 min a 68 °C. Los productos de PCR
se fraccionaron por tamafo en geles de agarosa al 1 % y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio. Los
resultados de estas amplificaciones por PCR se presentan en la tabla 2. El analisis de los productos de amplificacion
reveld que el gen SPA-1 (SEC ID N°: 1) estaba presente en el genoma de todas las 5 cepas de P. aeruginosa
analizadas. No se detectd dicho producto cuando se sometié el ADN de E. coli a amplificaciones por PCR idénticas
con estos cebadores de oligonucleodtidos.

Tabla 2. Identificacion de genes de P. aeruginosa por amplificacion por PCR

Identificacion de la cepa Identificacion por amplificacion por PCR de
SPA-1 SPA-2 SPA-3
PAO1 + + +
NF25 + + +
NF45 + + +
1019-5 + + +
B + + +
E. coli - - -
EJEMPLO 2

Este ejemplo ilustra la clonacién y caracteristicas moleculares de genes SPA-2 y polipéptidos correspondientes.

La region de codificacion del gen SPA-2 de P.aeruginosa (SEC ID N° 3) se amplifico por PCR (Hybaid PCR
Express, ESBE Scientific) de ADN gendmico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los oligos siguientes que
contenian extensiones de base para la adicion de sitios de restriccion Ndel (CATATG) y Hindlll (AAGCTT): PSEU47
y PSEU48, que se presentan en la tabla 1. Los procedimientos usados para clonar genes SPA-2 en un vector de
expresion y la secuenciacion son similares a los procedimientos descritos en el ejemplo 1.

Se determind que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-2 contiene 624 pb y codifica un
polipéptido de 207 restos de aminoacidos con una pl predicha de 5,04 y una masa molecular predicha de 22882,24
Da. El analisis de la secuencia de aminoacidos predicha (SEC ID N°: 4) usando el programa informatico Spscan
(Wisconsin Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirio la existencia de un péptido sefial de 19
restos de aminoacidos (MKRILTSAALIGMTTLLAA) que termina con un sitio de escision localizado entre un resto de
alanina y un resto de cisteina.

Se mostré que el gen SPA-2 estaba presente después de la amplificacion por PCR usando los cebadores de
nucledtidos PSEU47 y PSEU48 en las 5 cepas de P. aeruginosa analizadas (Tabla 2). Los procedimientos usados
para la amplificacion por PCR del gen SPA-2 fueron similares a los procedimientos presentados en el ejemplo 1. No
se detectdé dicho producto cuando se sometié el ADN de E. coli_a amplificacién por PCR idéntica con estos
cebadores de oligonucledtidos.

EJEMPLO 3
Este ejemplo ilustra la clonacién y caracteristicas moleculares de genes SPA-3 y polipéptidos correspondientes.

La region codificante del gen SPA-3 de P.aeruginosa (SEC ID N°: 5) se amplificd por PCR (Hybaid PCR Express,
ESBE Scientific) de ADN gendomico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los oligos siguientes que contenian
extensiones de base para la adicion de sitios de restriccion Ndel (CATATG) y Hindlll (AAGCTT): PSEU37 y
PSEU38, que se presentan en la tabla 1. Los procedimientos usados para clonar genes SPA-3 en un vector de
expresion y la secuenciacion son similares a los procedimientos descritos en el ejemplo 1.

Se determind que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-3 contiene 1143 pb y codifica un
polipéptido de 380 restos de aminoacidos con una pl predicha de 5,15 y una masa molecular predicha de 40394,19
Da. El analisis de la secuencia de aminoacidos predicha (SEC ID N°: 6) usando el programa informatico Spscan
(Wisconsin Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirié la existencia de un péptido sefal de 21
restos de aminoacidos (MVQWKHAALLALALAWGCSS) que termina con un sitio de escision localizado entre un
resto de alanina y un resto de asparagina.

Se mostré que el gen SPA-3 estaba presente después de la amplificacion por PCR usando los cebadores de
nucledtidos PSEU37 y PSEU38 en las 5 cepas de P. aeruginosa analizadas (Tabla 2). Los procedimientos usados
para la amplificacion por PCR del gen SPA-3 fueron similares a los procedimientos presentados en el ejemplo 1. No
se detectd dicho producto cuando se sometié el ADN de E. coli a amplificaciones PCR idénticas con estos
cebadores de oligonucledtidos.

EJEMPLO 4
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Este ejemplo ilustra la clonacion de genes de P. aeruginosa en el plasmido de CMV pCMV-GH.

Las regiones codificantes de ADN de polipéptidos de P. aeruginosa se insertaron en fase posteriormente cadena
abajo a un gen de hormona de crecimiento humano (hGH) que estaba bajo el control transcripcional del promotor de
citomegalovirus (CMV) en el vector plasmido pCMV-GH (Tang y col., Nature, 1992, 356 :152). El promotor de CMV
es no funcional en células de E. coli pero activo después de la administraciéon del plasmido en células eucariotas. El
vector también incorpora el gen de resistencia a ampilicina.

Las regiones codificantes de los genes SPA-1 (SEC ID N°: 1), SPA-2 (SEC ID N°: 3), SPA-3 (SEC ID N°: 5) sin sus
regiones de péptidos lider se amplificaron por PCR (Hybaid PCR Express, ESBE Scientific) a partir de AND
gendmico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando cebadores de nucledtidos que contenian extensiones de base
para la adicion de sitios de restriccion BamHI (GGATCC), Bglll (AGATCT), Xbal (TCTAGA) o Hindlll (AAGCTT) que
se describen en la tabla 1. Los productos de PCR se purificaron a partir de gel de agarosa usando un kit de
extraccion en gel QlIAquick (Qiagen) y se digirieron con enzimas de restriccion (Amersham Pharmacia Biotech, Inc).
El vector pCMV-GH (Laboratory of Dr. Stephen A. Johnston, Department of Biochemistry, The University of Texas,
Dallas, Texas) se digiri6 con BamHI, Bglll, Xbal o Hindlll y se purificd usando el kit de extraccién en gel de agarosa
QlAquick (Qiagen). Los fragmentos de ADN digeridos se ligaron al vector pCMV-GH digerido para crear los
polipéptidos de fusion hGH-SPA-1, hGH-SPA-2 y hGH-SPA-3 bajo el control del promotor de CMV. Los productos
ligados se transformaron en cepas de E. coli DH5al1(1[[180d/acZAM15A(acZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 (r-
m+) deoR thi-1 supE44 \.gyrA96 relA1] (Gibco BRL) segun el procedimiento de Simanis (Hanahan, D. DNA Cloning,
1985, D.M. Glover (ed), paginas 109-135). Los plasmidos pCMV recombinantes se purificaron usando un kit Qiagen
y las secuencias de nucleodtidos de los insertos de ADN se verificaron por secuenciacion de ADN.

EJEMPLO 5

Este ejemplo ilustra el uso de ADN para provocar una respuesta inmunitaria a antigenos de polipéptido de P.
aeruginosa.

Un grupo de 8 ratones BALB/c hembras (Charles River, St-Constant, Quebec, Canada) se inmunizaron mediante
inyeccioén por via intramuscular de 100 pl tres veces en intervalos de dos o tres semanas con 50 yg de pCMV-GH
recombinante que codifica genes SPA-1 (SEC ID N°: 1), SPA-2 (SEC ID N°: 3) y SPA-3 (SEC ID N°: 5) en presencia
de 50 pg de plasmido que expresa el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) pCMV-
GH-GM-CSF (Laboratory of Dr. Stephen A. Johnston, Department of Biochemistry, The University of Texas, Dallas,
Texas). Como control, se inyectaron a un grupo de ratones 50 ug de pCMV-GH en presencia de 50 ug de pCMV-
GH-GM-CSF. Se recogieron muestras de sangre de la cavidad orbitaria antes de cada inmunizacioén y siete dias
después de la tercera inyeccion. Las respuestas de anticuerpo en suero se determinaron mediante ELISA usando
los péptidos recombinantes correspondientes de P. aeruginosa marcada con His-Tag como antigeno de
recubrimiento. La produccion y purificacion de estos polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con
His-tag se presenta en el ejemplo 6.

EJEMPLO 6
Este ejemplo ilustra la produccion y la purificacion de polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa.

Se uso el plasmido pET21b(+) recombinante con genes SPA-1 (SEC ID N°: 1), SPA-2 (SEC ID N°: 3) y SPA-3 (SEC
ID N°: 5) para transformar por electroporacion (aparato Gene Pulser Il, BIO-RAD Labs, Mississauga, Canada) cepas
de E. coli Tuner (DE3) [F" ampT hsdSg (rs " mg *) gal dcm lacY1 (DE3)] (Novagen). En esta cepa de E. coli, el
promotor T7 que controla la expresion del polipéptido recombinante es reconocido especificamente por la ARN-
polimerasa T7 (presente en el profago ADE3) cuyo gen esta bajo el control del promotor lac que es inducible por
isopropil--d-tio-galactopirandsido (IPTG). El transformante Tuner (DE3)/rpET21 se cultivé a 37 °C con agitacion a
250 rpm en medio Luria-Betani (LB) (10 g/l de peptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de NaCl) que contenia
100 pg de ampicilina (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canada) por ml hasta alcanzar un valor de Asg de 0,5.
Para inducir la produccion de polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con His, las células se
incubaron durante 3 horas adicionales en presencia de IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Las células
inducidas a partir de 1 | de cultivo se sedimentaron por centrifugacion y se congelaron a -70 °C.

La purificaciéon de los polipéptidos recombinantes a partir de las fracciones citoplasmaticas solubles o insolubles de
Tuner inducido por IPTG (DE3) /rpET21 se realizd por cromatografia de afinidad en base a las propiedades de la
secuencia His*Tag (6 restos de histidina consecutivos) para su unién a cationes divalentes (Ni2+) inmovilizados sobre
la resina de quelacion de metal His*Bind. Brevemente, para la purificacion de polipéptidos SPA-2 y SPA-3 a partir la
fraccion citoplasmatica soluble, las células sedimentadas obtenidas de un cultivo de 1 | inducido con IPTG se
sometieron a sonicacion y se centrifugaron a 21.000 X g durante 30 min para eliminar residuos. Para la purificacion
de polipéptidos recombinantes SPA-1 a partir de la fraccién citoplasmatica insoluble, las células se sometieron a
sonicacion y se centrifugaron como anteriormente y el sedimento resultante se volvid a suspender en un tampon de
lisis (imidazol 5 mM, NaCl 2 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,9) con Guanidina-HCI 6 M. La suspension se incubd sobre
hielo durante 1 h y se centrifugd a 39.000 x g durante 20 min. Los sobrenadantes que contenian polipéptidos SPA-2
y SPA-3 solubles o polipéptido SPA-1 solubilizado se depositaron en una columna de Ni-NTA agarosa (Qiagen). Los
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polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con His-tag se eluyeron con imidazol 250 mM-NaCl 500
mM-Tris 20 mM, pH 7,9. La eliminacion de la sal y el imidazol de la muestra se realizé mediante dialisis contra PBS a
4 °C. Las cantidades de polipéptidos recombinantes obtenidas a partir de las fracciones soluble e insoluble de E. coli
es estimaron por MicroBCA (Pierce, Rockford, lllinois).

EJEMPLO 7

Este ejemplo ilustra la reactividad de los polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con His con
anticuerpos presentes en suero humano.

Tal como se muestra en la tabla 3, los polipéptidos recombinantes SPA-1, SPA-2 y SPA-3 marcados con His fueron
reconocidos en ensayos de inmunotransferencia por los anticuerpos presentes en los sueros humanos. Esto indica
que los seres humanos que estan normalmente en contacto con P. aeruginosa desarrollan anticuerpos que son
especificos de estos polipéptidos. Estos anticuerpos humanos particulares pueden estar implicados en la proteccién
contra la infeccién por P. aeruginosa.

Tabla 3. Reactividad en inmunoensayos de anticuerpos presentes en sueros humanos con polipéptidos
recombinantes de fusién marcados con His de P.aeruginosa

Polipéptido recombinante Peso molecular aparente Reactividad en inmunoensayos
purificado 1.D.! (kDa)2 con anticuerpos presentes en
sueros humanos®
SPA-1 48 +
SPA-2 25 +
SPA-3 40 +

' Se usaron polipéptidos recombinantes marcados con His producidos y purificados segin se describe en el
ejemplo 6 para realizar las inmunotransferencias. 2 El peso molecular de los polipéptidos recombinantes
marcados con His se estimé después de un SDS-PAGE. 3 Una combinacion de tres sueros humanos, cada uno
diluido 1/500, se preparé para realizar las inmunotransferencias.

EJEMPLO 8

Este ejemplo ilustra la accesibilidad a anticuerpos de los polipéptidos SPA-1, SPA-2 y SPA-3 en la superficie de una
cepa de P. aeruginosa.

Las bacterias se cultivaron durante toda la noche en agar de sangre a 30 °C. Las colonias se resuspendieron en
medio LB para obtener una D.O.s0nm de 0,3. Se afiadieron después diluciones de sueros anti-SPA-1, anti-SPA-2 o
anti-SPA-3 o de control y se dejé que se unieran a las células, que se incubaron durante 2 horas a 4 °C con rotacion.
Las muestras se lavaron 2 veces en tampon de bloqueo (solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia
el 2 % de albumina de suero bovino (BSA)], y después se afadieron 500 pl de Fc de IgG (gamma) antirraton
conjugado con fluoresceina (FITC) de cabra especifico del fragmento, diluido en tampdn de bloqueo. Después de
una incubacion adicional de 2 h a 4 °C con rotacion en la oscuridad, las muestras se lavaron 2 veces en tampoén de
bloqueo y se fijaron con el 0,25 % de formaldehido en tampdn de PBS durante 18 h a 4 °C. Las células se
centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de tampon de PBS. Las células se guardaron en oscuridad a 4 °C hasta
que se analizaron por citometria de flujo (Epics® XL; Beckman Coulter, Inc.). El andlisis de citometria de flujo reveld
que los anticuerpos especificos de SPA-1, SPA-2 y SPA-3 reconocieron eficazmente sus correspondientes epitopos
expuestos superficialmente sobre la cepa de P.aeruginosa (PAO1) homdloga analizada (Tabla 4). Se determiné que
mas del 55 % de las 10.000 células de Pseudomonas analizadas estaban marcadas con los anticuerpos presentes
en los sueros especificos de SPA-1, SPA-2 y SPA-3. Estas observaciones demuestran claramente que los
polipéptidos SPA-1, SPA-2 y SPA-3 son accesibles en la superficie, en la que pueden ser faciimente reconocidos por
anticuerpos. Se demostré que los anticuerpos anti-P. aeruginosa tienen un papel importante en la proteccion contra
la infeccion por P.aeruginosa.

