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DESCRIPCIÓN

Polipéptidos de Pseudomonas aeruginosa

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a polipéptidos, más particularmente polipéptidos SPA-2 de Pseudomonas 
aeruginosa que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar una infección por Pseudomonas aeruginosa.5

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

La Pseudomonas aeruginosa es un patógeno bacteriano oportunista prevalente en seres humanos y animales. La P. 
aeruginosa es la bacteria gram negativa más común encontrada en infecciones nosocomiales, especialmente en 
individuos inmunodeprimidos. Se relaciona frecuentemente con neumonía asociada a ventilador en pacientes 
entubados. La infección por Pseudomonas es común entre pacientes con fibrosis quística, heridas por quemaduras, 10
transplantes de órganos y drogadicción por vía intravenosa. Los pacientes con fibrosis quística se infectan a menudo 
de forma crónica por P. aeruginosa, que es responsable del aumento de la enfermedad y de la muerte en esta 
población 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, 
neumonía y septicemia. La septicemia provocada por P. aeruginosa está asociada con las tasas de muerte más 15
altas de todas las infecciones gram negativas.

Debido a que la P. aeruginosa es resistente de forma natural a muchos antibióticos, existe la necesidad de 
desarrollar una vacuna que proteja individuos contra la infección por P. aeruginosa. Una infección por P. aeruginosa
induce una respuesta inmunitaria contra antígenos encontrados en la superficie de las células bacterianas. No 
obstante, muchas de estas proteínas de superficie no están aún caracterizadas, ni se ha determinado la respuesta 20
inmunitaria que tiene como consecuencia la protección contra la infección por diferentes cepas.

Para desarrollar una vacuna que proteja individuos de la infección por P. aeruginosa, se han concentrado los 
esfuerzos principalmente en lipopolisacáridos (LPS). No obstante, incluso aunque un número limitado de serotipos 
de LPS están asociados con casos clínicos, la producción de una vacuna basada en LPS polivalente es compleja y 
puede inducir el reemplazo de serotipos en individuos vacunados. También se evalúan vacunas antiflagelos y 25
antipili, pero la regulación de la expresión de flagelos/pili en diferentes estados de infección por P. aeruginosa puede 
evitar la protección eficaz. También se están analizado proteínas de membranas exteriores (OMP). Existe 
actualmente una preparación de OMP de 4 serotipos diferentes de P. aeruginosa en ensayos clínicos, pero la 
especificidad de la protección conferida por esta preparación permanece sin evaluar. Una proteína de fusión 
recombinante en base a las proteínas OprF y OprI de la membrana exterior se considera una vacuna experimental 30
prometedora. No obstante, se ha demostrado que la proteína OprF estaba ausente en algunas cepas clínicas de P. 
aeruginosa y la protección conferida por la proteína OprI sola no se ha evaluado aún.

Una recapitulación de la tecnología 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 determinó en una colaboración entre la Cystic 35
Fibrosis Foundation (Fundación de fibrosis quística), la Universidad de Washington  y la Pathogenesis Corporation 
(Corporación de patogénesis)  y está disponible en http://www.pseudomonas.com/, http://www.tigr.org/tigr-
scripts/CMR2/GenomePage3.spl?database=n tpa03, http://pseudomonas.bit.uq.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.40

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

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

Según un aspecto, la presente invención se refiere a la reivindicación 1 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS45

La figura 1 representa la secuencia de ADN del gen SPA-1 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº: 1. La 
porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.

La figura 2 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido SPA-1 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC 
ID Nº: 2. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 32 restos de aminoácidos.

La figura 3 representa la secuencia de ADN del gen SPA-2 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº: 3. La 50
porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.
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La figura 4 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido SPA-2 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC 
ID Nº: 4. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 19 restos de aminoácidos.

La figura 5 representa la secuencia de ADN del gen SPA-3 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº: 5. La 
porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.

La figura 6 representa la secuencia de aminoácidos del polipéptido SPA-3 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC 5
ID Nº: 6. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 21 restos de aminoácidos.

La figura 7 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA104 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº: 19. 
La porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.

La figura 8 representa la secuencia de aminoácidos de la proteína SHB-PA104 de la cepa de P. aeruginosa PAO1.
SEC ID Nº: 20. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 16 restos de aminoácidos.10

La figura 9 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA105 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº: 21. 
La porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.

La figura 10 representa la secuencia de aminoácidos de la proteína SHB-PA105 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; 
SEC ID Nº: 22. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 33 restos de aminoácidos.

La figura 11 representa la secuencia de ADN del gen SHB-PA106 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; SEC ID Nº:15
23. La porción subrayada de la secuencia representa la región codificante del péptido líder.

La figura 12 representa la secuencia de aminoácidos de la proteína SHB-PA106 de la cepa de P. aeruginosa PAO1; 
SEC ID Nº: 24. La secuencia subrayada representa el péptido líder de 16 restos de aminoácidos.

La figura 13 representa el alineamiento de secuencia de proteína de la proteína SPA-1 con SHB-PA104 (sin péptidos 
líder) de la cepa PAO1. |, aminoácidos idénticos; :, aminoácidos conservados.20

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

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

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN25

La presente invención proporciona polinucleótidos purificados y aislados que codifican polipéptidos de Pseudomonas 
que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar una infección por Pseudomonas.

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido 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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.30

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido 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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido 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 35
SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que tiene 
una identidad de al menos el 90 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID Nº: 4. 

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que tiene 
una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID Nº: 4. 40

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido que tiene 
una identidad de al menos el 98 % con un segundo polipéptido que comprende la SEC ID Nº: 4. 

Según un aspecto, la presente invención se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos 
seleccionados de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

Según un aspecto, la presente invención se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos 45
seleccionados de la SEC ID Nº: 4.  

Según un aspecto, la presente invención se refiere a polipéptidos caracterizados por una secuencia de aminoácidos 
que comprende la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos de los mismos.
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Según un aspecto, la presente invención se refiere a polipéptidos caracterizados por una secuencia de aminoácidos 
que comprende la SEC ID Nº: 4. 

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una 
porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos 
del mismo.5

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una 
porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4. 

Según un aspecto, la presente invención se refiere a un epítopo que porta porciones de un polipéptido que 
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

Según un aspecto, la presente invención se refiere a un epítopo que porta porciones de un polipéptido que 10
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4. 

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que comprende un polinucleótido 
seleccionado de:

(a) un polinucleótido 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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;15

(c) un polinucleótido 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o 
análogos del mismo; 

(d) un polinucleótido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID Nº: 4 o 
fragmentos o análogos del mismo;20

(e) un polinucleótido que codifica un polipéptido capaz de generar anticuerpos que tengan especificidad de unión 
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: EC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del 
mismo;

(f) un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una 
secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;25

(g) un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 3 o fragmentos o análogos del 
mismo;

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

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que comprende un polinucleótido 
seleccionado de:30

(a) un polinucleótido 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 Nº: 4; 

(c) un polinucleótido 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 Nº: 4; 

(d) un polinucleótido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID Nº: 4; 35

(e) un polinucleótido que codifica un polipéptido capaz de generar anticuerpos que tengan especificidad de unión 
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: la SEC ID Nº: 4; 

(f) un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una 
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 4; 

(g) un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 3; 40

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

Según un aspecto, la presente invención 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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;45

(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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;
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(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del 
mismo;

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión por un polipéptido que 
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;

(f) un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID 5
Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo;

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal está eliminado. 

(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoácidos secretores está eliminada. 

Según un aspecto, la presente invención proporciona un polipéptido aislado que comprende un polipéptido 
seleccionado de:10

(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 Nº:

(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 Nº: 4; 

(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4; 15

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión por un polipéptido que 
comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID Nº: 4; 

(f) un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de la SEC ID 
Nº: 4; 

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal está eliminado. 20

(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoácidos secretora está eliminada. 

Los expertos en la técnica apreciarán que la invención incluye moléculas de ADN, es decir, polinucleótidos, sus 
secuencias homólogas y sus secuencias complementarias, que codifican análogos tales como mutantes, variantes, 
homólogos y derivados de dichos polipéptidos, tal como se describe en la presente solicitud de patente. Los genes 
homólogos están evolutivamente relacionados, tienen secuencias similares y están estructuralmente relacionados. 25
La invención también incluye moléculas de ARN que corresponden a las moléculas de ADN de la invención. Además 
de las moléculas de ADN y de ARN, la invención incluye los polipéptidos correspondientes y anticuerpos 
monoespecíficos que se unen específicamente a dichos polipéptidos.

En otra realización, los polipéptidos según la presente invención son antigénicos.

En otra realización, los polipéptidos según la presente invención son inmunógenos.30

En otra realización, los polipéptidos según la presente invención pueden provocar una respuesta inmunitaria en un 
huésped.

En otra realización, la presente invención también se refiere a polipéptidos que son capaces de generar anticuerpos 
que tienen especificidad de unión a los polipéptidos de la presente invención tal como se han definido anteriormente.

Un anticuerpo que “tiene especificidad de unión” es un anticuerpo que reconoce y se une al polipéptido seleccionado 35
pero que no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una muestra 
biológica. La unión específica puede medirse usando un ensayo ELISA en el que el polipéptido seleccionado se usa 
como un antígeno.

Según la presente invención, "protección" en los estudios biológicos se define por un aumento significativo en la 
curva, tasa o periodo de supervivencia. El análisis estadístico usando un ensayo de rango logarítmico para comparar 40
curvas de supervivencia y el ensayo exacto de Fisher para comparar tasas de supervivencia y número de días hasta 
la muerte, respectivamente, pueden ser útiles para calcular valores de P y determinar si la diferencia entre los dos 
grupos es estadísticamente significativa. Valores de P de 0,05 se consideran como no significativos.

En un aspecto adicional de la invención se proporcionan fragmentos antigénicos/inmunógenos de los polipéptidos de 
la invención, o de análogos de los mismos.45

Los fragmentos de la presente invención deberían incluir uno o más de dichas regiones epitópicas o ser lo 
suficientemente similares a dichas regiones para mantener sus propiedades antigénicas/inmunógenas. Por lo tanto, 
para fragmentos según la presente invención el grado de identidad es, quizás, irrelevante, debido a que pueden ser 
el 100 % idénticos a una parte particular de un polipéptido o análogo del mismo tal como se describe en el presente 
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documento. La presente invención también proporciona fragmentos que tienen al menos 20 restos de aminoácidos 
contiguos de las secuencias de polipéptidos de la presente invención.

