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DESCRIPCION
Péptidos antigénicos de Neisseriales
Campo técnico

La presente invencion se refiere a secuencias de péptidos antigénicos de las bacterias Neisseria meningitidis y
Neisseria gonorrhoea.

Técnica anterior
N. meningitidis es un diplococo Gram-negativo, no moévil que es patégeno en seres humanos.

Basandose en el polisacarido capsular del organismo, se han identificado 12 serogrupos de N. meningitidis. El
grupo A es el patégeno que mas a menudo esta implicado en la enfermedad epidémica en el Africa subsahariana.
Los serogrupos B y C son responsables de la amplia mayoria de casos en EEUU y en la mayoria de los paises
desarrollados. Los serogrupos W135 e Y son responsables del resto de los casos en los EEUU y paises
desarrollados.

La vacuna meningocécica que se emplea en la actualidad es una vacuna de polisacaridos tetravalente compuesta
por los serogrupos A, C, Y y W135. Sin embargo, el meningococo B sigue siendo un problema. La estrategia de
los polisacaridos no puede emplearse porque el polisacarido capsular menB es un polimero de un acido N-
acetilneuraminico con enlace «(2-8) que también esta presente en tejido de mamiferos. Una estrategia para
obtener una vacuna de menB emplea mezclas de proteinas de la membrana externa (OMP). Para superar la
variabilidad antigénica, se han construido vacunas multivalentes que contienen hasta nueve porinas diferentes [por
ejemplo, Poolman, J.T. (1992), Development of a meningococcal vaccine, Infect. Agents Dis., 4:13-28]. Proteinas
adicionales para usar en vacunas de membrana externa han sido las proteinas opa y opc, pero ninguna de estas
estrategias ha sido capaz de superar la variabilidad antigénica [por ejemplo, Ala’Aldeen y Borriello (1996)]. Las
proteinas de unién a transferrina meningocdcicas 1 y 2 estdan ambas expuestas sobre la superficie y generan
anticuerpos bactericidas capaces de destruir cepas homologas y heterélogas [Vaccine, 14(1):49-53].

Divulgacion de la invencion

La invencion se refiere a fragmentos de las proteinas divulgados en las solicitudes de patente internacional
WO099/57280 y WO00/22430 (las “solicitudes internacionales”) y en particular de las proteinas ‘741’, ‘a741’ y
‘g741’, en las que los fragmentos comprenden al menos un determinante antigénico. Los fragmentos se
seleccionan de entre los 24 fragmentos de la reivindicacion 1 y la invencion proporciona proteinas que comprenden
uno o mas de estos 24 fragmentos.

La invencion se somete a la condicién de que no incluya dentro de su ambito proteinas limitadas a cualquiera de
las secuencias de proteinas de longitud completa divulgadas en la solicitudes internacionales (es decir, las
secuencias pares de SEC ID: 2-3020 del documento W099/57280 y las secuencias impares de SEC 1D:963-1045
del documento WO00722430).

Por supuesto, las proteinas de la invencion pueden prepararse por diversos medios (por ejemplo, expresion
recombinante, purificacion a partir de un cultivo celular, sintesis quimica, etc.) y en diversas formas (por ejemplo,
nativas, fusiones C-terminales y/o N-terminales, etc.). Preferiblemente se preparan en forma sustancialmente pura
(es decir, sustancialmente exenta de otras proteinas de Neisseriales o de la célula huésped). Las proteinas cortas
se producen preferiblemente empleando la sintesis quimica de péptidos.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencion proporciona anticuerpos que reconocen los fragmentos de la
invencion, con la condicion de que la invenciéon no incluya dentro de su ambito anticuerpos que reconozcan
cualquiera de las secuencias de proteinas completas en las solicitudes internacionales. Los anticuerpos pueden ser
policlonales o monoclonales y pueden ser producidos por cualquier medio adecuado.

Las composiciones que comprenden proteinas y/o anticuerpos de acuerdo con la invencién pueden ser adecuadas
como vacunas, por ejemplo, o como reactivos de diagndstico, 0 como composiciones inmundgenas.