Tabla 4. Evaluacion de la unién de anticuerpos especificos de SPA-1, SPA-2 y SPA-3 en la superficie de células
intactas de la cepa de P. aeruginosa PAO1.

Identificacion de suero indice de fluorescencia® % de células marcadas’
Suero especifico de SPA-1" 10,0 58
Suero especifico de SPA-2 21,3 75
Suero especifico de SPA-3 10,0 55
Suero de control negativo4 1,0 1,0
Suero de control positivo° 37,4 83

' Se inyect6 a los ratones por via subcutanea cuatro veces a intervalos de dos semanas 20 ug de polipéptidos
recombinantes purificados mezclados con 10 pug de coadyuvante QuilA (Cedarlane Laboratories, Hornby,
Canada). Los sueros se diluyeron 1/50.

2 El indice de fluorescencia se calculé como la mediana del valor de la fluorescencia obtenido después de
marcar las células con un suero inmunitario dividido por el valor de la fluorescencia obtenido para un suero de
ratén de control. Un valor de fluorescencia de 1 indica que no existe unién de anticuerpos en la superficie de
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células de Psedomonas intactas.

%% de células marcadas de las 10.000 células analizadas.

* Los sueros recogidos de ratones no inmunizados e inmunizados de forma simulada se agruparon, se diluyeron
1/50 y se usaron como control negativo para este ensayo.

® El suero obtenido de un raton inmunizado con 20 Mg de polipéptido de membrana exterior recombinante
purificado Oprl de la cepa de P. aeruginosa PAO1 se diluyé 1/50 y se us6 como control positivo para el ensayo.

EJEMPLO 9

Este ejemplo ilustra la proteccion de ratones contra la infeccion por P. aeruginosa inducida por inmunizacién con
polipéptido recombinante SPA-2.

Se inmunizaron por via subcutanea 4 ratones BALB/c hembras (Charles River) cuatro veces a intervalos de dos
semanas con 20 pg de polipéptidos recombinantes SPA-2 de P. aeruginosa marcados con His purificados con
afinidad en presencia del 10 % de coadyuvante QuilA (Cedarlane Laboratories Ltd) o, como control, con
coadyuvante de QuilA solo en PBS. Se recogieron muestras de sangre de la cavidad orbitaria los dias 0, 14, 28 y 42
antes de cada inmunizacion y 7 dias (dia 49) después de la cuarta inyeccion. Una semana después, los ratones se
sometieron a provocacién por via intratraqueal con aproximadamente 5x10” de UFC de la cepa de P. aeruginosa
PAO1. Las muestras del inéculo de provocacion de P. aeruginosa se plaquearon en placas de agar de sangre para
determinar la CPU y para verificar la dosis de provocacion. Se realizé un seguimiento de la supervivencia de los
ratones en un periodo de 5 dias y la proteccion se presentd como el porcentaje de ratones supervivientes en
comparacion con la supervivencia en el grupo de ratones inmunizados solo con coadyuvante. Los resultados
presentados en la tabla 5 indican que la inmunizacién con polipéptido recombinante de SPA-2 puede retrasar la
mortalidad y proteger ratones de una infeccién mortal por Pseudomonas.

Tabla 5. Proteccion conferida mediante inmunizacion con polipéptido recombinante SPA-2 contra la provocacion
mortal intratraqueal

Grupos' % de supervivencia Tiempo de supervivencia
medio

SPA-2 75 108 h

QuilA 25 75h

" Se inyectd a los ratones por via subcutidnea cuatro veces a intervalos de dos semanas 20 ug de
polipéptidos recombinantes purificados mezclados con 10 pg de coadyuvante QuilA (Cedarlane
Laboratories, Hornby, Canada) o coadyuvante QuilA solo como control negativo.

Ejemplo 10. Este ejemplo ilustra la identificacion de homdlogos de SPA-1 en el genoma de Pseudomonas
aeruginosa que puedan usarse como inmunégenos para vacunas.

El analisis del genoma permitié la identificacion de 3 genes que codifican proteinas homologas a SPA-1. Las
secuencias de cada gen y de cada proteina se presentan en las figuras 7, 9, 11 y en las figuras 8, 10, 12
respectivamente. Las proteinas SHB-PA104 (SEC ID N°: 8), SHB-PA105 (SEC ID N°: 10) y SHB-PA106 (SEC ID N°:
12) presentan una identidad del 49,4 % (mas de 389 aa; Figura 13), 33,2 % (mas de 361 aa; Figura 14) y 32,2 %
(mas de 289 aa; Figura 15) con la proteina SPA-1 (448 aa) respectivamente. Un documento que presenta las 4
proteinas homologas se publicé en enero de 2002 (Blackburn, N.T. y Clarke, A.J. (2002) Biochemistry, 41: 1001-
1013). El documento describe estas proteinas como una familia de transglicosilasas liticas. Debido a las homologias
con SPA-1, pueden representar vacunas experimentales accesibles de interés. La tabla 6 describe cebadores para
amplificar los tres genes novedosos que pueden sobreexpresarse, purificarse y usarse como para SPA-1.

Tabla 6. Cebadores oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de genes nuevos de P.aeruginosa
Genes Cebadores I.D. | Sitio de Vector Secuencia Secuencia I.D.
restriccion N°

SHB-PA104 PSEU446 Ndel pET19b 50 25

GAGTTCCATATGA
GCTTCCCTTCCTG
CCTCGCCGGCCTG
CAG -3°
SHB-PA104 PSEU622 BamHI pET19b . 5= 26
CGCTGAGGATCCT
CACTTCTGCAATT
GCTTGCGCTCGAG
. CC -3
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(cont.)
SHB-PA105 | PSEU442 Ndel pET19b 5r- 27
GGGAATTCCATAT
GGGGGCGGCCCAG

GCGG CG-3"

SHB-PA105 | PSEU443 BamHI pET19b T s5- . 28
GCGCTGAGGATCC
TCAATGGGCACCT

cece -3°
SHB-PA106 PSEU438 Ndel pET19b 5! 29

GGGAATTCCATAT
GAGCAGCGAACCG
ACGC -3'
SHB-PA106 PSEU638 Hindlll pET19b 5= 30
CGCCAAGCTTCTA
ATCCTGCCTGACG
ACGGE -3

Ejemplo 11. Este ejemplo ilustra el procedimiento usado para la extraccion de lipidos a partir de células bacterianas.

Se extrajeron mezclas de lipidos complejos de E. coli para generar formulaciones de liposomas de origen
bacteriano. Para generar dichas mezclas de lipidos complejos también habrian sido adecuadas otras especies
bacterianas tales como: Neisseria spp, Haemophilus spp, Pseudomonas spp, bacteriodes spp, Legionella spp, Vibrio
spp, Brucella spp, Bordetella spp, Campylobacter spp, Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp y
Yersinia spp. También podrian usarse otras especies. El procedimiento siguiente se usé para generar las mezclas
de lipidos complejos usadas para generar las formulaciones de liposomas presentadas en el ejemplo 12.

Las bacterias se cultivaron durante toda la noche en medio BHI a 37 °C en presencia del 8 % de CO2 (175 rpm). Las
células se recogieron por centrifugacion y el sedimento se suspendié en 6,7 ml de metanol por gramo de células
(peso en humedo). Esta suspension bacteriana se sometié a sonicacion en un bafo de hielo dos veces usando un
desmembrador Sonic 500 (Fisher Scientific) con una sonda de micropunta ajustada a 8. Después, esta suspension
se calent6 a 65 °C durante 30 min. Después del periodo de incubacion, se afiadieron a la suspensién 2 volumenes
de cloroformo y se agité durante 1 h a temperatura ambiente. La suspension se filtré a través de un filtro Whatman
N° 4. El filtrado se transfirié a un tubo de Teflon y después se afiadieron 0,2 volimenes de solucion salina (NaCl al
0,6 % (p/v)). Después de la centrifugacion, la fase superior y el precipitado de la interfase se descartaron. La fase
inferior se extrajo con un volumen de cloroformo:metano:solucién salina (3:48:47) al menos cuatro veces o hasta que
no hubo mas precipitado en la interfase. Después de la extraccion final, la fase organica inferior se secé en un
evaporador rotatorio (Rotavapor, Blchi, Suiza). Los fosfolipidos secos se almacenaron a -80 °C o se resuspendieron
en una solucién de cloroformo:metanol (2:1).

Ejemplo 12. Este ejemplo ilustra la incorporacion de SPA-1 recombinante a formulaciones diferentes de liposomas.

Los liposomas se prepararon usando un procedimiento de dialisis. Los liposomas se prepararon con diferentes
fosfolipicos sintéticos (véase la lista 1 en este ejemplo; pueden usarse otros lipidos y se describen en Remington’s
on Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990, Mack Publishing Co., Pennsylvania, p. 390.) o bacterianos y/o colesterol,
que se combinaron en proporciones diferentes. Algunas formulaciones de liposomas se prepararon también con el
coadyuvante monofosforil lipido A (MPLA, Avanti polar lipids, Alabaster, AL) a una concentracion de 600 pug/ml. La
proteina SPA-1 se precipitd en primer lugar en etanol al 90 % (vol/vol) y se desnaturalizé en 1 ml de tampén PBS
que contenia el 1 % (p/vol) de SDS (Sigma chemical) en tampon PBS y se calenté a 100 °C durante 10 min. La
solucion se diluy6 con 1 ml de tampdn PBS que contenia el 15 % (p/vol) de n-octil>-D-glucopirandsido (OG, Sigma) y
se incubd a temperatura ambiente durante 3 h. Los lipidos se disolvieron en una solucién de cloroformo:metanol
(2:1) en un matraz de fondo redondo y se secaron usando un evaporador rotatorio (Rotavapor, Buchi, Suiza) para
lograr una pelicula plana sobre el recipiente. La solucidon de proteina-detergente anterior se afiadié después a la
pelicula de lipidos y se mezclé cuidadosamente hasta que la pelicula se disolvid. La solucion después del mezclado
era ligeramente opalescente en apariencia. La solucion se sometié después a didlisis extensamente contra el
tampoén PBS (pH 7,4) para eliminar el detergente y para inducir la formacion de liposomas. Después de la didlisis, la
solucion lechosa resultante se extrudié secuencialmente a través de filtros de policarbonato de 1000, 400, 200 y 100
nm usando un dispositivo de extrusion de acero inoxidable (Lipex Biomembranes, Vancouver, Canada). Las
proteinas no encapsuladas se eliminaron por ultracentrifugacion a 250.000 x g durante 1 h a 4 °C. El sedimento se
suspendié con tampén PBS que contenia una concentracion 0,3 M de sacarosa. El tamafio de las vesiculas y la
homogeneidad se evaluaron por dispersién de la luz cuasielastica (modelo N4 Plus, Beckman Coulter). Usando este
aparato, se estimé que el tamafio de los liposomas en las diferentes preparaciones era aproximadamente de 100
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nm. Todas las preparaciones de liposomas se esterilizaron mediante filtraciéon a través de una membrana de 0,22-
pm y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. La cantidad de proteina recombinante incorporada en el liposoma se
estimo mediante MicroBCA (Pierce, Rockford, 111.) después de la extraccion de fosfolipidos de las preparaciones de
liposomas SPA-1con solucion de cloroformo:metanol (2:1) tal como se describe por Wessel y Fligge (Anal.
Biochem. 1984, 138:141-143).

La filtracion en gel se usé como un procedimiento alternativo para inducir la formacion de liposoma SPA-1 a partir de
una solucion de micelas mixta de SPA-1-lipidos OGSDS vy para eliminar detergentes. La solucion de SPA-1-lipidos
OG-SDS se aplico directamente a la parte de superior de una columna de cromatografia de exclusién por
tamafio/desalacion Sephadex G-50 (tamafio de columna: 2 x 20 cm, Pharmacia) o una P-6 (tamafio de columna: 2 x
20 cm, Bio Rad) y se eluyé con tampon PBS a una velocidad de flujo de 2,5 ml/min. Las fracciones que contenian
tanto proteina como lipidos se agruparon, extrudieron, centrifugaron y los tamafos de vesicula se evaluaron tal
como se ha descrito anteriormente. Todas las preparaciones se esterilizaron a través de una membrana de 0,22 um
y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Lista 1. Lista parcial de lipidos sintéticos usados para preparar preparaciones de liposomas SPA-1.

1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfato (DLPA), dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato (DMPA), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato
(DPPA), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfato (DSPA), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfato (DOPA), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfato (POPA), 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-ditridecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), 1,2- dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC), 1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-
dimiristoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dipalmitoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DOPC), 1-miristoil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-miristoil-2-estearoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-
miristoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-palmitoil-2-estearoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DLPE),
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DMPE), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE), 1,2-
dipalmitoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPB), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE), 1,2-dilauroil-sn-
glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (DLPG), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (DMPG), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (DPPG), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (DSPG), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-RAC-(1-glicerol)] (DOPG), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo- =~ RAC-(1-glicerol)]
(POPG), 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-[fosfo-L-serina] (DLPS), 1,2-dimiristoil-sn-glicero- 3-[fosfo-L-serina] (DMPS), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-[fosfo-L-serina] (DPPS), 1,2-diestearoil-sn-glicero- 3-[fosfo-L-serina] (DSPS), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-[fosfo-L-serina] (DOPS), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero- 3-[fosfo-L-serina] (POPS).