El experto apreciará que los análogos de los polipéptidos de la invención también podrán usarse en el contexto de la 
presente invención, es decir, como material antigénico/inmunógeno. Por lo tanto, por ejemplo, proteínas o 
polipéptidos que incluyen una o más adiciones, deleciones, sustituciones o similares están abarcadas por la 5
presente invención.

Tal como se usan en el presente documento, “fragmentos”, “análogos” o “derivados” de los polipéptidos de la 
invención incluyen los polipéptidos en los que uno o más de los restos de aminoácidos están sustituidos por un resto 
de aminoácido conservado o no conservado (preferentemente conservado) y que puede ser natural o no natural. En 
una realización, los derivados y análogos de polipéptidos de la invención tendrán una identidad superior al 90 % con 10
las secuencias ilustradas en las figuras o fragmentos de los mismos. Es decir, el 90 % de los restos son los mismos.

En otra realización, los polipéptidos tendrán una identidad superior al 95 %. En otra realización, los polipéptidos 
tendrán una identidad superior al 99 %. En otra realización, los análogos de polipéptidos de la invención tendrán 
menos de aproximadamente 20 sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoácidos y más 
preferentemente menos de 10. 15

En otra realización, los polipéptidos tendrán una homología superior al 90 %. En otra realización, los polipéptidos 
tendrán una homología superior al 95 %. En otra realización, los polipéptidos tendrán una homología superior al 99 
%. En otra realización, los derivados y análogos de polipéptidos de la invención tendrán menos de aproximadamente 
20 sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoácidos y más preferentemente menos de 10. Las 
sustituciones preferentes son las conocidas en la técnica como conservadas, es decir, los restos sustituidos 20
comparten propiedades físicas o químicas tales como hidrofobicidad, tamaño, carga o grupos funcionales.

Estas sustituciones son las que tienen una influencia mínima sobre la estructura secundaria y sobre la naturaleza 
hidropática del polipéptido. Las sustituciones preferentes son las conocidas en la técnica como conservadas, es 
decir, los restos sustituidos comparten propiedades físicas o químicas tales como hidrofobicidad, tamaño, carga o 
grupos funcionales. Estas incluyen sustituciones tales como las descritas por Dayhoff, M. en Atlas of Protein 25
Sequence and Structure 5, 1978 y por Argos, P. en EMBO J. 8, 779-785, 1989. Por ejemplo, aminoácidos, 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; 30

lys, arg, orn, his; 

and phe, tyr, trp, his. 

Las sustituciones preferentes también incluyen sustituciones de D-enantiómeros para los L-aminoácidos 
correspondientes. 

En un enfoque alternativo, los análogos podrían ser proteínas de fusión que incorporen restos que hagan la 35
purificación más 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 fusión mantenga una antigenicidad suficiente para 
ser útil.

El porcentaje de homología se define como la suma del porcentaje de identidad más el porcentaje de similitud o 
conservación del tipo de aminoácido.40

En una realización, los análogos de polipéptidos de la invención tendrán una homología de aproximadamente el 90 
% con las secuencias ilustradas en las figuras o fragmentos de las mismas. En otra realización, los polipéptidos 
tendrán una homología superior al 95 %. En otra realización, los polipéptidos tendrán una homología superior al 99 
%. En otra realización, los análogos de polipéptidos de la invención tendrán menos de aproximadamente 20 
sustituciones, modificaciones o deleciones de restos de aminoácidos y más preferentemente menos de 10.45

Se puede usar un programa tal como el programa CLUSTAL para comparar secuencias de aminoácidos. Este 
programa compara secuencias de aminoácidos y encuentra el alineamiento óptimo insertando espacios en 
cualquiera de las secuencias según sea apropiado. Es posible calcular la identidad u homología de los aminoácidos 
para un alineamiento óptimo. Un programa como BLASTx alineará el tramo más largo de secuencias similares y 
asignará un valor al ajuste. De este modo es posible obtener una comparación en la que se encuentran varias 50
regiones de similitud, teniendo cada una puntuación diferente. Ambos tipos de análisis de identidad están 
contemplados en la presente invención.

En un enfoque alternativo, los análogos o derivados podrían ser polipéptidos de fusión que incorporen restos que 
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hagan la purificación más sencilla, por ejemplo marcando eficazmente la proteína o polipéptido deseado; puede ser 
necesario retirar el "marcador" o se puede dar el caso de que el propio polipéptido de fusión mantenga una 
antigenicidad suficiente para ser útil.

Es bien sabido que es posible someter a cribado un polipéptido antigénico para identificar regiones epitópicas, es 
decir, las regiones que son responsables de la antigenicidad o inmunogenicidad del polipéptido. Se conocen bien en 5
la técnica procedimientos para llevar a cabo dicho cribado. Por lo tanto, los fragmentos de la presente invención 
deberían incluir una o más de dichas regiones epitópicas o ser suficientemente similares a estas regiones para 
mantener sus propiedades antigénicas/inmunógenas.

En un aspecto adicional de la invención se proporcionan fragmentos antigénicos/inmunógenos de las proteínas o 
polipéptidos de la invención, o de los análogos o derivados de las mismas.10

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

También están incluidos polipéptidos a los que se han fusionado otros compuestos que alteran las propiedades 
biológicas o farmacológicas de los polipéptidos, es decir, polietilenglicol (PEG) para aumentar la semivida; 
secuencias de aminoácidos líderes o secretoras para facilitar la purificación; prepro- y pro-secuencias; y 15
(poli)sacáridos.

Además, en aquellas situaciones en las que se encuentra que las regiones de aminoácidos son polimórficas, puede 
ser deseable variar uno o más aminoácidos particulares para imitar más eficazmente los diferentes epítopos de las 
diferentes cepas de Pseudomonas.

Además, los polipéptidos de la presente invención se pueden modificar por acilación del -NH2 terminal (por ejemplo, 20
mediante acetilación, o amidación del ácido tioglicólico, amidación carboxi terminal, por ejemplo, con amoniaco o 
metilamina) para proporcionar estabilidad, aumentar la hidrofobicidad para el enlace o la unión a un soporte o a otra 
molécula.

También se contemplan multímeros heteropolipeptídicos y homopolipeptídicos de los fragmentos y análogos de los 
polipéptidos. Estas formas poliméricas incluyen, por ejemplo, uno o más polipéptidos que se han entrecruzado con 25
entrecruzadores tales como avidina/biotina, glutaraldehído o dimetil-superimidato. Dichas formas poliméricas 
también incluyen polipéptidos que contienen dos o más secuencias contiguas en tándem o invertidas, producidas a 
partir de ARNm multicistrónicos generados mediante tecnología de ADN recombinante.

En otra realización, la presente invención también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden uno o más 
polipéptidos o fragmentos o análogos de los mismos tal como se definen en las figuras de la presente solicitud.30

En otra realización, la presente invención también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o más 
polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos de 
los mismos; siempre que los polipéptidos estén unidos formando polipéptidos quiméricos.

En otra realización, la presente invención también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o más 
polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10 o 12 siempre que los 35
polipéptidos estén unidos formando un polipéptido quimérico.

Preferentemente, un fragmento, análogo o derivado de un polipéptido de la invención comprenderá al menos una 
región antigénica, es decir, al menos un epítopo.

Para lograr la formación de polímeros antigénicos (es decir, multímeros sintéticos), se pueden usar polipéptidos que 
tengan grupos bishaloacetilo, nitroarilhaluros o similares, en los que los reactivos son específicos para grupos tio.40
Por lo tanto, la unión entre dos grupos mercapto de los diferentes polipéptidos puede ser un enlace sencillo o puede 
estar compuesta de un grupo de unión de al menos dos, típicamente al menos cuatro, y no más de 16, pero 
generalmente no más de aproximadamente 14 átomos de carbono.

En una realización particular, los fragmentos y análogos del polipéptido de la invención no contienen un resto inicial 
de metionina (Met). Preferentemente, los polipéptidos no incorporarán una secuencia líder o secretora (secuencia 45
señal). La porción señal de un polipéptido de la invención se puede determinar según técnicas de biología 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 proteína madura y, por tanto, la secuencia del 
polipéptido maduro.

Dicho fragmento inmunógeno puede incluir, por ejemplo, el polipéptido de la invención que carece de un péptido 50
líder N-terminal y/o un dominio transmembranal y/o bucles y/o giros externos.

La presente invención 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 %, más preferentemente una identidad del 95 %, con un segundo polipéptido que comprende las 
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SEC I.D. Nº 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos 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 codón de iniciación (metionina o valina) y/o sin 
su péptido líder para favorecer la producción y purificación de polipéptidos recombinantes. Se sabe que la clonación 
de genes sin secuencias que codifican péptidos líder restringirá los polipéptidos al citoplasma de E. coli y facilitará su 
recuperación (Glick, B.R. y Pasternak, J.J. (1998) Manipulation of gene expression in prokaryotes. En "Molecular 5
biotechnology: Principles and applications of recombinant DNA", 2ª edición, ASM Press, Washington DC, p. 109-
143).

Según otro aspecto de la invención, también se proporciona (i) una composición de materia que contiene un 
polipéptido de la invención, junto con un vehículo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composición farmacéutica que 
comprende un polipéptido de la invención y un vehículo, diluyente o coadyuvante; (iii) una vacuna que comprende un 10
polipéptido de la invención y un vehículo, 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 invención para provocar una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta 
inmunitaria protectora a Pseudomonas; y particularmente, (v) un procedimiento para prevenir y/o tratar una infección 
por Pseudomonas, administrando una cantidad profiláctica o terapéutica de un polipéptido de la invención a un 15
huésped con necesidad de ello.