Asi las proteinas o los anticuerpos de acuerdo con la invencién pueden emplearse como medicamentos (por
ejemplo, como vacunas o como composiciones inmundgenas) o como reactivos de diagnoéstico. Pueden emplearse
en la fabricacion de: (i) un medicamento para tratar o prevenir infeccion debida a bacterias de Neisseriales; (ii) un
reactivo de diagnostico para detectar la presencia de bacterias de Neisseriales o de anticuerpos generados contra
bacterias de Neisseriales; y/o (iii) un reactivo que puede generar anticuerpos contra bacterias de Neisseriales.
Dichas bacterias de Neisseriales pueden ser de cualquier especie o cepa (tal como N. gonorrhoeae), pero son
preferiblemente N. meningitidis, en especial la cepa A o la cepa B.
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Un procedimiento para tratar un paciente puede comprender administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz de proteina y/o anticuerpo de acuerdo con la invencion.

A continuacion se ofrece un sumario de las técnicas y procedimientos convencionales que pueden emplearse para
realizar la invencidon (por ejemplo, para utilizar las secuencias descritas para objetivos de vacunacion o de
diagnostico). Este sumario no es una limitacion de la invenciéon sino que, mas bien, proporciona ejemplos que
pueden emplearse, pero que no son necesarios.

General

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la técnica. Tales
técnicas se explican en profundidad en la bibliografia, por ejemplo, Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory
Manual, 22 edicion (1989); DNA Cloning, volumenes | y Il (D.N. Glover, ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J.
Gait, ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames y S.J. Higgins, eds., 1984); Transcription and Translation
(B.D. Hames y S.J. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R.l. Freshney, ed., 1986); Immobilized Cells and
Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.), en especial los volumenes 154 y 155; Gene Transfer Vectors for Mammalian
Cells (J.H. Miller y M.P. Calos, eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Mayer y Walker, eds. (1987),
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, Londres); Scopes (1987), Protein
Purification: Principles and Practice, segunda edicion (Springer-Verlag, N.Y.) y Handbook of Experimental
Immunology, volumenes I-IV (D.M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986).

En esta memoria descriptiva se usan las abreviaturas convencionales para nucleétidos y aminoacidos.
Definiciones

Una composicion que contiene X esta “sustancialmente exenta de” Y cuando al menos el 85% en peso de X+Y
total en la composicion es X. Preferiblemente, X comprende al menos aproximadamente el 90% en peso del total
de X+Y en la composicion, mas preferiblemente al menos aproximadamente el 95% o incluso el 99% en peso.

El término “que comprende” significa “que incluye”, asi como “que consiste”, por ejemplo, una composiciéon “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional a X, tal como X+Y.

La expresion “determinante antigénico” incluye epitopos de células B y epitopos de células T.

El término “heterdlogo” se refiere a dos componentes bioldgicos que no se encuentran juntos en la naturaleza. Los
componentes pueden ser células huéspedes, genes o regiones reguladoras, tales como promotores. Aunque los
componentes heterélogos no se encuentran juntos en la naturaleza, estos pueden actuar juntos, como cuando un
promotor heterélogo con un gen esta unido de manera funcional al gen. Otro ejemplo es cuando una secuencia
meningococica es heterdloga a una célula huésped de raton. Otros ejemplos serian dos epitopos procedentes de
una misma proteina o de proteinas diferentes que se han ensamblado en una Unica proteina en una disposicion
que no se encuentra en la naturaleza.

Un “origen de la replicacion” es una secuencia polinucleotidica que inicia y regula la replicacion de polinucleétidos,
tales como un vector de expresion. El origen de la replicaciéon se comporta como una unidad auténoma de
replicacion de polinucleétidos dentro de una célula y es capaz de replicacion sometido a su propio control. Un
origen de la replicacion puede ser necesario para que un vector se replique en una célula huésped concreta. Con
ciertos origenes de la replicacion, un vector de expresion puede reproducirse con un alto nimero de copias en
presencia de proteinas apropiadas dentro de la célula. Ejemplos de origenes son las secuencias de replicacion
autdbnoma que son eficaces en levaduras; y el antigeno T virico, que es eficaz en células COS-7.

Sistemas de expresion

Las secuencias de nucledtidos meningocdcicas pueden expresarse en una diversidad de sistemas de expresion
diferentes, por ejemplo, los utilizados con células de mamifero, baculovirus, plantas, bacterias y levaduras.

i. Sistemas de mamifero

En la técnica se conocen los sistemas de expresion de mamiferos. Un promotor de mamifero es cualquier
secuencia de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa de mamifero e iniciar la transcripcion secuencia abajo (3’)
de una secuencia codificadora (por ejemplo, un gen estructural) para producir ARNm. Un promotor presentara una
region de inicio de la transcripcion, que normalmente esta colocada proximal al extremo 5 de la secuencia
codificadora y una caja TATA, habitualmente localizada a 25-30 pares de bases (pb) secuencia arriba del sitio de
inicio de la transcripcion. Se cree que esta caja TATA dirige a la ARN polimerasa |l para que comience la sintesis
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de ARN en el sitio correcto. Un promotor de mamifero también contendra un elemento promotor secuencia arriba,
habitualmente localizado dentro de 100 a 200 pb secuencia arriba de la caja TATA. Un elemento promotor
secuencia arriba determina la velocidad a la que se inicia la transcripciéon y puede actuar en cualquiera de las dos
orientaciones [Sambrook et al. (1989), "Expression of Cloned Genes in Mammalian Cells", en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed.].