Ejemplo 13. Este ejemplo ilustra la inmunizacion de ratones y conejos con formulaciones de liposoma SPA-1.

Grupos de ratones BALB/c hembras (Charles River Laboratories, St-Constant, Quebec, Canada) se inmunizaron por
via intramuscular (IM) cuatro veces a intervalos de dos semanas con 20 pug de SPA-1 recombinante incorporado a
preparaciones de liposomas diferentes o, como control, con formulaciones de liposomas exentas de proteina. Se
recogieron muestras de sangre de la cavidad orbitaria antes de cada inmunizacién y dos semanas después de la
Ultima inyeccioén. Las muestras de suero se almacenaron a -20 °C.

Se inmunizaron conejos hembra blancos de Nueva Zelanda (2,5 kg, Charles River) IM tres o cuatro veces en
intervalos de tres semanas en varios sitios con 100 ug de proteina de SPA-1 recombinante incorporada a diferentes
formulaciones de liposomas. Se recogieron muestras de suero antes de cada inmunizacion y tres semanas después
de la ultima inyeccion. Las muestras de suero se almacenaron a -20 °C.

La solicitud divulga las realizaciones siguientes
1. Un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido seleccionado de:

(a) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos
del mismo;

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 80 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos
del mismo;

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos
del mismo;

(d) un polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2, 4,
6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;
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(e) un polinucledtido que codifica un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de union
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N° 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o
analogos del mismo;

(f) un polinucledtido que codifica un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(g) un polinucledtido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11 o fragmentos
o analogos del mismo;

(h) un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido de (a), (b), (c), (d), (e), (f) o (g).

. Un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido seleccionado de:

(a) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 80 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(d) un polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2; 4;
6;8;10012;

(e) un polinucledtido que codifica un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de union
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(f) un polinucledtido que codifica un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(g9) un polinucledtido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 1; 3; 5; 7; 9 0 11;

(h) un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido de (a), (b), (c), (d), (e), (f) o (g).

. El polinucleétido del punto 1, siendo dicho polinucleétido ADN.

El polinucledtido del punto 2, siendo dicho polinucleétido ADN.

El polinucledtido del punto 1, siendo dicho polinucleétido ARN.

El polinucledtido del punto 2, siendo dicho polinucleétido ARN.

Un polinucleétido aislado que se hibrida en condiciones restrictivas a bien
(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien

(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

El polinucledtido del punto 1 que se hibrida en condiciones restrictivas a bien
(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien

(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

El polinucledtido del punto 2 que se hibrida en condiciones restrictivas a bien
(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien

(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4,6, 8, 10 0 12.

10. El polinucleétido del punto 1 que se hibrida en condiciones restrictivas a bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien

(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido al
menos 10 restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las
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SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;
11. El polinucledétido del punto 2 que se hibrida en condiciones restrictivas a bien
(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien

(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido al
menos 10 restos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las
SECIDN® 2,4,6,8,10012.

12. Un polinucledtido aislado que tiene una secuencia que comprende las SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11 o fragmentos o
analogos del mismo.

13. Un polinucledtido aislado que tiene una secuencia que comprende las SEC ID N°: 1; 3; 5; 7; 9 o 11.

14. Un vector que comprende el polinucleétido del punto 1, estando dicho polinucleétido unido operativamente a una
region de control de la expresion.

15. Un vector que comprende el polinucleétido del punto 2, estando dicho polinucleétido unido operativamente a una
region de control de la expresion.

16. Una célula huésped transfectada con el vector del punto 14.
17. Una célula huésped transfectada con el vector del punto 15.

18. Un procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar una célula huésped segun el punto 16 en
condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido.

19. Un procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar una célula huésped segun el punto 17 en
condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido.

20. Un polipéptido aislado que comprende un polipéptido seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 80 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o
analogos del mismo;

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de union por un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(f) un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID
N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo;

(9) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal esta eliminado;
(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretora esta eliminada.
21. Un polipéptido aislado que comprende un polipéptido seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 80 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de union por un polipéptido que
comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;
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(f) un epitopo que porta una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID
N°: 2; 4; 6; 8; 10 0 12;

(9) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal esta eliminado.
22. El polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretora esta eliminada.

23. Un polipéptido quimérico que comprende dos o mas polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las
SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o analogos del mismo, siempre que los polipéptidos estén unidos de modo
que formen un polipéptido quimérico.

24. Un polipéptido quimérico que comprende dos o mas polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las
SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, siempre que los polipéptidos estén unidos de modo que formen un polipéptido
quimérico.

25. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 20 a 24 y un
vehiculo, diluyente o coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

26. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 20 a 24 y un
liposoma.

27. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profilactico de infeccion bacteriana por Pseudomonas
aeruginosa en un huésped susceptible a la infeccion por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a
dicho huésped una cantidad terapéutica o profilactica de una composicién segun el punto 25.

28. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profilactico de neumonia, bacteremia, infecciéon crénica o
septicemia en un huésped susceptible a la infeccién por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a
dicho huésped una cantidad terapéutica o profilactica de una composicion segun el punto 25.

29. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profilactico de neumonia, bacteremia, infecciéon crénica o
septicemia en un huésped susceptible a la infeccién por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a
dicho huésped una cantidad terapéutica o profilactica de una composicién segun el punto 26.

30. Un procedimiento para diagnosticar infeccion por Pseudomonas en un huésped susceptible a infeccién por
Pseudomonas que comprende

(a) obtener una muestra bioldgica de un huésped;

(b) incubar un anticuerpo o fragmento del mismo reactivo con un polipéptido por Pseudomonas de la invencion
con la muestra bioldgica para formar una mezcla; y

(c) detector el anticuerpo unido o el fragmento unido especificamente en la mezcla que indica la presencia de
Pseudomonas.

31. Un procedimiento para diagnosticar infeccion por Pseudomonas en un huésped susceptible a infeccién por
Pseudomonas que comprende

(a) obtener una muestra biolégica de un huésped;

(b) incubar uno o mas polipéptidos de Pseudomonas de la invencién o fragmentos de los mismos con la muestra
bioldgica para formar una mezcla; y

(c) detectar el anticuerpo unido o el fragmento unido especificamente en la mezcla que indica la presencia de
anticuerpo especifico de Pseudomonas.

32. Un procedimiento para el tratamiento de infeccion por Pseudomonas usando un anticuerpo dirigido a un
polipéptido seguin una cualquiera de los puntos 20 a 24.

33. Uso de la composicion farmacéutica segun el punto 25 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
profilactico o terapéutico de una infecciéon por Pseudomonas.

34. Uso de la composicion farmacéutica segun el punto 26 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento
profilactico o terapéutico de una infeccion por Pseudomonas.

35. Kit que comprende un polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 20 a 24 para la deteccion o diagnéstico de
infeccion por Pseudomonas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ID Biomedical Corporation
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<120> Polipéptidos de Pseudomonas Aeruginosa

<130> K1952 EP/1

<140> PCT/CA02/01740
<141> 13-11-2002
<150> US 60/331.221
<151> 13-11-2001

<160> 36

<170> PatentIn versioén 3.1

<210>1
<211> 1347
<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 1

atgcgtaacc
gtcgccatgg
aaccagcctg
tcggtgcccg
gacgccttec
ttcgecggeg
acccgaccgg
caggcgecgec
gatgcggatg
aacaagaacg

gcccacgccc

ccgaacgatc
ggcttggect
ccgctececct
ctggcgegec
gtcaacaggc
tccagcccga
tatggaagta
tggcgcagca
cggtggtggc
tgatccgctc
agttgctcgc

cgccctgetg
ctccagcgcec
gcagaccaag
gaacgaggcc
gctggecggt
tccegeegtg
cctggaaggc
tgcgcegcatce
gatctggggc
cctggcgacc

cgccctgaag

aaggtgagcg
tgcgcgcaga
gcgcecttct
cégcctgggc
ggaatcgatg
gtcgaagcag
gccctcgatc
ctcggcgaag
atggagagca
ctcgectatg

attctccagc

25

ggctgctggg
agaatccgac
ccggcgecgg
aaagcttcga
cgcagacctt
accgcagcca
cgctgegegt
tcgacgegeg
actacggttc
aaggacgccg

acggcgacgt

cagcaccgtc
agtcgaatac
cccggecgcece
acagtggcgce
cgatcgcgece
gccggaattc
tcgecagggc
ctatgcggtg
gcacatgggc
cccggaattc

tccggectcce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ttcatgatcg
aaécagtatg
gacgccctgg
tggggtttcg
cgcaagcccc
ccctccggac
gccttcctgg
gccctggecg
tggccgetgg
gccgeecgeg
gcgatccgcg

ctgctcgacc

gctcctgggce
ccgtggactt
cctccaccge
aagtccgcct
tgggcgaatg
tctccggcega
tgctgcacaa
tcggectget
aggatgttcc
gacacgatcc
cctgccagca

gcctgcggac

ES 2

cggcgccatg
cgacggcgac
caactacctg
gccggeaggce
gcaagggatg
acaggcctcg
cttcecgegec
cgccgacagc
gctgagccge
gggcgcggtg
ggagttcggc
gccatag

431 318 T3

ggccagaccc
ggcaagcgtg
aaagcctccg
ttcgactatt
ggcgtacaag
ctgctgetge
atcctcaagt
ttcaagggcg
tcgcagegea
gatggcatca
tggccggegg

‘agttcatccc

acatcfgggg
gctggatcgc
ccctggegga
gcgtcaacgg
cggccgggea
acaacaactc
gcggecggat
tcgagctgeca
tcggcgccaa

acggctatcc

gaccacccac
ctcgeececgge
cggacaaccc
actcaccatc
cggccccctg
ccgeggececg
cagcgcctac
agtcggegcec
acggcaactg
tacgcgcaag

gaccccggeg

<210> 2

<211> 448

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 2

Met
1
Gly
GIn
Thr
Gly
65
AsSp

Phe

Ala

Arg

Ser

Lys

Ala

Asp

Asp

AsSn

Thr

Asn
35

Ala

Pro

Phe

Arg

Pro
val
20

Pro
Pro
ASN
Arg
Ala
100

Ser

Glu
val
Thr
Phe
Glu
GIn
85

Phe

GIn

Arg

Ala

val

Ser

Ala

70

Gln

Ala

Pro

ser

Met

Glu

Gly

55

GlIn

Ala

Gly

Glu

Ala

Gly

Tyr

Ala

Pro

Leu

val

Phe
120

Leu

Leu

25

Asn

Gly

Gly

Ala

Gln

105

Thr

Leu
10

Gly
Glin
Pro
Gln
Gly
90

Pro

Arg

26

Lys

Leu

Pro

Ala

Ser

75

Gly

Asp

Pro

val

ser

Ala

Ala

60

Phe

Ile

Pro

val

Ser

ser

Ala

45

Ser

Glu

Asp

Ala

Trp

Gly

Leu

15

Ala

30

Pro

val

GIn

Ala

val

110

Lys

Cys

Leu

Pro

Trp

Gln

95

val

Tyr

Leu
Ala
Gin
Ala
Ar'g
80

Thr

Glu

Leu

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347



Glu

Ala

145

Asp

Ser

Tyr

Leu

Ser

225

Asn

Gly

Ser

Ala

His

Lys

Asp

Asp
385

Gly

130

GlIn

Ala

His

Glu

LYS

210

Trp

GIn

S5er

Gly

ser

Arg

Tyr

ser

370

val

Ala

His

Asp

Met

Gly

ITe

Ala

Tyr

Pro

Trp

Phe

Trp

Gly

Gly

Asn

355

Phe

Pro

Leu

Ala

Ala

Leu

Gly

Ala

ASp
GIn
Leu
Pro
340
Asnh

Lys

Leu

Asp
Arg
val
165
Asn
Arg
GIn
Ala

val

245

ASp

‘Ala

Tyr
Gly
ser
325
ATa
Ser

Gly

Ser

Pro Leu
135

Ile Leu

150

val Ala

Lys Asn

Pro Glu

His Gly

Met Gly

- 230

Asp Phe
Ala Leu
Gly Gln
Ser Leu

295
Met Gly
310
Gly Glu
Phe Leu

ser Ala

Gly Gly
375

368 "
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Arg

Gly

Ile
val
Phe
200
AsSp
Gln
AsSp

Ala

Pro
280

Ala

val
GIn
va1
Tyr
360

Arg

GIn

val

Glu

Trp

Ile

185

Ala

val

Thr
Gly
sSer
265
Trb
Glu
Gln
Ala
Leu

345

Ala

Arg

Arg

val

Arg

His

Pro

Gln

Gly

Leu

Gly

Ser

330

His

Leu

val

Ile

27

Gln

ASp

Met

Ser

Ala

Ala

Phe

235

Gly

Ala

Phe

Thr

val

315

Leu

AsSn

Ala

Gly

Glu
395

Gly
140
Ala
Glu
Leu
Gln
S5er
220
Ile
LyS
Asn
Glu
Ile
300
Asn
Leu
Phe
val
Ala

380

Leu

Gln
Arg
Ser
Ala
Leu
205
Phe
Pro
Arg
Tyr
2
Arg
Gly
Lgu
Arg
Gly

Trp

Gin

Ala

TYr

Asn

Thr

190

Leu

Met

Thr

ASp

Leu

270

Arg

Lys

Gly

Pro

Ala

350

Leu

Pro

Arg

Arg
Ala
Tyr
175
Leu
Ala
Ile
Thr
Ile
255
LyS
Leu
Pro

Pro

Ala
335

Ile

Leu

Leu

Gin

Leu

val

160

Gly

Ala

Ala

Gly

His

240

Trp

Ala

Fro

Leu

Ley

320

Gly

Leu

ala

Glu

Leu
400
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Ala Ala Arg Gly His Asp Pro Gly Ala val Asp Gly 1le Ile Gly Ala
405 410 A 415