Según otro aspecto de la invención, también se proporciona (i) una composición de materia que contiene un 
polinucleótido de la invención, junto con un vehículo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composición farmacéutica que 
comprende un polinucleótido de la invención y un vehículo, diluyente o coadyuvante farmacéuticamente aceptable; 
(iii) un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra Pseudomonas, en un huésped, administrando al 20
huésped una cantidad inmunogénicamente eficaz de un polinucleótido de la invención para provocar una respuesta 
inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a Pseudomonas; y particularmente, (iv) un 
procedimiento para prevenir y/o tratar una infección por Pseudomonas, administrando una cantidad profiláctica o 
terapéutica de un polinucleótido de la invención a un huésped con necesidad de ello.

Según otro aspecto de la invención, también se proporciona (i) una composición de materia que contiene un 25
polipéptido de la invención, junto con un liposoma, vehículo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composición 
farmacéutica que comprende un polipéptido de la invención y un liposoma, vehículo, diluyente o coadyuvante; (iii) 
una vacuna que comprende un polipéptido de la invención y un liposoma, vehículo, 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 composición farmacéutica de la invención para provocar 30
una respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a P. aeruginosa; y particularmente, (v) 
un procedimiento para prevenir y/o tratar una infección por P. aeruginosa, administrando una cantidad profiláctica o
terapéutica de una composición farmacéutica de la invención a un huésped con necesidad de ello.

Según otro aspecto de la invención, también se proporciona (i) una composición de materia que contiene un 
polinucleótido de la invención, junto con un liposoma, vehículo, diluyente o coadyuvante; (ii) una composición 35
farmacéutica que comprende un polinucleótido de la invención y un liposoma, vehículo, 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 composición farmacéutica de la invención 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 infección por P. aeruginosa, administrando una cantidad profiláctica o 40
terapéutica de una composición farmacéutica de la invención a un huésped con necesidad de ello.

En otra realización, los polipéptidos de la invención están asociados con los liposomas.

Tal como se usa en el presente documento, "asociado con" significa que los polipéptidos de la invención están al 
menos parcialmente embebidos en la membrana del liposoma, y preferentemene no están unidos covalentemente a 
los lípidos. Los polipéptidos también pueden unirse a una cola de ácido graso lipídica que a su vez está embebida 45
en la membrana.

En otra realización, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos según 
la presente invención son antigénicas.

En otra realización, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos según 
la presente invención son inmunógenas.50

En otra realización, las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con polipéptidos según 
la presente invención pueden provocar una respuesta inmunitaria en un huésped.

En otra realización, la presente invención también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un 
liposoma asociado con polipéptidos que son capaces de generar anticuerpos que tienen especificidad de unión a los 
polipéptidos de la presente invención tal como se han definido anteriormente.55

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

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

La presente invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado 5
con fragmentos que pueden ser parte de un polipéptido más grande. Puede ser ventajoso incluir una secuencia de 
aminoácidos adicional que contenga secuencias secretoras o líderes, o secuencias que ayudan en la purificación 
tales como restos de histidina múltiples, o una secuencia adicional que aumenta la estabilidad durante la producción 
recombinante, o secuencias adicionales de una cola polipeptídica o lipídica que aumenta el potencial inmunógeno 
del polipéptido final.10

El experto apreciará que las composiciones farmacéuticas que comprenden un liposoma asociado con análogos de 
los polipéptidos de la invención también podrán usarse en el contexto de la presente invención, es decir, como 
material antigénico/inmunógeno. Por lo tanto, por ejemplo, proteínas o polipéptidos que incluyen una o más 
adiciones, deleciones, sustituciones o similares están abarcadas por la presente invención.

En otra realización, la presente invención también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un 15
liposoma asociado con polipéptidos quiméricos que comprenden uno o más polipéptidos o fragmentos o análogos de 
la invención.

Los liposomas están hechos de fosfolípidos y otras moléculas anfóteras 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, 18ª ed., 1990, Mack Publishing Co., 20
Pennsylvania., p.1691]. El constituyente principal de los liposomas son lípidos que tienen una "cabeza" hidrófila polar 
unida a una "cola" hidrófoba, no polar, larga. La cabeza hidrófila consiste típicamente en un grupo fosfato, mientras 
que la cola hidrófoba está hecha de dos cadenas de hidrocarburo largas. Debido a que las moléculas de lípidos 
tienen una parte que es hidrosoluble y otra parte que no lo es, tienden a juntarse en estructuras ordenadas que 
secuestran las colas hidrófobas de moléculas de agua. En el proceso, los liposomas pueden atrapar agua y solutos 25
en su interior, o también pueden incorporarse directamente moléculas con regiones hidrófobas en membranas de 
liposomas. Muchos fosfolípidos, solos o en combinación, formarán liposomas con otros lípidos. Por convención, los 
liposomas se dividen en categorías por tamaño, y se usa un acrónimo de 3 letras para designar el tipo de liposoma 
que se está tratando. Las vesículas multilaminares se designan "MLV", las vesículas unilaminares grandes "LUV", 
las vesículas unilaminares pequeñas "SUV". Estas denominaciones vienen algunas veces seguidas por la 30
composición 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 proteínas de membrana a replegarse y también son 
coadyuvantes eficaces que refuerzan la respuesta inmunitaria humoral, así como la celular, contra un antígeno.

La invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden liposomas constituidos por fosfolípidos.
Estos fosfolípidos pueden sintetizarse o extraerse de células bacterianas, soja, huevos.35

La invención proporciona un procedimiento para la incorporación de polipéptidos de la invención en formulaciones 
de liposomas diferentes.

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

La invención proporciona un procedimiento para extraer lípidos de células bacterianas para generar formulaciones 40
de liposomas de origen bacteriano. Las mezclas de lípidos complejas pueden extraerse de varias especies 
bacterianas. Estas especies podrían incluir pero sin limitación: 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).45

Los liposomas de la invención pueden prepararse a partir de una variedad de lípidos formadores de vesícula 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; cerebrósidos; 
gangliósidos, esfingomielina; esteroides, tales como colesterol; y otros lípidos, así como excipientes tales como 
palmitato de vitamina E o vitamina C.50

La fluidez y estabilidad de las membranas de liposomas dependerá de la temperatura de transición (temperatura a la 
que las regiones de hidrocarburo cambian de un estado cuasicristalino a más fluido) de los fosfolípidos.

Las modificaciones de fluidez de membrana, número de láminas, tamaño de vesícula, carga superficial, proporción 
de lípidos con respecto a antígenos y localización del antígeno dentro de los liposomas puede modular la capacidad 
de coadyuvar de preparaciones de liposomas.55
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La preparación de liposomas puede realizarse mediante una serie de técnicas diferentes que incluyen inyección con 
etanol, infusión con éter, eliminación de detergente, evaporación de disolvente, evaporación de disolventes 
orgánicos a partir de emulsiones de cloroformo en agua; extrusión de vesículas multilamelares a través de una 
membrana de policarbonato nucleoporosa; congelación y descongelación de mezclas de fosfolípidos, así como 
sonicación y homogeneización.5

Los lípidos pueden disolverse en un disolvente orgánico adecuado, o una mezcla de disolventes orgánicos 
adecuada, tal como solución de cloroformo:metanol en un matraz de vidrio de fondo redondo y se secan usando un 
evaporador rotatorio para lograr una película plana en el recipiente.

Antes de la inmunización, los polipéptidos de la invención también se pueden acoplar o conjugar a proteínas 
portadoras tales como la toxina del tétanos, toxina de la difteria, antígeno superficial del virus de la hepatitis B, 10
antígeno VP1 del virus de la poliomielitis o a cualquier otra toxina o antígeno vírico o bacteriano o a cualquier 
proteína adecuada para estimular el desarrollo de una respuesta inmunitaria más fuerte. Este acoplamiento o 
conjugación se puede realizar química o genéticamente. Una descripción más detallada de la conjugación péptido-
portador está 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 15
Knippenberg P.H. (1988), Elsevier Nueva York.

Según otro aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden uno o más polipéptidos 
Pseudomonas de la invención en una mezcla con un coadyuvante farmacéuticamente aceptable. Los coadyuvantes 
adecuados incluyen (1) formulaciones en emulsión de aceite en agua tales como MF59

TM
, SAF

TM
, Ribi

TM
; (2) 

coadyuvante completo o incompleto de Freund; (3) sales, es decir, AlK(SO4)2, AlNa(SO4)2, AlNH4(SO4)2, Al(OH)3, 20
AlPO4, sílice, caolín; (4) derivados de saponina tales como Stimulon

TM
o partículas generadas a partir de los mismos 

como ISCOMs (complejos inmunoestimuladores); (5) citocinas tales como interleucinas, interferones, factor 
estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF); (6) otras sustancias tales como 
polinucleótidos de carbono, es decir, poli IC y poli AU, toxina del cólera detoxificada (CTB) y toxina térmicamente 
lábil de E. coli para la inducción de inmunidad en la mucosa; (7) liposomas. Una descripción más detallada de 25
coadyuvantes está disponible en una revisión por M.Z.I. Khan y col. en Pharmaceutical Research, vol. 11, Nº 1 
(1994) páginas 2-11, y también en otra revisión por Gupta y col., en Vaccine, Vol. 13, Nº 14, páginas 1263-1276 
(1995) y en el documento WO 99/24578. Los coadyuvantes preferentes incluyen QuiltATM, QS21TM, AlhydrogelTM y 
AdjuphosTM.

Las composiciones farmacéuticas de la invención se pueden administrar por vía parenteral mediante inyección, 30
infusión rápida, absorción nasofaríngea, absorción dérmica, o por vía bucal u oral.

La expresión “composición farmacéutica” también se pretende que incluya anticuerpos. Según la presente invención, 
también se proporciona el uso de uno o más anticuerpos que tienen especificidad de unión por los polipéptidos de la 
presente invención para su uso en el tratamiento o prevención de infección por Pseudomonas y/o enfermedades y 
síntomas mediados por infección por Pseudomonas.35

Las composiciones farmacéuticas de la invención se usan para la prevención o el tratamiento de infección por 
Pseudomonas y/o enfermedades y síntomas mediados por infección 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. 7ª edición, 1999, 1773 p. y en Campa, M. y col. (Eds.) Pseudomonas aeruginosa as. an 
opportunistic pathogen (1993) Plenum Press, NY, 419 p.40

En una realización, las composiciones farmacéuticas de la presente invención se usan para la prevención o el 
tratamiento de infecciones nosocomiales, especialmente en individuos inmunodeprimidos tales como neumonía 
asociada a ventilador en pacientes entubados, bacteremia en pacientes con quemaduras, infección crónica en 
pacientes con fibrosis quística y septicemia. En una realización, las composiciones farmacéuticas de la invención se 
usan para el tratamiento o la prevención de infección por Pseudomonas y/o enfermedades y síntomas mediados por 45
infección por Pseudomonas. En otra realización, la infección por Pseudomonas está mediada por Pseudomonas 
aeruginosa. En otra realización, la infección por Pseudomonas está mediada por Pseudomonas stutzeri.