Asn Thr Arg

420

Lys Ala Ile Arg Ala Cys GIn Gin Glu Phe Gly Trp Pro
425 , 430

Ala Asp Gly Tyr Pro Thr Pro Ala Leu Leu Asp Arg Leu Arg Thr Pro
435 4 445

<210>3
<211> 624
<212> ADN

<400> 3

atgaaacgta
ggcttccaac
gcgcgcaacg
gtgaaggtca
cgcaccgtca
aactacgaga
aaggtctacg
cgcagcgaga
ccggegeaac
gccctgegeg
ccgatcgagt
<210>4

<211> 207
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

tcctgaccag
tgcgcggect
cétacggccc
ccagcaacgc
gctacaccgg
tcgtcggcgce
tgcacgacga
tgcggcgega
tcgacgaagc
ccgccgacga

tccccacccc

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 4

cgccgegetg
gggcgatgceg
gaccgtgcgc
gccctaccac
ttccgegegce
caacgacctg
aaacaacctg
cctgatccag
ccagcgccag
ggcggagcgc
gtga

atcggtatga
caattcgcge
gaactgaagg
ctggtgctgg
ggcgcggagt
gtcctgatga
atcggttccg
cagttgtcca
gcagaagcca

cagcgcecgeg

ccaccctgcet
tcaaggaaat
aaaccctgga
tccgcgagga
tcgagctgac
gcaaccaggt
accaggaagc
tgcgcctccea
aggccaaggc

ccgccgagec

ggccgectge

cgacgtgtcc
aaacagcggc
caaccagcag
caacacgatc
acaggtgcag
cgcgcagetg
ggcgetgacc
ggaagccgaa

gcagcagtcg

?et Lys Arg Ile %eu Thr Sser Ala Ala Leu Ile Gly Met Thr Thr Leu

10

15

Leu Ala Ala g%s Gly Phe Gln Leu érg Gly Leu Gly Asp Ala GIn Phe
5 30

28

60
120
180
240
300
360
420
480

- 540

600
624



Ala Leu

Lys Glu
35

Ile

Asp val

ES 2431318713

ser
40

Ala Arg Asn

Ala

Gly

Pro Thr

Gly Thr

60

Thr Glu Asn Ser

55

val Arg Glu Lys Glu Leu Lys

50

Leu val

GIn
80

Leu val Leu val Arg Glu Asp Asn GIn

75

His
70

ser Asn Ala

65

Pro Tyr

Glu
95

Arg Thr val Thr Gly ser Ala Arg Gly Ala Glu Phe Leu

Ser Tgr %0

8

Ala Leu val Leu

110

val
105

Thr Asn Thr Asn Tyr Glu Ile Gly Asn Asp

His Glu Asn

125

G1n val val
120

Met Ser Asn val GIn val

115

Lys Tyr AsSp

Gln Glu Ala Ala Gln Glu Met

135

lLeu ser

140

Asn feu Ile ser

130

Gly Asp Arg

Thr
160

GIn G1In Leu GIn Ala Leu

150

Arg Leu Ile Leu Ser Met

145

Arg Asp

Ala
175

Gin Ala Glu Ala

170

Pro Ala GIn Leu GTu Ala GIn Arg Lys Lys

Glu Ala Ala Glu 'G1n

180

Ala GTu Ala Leu Arg Asb Glu Ala Arg

Ile Glu Phe Pro Pro

205

GIn GIn Ser

200

Ala Glu Pro

195

Arg Ala Pro

<210>5
<211> 1143
<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 5

atggtgcaat
agcaacagcé
ttgagcaagc
gaaccggccg
atccagcgcg
ggtgtcggeg
ctcgacgaag

ggaaacacgc
agaaggaact
agtggagccg
tcgatggttc
agaccggcga
ttggctacgg

ccaccggcaa

ggcgctgcetc
cccgeecgec
ctcggtcggt
caccatctac
cgtgctctgg
cctggtgctg
gaagaagtgg

gccctggecc
gaactgaccg
gatggtcagg
gccgcegtecg
aagaaggacc
gtgggtaccc

accaagcgag

29

tggcggtegt
acttcaaaga
gcgacctgta
ccgaagggeg
tggaacgtcc
tgcgcggtga
tcaacagcga

gggttgcagc
ggaagtcgtg
caacctgctc
ggtgatggcg
ggtttccggc
cgtgatcgcc
agtgctgtcg

60
120
180
240
300
360
420



gcgecggeca
ctcgatgcgg
ctgcgcggca
ggcaaggtag
attccccagg
tccggegaca
agcggcegec
ggcaatatcé
tcttcgctgt
tccagcaacg
ggtcgettcg
gtcgggaget
tag

ccaatggcga
ccagcggcga
ccggegegec
tggcggtcoa
ggcgttccga
ccctctracgt
tgctctggcea
acgtcagcca
ggaacaacga
tggtggtcgg
tcggtcgega
ggatgtacgt

ES 2431318713

cgtggtggtg
ccagcgctgg
gctgattgcc
cgtacagcgc
actggatcgc
ggtcagctac
gcgcgaageg
ggccagcggt
cgecectggeg
cgacctggaa
gcgggtcgac
gttcggcaac

gtgcagaccc
atctacgaaa
ggcaacatgg
ggcctgccgé
gtggtggaca
cagggcegtg
tcgagctacg
tcggtggaag
cgtcgecaac
ggctacgtgc
agcgatggceg
ggtggcaagc

aggacgacaa
gcaccgtgcc
ccectggetgg
tctgggagca
tcgacggegg
ccgeggeget
tcggegtege
gcectggactc
tgtcggctcce
acctgctgag
tgcgggttcg
tcgtcgecta

gctgatcggc
ggtgctgacc
cctggccagce
gcgggtagcg
cctcctgetg
ggacgtgaac
cgaaggcttc
gcgcggcegcet
ggcggtgttc
ccaggtggac
tccgetggtyg

caccatccgce

<210> 6

<211> 380

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 6

Met
1
val
Thr
val
ASp
65

Ile

Pro

val
Gly
Asp
Gly
50

Gly

GIn

val

Gin
cys
Phe
35

Asp
Ser
Arg

Ser

Trp

ser

20

Lys

Gly

Thr

Glu

Gly
100

Lys
5

ser
Glu
GIn
Ile
Thr

85

Gly

His

AsSn

Glu

Gly

Ala

Ser

val

Asp

55

Tyr
70

Gly

val

Ala

Asp

Gly

Ala

Lys

val

40

Leu

Ala

val

val

Leu

Lys

Leu

Tyr

ser

Leu

Leu

10

Glu

Ser

Asn

Ala

Ala

Leu

Lys

Leu

Glu

.75

Trp
90

Tyr

30

Lys

Gly

Leu
Pro
Gln
Leu
60

Gly

Lys

Leu

Ala

Pro

Trp

45

Glu

Arg

Asp

val

Leu

Ala

30

Ser

Pro

val

Leu

Leu
110

Ala

15

Glu

Arg

Ala

Met

Glu

95

val

val
Leu
Ser
val
Ala
80

Arg

Gly

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1143



Thr
Lys
Asn
;45
Leu
Pro
Met
GIn
Arg
ser
Leu
Tyr
Ser
AsSn
305
ser
ser

Gly

Gly

Leu

Asp

val

Ala

Arg

210

Ser

Gly

Asp

val

Ser

Glin

val

Asn
370

Arg Gly Asp

115

Thr

Asp

Ala

Leu

Leu

195

Gly

Glu

ASp

val

Gly

Ser

Asp

Asn

val

Arg

Gly

Lys
val
Ala
Thr
180
Ala
Leu
Leu
Thr
Asn
260
val
val

Ala

val

Arg
val
ser
165
Leu
Gly
Pro
Asp
Ley
245
Ser
Ala
Glu
Leu
val
325
Gly

Arg

Lys

val
val
val
150
Gly
Arg
Leu
Ile
Arg
230
Tyr
Gly
Glu
Gly
Ala
310
val
Arg

Pro

Leu

Ile

Asn

135

val

ASp

Gly

Ala

Trp

val

val

Arg

Gly

Leu

295

Arg

Gly

rhe

Leu

val
375

ES 2431318713

Ala
120
‘Ser
Gln
GIn
Thr
ser
200
Glu
val
val
Leu
Phe
280
AsSp
‘Arg
Asp
val
val

360

Ala

Leu
Glu
Thr
Arg
Gly
Gly
Gln
Asp
ser
Leu
265
Gly
sSer

Gln

Leu

Tyr

ASp

val

Gln

LYS

Arg

Ile

Tyr

250

Trp

Asn

Arg

Leu

Glu

330

Arg

Gly

Thr

31

Glu
Leu
AsSp
Ite
Pro
val
val
Asp
Gln
G1n
Ile
Gly
Ser
315
Gly
6lu
ser

Ile

Ala
ser
140
AsSp
Tyr
Leu
val
Ala
220
Gly
Gly
Arg
Tyr
Ala
300
Ala
Tyr
Arg

Trp

Arg

380

Thr

125

Ala

Lys

Glu

Ile

Ala

205

Ile

Gly

Arg

Glu

val

285

ser

Pro

val

val

Met
365

Gly
Pro
Leu
Ser
Ala
190
val
Pro
Leu
Ala
Ala
2?0
Ser
Ser
Ala
His
Asp

350

Tyr

Lys

Ala

Ile

Thr
175
Gly
Asp

Gln

Leu

Ala

255

sSer

Gln

teu

val

Leu

335

ser

val

Lys

Thr

Asn

val

Gly

Leu

240

Ala

Ser

Ala

Trp

phe

320

Leu

Asp

Phe



10

15

20

25

30

35

ES 2431318713

<210>7
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 7

gggaattcca tatggcgcag aagaatccga cagtcg 36

<210> 8
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 8

ataagaatgc ggccgcetgge gtccgcagge ggt 33

<210>9
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 9

gggcagatct tgatggcgca gaagaatceg 30

<210> 10
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

32
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<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 10

gatcctctag attggcegtce gcaggeggte 30

<210> 11
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 11

gggaattcca tatgggcttc caactgcgeg g 31

<210> 12
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 12

cgccaagctt cggggtgggg aactcgat 28

<210> 13
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 13

33
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cgaggatcct atgtgcggct tccaactgeg 30

<210> 14
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 14

cagaagcttc ggggtgggga actcgatcgg ¢ 31

<210> 15
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 15

gggaattcca tatgagcagc aacagcaaga aggaactc 38

<210> 16
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 16

cgccaagctt gcggatggtg taggcgac 28

<210> 17
<211> 30

34



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 17

ES 2431318713

cgaggatcct atgagcaaga aggaactccc 30

<210> 18
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 18

cagaagcttc tagcggattg gtgtaggcga c 31

<210> 19
<211> 1197
<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 19

atgcgcagcec
gacgcctcga
atttccgccg
gacctgctcg
gtggacgagc
gaccaggtgg
gaaagcgact
tcctgctacg

ttgcaggccg

ttcttctctc
gcttcccttce
acagttatga
acgcgcagcc
agcgggtcag
ccgcgegceta
acgggcggat
ggcgcecgeca

gcgacatccg

ctcgectggece
ctgectegec
gcgcttcacc
ggagttcacc
cgatggcaag
cggcgtggac
cttcggcaag
gtcgttcttc

cgacgccggce

ctgctacccg
ggcctgcaga
agcggectge
accccgetgt
gcgatgctcg
aagtacacgg
cgtccgctge
cagggcgagt
atcaccggct

35

ccctggecct
agaaggccca
aggccgacct
gggactacct
cccagcacga
tggtggcggt
tgacctcgct

tcctegecac

cctgggecgg

ggcgcaaccc
ggcgcagggc
cagcgtgctc
ggcecggectg
caagctgctc
gtggggcgtg
gtcgaccctg
cctgaagctg
ggccttcgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540



catacccagt
cgccgegacc
aaggctggct
cccgccagec
gtgaggngg
ccggeeggag
tacaacgccg
ggcagcggec
aagcaattgc
atcggcacca

gccgacggtc

<210> 20

<211> 398

<212> PRT

tcatgccatc
tggtaggcag
99c9caC99§
tggccgggeg
tcgacggcca
cccagggecc
cggaaagcta
tggtggcgtc
agaaggcgtt
gcacgcgcaa

gcgecgggeg

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 20

Met
1
Leu
Glin
Phe
Ala
65

val

ASp

Arg

Ala

Lys

Thr

50

Gln

Asp

Lys

Ser

Gln

Pro

Glu

Leu

Leu

Pro

20

Ala

Gly

Glu

Gln

Leu
100

Leu

Asp

GIn

Leu

Phe

Arg

85

Asp

Leu

Ala

Ala

Gln

Thr

70

val

Gln

Ser

Ser

GlIn

Ala

55.

Thr

Ser

val

ES 2431318713

gacctacgcg
cgtgccggat
acagccgtgg
cggcaagcgc
gccgetgecg
ggccttectg
cgcgctggcec
ctggccgacc
gctggegege
ggcgatccag

caagatcctc

Ser
ser
Gly
40

Asp
Pro

Asp

Ala

cggatcgccg
gccctecggtt
ggctatgaag
cagccgectgt
ggcggcgacg
gtctatcgca
atcgcectge
gacgacccgg
ggctacgaca
gccgagcaga

gaggcgctga

teu

Phe

25

Ile

Leu

Leu

Gly

Ala .
105

Ala

10

Pro

ser

Ser

Trp

36

Leu

ser

Ala

val

Asp

75

Ala

Tyr

Leu

Cys

Asp

Leu

60

TYyr

Met

Gly

tggacttcga
ccaccgccaa
tgaaggtgcc
cggcctgggt
agaaggccgc
actacgatgc
tttccgaccg
gcatcagccg
tcggcgaggce
agcgectegg

agggcgecca

Pro

Leu

Ser

45

Asp

Leu,

Leu

val

Ala
Ala
30

Tyr
Leu
Ala

Aia

110

Leu
15

Gly
Glu
Leu

Gly

GlIn
95

Lys

cggcgacggt
ctacctgaag
ggccgacttc
cgcecegtggg
gatcctcctg
gatftattcc :
cctgcgcggc.
gctcgagegce
cgacgggctg
cctgaccccg

gccctga

Ala

Leu

Arg

Asp

Leu

80

His

Tyr

600
660-
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1197



Thr

Gly

Gly

Ala

Pro

Pro

val

Asp

Phe

Glu

305

cly

Arg

ASp

Ile

Ala
385

val
LyS
130
Arg
GIn
Ala
val
Asp
210

Thr

Ala
A1a
Glu
Leu
290
Ser
ser
Leu
Ite

Gln

Gly

val
115
Arg
GlIn

Ala

Phe

Gly

Ser
Arg
Lys
val
Tyr
Gly
Glu
Gly
Ala

Arg

Ala

Pro

ser

Gly

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ala

Leu

Arg

Glu

Glu

Lys

val

Leu

Phe

ASp

His

Asp

Gly

Pro

Ala
245
val
Ala
Arg
Leu
val
325
Lys
Ala

GlIn

Ile

Trp

Leu

Phe

150

Ile

Thr

Gly

ser

Gly

Arg
Ile
Asn
Ala
310
é]n
AsSp
Lys

Leu
390

Gly

Thr

135

Gln

Arg

GIn

Asp

Thr

215

Gly

ES 2431318713

val
120

Glu Ser

Ser Leu Ser

Gly Glu Phe

ASp

Ala Gly

Phe Met Pro
‘185

Gly Arg Arg
200

Ala Asn Tyr

Tyr Glu val

Arg Gly Lys

Arg val

Leu Leu

280

Tyr Asp

ITe Ala

ser Trp

Leu

GlIn

Gly Leu

360

Leu

Ala

Arg

ASp

Thr

Leu

155

Ile

Ser

Asp

Leu

LyS
235

250

Asp Gly

Pro Ala

Ala Itle

Leu Leu

Pro Thr

GlIn

GIn

Gly

Tyr

Ser

Tyr
Leu
140
Ala
Thr
Thr
Leu
Lys
220

val

Pro

Pro

Ala

ser

Thr

Gly

Tyr

val

205

Lys

Pro

Leu

Leu

Gln

Arg

cys

Leu

ser

Ala

190

Gly

Ala

Ala

ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

Trp

Arg

ser

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu

160

Ala

Ile

val

Trp

Phe
240

Ala Trp

255

270

285

300

315

330

Lys Ala

Ile Gly

Gly Leu

Leu Lys

37

Asp

Leu

Thr

Thr

Asp

Asp’

Leu

Ser

Pro

Tyr

Arg

Pro

Ala

Thr

365

380

Ala

Ala

Gln

Gly

Asn

Leu

Gly

Arg

AsD

Gly Gly

Fro Ala

ATa Ala

Arg Gly

Ile Ser

335

.Pro

Gly Tyr

Lys Ala

Gly Arg



ES 2431318713

<210> 21
<211>1023
<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 21

gtgaagaacg caatgcaagt actgcgtaca tgggcggcca ggggcgtcca atgggtcggce 60
gtagccggcg tcattggcct gtccggggeg gcccaggcgg gggactacga cggctcgecg 120
caagtggccg agttcgtcag cgaaatgacc cgcgactacg gcttcgccgg agagcagetg 180
atggggctgt tccgcgacgt gaaccgcaag cagtcgatcc tcgatgcgat ctcgcgcccg 240
gccgagcggg tcaagcagtg gaaggaatac cggccgatct tcatcagcga cgecgcgcatc 300
agtcgtggcg tcgacttctg gaacaagcat gccgaagacc tggcgcgggc ggagaaggaa 360
tacggcgtgc cggccgagat catcgtctcg atcatcggcg tggaaacctt cttcggccge 420
aacaccggca gttaccgggt gatggacgcg ctgtccaccc tcggcttcga ctacccgecg 480
cgggccgact tcttccgcaa ggagttgcge gagttcctcc tgctcgcccg cgaacagcag 540

gtcgacccge tcagcctgac cggctcctac gccggcgcca tgggecctgcc acaattcatg 600
ccgagcagct tccgcgccta cgcggtggac ttcgacggeg atggccécat caatatctgg 660
agcgacccga ccgatgccat cggtagcgtc gccagctact tcaagcagca cggctgggtc 720
accggcgage cggtggtctc ggtggccgag atcaacgacg agagcgccga gagcgeggtg 780
accaggggcg tcgacccgac catgagcctg ggegagetge gtgeccgegg ctggegeacce 840
cacgatgcgc tgcgcgacga ccagaaggtc acggcgatgc gtttcgtcgg cgacaagggce 900
atcgagtatt gggtcggttt gccgaacttc tacgtgatca cccgctataa tcgcagcgcec 960
atgtatgcca tggcggttta tcagctggcg ggcgagattg cccgcgcgcg aggtgeccat 1020
tga 1023

<210> 22
<211> 340
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 22

38



Met Lys

Gln Trp

Ala Gly

Met Thr

50

Arg Asp
65

Ala Glu
.Asp Ala

Asp Leu

val ser
130

Tyr Arg

145

Arg Ala

Arg Glu

Ala Met

val Asp

Asn

val

Asp

35

Arg

val

Arg

Arg

Ala

115

Ile

210

Asp Ala

225

Thr Gly

Ala Met

Gly val

20

Tyr Asp

Asp Tyr

Asn Arg

val Lys

Ile Ser

100

Arg Ala

Ile Gly

val Met
Asp Phe

Gln G1n

180

Gly Leu

Phe Asp

Ile Gly

Glu Pro

Asp

Phe

165

val

Pro

Gly

Ser

val
245

Gln val

Ala Gly

Gly Ser

Gly Phe

55

Lys GlIn
-G1n Trp
Arg Gly
Glu Lys

val Glu

135

Ala Leu

150

Arg‘Lys
Asp Pro
Gln Phe
Asp Gly

val Ala

230

val ser

ES 2431318713

Leu

val

Pro

40

Ala

Ser

Lys

val

Glu

120

Thr

Arg Thr Trp Ala

Ile Gly Leu Ser

25

GIn val Ala Glu

Gly Glu G1In Leu

Ile

Glu Tyr Arg Pro

Tyr

Phe

Ser Thr

Glu Leu

Leu Ser

185

Met Pro

200

val

His Ile

ser Tyr

Ala

10

Ala

Gly

Phe

Arg

Ala

Gly

15

30

45

60

Leu Asp Ala

75

Phe Trp Asn

Gly val Pro

Phe Gly Arg
1

Leu Gly
. 155

Arg Glu
170

Leu Thr
Ser Ser
Asn Ile
‘Phe Lys

235

Glu Ile
250

39

Met

Ile

Ile

LyS

Ala

val

Gly

Ser

Phe

His

Ala

Ser

Leu

Arg

Ile

val

GlIn

Glu

Phe

Pro

80

95

110

125

Phe

Phe

Gly

Phe

220

GIn

Asn

AsSn

Asp

Leu

Ser

His

Asp

Glu

Thr

Tyr

Leu

TYyr

190

Ala

Asp

Gly

Glu

Ala
Ile

Gly

Pro

Leu

175

Ala

Tyr

Pro

Trp

Ser
255

Ser

Glu

Ile

ser

Pro
160
Gly
Ala
Thr
val

240

Ala



ES 2431318713

Asp Pro Thr Met Ser Leu Gly Glu

40

Glu Ser Ala val Thr Arg Gly val
260 - 265 270
Lteu Arg Ala Arg Gly Trp Arg Thr His Asp Ala Leu Arg Asp Asp GIn
275 280 285
Lys val Thr Ala met Arg Phe val Gly Asp Lys Gly Ile Glu Tyr Trp
290 295 300
va1,G1y Leu Pro Asn Phe Tyr val Ile Thr Arg Tyr Asn Arg Ser Ala
305 310 315 320
Met Tyr Ala Met Ala val Tyr GIn Leu Ala Gly Glu Ile Ala Arg Ala
325 330 335
Arg Gly Ala His
340
<210> 23
<211> 1104
<212> ADN
<213> Pseudomonas aeruginosa
<400> 23
atgcgccgta ccgceecctcge cctgeccctg ttccttctgg tctcagcatg cagcagcgaa 60
ccgacgccac caccgaaacc cgccgtcaaa ccccaggecc gcaccgtcat ttcaccecgce 120
cccgtacgec agtcggtgca accgatactg ccgctgegcg gecgattacgc gaacaatccg 180
gcggcacagc acttcatcga caggatggtc agccagcacg gcttcaaccg ccagcaactg 240
cacgatctgt tcgcccagac ccagcgcctg gactgggtga tccgcctgat ggaccggcaa 300
gccccgacct ataccccacc cagcggaccg aacggegect ggetgcgcta ccggaagaag 360
ttcgtcacgc caggcaacgt acagaacggc gtgctgttct gggaccaata cgaaaccgac 420
ctgcaacggg catcgcgcgt ctacggcgtg ccgccggaga tcatcgtcgg catcatcggc 480
gtggaaaccc gctgggggcg tgtgatgggc aagacgcgga tcatcgatgc gctgtccacc 540
ctgtccttct cctaccctcg ccgcgcggaa ttcttcagcg gcgaactgga gcaattcctc 600
ctccaggcgc gcaaggaagg caccgacccg ctggecctgc gcggttccta tgeceggegec 660
atgggctacg gccagttcat gccgtcttca ttcaccaagt acgcggtgga cttcgatggce 720



gatgggcata
aagcagcacg
tcgctggaag
cgcccgcégg
aggaactacc
agcacccact

cgctccgteg

<210> 24
<211> 367
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 24

Met Arg
1
Ser

Cys

Ala Arg

Arg

Ser

Thr

tcgacctgtg
gctgggtcag
atggcttcaa
gtccgctcgg
agtactggta
acgcgatggc
tcaggcagga

Thr Ala

Glu
20

Pro

val Ile

35

Leu
50

Ile

Phe Ile

65

His Asp

Met Asp Arg GIn Ala Pro Thr Tyr Thr Pro Pro Ser Gly Pro Asn Gly
100 110 :
Ala Trp Leu Arg Tyr Arg Lys Lys Phe val Thr Pro Gly Asn val GIn
115 120 125

"Asn Gly val Leu Phe Trp ﬁgg GIn Tyr Glu Thr Asp Leu GlIn Arg Ala

130

Pro
Asp

Leu

Leu Arg

Met

Arg

Ala
85

Phe

Leu

Thr

ser

Gly

val

70

GIn

ES 2431318713

gaatccgcgt
cggcgatcgc
gacgctgtac
cggccaccgg
cggcctgecg
cgtctgggaa
ttag

Ala Leu

Pro Pro

Pro Arg

40

Asp

TYyr
55

Gln

Ser

Thr Gln

gacgccatcg
gtggcggttc
ccgctggacg
caagccagcc

aacttctacg

ctgggcaagg

Leu Phe

10

Pro

Pro
25

Lys Pro

Pro val Arg

Ala Asn Asn

Phe
75

His Gly

Leu

Arg
90

Asp

105

41

gcagcgtcgce
ccgccagtgg
tgctegettc
tgctgcgect
tgatcacccg

aagtcgaccg

Leu Leu

Ala Ala

Gin ser

45

Pro Ala

60

Asn Arg

Trp val

140

Ala

G1n

Ile

‘caactatttc

ccgggctccc
cgccggatta
ggacatgggc
ctataaccac

ggtgégtcac

ser

Ala
15 '

Pro GIn

Gln Pro

GIln His

GIn Leu

80

Arg Leu

95

780
840
900
960

1020

1080

1104



Ser

145

val

Ala

ser

ASp

Gln

Asp

Ala

val

Leu

Prao

305

Arg

Arg

Lys

Arg
Glu
Leu
Gly

Pro
210

pPhe-

Gly

Asn

Pro

TYr

290

Leu

AsSh

Tyr

Glu

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

val

Thr

Ser

Glu

195

Leu

Met

His

Tyr

Ala

275

Pro

Gly

Tyr

AsSn

val
355

TYyr
Arg
Thr
180
Leu
Ala
Pro
I1é
Phe
260
ser
Leu
Gly
GIn
His
340

Asp

<213> secuencia artificial

<220>

Glu

Leu

Ser

245

Lys

Gly

Asp

His

val

150

Gly

ser

Gln

Arg

Ser

230

Leu

Gin

Arg

val

Arg

. 310

Tyr

Ser

Arg

<223> secuencia de cebador

Trp

Thr

val

ES 2431318713

Pro Pro Glu

Arg

Phe

Phe

Gly

Phe

Trp

His

Ala

Leu

295

Gln

Tyr

His

Arg

val

Ser

Leu

200

Ser

Thr

Asn

Gly

Pro

280

Ala

Ala

Gly

Tyr

His
360

Met
Tyr
185

Leu

TYyr

Ser
ser
Leu
Ala

345

Arg

Ile

Gly

170

Pro

GIn

Ala

Tyr

Arg

val

Leu

Ala

Leu

Pro

330

Met

ser

42

Ile
155

Lys

Arg

‘Ala

Gly

Ala

235

Asp

ser

Glu

Gly

Leu

315

AsSn

Ala

val

val
Thr
Arg
Arg
2
vai
Ala
Gly

ASp

Leu
300

Arg

Phe

val

val

Gly

Arg

Ala

Lys

205

Met

Asp

Ile

Asp

Gly

Arg

Leu

Tyr

Trp

Arg

Ile
Ile
Glu
190
Glu
Gly
Phe
Gly
Arg
270
Phe
Pro
Asp

val

Glu
350

Gln

Ile

ile

175

Phe

Gly

Tyr

Asp

ser

255

val

Lys

Gln

Met

Ile

335

Leu

Asp

Asp
Phg
Thr
Gly
Gly
val

Ala
Thr
Gly
Gly
Thr

Gly



10

15

20

25

30

35

ES 2431318713

<400> 25

gagttccata tgagcttccce ttcctgecte gecggectge ag 42

<210> 26
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 26

cgctgaggat cctcacttct gcaattgctt gcgctcgage c 41

<210> 27
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 27

gggaattcca tatgggggceg geeccaggegg cg 32

<210> 28
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de cebador
<400> 28

gcgctgagga tectcaatgg geacctegeg 30

<210> 29
<211> 30

43



10

15

20

25

ES 2431318713

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 29

gggaattcca tatgagcagc gaaccgacgc 30

<210> 30
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 30 .