En una realización particular, las composiciones farmacéuticas se administran a los huéspedes con riesgo de 
infección por Pseudomonas tales como niños pequeños, personas mayores y huéspedes inmunodeprimidos y 
también pacientes hospitalizados, pacientes con fibrosis quística, personas susceptibles de sufrir quemaduras tales 50
como bomberos o personal militar.

Tal como se usa en la presente solicitud, el término “huésped” incluye mamíferos. En otra realización, el mamífero 
es un ser humano.

Las composiciones farmacéuticas preferentemente están en una forma farmacéutica unitaria de 0,001 a 100 µg/kg 
aproximadamente (antígeno/peso corporal) y más preferentemente de 0,01 a 10 µg/kg y del modo más preferente de 55
0,1 a 1 µg/kg de 1 a 3 veces con un intervalo de aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

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

Según otro aspecto, se proporcionan polinucleótidos que codifican polipéptidos caracterizados por la secuencia de 
aminoácidos que comprende la SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos de los mismos.

En una realización, los polinucleótidos son los ilustrados en la SEC ID Nº: 3 que pueden incluir los marcos de lectura 5
abiertos (ORF), que codifican los polipéptidos de la invención.

Se apreciará que las secuencias de polinucleótidos ilustradas en las figuras pueden estar alteradas con codones 
degenerados y aún así codificar los polipéptidos de la invención. En consecuencia, la presente invención 
proporciona también polinucleótidos que se hibridan con las secuencias de polinucleótidos descritas anteriormente 
en el presente documento (o secuencias complementarias a las mismas) que tienen una identidad de al menos el 90 10
% entre secuencias. En otra realización, los polinucleótidos se hibridan en condiciones restrictivas, es decir, que 
tienen una identidad de al menos el 95 %. En otra realización, una identidad superior al 97 %. Se pueden determinar 
fácilmente condiciones restrictivas adecuadas para la hibridación por parte de un experto de la técnica (véase por 
ejemplo Sambrook y col., (1989) Molecular cloning: A Laboratory Manual, 2ª 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.).15

En otra realización, la presente invención proporciona polinucleótidos 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 Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.20

En otra realización, la presente invención proporciona polinucleótidos 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 aminoácidos contiguos de un polipéptido que comprende 25
una secuencia seleccionada de SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

En otra realización, la presente invención proporciona polinucleótidos 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; 30

comprendiendo dicho polipéptido al menos 20 restos de aminoácidos contiguos de un polipéptido que comprende 
una secuencia seleccionada de SEC ID Nº: 4 o fragmentos o análogos del mismo.

En otra realización, la presente invención proporciona polinucleótidos que se hibridan en condiciones restrictivas a 
bien

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido o bien35

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

comprendiendo dicho polipéptido al menos restos de aminoácidos contiguos de un polipéptido que comprende una 
secuencia seleccionada de SEC ID Nº: 4

En otra realización, los polinucleótidos son los que codifican polipéptidos de la invención ilustrados en la SEC ID Nº:
4.40

En otra realización, los polinucleótidos son los ilustrados en la SEC ID Nº: 3 que codifican polipéptidos de la 
invención.

Como apreciará fácilmente alguien experto en la materia, los polinucleótidos incluyen tanto ADN como ARN.

La presente invención también incluye polinucleótidos complementarios a los polinucleótidos descritos en la 
presente solicitud.45

Según otro aspecto, se proporciona un procedimiento para la producción de polipéptidos de la invención mediante 
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técnicas recombinantes expresando un polinucleótido que codifica dicho polipéptido en una célula huésped y 
recuperando el producto del polipéptido expresado. Alternativamente, los polipéptidos se pueden producir según 
técnicas de síntesis química establecidas, es decir, síntesis en fase sólida o en fase de disolución de oligopéptidos 
que están ligados para producir el polipéptido completo (ligación en bloque).

Se describen procedimientos generales para la obtención y evaluación de polinucleótidos y polipéptidos en las 5
siguientes referencias: Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª 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 páginas; Protein Purification, Principles and Practices, Scopes R.K., Springer-
Verlag, Nueva York, 3ª edición, 1993, 380 páginas; Current Protocols in Immunology, editado por Coligan J.E. y col., 10
John Wiley & Sons Inc., Nueva York.

La presente invención proporciona células huésped transfectadas con vectores que comprenden los polinucleótidos 
de la invención

La presente invención proporciona un procedimiento para la producción de un polipéptido que comprende el cultivo 
de una célula huésped de la invención en condiciones adecuadas para la expresión de dicho polipéptido.15

Para la reproducción recombinante, se transfectan células huésped con vectores que codifican los polipéptidos de la 
invención, y después se cultivan en un medio nutriente modificado según 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 cromosómicas, no cromosómicas y de ADN sintético, por ejemplo, 
plásmidos bacterianos, ADN fágico, baculovirus, plásmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de 20
plásmidos y ADN fágico. La secuencia polipeptídica se puede incorporar al vector en el sitio apropiado usando 
enzimas de restricción de manera que esté operativamente unida a una región de control de la expresión que 
comprende un promotor, un sitio de unión a ribosomas (región consenso o secuencia de Shine-Dalgarno), y 
opcionalmente un operador (elemento de control). Se pueden seleccionar componentes individuales de la región de 
control de la expresión que sean apropiados para un huésped y un vector dados según principios de biología 25
molecular establecidos (Sambrook y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª 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 limitación, el promotor de LTR o SV40, los promotores lac, tac o 
trp de E. coli y el promotor PL del fago lambda. Los vectores incorporarán preferentemente un origen de replicación, 
así como marcadores de selección, es decir, un gen de resistencia a ampicilina. Los vectores bacterianos 30
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 pBlueBacIII, 
pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG, pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL. Las células huésped pueden ser 
bacterianas, es decir, E. coli, Bacillus subtilis, Streptomyces; fúngicas, es decir, Aspergillus niger, Aspergillus 
nidulins; de levadura, es decir, Saccharomyces o eucariotas, es decir, CHO, COS.35

Tras la expresión del polipéptido en cultivo, las células se recogen típicamente por centrifugación y después se 
rompen por medios físicos o químicos (si el polipéptido expresado no es secretado al medio) y el extracto bruto 
resultante es retenido para aislar el polipéptido de interés. La purificación del polipéptido a partir del medio de cultivo 
o del lisado se puede lograr mediante técnicas establecidas en función de las propiedades del polipéptido, es decir, 
usando precipitación con sulfato de amonio o con etanol, extracción ácida, cromatografía de intercambio aniónico o 40
catiónico, cromatografía de fosfocelulosa, cromatografía de interacción hidrófoba, cromatografía de hidroxilapatita y 
cromatografía de lectina. La purificación final se puede lograr usando HPLC.

Los polipéptidos se pueden expresar con o sin una secuencia líder o de secreción. En este último caso la secuencia 
líder 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 químicamente después de purificar el polipéptido expresado.45

Según un aspecto adicional, los polipéptidos de Pseudomonas de la invención se pueden usar en un ensayo de 
diagnóstico para la infección por Pseudomonas, en particular la infección por Pseudomonas aeruginosa.

Son posibles diversos procedimientos diagnósticos para la infección por Pseudomonas en un huésped susceptible a 
infección por Pseudomonas, por ejemplo, para detectar organismos de Pseudomonas en una muestra biológica, se 
puede realizar el procedimiento siguiente:50

(a) obtener una muestra biológica de un huésped;

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

(c) detectar el anticuerpo o fragmento unido específicamente en la mezcla que indica la presencia 
de Pseudomonas.55

Alternativamente, un procedimiento de diagnóstico para la infección por Pseudomonas en un huésped susceptible a 
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la infección por Pseudomonas incluye un procedimiento para la detección de anticuerpo específico para un antígeno 
de Pseudomonas en una muestra biológica que contiene o que se sospecha que contiene dicho anticuerpo que 
puede realizarse del modo siguiente:

(a) obtener una muestra biológica de un huésped;

(b) incubar uno o más polipéptidos de Pseudomonas de la invención o sus fragmentos con la muestra biológica 5
para formar una mezcla; y

(c) detectar el antígeno o fragmento unido específicamente en la mezcla que indica la presencia de anticuerpo 
específico para Pseudomonas.

Un experto en la técnica reconocerá que este ensayo de diagnóstico puede adoptar diversas formas, incluidas un 
ensayo inmunológico tal como un ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA), un radioinmunoensayo o un 10
ensayo de aglutinación con látex, esencialmente para determinar si hay presencia en un organismo de anticuerpos 
específicos para el polipéptido.

Las secuencias de ADN que codifican polipéptidos de la invención también se pueden usar para diseñar sondas de 
ADN para usar en la detección de la presencia de Pseudomonas en una muestra biológica sospechosa de contener 
dicha bacteria. Ese procedimiento de detección de la presente invención comprende:15

(a) obtener una muestra biológica de un huésped;

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

(c) detectar la sonda de ADN unida específicamente en la mezcla que indica la presencia de bacterias 
Pseudomonas.20

Las sondas de ADN descritas en el presente documento también se pueden usar para detectar Pseudomonas 
circulantes, es decir, ácidos nucleicos de Pseudomonas en una muestra, por ejemplo, usando la reacción en 
cadena de la polimerasa, como procedimiento de diagnóstico de infecciones por Pseudomonas. La sonda se puede 
sintetizar usando técnicas convencionales y se puede inmovilizar sobre una fase sólida, o se puede marcar con un 
marcador detectable. Una sonda de ADN preferente para la presente solicitud es un oligómero que tiene una 25
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 6 nucleótidos contiguos de los polipéptidos 
de Pseudomonas de la invención. En otra realización, la sonda de ADN preferente será un oligómero que tiene una 
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 15 nucleótidos contiguos de los polipéptidos 
de Pseudomonas de la invención. En otra realización, la sonda de ADN preferente será un oligómero que tiene una 
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 30 nucleótidos contiguos de los polipéptidos 30
de Pseudomonas de la invención. En otra realización, la sonda de ADN preferente será un oligómero que tiene una 
secuencia complementaria a al menos aproximadamente 50 nucleótidos contiguos de los polipéptidos 
de Pseudomonas de la invención.