cgccaagctt ctaatcctge ctgacgacgg 30

<210> 31

<211> 419

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 31
Ala Cys Ala G1n Lys Asn Pro Thr val Glu Tyr Asn GIn Pro Ala Ala
1 -5 10 15

pro Leu GIn Thr Lys Ala Pro Phe Ser Gly Ala Gly Pro Ala Ala Ser
20 25 30
val Pro Ala Gly Ala Pro Asn Glu Ala GlIn Pro Gly Gln Ser phe Glu
35 40 45

GIn Trp Arg Asp Ala Phe Arg GIn GIn Ala Leu Ala Gly Gly Ile Asp
50 55 60

44



Ala
65
val
Lys
Ala
Tyr
Asn
145
-Thr
Leu
‘Met
Thr
Asp

Leu

Arg

Gly

Pro
305

Ala

GIn

val

Tyr

Arg

Ala

130

Tyr

Leu

Ala

Ile

Thr

210

Ile

Lys

Leu

Pro

Pro

290

Ala

Ile

Thr

Glu

Leu

Leu

115

val

Gly

Ala

Ala

Gly

His

Trp

Ala

Pro

Leu

275

Leuy

Gly

Leu

Phe

Ala

Glu

100

Ala

Asp

ser

Tyr

Leu

180

ser

AsSn

Gly

Ser

Ala

260

Gly

Pro

His

Lys

Asp
Asp
85

Gly

Gln

Ala

Glu

165

Lys

Trp

GIn

Ser

Gly

Gly

Glu

ser

Arg

Tyr

Arg

70

Arg

Ala

His

Asp

Met

150

Gly

Ile

Ala

Tyr

Pro

230

Trp

Phe

Trp

Gly

ES 2431318713

Ala
ser
Leu
Ala
Ala
135
Gly
Arg
Leu
Gly
Ala
215
Gly
Ile
AsSp
GIn
Leu
295

Pro

Asn

Phe

GlIn

ASp

Ar

12

val

Asn

Arg

Gln

Ala

200

val

Asp

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ala

Ser

Ala

Pro

Pro

105

Ile

val

Lys

Pro

His

185

Met

Asp

Ala

Gly

5er

265

Met

Gly

Phe

Ser

45

Gly
Glu
90

Leu
Leu
Ala
ASnN
Glu
170
Gly
Gly
Phe

Leu

Leu
Gly
Glu
Leu

Ala
330

val

75

Phe

Arg

Gly

Ile

val

155

Phe

ASp

Gin

Asp

Ala

Pro

Ala

val

Gln

val

315

Tyr

;1 n
Thr
val
Glu
Trp
Ile
Ala
val

Thr

Trp
Glu
Gln
Ala
300

Leu

Ala

Pro

Arg

Arg

val

125

Gly

Arg

His

Pro

Gln

205

AsSp

Thr

Gly

Leu

His

Leu

Asp
Pro
GlIn
110
ASp
Met
ser
Ala
Ala
190

Phe

Gly

A]a'

Phe

Thr

270

val

Leu

AsSn

Ala

Pro
val
a5

Gly
Ala
Glu
Leu
Gln
175
ser
Ile
Lys
Asn
Glu
255
Ile
ASn
Leu
Phe

val
335

Ala
30

Trp
GIn
Arg
Ser
Ala
160
Leu
Phe
Pro
Arg
Tyr
240
val
Arg
Gly
Leu
Ar

32

Gly



Leu Leu
Pro Leu

Arg Gln
370

Ile Gly
385

Gly Trp

Arg Thr

<210> 32
<211> 398
<212> PRT

Ala

Glu

355

Leu

Ala

Pro

Pro

Asp ser
340

Asp val
Ala Ala

Asn Thr

Ala Asp
405

Phe

Pro

Arg

390

Gly

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 32

Met Arg
1

Leu Ala

Gln Lys

Phe Thr
50

Ala GIn
65
‘val Asp

Asp Lys

Thr val

Ser

Lys

Ser

Pro

Glu

Leu

val
115

Leu Leu

Pro Asp
20

Ala GIn

Gly Leu

Glu Phe

GIn Arg
85

Leu As
100 P

Ala val

Leu

Ala

Ala

GIn

Thr

70

val

GIn

Trp

LysS

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ser
ser
Gln
Ala
55

Thr
ser
val

G]y

ES 2431318713

Gly
Ser
360
His

Ala

Pro

Ser
Ser
Gly
40

AsSp
Pro
ASp

Ala

val
120

Gly
Arg
Asp
Ile

Thr

Leu
Phe
25

Ile
Leu
Leu
Gly
Ala
105

Glu

Gly

Ser

Pro
Arg

Pro
410

Ala
10

Pro
ser

Ser

Trp

Arg

Ser

46

Arg

Gln

Gly

Ala

395

Ala

Leu

Ser

Ala

val

AsSp

75

Ala

Tyr

Asp

Ile

Arg

Ala
380

cys

Leu

Leu

Cys

Asp

Leu

60

Tyr

Met

Gly

Tyr

val

Ile

365

val

Gln

Leu

Pro

Leu

ser

45

Asp

Leu

Leu

val

Gly

ASp

Gln

Asp

Ala

Ala

30

Tyr

Leu

Ala

Ala

A]a
Leu
Gly
Glu

Arg

Leu
15

Gly
Glu
Leu
Gly
Gln
95

Lys

Ile

Trp

Gln

Ile

Phe
400

Leu

Ala

Leu

Arg

Asp

Leu

80

His

Tyr

Phe



Gly

Al a-

Pro

Pro
val
Asp
Phe
Glu
305
Gly
Arg
Asp

Ile

Ala
385

<210> 33

LyS Arg Pro Leu Leu

130

Arg GIn Ser

GIn
Ala

val

Ala
Ala
Glu
Leu
290
ser
ser
Leu
Ile
Glin

370

Gly

Ala

Ph.e

Gly
Ser
Arg
Lys
275
val
TYyr
Gly
Glu

Gly

Ala

Arg

Gly
Gly
Phe
Leu
Gln

Lteu

Tyr
Ala

Leu

Glu

Lys

Phe

Asp

Gly

Pro

Ala

245

val

Ala

Arg

Leu

val

325

Lys

Ala

Gln

Ile

Phe

150

Ile

Thr

Gly

Ser

Trp

Gly

Arg

Ile

Asn

Ala

310

Ala

Gln

Asp

LYS

Leu
390

ES 2431318713

Thr

135

GIn
Arg
Gln
Asp
Thr
215
Gly
Arg
Arg
Leu
Tyr
295

Ile

Ser

Leu

Gly

Arg

Glu

ser

Gly

ASp

Phe

Tyr

Gly

val

Leu

280

AsSp

Ala

Trp

GIn

Leu

360

Leu

Ala

Leuw

Glu

Ala

Met

185

Arg

Asn

Glu

Lys

ASp

Pro

Ala

Leu

Pro

Lys

Ile

Gly

Leu

s5er

l?he

Gly

Pro

Arg

Tyr

val

Gly

Ala

‘Ile

Leu

Thr

330

Ala

Gly

Leu

Lys

47

Thr
Leu
155
1_1 e
ser
Asp
Leu
Lys
Gin
Gin
Gly
Tyr

Ser

315

ASp

Leu

Thr

Thr

Leu
140

Ala

Thr

Thr

Leu

Pro
Pro
Ala
ser
300
Asp
Asp
Leu
Ser
Pro

380

Ala

Ser

Thr

Gly

Tyr

val

205

Lys

Pro

Leu

Leu

GIn

285

Tyr

Arg

Pro

Ala

Thr

365

Ala

Gln

Cys

Leu

Ser

Ala

120

Gly

Ala

Ala

Ser

Tyr

Lys

Trp

Arg

Ser

G1_y

Asp

Ala

- 255

Pro
270
Gly
AsSn
Leu
Gly
350
Arg

Asp

Pro

Gly

Pro

Ala

Arg

Ile

Gly

Lys

Gly

Gly

Leu

160

Ala

Ile

val

Trp

Phe

240

Trp

Gly

Ala

Ala

Tyr

Ala

Arg



<211> 348

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 33

ES 2431318713

\1131 Pro Ala Gly gu'la Pro Asn Glu

GIn
Ala
val
LyS
65
Ala
Tyr
AsSn
Thr
Leu
145
Met
Thr

ASp

Leu

Trp

Gln

val

50

TYr

Arg

Ala

Tyr

Leu

130

Ala

Ile

Thr

Ile

Lys
210

Arg

Thr

35

Glu

Leu

Leu

val

Gly

Ala

Ala

Gly

His

AS

20p
pPhe
Ala

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ser

Asn

180

Gly

Ser

Ala

ASp

AsSp

Gly

Gln

85

Ala

His

Glu

Lys

Ser

Gly

Phe

Arg

Arg

Ala

70

His

Asp

Met

Gly

Ile

150

Ala

Tyr

Pro

Trp

Arg
Ala
ser
55

Leu
Ala
Ala
Gly
Arg
Leu
Gly
Ala

Gly

ITe
215

Gin
Phe
40

Gln
Asp
Arg
val
Asn
120
Arg
G1n

Ala

val

Ala
Gln
25

Ala
Pro
Pro
Ile
val
105
Lys
Pro
His
Met
Asp
185

Ala

Gly

GIn
10

Ala
Gly
Glu
Leu
Leu
90_

Ala
Asn

Glu

Gly

Leu

GlIn

48

Pro

Leu

val

Phe

Arg

75

Gly

Ile

val

Phe

ASp

Ala

Pro

Gly

Ala

Gln

Thr

60

val

Glu

Trp

Ile

Ala

140

vat

Thr

Gly

Sar

GlIn

Gly

Pro

45

Arg

Arg

val

Gly

Arg

His

Pro

Gln

ASp

Thr

205

Gly

ser
Gly
30

ASp

Pro

GIn

Asp

Met
110
ser
Ala
Ala
Phe
Gly
150

Ala

Phe

Phe

15

Ile

Pro

val

Gly

Ala

95

Glu

Leu

Gln

Ser

Ile

175

Lys

Asn

Glu

Glu

Asp

Ala

Trp

Gln

80

Arg

Ser

Ala

Leu

Phe

160

Pro

Arg

Tyr

val



Lys

Gly

Pro

Ala

Leu

305

pPro

Arg

<210> 3
<211>3

Leu

Pro

Pro

Ala

Ile

290

Leu

Leu

GlIn

4
25

<212> PRT

Pro Ala Gly Phe

teu Gly Glu
245

Leu Pro Ser

260

Gly His Arg

Leu Lys Tyr

Ala Asp Ser

Glu Asp val

230
Trp
Gly
Gly
Asn
Phe

310

Pro

325 -

Leu Ala Ala

340

Arg

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 3

val Gln
1
GIn Ala

Glu Met

4

Phe Arg

50

Pro Ala

65

ser

ASp

Trp val §1y
Gly Asp Tyr
20

Thr Arg Asp

35

Asp val Asn
Glu Arg val

Ala Arg Ile
85

ES 2431318713

ASp

Gln

Leu

Pro

Asn

295

Lys

Leu

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ala

280

Ser

Gly

Ser

His

val Ala Gly

Asp Gly Ser

Tyr Gly Phe
40

Arg

Lys Gln
55

GIn Trp

Arg Gly

Ser

Met

Gly

Phe

Ser

Gly

Arg

Asp

val

Pro

25

Ala

Ser

Lys

val

Leu Ala Glu
- 235

Gly val GlIn
Glu GIn Ala
Leu val Leu

Ala Tyr Ala
300

Gly Arg Ile

Sser Gln Arg
330

Pro Gly Ala

Ile Gly Leu
10

Gln val Ala

Gly Glu Gln

Ile Leu Asp
60

Glu Tyr Arg

Asp Phe Trp
90

49

Leu

Gly

Ser

His
285

Leu

val

Ile

Ser
Glu
Leu
45

Ala

Pro

Asn

Thr
val

Leu
270

Asn
Ala
Gly

Glu

Gly
Phe
30

Met
Ile

Ile

Lys

Ile

Asn
255

Leu

Phe

val

Ala

Leu
335

Ala

15

val

Gly

Ser

Phe

His
95

Arg

Gly

Leu

Arg

Gly

Ala
Ser
Leu
Arg
Ile

80

Ala



Glu

Ile

Ser

Pro

145

Ala

Gly

Ala

Thr

val

225

Ala

Glu

Gln

Trp

Ala

305

Ala

<210> 35

ASp

val

TVYr

Leu

ser
115

Arg

130

Arg

Arg

Ala

val

Glu

Leu

Lys

val

290

Met

Arg

<211> 405

<212> PRT

Ala

Glu

Met

Gly

Ser

Arg

val

275

Gly

TYr

Gly

Ala

100

Ile

val

Asp

Gln

Ile

Glu

Ala

Ala

260

Thr

Leu

Ala

Ala

Arg

Ite

Met

Phe

Gln

165

Leu

AsSp

Gly

Pro

val

245

Arg

Ala

Pro

Met

Kis
325

<213> Pseudomonas aeruginosa

Ala
Gly
Asp
Phe
150
val
Pro
Gly

Ser

val

. 230

Thr

Gly

Met

Asn

Ala
310

ES 2431318713

Glu

val

Ala

135

Arg

Asp

Gln

Asp

val

215

val

Arg

Trp

Arg

Phe

295

val

Lys
Glu
120
Leu
Lys

Pro

Phe

ser
Gly
Arg
Phe
280

Tyr

Tyr

Glu

105

Thr

Ser

Glu

Leu

Met

i85

Ser

val

val

Thr

265

val

val

Gln

50

Tyr

Phe

Thr

Leu

Ser

170

Pro

Ile

TYr

Ala

Asp

250

His

Gly

Ile

Leu

Gly

Phe

Leu

Arg

155

Leu

Ser

Asn

Phe

Glu

Pro

ASp

ASp

Thr

Ala
315

val

Gly

Thr
Ser
Ile
Lys
220
Ile
Thr
Ala
Lys
Arg
300

Gly

Pro

Phe

Gly

Phe

Asn

Met

Leu

Gly

TYyr

Glu

Ala
110

Asn

ASp

Leu

Ser

His

ASp

Ser

ASD

Ile

Glu

Thr

Tyr

Leu

Tyr

175

Ala

Asp

Gly

Glu

Leu

255

ASp

Glu

Arg

Ala

Ile
Gly
Pro
Leu
160
Ala
Tyr
Pro
Trp
Ser
240
Gly
Asp

TYr

ser

320
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<400> 35

Met Arg Asn Pro Glu Arg Ser Ala Leu Leu Lys val Ser Gly Leu Leu
l .