Otro procedimiento diagnóstico para la detección de Pseudomonas en un huésped comprende:

(a) marcar un anticuerpo reactivo con un polipéptido de la invención o un fragmento del mismo con un marcador 35
detectable;

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

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

En otro aspecto, pueden usarse polinucleótidos que codifican polipéptidos de la invención, o fragmentos, análogos o 40
derivados de los mismos, en un procedimiento de inmunización de ADN. Es decir, pueden incorporarse en un vector 
que sea replicable y pueda expresarse después de la inyección, produciendo de este modo el polipéptido antigénico 
in vivo. Por ejemplo, pueden incorporarse polinucleótidos en un vector plásmido con el control del promotor CMV 
que es funcional en células eucariotas. Preferentemente el vector se inyecta por vía intramuscular.

Otro aspecto de la invención es el uso de polipéptidos de Pseudomonas de la invención como inmunógenos para la 45
producción de anticuerpos específicos para el diagnóstico y, en particular, el tratamiento de infección por 
Pseudomonas.

Otro aspecto de la invención es el uso de los anticuerpos dirigidos a los polipéptidos de la invención para la 
inmunización pasiva, administrándose un anticuerpo generado por un polipéptido de la invención a un huésped en 
una cantidad suficiente para proporcionar una inmunización pasiva. Se podrían usar los anticuerpos descritos en la 50
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 infección por 
Pseudomonas en un modelo de ensayo. Un ejemplo de un modelo animal es el modelo de ratón descrito en los 
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ejemplos del presente documento. El anticuerpo puede ser un anticuerpo completo o uno de sus fragmentos de 
unión al antígeno y puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulina. El anticuerpo o el fragmento pueden ser 
de origen animal, específicamente de origen mamífero y más específicamente 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 expresión anticuerpo o fragmento de anticuerpo recombinante significa anticuerpo o 5
fragmento de anticuerpo que se produce usando técnicas de biología molecular. El anticuerpo o los fragmentos de 
anticuerpos pueden ser policlonales, o preferentemente monoclonales. Pueden ser específicos para una serie de 
epítopos asociados a los polipéptidos de Pseudomonas , pero preferentemente es específico para uno.

El uso de un polinucleótido de la invención en inmunización genética usará preferentemente un procedimiento o 
sistema de administración adecuado tal como inyección directa de ADN de plásmido en los músculos [Wolf y col. H 10
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], inyección de ADN de plásmido 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 
administración de ADN acomplejado con vehículos específicos [Wa y col., J Biol Chem (1989) 264: 16985; Chaplin y 15
col., Infect. Immun. (1999) 67: 6434], inyección de plásmido 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], administración 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 administración de ADN 
con vectores vivos [Tubulekas y col., Gene (1997) 190: 191; Pushko y col., Virology (1997) 239: 389; Sprerig y col.20
FEMS (2000) 27: 299; Dietrich y col., Vaccine (2001) 19: 2506]. 

En otro aspecto, la invención proporciona un procedimiento para el tratamiento profiláctico y terapéutico de infección 
por Pseudomonas en un huésped susceptible a la infección por Pseudomonas que comprende administrar al 
huésped una cantidad profiláctica o terapéutica de una composición farmacéutica de la invención.

En otra realización, la invención proporciona el uso de una composición farmacéutica de la invención en la 25
fabricación de un medicamento para el tratamiento profiláctico o terapéutico de una infección por Pseudomonas.

En otra realización, la invención proporciona un kit que comprende un polipéptido de la invención para la detección o 
el diagnóstico de una infección por Pseudomonas.

A menos de que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos que se usan en el presente 
documento tienen los mismos significados que entienden comúnmente los expertos en la técnica a la que pertenece 30
la presente invención. Además, los materiales, procedimientos y ejemplos son sólo ilustrativos y no pretenden ser
limitantes.

EJEMPLO 1

Este ejemplo ilustra la clonación y características moleculares del gen SPA-1 y polipéptidos correspondientes.

La región codificante del gen SPA-1 de P.aeruginosa (SEC ID Nº: 1) se amplificó por PCR (Hybaid PCR Express, 35
ESBE Scientific, Markham, Ontario, Canadá) de ADN genómico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los 
oligos siguientes que contenían extensiones de base para la adición de sitios de restricción NdeI (CATATG) y NotI 
(GCGGCCGC): 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 extracción en gel QIAquick siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, Chatsworth, 40
CA) y se digirieron con NdeI y NotI (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, Baie d’Urfé, Canadá). El vector pET21b(+) 
(Novagen, Madison, WI) se digirió con NdeI y NotI y se purificó a partir de gel de agarosa usando un kit de 
extracción en gel QIAquick (Qiagen). Los productos de PCR NdeI-NotI se ligaron al vector de expresión NdeI-NotI 
pET21b(+). Los productos ligados se transformaron en cepas de E. coli DH5α��[�80dlacZM15(acZYA-argF) 
U169 endA1 recA1 hsdR17 (rk-mk+) deoR thi-1 supE44 -gyrA96 relA1] (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) según el 45
procedimiento de Simanis (Hanahan, D. DNA Cloning, 1985, D.M. Glover (ed), páginas 109-135). El plásmido 
pET21b(+) recombinante (rpET21b(+)) que contenía el gen SPA-1 se purificó usando un kit de Qiagen y se 
secuenció un inserto de ADN (kit Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing, ABI, Foster City, CA).  
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Tabla 1. Cebadores oligonucleótidos usados para la amplificación por PCR de genes de P. aeruginosa

Genes Cebadores 
I.D. 

Sitio de 
restricción 

Vector Secuencia Secuencia 
I.D. Nº

SPA-1 PSEU59 NdeI pET21b (+) 7

EPA-1 PSEU60 NotI pET21b (+) 8

SPA-1 PSEU409 BglII PCMV-GH 9

SPA-1 PSEU410 XbaI pCMV-GH 10

SPA-2 PSEU47 NdeI pET21b (+) 11

SPA-2 PSEU48 HindIII pET21b (+) 12

SPA-2 PSEU411 BamHI pCMV-GH 13

SPA-2 PSEU412 HindIII pCMV-GH 14

SPA-3 PSEU37 NdeI pET21b (+) 15

SPA-3 PSEU38 HindIII pET21b (+) 16

SPA-3 PSEU413. BamHI pCMV-GH 17

SPA-3 PSEU414 HindIII pCMV-GH 18

Se determinó que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-1 contiene 1347 pb y codifica un 
polipéptido de 448 restos de aminoácidos con una pI predicha de 8,20 y una masa molecular de 47757,95 Da. El 5
análisis de la secuencia de aminoácidos predicha (SEC ID Nº: 2) usando el programa informático Spscan (Wisconsin 
Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirió la existencia de un péptido señal de 32 restos de 
aminoácidos (MRNPERSALLKVSGLLGSTVVAMGLGLSSACA) que termina con un sitio de escisión localizado entre 
un resto de alanina y un resto de glutamina.

Para confirmar la presencia por amplificación por PCR del gen SPA-1 (SEC ID Nº:1) se usaron las 5 cepas de P. 10
aeruginosa distintas siguientes: P. aeruginosa PAO1, NF25, NF45, 1019-5 y B. Los aislados clínicos se 
proporcionaron por el Centre de Recherche en Infectiologie (Laval University, Quebec, Canadá). La XL1-Blue MRF’ 
de E. coli se usó en estos experimentos como control negativo. El gen SPA-1 (SEC ID Nº :1) se amplificó por PCR 
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(Hybaid PCR Express, ESBE Scientific) a partir de ADN genómico de las 5 cepas de P. aeruginosa y la cepa de E. 
coli de control usando los cebadores de oligonucleótidos PSEU59 y PSEU60 (Tabla 1). La PCR se realizó con 10 
ciclos de 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 tamaño en geles de agarosa al 1 % y se visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio. Los 5
resultados de estas amplificaciones por PCR se presentan en la tabla 2. El análisis de los productos de amplificación 
reveló que el gen SPA-1 (SEC ID Nº: 1) estaba presente en el genoma de todas las 5 cepas de P. aeruginosa
analizadas. No se detectó dicho producto cuando se sometió el ADN de E. coli a amplificaciones por PCR idénticas 
con estos cebadores de oligonucleótidos.  

Tabla 2. Identificación de genes de P. aeruginosa por amplificación por PCR10
Identificación de la cepa Identificación por amplificación por PCR de

SPA-1 SPA-2 SPA-3
PAO1 + + +
NF25 + + +
NF45 + + +
1019-5 + + +
B + + +
E. coli - - -

EJEMPLO 2

Este ejemplo ilustra la clonación y características moleculares de genes SPA-2 y polipéptidos correspondientes.

La región de codificación del gen SPA-2 de P.aeruginosa (SEC ID Nº: 3) se amplificó por PCR (Hybaid PCR 
Express, ESBE Scientific) de ADN genómico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los oligos siguientes que 15
contenían extensiones de base para la adición de sitios de restricción NdeI (CATATG) y HindIII (AAGCTT): PSEU47 
y PSEU48, que se presentan en la tabla 1. Los procedimientos usados para clonar genes SPA-2 en un vector de 
expresión y la secuenciación son similares a los procedimientos descritos en el ejemplo 1. 

Se determinó que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-2 contiene 624 pb y codifica un 
polipéptido de 207 restos de aminoácidos con una pI predicha de 5,04 y una masa molecular predicha de 22882,24 20
Da. El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha (SEC ID Nº: 4) usando el programa informático Spscan 
(Wisconsin Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirió la existencia de un péptido señal de 19 
restos de aminoácidos (MKRILTSAALIGMTTLLAA) que termina con un sitio de escisión localizado entre un resto de 
alanina y un resto de cisteína.

Se mostró que el gen SPA-2 estaba presente después de la amplificación por PCR usando los cebadores de 25
nucleótidos PSEU47 y PSEU48 en las 5 cepas de P. aeruginosa analizadas (Tabla 2). Los procedimientos usados 
para la amplificación por PCR del gen SPA-2 fueron similares a los procedimientos presentados en el ejemplo 1. No 
se detectó dicho producto cuando se sometió el ADN de E. coli a amplificación por PCR idéntica con estos 
cebadores de oligonucleótidos.

EJEMPLO 330

Este ejemplo ilustra la clonación y características moleculares de genes SPA-3 y polipéptidos correspondientes.

La región codificante del gen SPA-3 de P.aeruginosa (SEC ID Nº: 5) se amplificó por PCR (Hybaid PCR Express, 
ESBE Scientific) de ADN genómico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando los oligos siguientes que contenían 
extensiones de base para la adición de sitios de restricción NdeI (CATATG) y HindIII (AAGCTT): PSEU37 y 
PSEU38, que se presentan en la tabla 1. Los procedimientos usados para clonar genes SPA-3 en un vector de 35
expresión y la secuenciación son similares a los procedimientos descritos en el ejemplo 1. 

Se determinó que el marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido SPA-3 contiene 1143 pb y codifica un 
polipéptido de 380 restos de aminoácidos con una pI predicha de 5,15 y una masa molecular predicha de 40394,19 
Da. El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha (SEC ID Nº: 6) usando el programa informático Spscan 
(Wisconsin Sequence Analysis Package; Genetics Computer Group) sugirió la existencia de un péptido señal de 21 40
restos de aminoácidos (MVQWKHAALLALALAWGCSS) que termina con un sitio de escisión localizado entre un 
resto de alanina y un resto de asparagina.

Se mostró que el gen SPA-3 estaba presente después de la amplificación por PCR usando los cebadores de 
nucleótidos PSEU37 y PSEU38 en las 5 cepas de P. aeruginosa analizadas (Tabla 2). Los procedimientos usados 
para la amplificación por PCR del gen SPA-3 fueron similares a los procedimientos presentados en el ejemplo 1. No 45
se detectó dicho producto cuando se sometió el ADN de E. coli a amplificaciones PCR idénticas con estos 
cebadores de oligonucleótidos.

EJEMPLO 4
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Este ejemplo ilustra la clonación de genes de P. aeruginosa en el plásmido 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 plásmido 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 administración del plásmido en células eucariotas. El 5
vector también incorpora el gen de resistencia a ampilicina.

Las regiones codificantes de los genes SPA-1 (SEC ID Nº: 1), SPA-2 (SEC ID Nº: 3), SPA-3 (SEC ID Nº: 5) sin sus 
regiones de péptidos líder se amplificaron por PCR (Hybaid PCR Express, ESBE Scientific) a partir de AND 
genómico de la cepa de P. aeruginosa PAO1 usando cebadores de nucleótidos que contenían extensiones de base 
para la adición de sitios de restricción BamHI (GGATCC), BglII (AGATCT), XbaI (TCTAGA) o HindIII (AAGCTT) que 10
se describen en la tabla 1. Los productos de PCR se purificaron a partir de gel de agarosa usando un kit de 
extracción en gel QIAquick (Qiagen) y se digirieron con enzimas de restricción (Amersham Pharmacia Biotech, Inc). 
El vector pCMV-GH (Laboratory of Dr. Stephen A. Johnston, Department of Biochemistry, The University of Texas, 
Dallas, Texas) se digirió con BamHI, BglII, XbaI o HindIII y se purificó usando el kit de extracción en gel de agarosa 
QIAquick (Qiagen). Los fragmentos de ADN digeridos se ligaron al vector pCMV-GH digerido para crear los 15
polipéptidos de fusión 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 DH5α��[�80dlacZM15(acZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 (rk-
mk+) deoR thi-1 supE44 -gyrA96 relA1] (Gibco BRL) según el procedimiento de Simanis (Hanahan, D. DNA Cloning, 
1985, D.M. Glover (ed), páginas 109-135). Los plásmidos pCMV recombinantes se purificaron usando un kit Qiagen 
y las secuencias de nucleótidos de los insertos de ADN se verificaron por secuenciación de ADN.20

EJEMPLO 5

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

Un grupo de 8 ratones BALB/c hembras (Charles River, St-Constant, Quebec, Canadá) se inmunizaron mediante 
inyección por vía intramuscular de 100 µl tres veces en intervalos de dos o tres semanas con 50 µg de pCMV-GH 25
recombinante que codifica genes SPA-1 (SEC ID Nº: 1), SPA-2 (SEC ID Nº: 3) y SPA-3 (SEC ID Nº: 5) en presencia 
de 50 µg de plásmido que expresa el factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (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 µg de pCMV-GH en presencia de 50 µg de pCMV-
GH-GM-CSF. Se recogieron muestras de sangre de la cavidad orbitaria antes de cada inmunización y siete días 30
después de la tercera inyección. Las respuestas de anticuerpo en suero se determinaron mediante ELISA usando 
los péptidos recombinantes correspondientes de P. aeruginosa marcada con His-Tag como antígeno de 
recubrimiento. La producción y purificación de estos polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con 
His-tag se presenta en el ejemplo 6. 

EJEMPLO 635

Este ejemplo ilustra la producción y la purificación de polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa.

Se usó el plásmido pET21b(+) recombinante con genes SPA-1 (SEC ID Nº: 1), SPA-2 (SEC ID Nº: 3) y SPA-3 (SEC 
ID Nº: 5) para transformar por electroporación (aparato Gene Pulser II, BIO-RAD Labs, Mississauga, Canadá) cepas 
de E. coli Tuner (DE3) [F- ampT hsdSB (rB 

- mB 
-) gal dcm lacY1 (DE3)] (Novagen). En esta cepa de E. coli, el 

promotor T7 que controla la expresión del polipéptido recombinante es reconocido específicamente por la ARN-40
polimerasa T7 (presente en el profago DE3) cuyo gen está bajo el control del promotor lac que es inducible por 
isopropil-ß-d-tio-galactopiranósido (IPTG). El transformante Tuner (DE3)/rpET21 se cultivó a 37 °C con agitación 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 contenía 
100 µg de ampicilina (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canadá) por ml hasta alcanzar un valor de A600 de 0,5.
Para inducir la producción de polipéptidos recombinantes de P. aeruginosa marcados con His, las células se 45
incubaron durante 3 horas adicionales en presencia de IPTG hasta una concentración final de 1 mM. Las células 
inducidas a partir de 1 l de cultivo se sedimentaron por centrifugación y se congelaron a -70 °C.

La purificación de los polipéptidos recombinantes a partir de las fracciones citoplasmáticas solubles o insolubles de 
Tuner inducido por IPTG (DE3) /rpET21 se realizó por cromatografía de afinidad en base a las propiedades de la 
secuencia His•Tag (6 restos de histidina consecutivos) para su unión a cationes divalentes (Ni2+) inmovilizados sobre 50
la resina de quelación de metal His•Bind. Brevemente, para la purificación de polipéptidos SPA-2 y SPA-3 a partir la 
fracción citoplasmática soluble, las células sedimentadas obtenidas de un cultivo de 1 l inducido con IPTG se 
sometieron a sonicación y se centrifugaron a 21.000 X g durante 30 min para eliminar residuos. Para la purificación 
de polipéptidos recombinantes SPA-1 a partir de la fracción citoplasmática insoluble, las células se sometieron a 
sonicación y se centrifugaron como anteriormente y el sedimento resultante se volvió a suspender en un tampón de 55
lisis (imidazol 5 mM, NaCl 2 M, Tris-HCl 20 mM, pH 7,9) con Guanidina-HCl 6 M. La suspensión se incubó sobre 
hielo durante 1 h y se centrifugó a 39.000 x g durante 20 min. Los sobrenadantes que contenían 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 eliminación de la sal y el imidazol de la muestra se realizó mediante diálisis 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, Illinois).

EJEMPLO 75

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 están normalmente en contacto con P. aeruginosa desarrollan anticuerpos que son 10
específicos de estos polipéptidos. Estos anticuerpos humanos particulares pueden estar implicados en la protección 
contra la infección por P. aeruginosa.  

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

Polipéptido recombinante 
purificado I.D.1

Peso molecular aparente 
(kDa)2

Reactividad en inmunoensayos 
con anticuerpos presentes en 

sueros humanos3

SPA-1 48 +
SPA-2 25 +
SPA-3 40 +

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

15
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.600nm de 0,3. Se añadieron después diluciones de sueros anti-SPA-1, anti-SPA-2 o 20
anti-SPA-3 o de control y se dejó que se unieran a las células, que se incubaron durante 2 horas a 4 ºC con rotación. 
Las muestras se lavaron 2 veces en tampón de bloqueo (solución salina tamponada con fosfato (PBS) que contenía 
el 2 % de albúmina de suero bovino (BSA)], y después se añadieron 500 µl de Fc de IgG (gamma) antirratón 
conjugado con fluoresceína (FITC) de cabra especifico del fragmento, diluido en tampón de bloqueo. Después de 
una incubación adicional de 2 h a 4 °C con rotación en la oscuridad, las muestras se lavaron 2 veces en tampón de 25
bloqueo y se fijaron con el 0,25 % de formaldehído en tampón de PBS durante 18 h a 4 °C. Las células se 
centrifugaron y se resuspendieron en 0,5 ml de tampón de PBS. Las células se guardaron en oscuridad a 4 °C hasta 
que se analizaron por citometría de flujo (Epics® XL; Beckman Coulter, Inc.). El análisis de citometría de flujo reveló 
que los anticuerpos específicos de SPA-1, SPA-2 y SPA-3 reconocieron eficazmente sus correspondientes epítopos 
expuestos superficialmente sobre la cepa de P.aeruginosa (PAO1) homóloga analizada (Tabla 4). Se determinó que 30
más del 55 % de las 10.000 células de Pseudomonas analizadas estaban marcadas con los anticuerpos presentes 
en los sueros específicos 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 fácilmente reconocidos por 
anticuerpos. Se demostró que los anticuerpos anti-P. aeruginosa tienen un papel importante en la protección contra 
la infección por P.aeruginosa.  35

Tabla 4. Evaluación de la unión de anticuerpos específicos de SPA-1, SPA-2 y SPA-3 en la superficie de células 
intactas de la cepa de P. aeruginosa PA01.