Gly Ser Thr ga] val Ala Met Gly Egh Gly Leu Ser Ser gga Cys Ala
o ,

Gln Lys ?gn pro Thr val Glu Tgr Asn GIln Pro Ala ﬁga Pro Leu Gln
4 ‘

Thr Lys Ala Pro Phe Ser Gly Ala Gly Pro Ala Ala Ser val Pro Ala
50 55 60

Gly Ala Pro Asn Glu Ala GIn Pro Gly Gln Ser Phe Glu Gln Trp Arg
65 . 70 75 80

Asp Ala Phe Arg GIn GIn Ala Leu Ala Gly Gly Ile Asp Ala GIn Thr
85 90 95

Phe Asp Arg Ala phe Ala G1y val GIn Pro Asp Pro Ala val val Glu
100 105 110

Ala Asp Arg Ser GIn Pro Glu Phe Thr Arg Pro val Trp Lys Tyr Leu
115 120 125

Glu Gly Ala Leu Asp Pro Leu Arg val Arg GIn Gly GIn Ala Arg Leu
130 135 140

Ala GIn His Ala Arg ITe Leu Gly Glu val Asp Ala Arg Tyr Ala val .
145 150 155 160

asp Ala Asp Ala val val Ala 1le Trp Gly Met Glu Ser Asn Tyr Gly
: 165 170 175

ser His Met Gly Asn Lys Asn val Ile Arg Ser Leu Ala Thr Leu Ala
180 185 190

Tyr Glu Gly Arg Arg Pro Glu -Phe Ala His Ala Gin Leu Leu Ala Ala
195 200 205

Leu Lys Ile Leu GIn His Gly Asp val Pro Ala Ser Phe Met Ile Gly
210 215 _ 220

Ser Trp Ala Gly Ala Met Gly GIn Thr GIn Phe Ile Pro Thr Thr His
225 230 235 ' .240

Asn GIn Tyr Ala val Asp Phe Asp Gly Asp Gly Lys Arg Asp Ile Trp
245 250 . 255

51
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Gly Ser Pro Gly Asp Ala Leu Ala Ser Thr Ala Asn Tyr Leu Lys Ala
260 265 270

Ser Gly Trp Ile Ala Gly GIn Pro Trp Gly Phe Glu val Arg Leu Pro
275 280 : 285

Ala Gly Phe Asp Tyr Ser Leu Ala Glu Leu Thr Ile Arg Lys Pro Leu
290 . 295 300

Gly Glu Trp G1n Gly Met Gly val GIn Gly val Asn Gly Gly Pro Leu
305 310 ~ 315 320

Pro Ser Gly Leu Ser Gly Glu Gin Ala Ser Leu Leu Leu Pro Ala Gly
325 330 335

His Arg Gly Pro Ala Phe Leu val Leu His Asn Phe Arg Ala Iie Leu

340 345 350
Lys Tyr Asn Asn Ser Ser Ala Tyr Ala Leu Ala val Gly Leu Leu Ala
355 360 365
Asp Ser Phe Lys Gly Gly Gly Arg Ile val Gly Ala Trp Pro Leu Glu
370 375 380
Asp val Pro Leu Ser Arg‘Ser GIn Arg Ile Glu Leu GIn Arg GIln Leu
385 390 395 400
Ala Ala Arg Gly His
: 405
<210> 36
<211> 367
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 36

Met Arg Arg Thr §1a Leu Ala Leu Pro Leu Phe Leu Leu val Ser Ala
1 .
Cys Ser Ser Glu Pro Thr Pro Pro Pro Lys Pro Ala Ala g%s Pro Gln
25
Ala Arg Thr val Ile Ser Pro Agg Pro val Arg Gln Sgr val Gln Pro
35 4 4

Ile Leu Pro Leu Arg Gly égp Tyr Ala Asn Asn Pro Ala Ala GIn His
‘ 4 60

52



Phe

65

His

Met

Ala

Asn

ser

145

val

Ala

Ser

Asp

G1n

225

Asp

Ala

val

Leu

Pro

305

Arg

Ile

Asp

Asp

Trp

Arg

Glu

Leu

Gly

Pro

210

Phe

Gly

Asn

Pro

ASn

Asp

Leu

Arg

Leu

115

val

val

Thr

Ser

Glu

195

Leu

Met

His

Tyr

Ala
275

Pro

Gly

Tyr

Arg

Phe

Gln

100

Arg

Leu

Tyr

Arg

Thr

180

Leu

Ala

Pro

Ile

Phe

260

ser

Leu

Gly

Gln

Met
Ala
85

Ala
Tyr
Phe
G_'Iy
Trp
165
Leu
Glu
Leu
Ser
Asp
Lys
Gly

Asp

His

325

val
70

Gin
Pro
Arg
Trp
val
150
Gly
ser
Gln
Arg
ser
230
Leu
Gln

Arg

val
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ser

Thr

Thr

Lys

Asp

Pro

Arg

Phe

Phe

Trp

His

Ala

Leu

295

GIn

Tyr

GlIn

Gln

Tyr

Pro

val

Ser

Leu

200

ser

Thr

Asn

Gly
Pro
280
Ala

A]a

Gly

His

Arg

Thr

105

Phe

Tyr

Glu

Met

Tyr

185

Leu

Tyr

Lys

Pro

Trp

ser

ser

ser

Leu

Gly
Leu
g0

Pro
val
Glu
I.'I e
Gly
Pro
Gln
Ala
Tyr
Arg
250
val
Leu
Ala

Leu

Pro
330
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Phe

Asn

75

Asp
Pro
Thr
Thr
Ile
155
Lys
Arg
Ala
Gly
Ala
235
ASp
ser
Glu

Gly

Leu

315

Asn

Trp

Ser

Pro

Thr
Arg
Arg
Ala
220
val
Ala
Gly
Asp
Leu
300

Arg

Phe

Arg

val

Gly

Gly

Arg

Ala

Asp

Ile

Asp

Gly

Arg

Leu

Tyr

GIn

Ile

Pro

110

Asn

Gln

Ile

ITe

Glu

190

Glu

Gly

Phe

Gly

Arg

270

Phe

Pro

ASp

val

GIn

Arg

95

ASD

val

Arg

Ile

Ile

175

Phe

Gly

Tyr

Asp

Ser

Leu
80

Leu
Gly

GIn

Ala

ASp

Phe

Thr

Gly

Gly

val

255

val

Lys

GIn

Met

Ile
335

Ala

Thr

Gly



ES 2431318713

Arg Tyr Asn His Ser Thr His Tyr Ala Met Ala val Trp Glu Leu Gly
340 345 350

Lys Glu val Asp Arg val Arg His Arg Ser val val Arg Gln Asp
355 360 365
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y un
polipéptido aislado seleccionado de:

(a) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4;

(b) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 95 % a la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4;

(c) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°: 4;

(d) un polipéptido aislado que comprende un fragmento de polipéptido, comprendiendo el fragmento al menos 20
aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4;

(e) el polipéptido aislado de (c) del que esta eliminada la secuencia de aminoacidos secretora; y

(f) un polipéptido aislado del que esta eliminada la secuencia de aminoacidos secretora que comprende una
secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la porcién no
subrayada de la secuencia de la Figura 4;

en la que el polipéptido aislado es capaz de producir anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido
constituido por la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°4 y es capaz de provocar una respuesta
inmunitaria a Pseudomonas aeruginosa.

2. La composiciéon farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido aislado esta conjugado con, o
acoplado a, una proteina portadora.

3. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 que ademas comprende un
coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

4. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en la que el polipéptido aislado esta
asociado con un liposoma.

5. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en la que el polipéptido aislado esta
producido recombinantemente mediante un procedimiento que comprende cultivar una célula huésped transfectada
con un vector que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido aislado, estando el polipéptido unido
operativamente a una region de control de la expresion.

6. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido aislado de (a), (b), (c), (d), (e) o (f)
esta unido a uno o mas polipéptidos antigénicos adicionales formando un polipéptido quimérico que comprende dos
o0 mas polipéptidos antigénicos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID N°: 2, 4,6, 8, 100 12 0

fragmentos de los mismos, comprendiendo cada uno de los dos o mas fragmentos de polipéptidos antigénicos al
menos 20 aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:2, 4, 6, 8, 10 0 12.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 6 que comprende un vehiculo, diluyente, coadyuvante o
liposoma farmacéuticamente aceptable.

8. Kit para la deteccion o diagnosis de una infeccion por Pseudomonas aeruginosa, comprendiendo dicho kit:
(a) el polipéptido quimérico segun la reivindicacion 6;

(b) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4;

(c) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 95 % a la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4;

(d) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4

(e) un polipéptido aislado que comprende un fragmento de polipéptido, comprendiendo el fragmento al menos 20
aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4; y

(9) el polipéptido aislado de (b), (c) o (d), del que se ha eliminado el péptido de sefializacion,

en el que el polipéptido aislado es capaz de producir anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido
constituido por la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N°:4.

9. La composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para usar en el tratamiento
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profilactico o terapéutico de una infeccion por Pseudomonas aeruginosa.

10. Uso de la composicion farmacéutica seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la fabricacion de una
vacuna para el tratamiento profilactico o terapéutico de una infeccion por Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 1 (SEC ID N°: 1)

ATGCGTAACC CCGAACGATC CGCCCTéCTG AAGGTCAGCE GGCTGCTEEE CAGCACCGTC
GTCGCCATEE GGCTTEGCCT CTCCAGCGEC TGCGCGCAGA AGAATCCGAC AGTCGAATAC

.1
61
121
181
241
301
3sl
421
481
541
601
661
721
731
B4l
501
951
1021
1081
1141
1201
1261
1321

AACCAGCCTE
TCGETECCCE
GACGCCTTCC
TTOGCOGGLE
ACCCGRCCGE
CAGGCGCGEC
GATGCGERATG
ARCRAGAACG
GCCCACECCC
TTCATGATCG
ARCCAGTATG
GACGOCCTEG
TEEEETTICE
CGCAAGTCCC
CCCTCCGGAC
GCCTTCCTGG
GCCOTEECCE
TGGCCGCTEE
GCCGCCCECE
GCGATCCGCG
CTGCTCEACC

Figura 2 (SEC ID N°: 2)

1
61
121
181
241
301
361
421

MRNPERSALL
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CCGECTCCCCT
CTGGCECGCC
GTCAACAGEC
TCCAGCCCGA
TATGGAAGTA
TGECGCAGCH

CGETGEETGET

TGATCCBOTC
AGTTGCTCGE
GCTCCTEGEC
CCGTGGACTT
CCTCCACCGE
AAGTCCECCT
TGCGCGAATG
TCTCCGGCGA
TGCTGCACAR
TCGECCTGCT
AGGATGTTCC
GACACGATCC
CCTGCCAGCA
GCCTGCGGAC

KVSGLLGSTY

GCAGACCAAG
GAARCGAGGCC
GCTGECCGRT
TCCCGCCGTa
CCTGRAAGEC
TGECGCGCATC
GATCTGGGGE
CCTGECGACC
CUCCCTGARG
CGGCRCCATG
CGACGBCGAC
CAACTACCTG
GCCGBCAGGE
GCARGGGATG
ACAGECCTCG
CTTCCGCGLC
CGCOGACAGT
GCTGAGCCET
GAEGCECEETE
GEAGTTCGGC
GCCATAG

VAMGLGLSSA

GCGCCTTTCT
CAGCCTGGGC
GGAATCGATG
GTCGRAGCAG
GCCCTCGATC
CTCGECGAAG
ATGGAGRGCR
CTCGCCTATG
ATTCTCCAGC
GGCCAGACCC
GELAAGCETE
AAAGCCTCCG
TTCGACTATT
GGCGTACARG
CTGCTGCTGC
ATCCTCAAGT
TTCAAGGGCG
TCGCAGCGCA
GATGGCATCA
TEECCGRECAE

CAQENPTVEY

SVEAGAPNEA
TRPVWKYLEG
NENVIRSLAT
RQYAVDFDGD
REPLG EWQCM
ALAVGLLADS
ATRACQOEFG

Figura 3 (SEC ID N*: 3)

1

61
121
181
241
201
361
421
481
541
601

ATGAARACGTA

OFGOESEFEQWR
ALDPLRVROG
LAYEGRRPEF
GEKRDIWGSPG
GVQGVNGGPL
PRGGGRIVGA
WPABGYPTRA

TCCTGACCAG

DAFROQALAG
QARLAQHART
AAAQLLAALK
DALASTANYL
PSGLSGEQAS
WPLEDVPLSR

LLDRLRTP*

CECCECECTG

GIDAQTFDRA .