Identificación de suero Índice de fluorescencia2 % de células marcadas3

Suero específico de SPA-1
1

10,0 58
Suero específico de SPA-2 21,3 75
Suero específico de SPA-3 10,0 55
Suero de control negativo4 1,0 1,0
Suero de control positivo5 37,4 83
1 Se inyectó a los ratones por vía subcutánea cuatro veces a intervalos de dos semanas 20 µg de polipéptidos 
recombinantes purificados mezclados con 10 µg de coadyuvante QuilA (Cedarlane Laboratories, Hornby, 
Canadá). Los sueros se diluyeron 1/50. 
2 El índice de fluorescencia se calculó 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 
ratón de control. Un valor de fluorescencia de 1 indica que no existe unión de anticuerpos en la superficie de 
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células de Psedomonas intactas.
3 % de células marcadas de las 10.000 células analizadas.
4 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.
5 El suero obtenido de un ratón inmunizado con 20 µg de polipéptido de membrana exterior recombinante 
purificado OprI de la cepa de P. aeruginosa PAO1 se diluyó 1/50 y se usó como control positivo para el ensayo.

EJEMPLO 9

Este ejemplo ilustra la protección de ratones contra la infección por P. aeruginosa inducida por inmunización con 
polipéptido recombinante SPA-2. 

Se inmunizaron por vía subcutánea 4 ratones BALB/c hembras (Charles River) cuatro veces a intervalos de dos 5
semanas con 20 µg 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 días 0, 14, 28 y 42 
antes de cada inmunización y 7 días (día 49) después de la cuarta inyección. Una semana después, los ratones se 
sometieron a provocación por vía intratraqueal con aproximadamente 5x10

7
de UFC de la cepa de P. aeruginosa10

PAO1. Las muestras del inóculo de provocación de P. aeruginosa se plaquearon en placas de agar de sangre para 
determinar la CPU y para verificar la  dosis de provocación. Se realizó un seguimiento de la supervivencia de los 
ratones en un periodo de 5 días y la protección se presentó como el porcentaje de ratones supervivientes en 
comparación con la supervivencia en el grupo de ratones inmunizados solo con coadyuvante. Los resultados 
presentados en la tabla 5 indican que la inmunización con polipéptido recombinante de SPA-2 puede retrasar la 15
mortalidad y proteger ratones de una infección mortal por Pseudomonas.

Tabla 5. Protección conferida mediante inmunización con polipéptido recombinante SPA-2 contra la provocación 
mortal intratraqueal

Grupos1 % de supervivencia Tiempo de supervivencia 
medio

SPA-2 75 108 h
QuilA 25 75 h
1 Se inyectó a los ratones por vía subcutánea cuatro veces a intervalos de dos semanas 20 µg de 
polipéptidos recombinantes purificados mezclados con 10 µg de coadyuvante QuilA (Cedarlane 
Laboratories, Hornby, Canadá) o coadyuvante QuiIA solo como control negativo. 

Ejemplo 10. Este ejemplo ilustra la identificación de homólogos de SPA-1 en el genoma de Pseudomonas 20
aeruginosa que puedan usarse como inmunógenos para vacunas.

El análisis del genoma permitió la identificación de 3 genes que codifican proteínas homólogas a SPA-1. Las 
secuencias de cada gen y de cada proteína se presentan en las figuras 7, 9, 11 y en las figuras 8, 10, 12 
respectivamente. Las proteínas SHB-PA104 (SEC ID Nº: 8), SHB-PA105 (SEC ID Nº: 10) y SHB-PA106 (SEC ID Nº:
12) presentan una identidad del 49,4 % (más de 389 aa; Figura 13), 33,2 % (más de 361 aa; Figura 14) y 32,2 % 25
(más de 289 aa; Figura 15) con la proteína SPA-1 (448 aa) respectivamente. Un documento que presenta las 4 
proteínas homólogas se publicó en enero de 2002 (Blackburn, N.T. y Clarke, A.J. (2002) Biochemistry, 41: 1001-
1013). El documento describe estas proteínas como una familia de transglicosilasas líticas. Debido a las homologías 
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. 30

Tabla 6. Cebadores oligonucleótidos para la amplificación por PCR de genes nuevos de P.aeruginosa
Genes Cebadores I.D. Sitio de 

restricción
Vector Secuencia Secuencia I.D. 

Nº
SHB-PA104 PSEU446 NdeI pET19b 25

SHB-PA104 PSEU622 BamHI pET19b 26
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(cont.)
SHB-PA105 PSEU442 NdeI pET19b 27

SHB-PA105 PSEU443 BamHI pET19b 28

SHB-PA106 PSEU438 NdeI pET19b 29

SHB-PA106 PSEU638 HindIII pET19b 30

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

Se extrajeron mezclas de lípidos complejos de E. coli para generar formulaciones de liposomas de origen 
bacteriano. Para generar dichas mezclas de lípidos complejos también habrían sido adecuadas otras especies 
bacterianas tales como: Neisseria spp, Haemophilus spp, Pseudomonas spp, bacteriodes spp, Legionella spp, Vibrio5
spp, Brucella spp, Bordetella spp, Campylobacter spp, Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp y 
Yersinia spp. También podrían usarse otras especies. El procedimiento siguiente se usó para generar las mezclas 
de lípidos 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 centrifugación y el sedimento se suspendió en 6,7 ml de metanol por gramo de células 10
(peso en húmedo). Esta suspensión bacteriana se sometió a sonicación en un baño de hielo dos veces usando un 
desmembrador Sonic 500 (Fisher Scientific) con una sonda de micropunta ajustada a 8. Después, esta suspensión 
se calentó a 65 °C durante 30 min. Después del periodo de incubación, se añadieron a la suspensión 2 volúmenes 
de cloroformo y se agitó durante 1 h a temperatura ambiente. La suspensión se filtró a través de un filtro Whatman 
Nº 4. El filtrado se transfirió a un tubo de Teflón y después se añadieron 0,2 volúmenes de solución salina (NaCl al 15
0,6 % (p/v)). Después de la centrifugación, la fase superior y el precipitado de la interfase se descartaron. La fase 
inferior se extrajo con un volumen de cloroformo:metano:solución salina (3:48:47) al menos cuatro veces o hasta que 
no hubo más precipitado en la interfase. Después de la extracción final, la fase orgánica inferior se secó en un 
evaporador rotatorio (Rotavapor, Büchi, Suiza). Los fosfolípidos secos se almacenaron a -80 °C o se resuspendieron 
en una solución de cloroformo:metanol (2:1).20

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

Los liposomas se prepararon usando un procedimiento de diálisis. Los liposomas se prepararon con diferentes 
fosfolípicos sintéticos (véase la lista 1 en este ejemplo; pueden usarse otros lípidos y se describen en Remington’s 
on Pharmaceutical Sciences, 18ª 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 25
coadyuvante monofosforil lípido A (MPLA, Avanti polar lipids, Alabaster, AL) a una concentración de 600 µg/ml. La 
proteína SPA-1 se precipitó en primer lugar en etanol al 90 % (vol/vol) y se desnaturalizó en 1 ml de tampón PBS 
que contenía el 1 % (p/vol) de SDS (Sigma chemical) en tampón PBS y se calentó a 100 °C durante 10 min. La 
solución se diluyó con 1 ml de tampón PBS que contenía el 15 % (p/vol) de n-octil•-D-glucopiranósido (OG, Sigma) y 
se incubó a temperatura ambiente durante 3 h. Los lípidos se disolvieron en una solución de cloroformo:metanol 30
(2:1) en un matraz de fondo redondo y se secaron usando un evaporador rotatorio (Rotavapor, Buchi, Suiza) para 
lograr una película plana sobre el recipiente. La solución de proteína-detergente anterior se añadió después a la 
película de lípidos y se mezcló cuidadosamente hasta que la película se disolvió. La solución después del mezclado 
era ligeramente opalescente en apariencia. La solución se sometió después a diálisis extensamente contra el 
tampón PBS (pH 7,4) para eliminar el detergente y para inducir la formación de liposomas. Después de la diálisis, la 35
solución lechosa resultante se extrudió secuencialmente a través de filtros de policarbonato de 1000, 400, 200 y 100 
nm usando un dispositivo de extrusión de acero inoxidable (Lipex Biomembranes, Vancouver, Canadá). Las 
proteínas no encapsuladas se eliminaron por ultracentrifugación a 250.000 x g durante 1 h a 4 ºC. El sedimento se 
suspendió con tampón PBS que contenía una concentración 0,3 M de sacarosa. El tamaño de las vesículas y la 
homogeneidad se evaluaron por dispersión de la luz cuasielástica (modelo N4 Plus, Beckman Coulter). Usando este 40
aparato, se estimó que el tamaño de los liposomas en las diferentes preparaciones era aproximadamente de 100 
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nm. Todas las preparaciones de liposomas se esterilizaron mediante filtración a través de una membrana de 0,22-
µm y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. La cantidad de proteína recombinante incorporada en el liposoma se 
estimó mediante MicroBCA (Pierce, Rockford, I11.) después de la extracción de fosfolípidos de las preparaciones de 
liposomas SPA-1con solución de cloroformo:metanol (2:1) tal como se describe por Wessel y Flügge (Anal. 
Biochem. 1984, 138:141-143).5

La filtración en gel se usó como un procedimiento alternativo para inducir la formación de liposoma SPA-1 a partir de 
una solución de micelas mixta de SPA-1-lípidos OGSDS y para eliminar detergentes. La solución de SPA-1-lípidos 
OG-SDS se aplicó directamente a la parte de superior de una columna de cromatografía de exclusión por 
tamaño/desalación Sephadex G-50 (tamaño de columna: 2 x 20 cm, Pharmacia) o una P-6 (tamaño de columna: 2 x 
20 cm, Bio Rad) y se eluyó con tampón PBS a una velocidad de flujo de 2,5 ml/min. Las fracciones que contenían 10
tanto proteína como lípidos se agruparon, extrudieron, centrifugaron y los tamaños de vesícula se evaluaron tal 
como se ha descrito anteriormente. Todas las preparaciones se esterilizaron a través de una membrana de 0,22 µm 
y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Lista 1. Lista parcial de lípidos 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 15
(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 20
(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-25
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), 1,2-30
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 inmunización de ratones y conejos con formulaciones de liposoma SPA-1.