LGEVDARYAV
TLOBGDVPAS
KASGWIAGQP
LLLFAGHRGFP
SQRIELORQL

ATCGGTATGA

CCGECGoTat
AARAGCITOGA
CECAGACCTT
ACCGCAGCCA
CGCTGCGCET
TCEACGCEOG

CCCGECCaECT
ACAGTGGCEC
CGATCGCGCT
GCCGGARTTC
TOGCCAGGET
CTATGCGGTE

ACTACGGTTC GCRCATGGGC

AAGGACGCCG
ACGGCGACGT
AGTTCATCCC
ACATCTGGEEE
GCTSGEATCGC

CCCGGAATTC
TCCGEOCTCC
GRCCACCCAC
CICGEOCOGET
CGGACAACCC

CCCTEGCEGA ACTCACCATC

GCGTCARCGG
CGGCCGEECA
ACAACAACTC
GCGRCCGEAT
TCGAGCTGCA
TCGEECGECOAR

ACGGCTATCC

NQPAARPLOTR
FAGVQPDPAV
DADRVVAIWG
FMIGEWAGRY
WGFEVRLPAG
AFLVLHNFRA
AARGHDPGAV

CCACCCTGCT

CGGCCCCCTE
COGCBECTCE
CAGCGCCTAC
AGTCOECECT
ACGGCAACTS
TACGCGCAAG
GACCCCBECE

APFSGRGPAA
VEADRSQPEF
MESNYGSHMG
GRTQFIPTTH
FDYSLARLTT
ILEYNNSSRY
DGIIGANTRK

GECCECCTGEC

GGCTTCCAAC
GCGCGCAACE
GTGARGGTCA
CGCACCGTCR
ARCTACGAGA
AAGGTCTACG
CGCAGCEAGA
CCGGCGCAAR
GCCCTGLECE
CCGATCGRGT

Figura 4 (SEC ID N°®: 4)

TECECEECCT
CCTACGGCCC
CCAGCARCGC
GCTRCACCGE
TCETCEECET
TGCACGACGA
TGCGGCGCGA
TCGACGAAGT
CCGCCGACGR
TCCCCACCOT

']l MKRILTSAAT, TGMTTLLAAC
61 VKVTSNAPYH LVLVREDNQQ
121 KVYVEDENNT. TGSDOERAQL
181 ALRAADEAER ORRAMEPQQS

GGGCGATGCE
GACCATGCEC
GCCCTACCAC
TTCCOCGOEE
CAACGACCTG
AARCAACCTG
CCTEATCCAG
CCAGCGCCAS
GGCGRAGCES
GTGA

GFQLRGLGDA
RTVSY'IGSAR
RSEMRRDLIO
PIEFPTP*
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CRATRICGCGC
GARCTGAAGE
CTEGTGCTEG
GECGCGGART
GTCCTGATGA
ATCGGTTCCE
CAGTTGTCCA
GCAGAAGCCA
CAGCGCCGLG

QFALKEIDVS
GAEFELINTI
QLSMRLGALT

TCARGGARAT
ARRCCCTGGA
TCCGCGRAGGA
TCGAGCTGAC
GCAACCAGET
ACCAGGARGC
TGCGCCTCCA
AGGCCAAGRC
CCGCCGAGCC

ARNAYGPTVR

CEACGTETCC

CAACCAGCRG
CARCACGATC
ACAGGTGCAG
CGCGCAGCTG
GGOGCTEALCC
GGAARGCCGARA
GCAGCAGTCG

ELKETLENSG

NYEIVGANDL VLMSNQVQVD
PAQLDEAQRQ AEARKAKAEAE



_Figura 5 (SEC ID N°: 5) _
1 ATGGTGCAAT GGRAACACGEC GECEGOTGECTL GCCCTEGLCC TGELEGTCGT GEGTTECAGC

61
121

RGCAACAGCA
TTGAGCAAGC
GAACCGGCCR
ATCCAGCGCG
GETGTCCGCE
CTCGACGARG

. GCGCCGGECCA

CTCGATGCGG
CTGCECEECA
GGCARGGTAG
ATTCCCCAGS
TOCGGOGACA
AGCGECCGECC
GGCAATATCT
TCTTCGCTET
TCCAGCARCG
GGTCECTTICGS
GTCGGGAGCT
TAG

Figura 6 (SEC ID N°: 6)
-1 MVQUKHAALL

61
121
181
241
301
361
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AGAAGGAACT
AGTGGAGCCG
TCGATGETTC
AGACCGGCGA
TTGGCTACGG
CCACCGGCAA
CCARTGGCGA
CCAGCGECGA
COGGCBEGCC
TGGCGGTCGA
GECGTTCCEA
CCCTCTACGT
TGCTCTEGCA
ACGTCAGCCA
GGAACAACGA
TGETGETCGG
TCGGTCGCGA
GGATGTACGT

ALALAVGCS

CCCGCCCGee
CTCGGTCEGET
CACCATCTAC
CETGCTCTGE
CCTGGTGCTG
GARAGAAGTGGE
CGTGECTGETE
. CCAGCGCTGG
GCTGATTGCC
CGTACAGCGC
ACTGGATCGC
GETCAGCTAC
GCGCGAAGCE
GGCCAGCEGT
CGCCCTGGELE
CGACCTGGAA

GCGGGTCGAC -

GTTCEECAAC

SHSKKELPEA

EPAVDGSTIY
LDEATGERKEKW
LRGTGAPLIA
SGDTLYVVSY
SSLWNNDALA
VGESWMYVFGI

ARSAPGRVMA
TFRVNSEVLS
GIBIALAGLAS
QGRAAALDVN
RRQLSAPAVF

"IQRETGDVIW
APATNGDVVV
GEVVAVDVOR
SGRLLWQREA
SESNVUVGDLE

GGKLVAYTIR*

Figura 7 (SEC ID N*: 19)

GARACTGACCG
GATGETCAGE
GCCGCETCCG
AAGAAGGACT
GTGGGTACCC
ACCAAGCGAG
GTGCAGACCC
ATCTACGAAR
GGCAACATGG
GGCCTGCCEA

GGCTACGIGC

ELTDFKEEVV
KRDLERFVSG
VQTEDDELIG
GLPIWEQRVA
SSYVGVAEGF
GYVHLLSQVD

ACTTCARRGA
GCGACCTGTA
CCGAAGGECG
TGGAACGTCC
TGCGCGGTGA
TCAACAGCGA
AGGACGACAA
GCACCGTGCC
CCCTGGCTRG
TCTGGEAGCA
TCGACGGCGE
CCGCGECGET
TCGGCGTCES
GCCTGGRACTS
TGTCGECTCC
ACCTGCTGAG
TGCGEGETTCE
TCGTCBCCTA

LSXQWSRSVG
GVGVGYGLVL
LDAASGDORW
IPQGRSELDR
GNIYVSQASG
GRFVGRERVD

GGAAGTCGTG
CAACCTGCTC
GETGATGGCE
G TICCGET
CGTGATCGCC
RGTGCTGTCG
GCTGATCOGEC
GGETGCTGACC
CCTGGCCAGT
GCGGGTAGLG
COTCCTGCTSE -
GGACGTGAAC
CAARGGCTITC
GCGCGGCECT
GGCGETGTITC
CCAGGTGEAC
TCCGLTEETG
CACCATCCGQ

DGRGDLYNLL
VGTLRGDVIA
IYESTVEVLT
VVDIDGGLLL
SVEGLDSRGA
SDEVRVREPLY -

1
61
121
181
241
301
361
321
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

ATGCGCAGCC TTCTTCTICTC CTCECTGGECC CTGCTACCCG CCCTGGCCCT

GACGCCTCGA
ATTTCCGCCG
GACCTGCTCG
GTGGACGAGC
GACCAGGTGG
GARRGCGALT
TCCTGCTACG
TTGECAGECCG
CATACCCAGT
CGCCECGALC
ARGGCTEECT
CCCGLCAGCC
GTGAGGCGEG
CCGELCGGEERE
TACAACGCCG
GGCAGCGGCC
AARGCARTTGC
ATCGGCACCA
GCCGACGETC

GCTTPCCCTTIC
ACAGTTATGA
ACGCGCAGCC
AGCGGGTCAG
CCGCGCGCTA
ACGGECGCGGAT
GGCGCCGCCA
GCEACATCCG
TCATGCCATC
TGETAGGCAG
GGCGCACGEE
TEGECCEEECE
TCGACGGCCA
CCCAGGGCCC
CGGAAAGCTA
TGGTGCCGETC
AGAAGGCGTT
GCACGCGCAR
GCGCCGGECa

Figura 8 (SEC ID N°: 20)

1 MRSLLLSSLA LLPALALAQP DASSFPSCLA GLQFFAQAQG ISADSYERFT SGLQADLSVL
€1 DLLDAQPEFT TELWDYLAGL VDEQRVSDGK AMLAQHDEL], DOVAARYGVD KYTVVAVWGY
121 ESDYGRIFGK RPLLTSLSTL SCYGRRQSFF QGEFLATLKL LQAGDIRDAG ITGSWAGAFG

CTECCTCOOC
GCGCTTCACC
GGAGTTCACC
CGATGGCARG
CGGCGETGGAC
CTTCGGCAAG
GTCGTTCTTIC
CGACGLCGGEC
GACCTACGCG
CGTGCCGGAT
ACAGCCCETGGE
CGGCAAGLGEC
GCCGCTGCCG
GBCCTTCCIG
CGCGCTGGCC
CTGGCCGACC
GCTEGCGCGC
GGCGATCCAG
CAAGRTCCTC

GGCCTGCAGA
AGCOECOTGC
ACCCOGCTRT
GCGATGCTCG
ARGTACACCG
COTCCGOTGE
CAGGGCEAGT
ATCACCGGCT
CGGATCGOCG
GUCCTCGETT
GGCTRTGAAG
CAGCCECTET
GGCGGCGACS
GTCTATCGCA
ATCGCCOTGE
GACGACCCGE
GGCTACGACA
GCCGAGORGA
GAGGCGCOTGA

58

AGAMGGCCOCA
AGGCCGRCCT
GGGACTACCT
CCCAGCRCGA
TEETGGCGET
TGACCTCGCT
TCOTCGICAC
CCTGGGCCGE
TGEACTTCGA
CCACCGCCARA
TEAAGGTGCC
CGECCTEEET
AGAAGECCGE
ACTACGATGC
TTTCCOGACCG
GCATCAGCCE
TCGECGAGGT
AGCGBCCTOGE
AGGGCGCCCA

GGCGCAACCC
GELGLAGGET
CAGCGTGCTC
GECCGGCCTE
CARGCTGCTC
CTGGGGCGETE
GTCGACCCTSG
CCTGAAGCTG
GGCCTTCGEGC
CGGCGACGGT
CTACCTGAAG
GBCCGACTTC
CECCCETRGG
GATCCTCCTG
GATCTATTCC
CCTGCGCGGC
GCTCBAGCGEC
CGACGGGCTG
CCTGACCCCG
GCCCTGA
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181 HTQFMPSTYA RIAVDFDGDG RRDLVGSVPD ALGSTANYLE FAGWRTGOFW GYEVEVPADF
241 PASLAGRGER QPLSAWVARG VHRVDEQPLF GGDERAAILL PAGAQGPAFL VYRNYTDAIYS
301 YWAAESYALA IALLSDRLRG GESGLVASWET DDPGISRLER KOQLOKALLAR GYDIGEJ;IIGL
351 IGTSTRIHIQ AEQFRLGLTE mm EALRGAQFY

Figura 9 (SEC TD N™ 21)

i
61
121
181
241
Jol
a1
421
481
541
601
661
721
7Bl
B4l
901
561
1021

Figura 10 {SEC ID N™ 22)

GAACAAGCAT GOCGAAGACC

i LORGDYDGER vavsm mmnqn
6l HGLFRD‘JHRK QSILELISR? m RPIFISDARI SRGVDFWNKH AEDLARAEEE

121 YGVPAEIIVS IIGVETFFGR NTGSYRVMDA LSTLGFDYPP RADFFRKELR EFLLLAREQQ
181 VDPLSLTGSY AGAMGLPQFM PSSFRAYAVD FDGDGHINIW SDPTDRIGEV ASYFKQHGWV
241 TGEPVVSVAE INDESARSAY TRGVDPTMSL GELRARGWRT HDATRDDQEV TAMRFVADKG
301l IEYWVGLFNF YVITRYNRSR mmwm GEIARARGRH * -

Figura 11 (SEC 1D N°; 23)

61
121
181
241
ol
351
421
481
543
601
ESL
721
781

- B4l
501
561

1021

. 1081

CCCETACGCC
GCGGCACAGC
CACEATCTAT
GCOCCCRRCCT
TTCGETCACEC
CTGCARCGGE
GTGGAARCCC
CTETCCTTCT
CTCCAGGCGC
ATGEGCTACG
GATGGGECATA
AEAGCAGCACG
TCGCTCGRAG
CGCCCGCAGG
AGGRACTACC
AGCRCCCACT
CECTCCGTCGE

CATCEOG0ET
GCTGGEGGEGECG
COTACCCTCS
GCRAAGGAAGG
GUCAGTTCAT
TCGACCTGTG
GCTGEETCAG
ATGECTTCHR
CTCOBCTCGGE
AGTACTGGTA
ACGCGATGEGE
TCAGECAGGTA

Figura 12 (SEC TD N 24)

1

TTCACCARGT
GACGCCATCG
GTGGUGGTTC
CCGCTEER0A
CRAGCCAGCC
ARCTTCTACG
CTGGGCAAGE

GCACCGTCAT
GCOGATTACEC

GCTTCRACCG .
TCCEOCTGAT .

GGCIGCGCTA
GGGACCARTA
TCATCGTCGGE
TCATCGATGC
GCOGRACTGEA

55?.. PTPPPEPARK POARTVISPR FVRQSVQPIL FLRGDYANNP

MRRTRLALPL FLLVSAC
§1 AAQHFIDRMV SQHGFNRQOL HDLFAQTQRL DWVIRIMDRQ APTYTPPSGFP NGAWLRYREK

121 FVTPGNV(NG VLFWDQYETD LQRASRVYGY PFEIIVGIIG VETRWGRVMG KTRIIDALST
181 LSFSYPRRAE FFSGELEQFL LQARKECTDP LALRGSYAGA MGYGQFMPSS FTKYAVDFDG
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241 DGHIDLWNPR DAIGSVANYF EQHGWVSGDR VAVPASGRAF SLEDGFKTLY PLDVLASAGL
301 RPQGPLGGHR QASLLRLDMG RNYQYWYGLP NFYVITRYNH STHYAMAVWE LGKEVDRVRH

361 RSVVRQD*

Figura 13
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Figura 14
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