Grupos de ratones BALB/c hembras (Charles River Laboratories, St-Constant, Quebec, Canadá) se inmunizaron por 
vía intramuscular (IM) cuatro veces a intervalos de dos semanas con 20 µg de SPA-1 recombinante incorporado a 35
preparaciones de liposomas diferentes o, como control, con formulaciones de liposomas exentas de proteína. Se 
recogieron muestras de sangre de la cavidad orbitaria antes de cada inmunización y dos semanas después de la 
última inyección. 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 µg de proteína de SPA-1 recombinante incorporada a diferentes 40
formulaciones de liposomas. Se recogieron muestras de suero antes de cada inmunización y tres semanas después 
de la última inyección. Las muestras de suero se almacenaron a -20 °C.

La solicitud divulga las realizaciones siguientes 

1. Un polinucleótido aislado que comprende un polinucleótido seleccionado de:

(a) un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo 45
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos 
del mismo; 

(b) un polinucleótido 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos 
del mismo; 50

(c) un polinucleótido 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos 
del mismo; 

(d) un polinucleótido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2, 4, 
6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 55
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(e) un polinucleótido que codifica un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión 
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o 
análogos del mismo; 

(f) un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una 
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 5

(g) un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 1, 3, 5, 7, 9, 11 o fragmentos 
o análogos del mismo; 

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

2. Un polinucleótido aislado que comprende un polinucleótido seleccionado de:

(a) un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 70 % con un segundo 10
polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12; 

(b) un polinucleótido 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 Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(c) un polinucleótido 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 Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;15

(d) un polinucleótido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2; 4; 
6; 8; 10 o 12;

(e) un polinucleótido que codifica un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión 
por un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de: SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(f) un polinucleótido que codifica un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una 20
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(g) un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 1; 3; 5; 7; 9 o 11;

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

3. El polinucleótido del punto 1, siendo dicho polinucleótido ADN.

4. El polinucleótido del punto 2, siendo dicho polinucleótido ADN.25

5. El polinucleótido del punto 1, siendo dicho polinucleótido ARN.

6. El polinucleótido del punto 2, siendo dicho polinucleótido ARN.

7. Un polinucleótido 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 30
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 

8. El polinucleótido 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 35

9. El polinucleótido 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10 o 12.

10. El polinucleótido del punto 1 que se hibrida en condiciones restrictivas a bien 40

(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 aminoácidos contiguos de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las 
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SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 

11. El polinucleótido 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 aminoácidos contiguos de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las 5
SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10 o 12.

12. Un polinucleótido aislado que tiene una secuencia que comprende las SEC ID Nº: 1, 3, 5, 7, 9, 11 o fragmentos o 
análogos del mismo. 

13. Un polinucleótido aislado que tiene una secuencia que comprende las SEC ID Nº: 1; 3; 5; 7; 9 o 11.

14. Un vector que comprende el polinucleótido del punto 1, estando dicho polinucleótido unido operativamente a una 10
región de control de la expresión.

15. Un vector que comprende el polinucleótido del punto 2, estando dicho polinucleótido unido operativamente a una 
región de control de la expresión.

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

17. Una célula huésped transfectada con el vector del punto 15.15

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

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

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

(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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos 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 Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una 25
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 

(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o 
análogos del mismo; 

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión por un polipéptido que 
comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 30

(f) un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID 
Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo; 

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal está eliminado; 

(h) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoácidos secretora está eliminada. 

21. Un polipéptido aislado que comprende un polipéptido seleccionado de:35

(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 Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 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 Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(c) un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 95 % con un segundo polipéptido que comprende una 40
secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(d) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(e) un polipéptido capaz de obtener anticuerpos que tengan especificidad de unión por un polipéptido que 
comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;
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(f) un epítopo que porta una porción de un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada de las SEC ID 
Nº: 2; 4; 6; 8; 10 o 12;

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el resto de Met N-terminal está eliminado. 

22. El polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoácidos secretora está eliminada. 

23. Un polipéptido quimérico que comprende dos o más polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las 5
SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o fragmentos o análogos del mismo, siempre que los polipéptidos estén unidos de modo 
que formen un polipéptido quimérico.

24. Un polipéptido quimérico que comprende dos o más polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada de las 
SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, siempre que los polipéptidos estén unidos de modo que formen un polipéptido 
quimérico.10

25. Una composición farmacéutica que comprende un polipéptido según uno cualquiera de los puntos 20 a 24 y un 
vehículo, diluyente o coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

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

27. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profiláctico de infección bacteriana por Pseudomonas 15
aeruginosa en un huésped susceptible a la infección por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a 
dicho huésped una cantidad terapéutica o profiláctica de una composición según el punto 25. 

28. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profiláctico de neumonía, bacteremia, infección crónica o 
septicemia en un huésped susceptible a la infección por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a 
dicho huésped una cantidad terapéutica o profiláctica de una composición según el punto 25. 20

29. Un procedimiento para el tratamiento terapéutico o profiláctico de neumonía, bacteremia, infección crónica o 
septicemia en un huésped susceptible a la infección por Pseudomonas aeruginosa que comprende administrar a 
dicho huésped una cantidad terapéutica o profiláctica de una composición según el punto 26. 

30. Un procedimiento para diagnosticar infección por Pseudomonas en un huésped susceptible a infección por 
Pseudomonas que comprende 25

(a) obtener una muestra biológica de un huésped; 

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

(c) detector el anticuerpo unido o el fragmento unido específicamente en la mezcla que indica la presencia de 
Pseudomonas.30

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

(a) obtener una muestra biológica de un huésped; 

(b) incubar uno o más polipéptidos de Pseudomonas de la invención o fragmentos de los mismos con la muestra 
biológica para formar una mezcla; y 35

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

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

33. Uso de la composición farmacéutica según el punto 25 en la fabricación de un medicamento para el tratamiento 40
profiláctico o terapéutico de una infección por Pseudomonas.

34. Uso de la composición farmacéutica según el punto 26 en la fabricación de un medicamento para el tratamiento 
profiláctico o terapéutico de una infección por Pseudomonas.

35. Kit que comprende un polipéptido según uno cualquiera de los puntos 20 a 24 para la detección o diagnóstico de 
infección por Pseudomonas.45
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gggaattcca tatgggggcg gcccaggcgg cg 32

25

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30

<220>

<223> secuencia de cebador

<400> 28

gcgctgagga tcctcaatgg gcacctcgcg 30

35

<210> 29

<211> 30
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cebador5

<400> 29

gggaattcca tatgagcagc gaaccgacgc 30

<210> 3010

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>15

<223> secuencia de cebador

<400> 30 .

cgccaagctt ctaatcctgc ctgacgacgg 30

20

<210> 31

<211> 419

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

25

<400> 31
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<210> 32

<211> 398

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa5

<400> 32
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<210> 33
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<211> 348

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 335
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<210> 34

<211> 325

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa5

<400> 34
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<210> 35

<211> 405

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa5
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<400> 35
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<210> 36

<211> 367

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa5

<400> 36
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REIVINDICACIONES

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

(a) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos idéntica al menos en un 90 % a la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; 5

(b) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos idéntica al menos en un 95 % a la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; 

(c) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº: 4; 

(d) un polipéptido aislado que comprende un fragmento de polipéptido, comprendiendo el fragmento al menos 20 
aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; 10

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

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

en la que el polipéptido aislado es capaz de producir anticuerpos que se unen específicamente a un polipéptido 15
constituido por la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4 y es capaz de provocar una respuesta 
inmunitaria a Pseudomonas aeruginosa.

2. La composición farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el polipéptido aislado está conjugado con, o 
acoplado a, una proteína portadora.

3. La composición farmacéutica según la reivindicación 1 o la reivindicación 2 que además comprende un 20
coadyuvante farmacéuticamente aceptable.

4. La composición farmacéutica según la reivindicación 1 o la reivindicación 2 en la que el polipéptido aislado está 
asociado con un liposoma.

5. La composición farmacéutica según la reivindicación 1 o la reivindicación 2 en la que el polipéptido aislado está 
producido recombinantemente mediante un procedimiento que comprende cultivar una célula huésped transfectada 25
con un vector que comprende un polinucleótido que codifica el polipéptido aislado, estando el polipéptido unido 
operativamente a una región de control de la expresión.

6. La composición farmacéutica según la reivindicación 1, en la que el polipéptido aislado de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) 
está unido a uno o más polipéptidos antigénicos adicionales formando un polipéptido quimérico que comprende dos 
o más polipéptidos antigénicos que tienen una secuencia seleccionada de las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10 o 12 o 30
fragmentos de los mismos, comprendiendo cada uno de los dos o más fragmentos de polipéptidos antigénicos al 
menos 20 aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:2, 4, 6, 8, 10 o 12. 

7. La composición farmacéutica de la reivindicación 6 que comprende un vehículo, diluyente, coadyuvante o 
liposoma farmacéuticamente aceptable.

8. Kit para la detección o diagnosis de una infección por Pseudomonas aeruginosa, comprendiendo dicho kit:35

(a) el polipéptido quimérico según la reivindicación 6; 

(b) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos idéntica al menos en un 90 % a la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; 

(c) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos idéntica al menos en un 95 % a la 
secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; 40

(d) un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4

(e) un polipéptido aislado que comprende un fragmento de polipéptido, comprendiendo el fragmento al menos 20 
aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4; y

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

en el que el polipéptido aislado es capaz de producir anticuerpos que se unen específicamente a un polipéptido 45
constituido por la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEC ID Nº:4. 

9. La composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para usar en el tratamiento 

E06022429
15-10-2013ES 2 431 318 T3

 



56

profiláctico o terapéutico de una infección por Pseudomonas aeruginosa.

10. Uso de la composición farmacéutica según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la fabricación de una 
vacuna para el tratamiento profiláctico o terapéutico de una infección por Pseudomonas aeruginosa.
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