Los genes viricos de mamifero a menudo son altamente expresados y tienen un amplio abanico de huéspedes; por
tanto, las secuencias que codifican genes viricos de mamifero proporcionan secuencias de promotores
particularmente utiles. Los ejemplos incluyen el promotor temprano de SV40, el promotor de LTR del virus del
tumor mamario de raton, el promotor tardio mayor de adenovirus (Ad MLP) y el promotor del virus del herpes
simplex. Ademas, secuencias derivadas de genes no viricos, tales como el gen de metaloteioneina murino,
también proporcionan secuencias de promotes Utiles. La expresion puede ser constitutiva o regulada (inducible),
dependiendo de que el promotor pueda ser inducido con glucocorticoides en células que responden a hormonas.

La presencia de un elemento potenciador (potenciador), combinado con los elementos promotores descritos
anteriormente, normalmente aumentara los niveles de expresion. Un potenciador es una secuencia de ARN
reguladora que puede estimular la transcripcion hasta 1000 veces cuando esta unida a promotores homélogos o
heterdélogos, comenzando la sintesis en el sitio de inicio normal del ARN. Los potenciadores también son activos
cuando se colocan secuencia arriba o secuencia abajo del sitio de inicio de la transcirpcion, en orientacion normal
o invertida, o a una distancia de mas de 1000 nucléotidos desde el promotor [Maniatis et al. (1987), Science
236:1237; Alberts et al. (1989), Molecular Biology of the Cell, 22 ed.]. Los elementos de potenciadores derivados de
virus pueden ser particularmente Utiles, porque normalmente tienen un abanico mayor de huéspedes. Los ejemplos
incluyen el potenciador del gen termprano de SV40 [Dijkema et al. (1985), EMBO J., 4:761] y el
potenciador/promotores derivados de la repeticion terminal larga (LTR) del virus del sarcoma de Rous [Gorman et
al. (1982b), Proc. Natl. Acad. Sci., 79:6777] y del citomegalovirus humano [Boshart et al. (1985), Cell, 41:521].
Ademas, algunos potenciadores son regulables y se convierten en activos solo en presencia de un inductor, tal
como una hormona o un ion metalico [Sassone-Corsi y Borelli (1986), Trends Genet., 2:215; Maniatis et al. (1987),
Science 236:1237].

Una molécula de ADN puede expresarse de modo intracelular en células de mamifero. Una secuencia de promotor
puede unirse directamente a la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoacido en el N-terminal de la
proteina recombinante siempre sera una metionina, que se codifica por el codén de iniciacion ATG. Si se desea, el
N-terminal puede escindirse de la proteina mediante una incubacion in vitro con bromuro de ciandgeno.

Como alternativa, se pueden segregar proteinas extrafias desde las células en el medio de crecimiento mediante la
creacion de moléculas de ADN quiméricas que codifican una proteina de fusion que consta de un fragmento de
una secuencia lider que proporciona la secrecion de la proteina extrafia en células de mamifero. Preferiblemente,
hay sitios de procesamiento codificados entre el fragmento lider y el gen extrafio que pueden escindirse in vivo o in
vitro. El fragmento de la secuencia lider normalmente codifica un péptido sefial comprendido de aminoacidos
hidréfobos que dirige la secrecion de la proteina desde la célula. El lider tripartito de adenovirus es un ejemplo de
una secuencia lider que proporciona la secrecién de una proteina extrafia en células de mamifero.

Habitualmente, las secuencias de terminacién de la transcripcion y poliadenilacion reconocidas por células de
mamifero son regiones reguladoras localizadas 3’ respecto al codon de finalizacion de la traduccién y por tanto,
junto con los elementos de promotores, flanquean a la secuencia codificadora. El extremo 3’ del ARNm maduro se
forma mediante un corte postranscripcional especifico de sitio y una poliadenilacion [Birnstiel et al. (1985), Cell,
41:349; Proudfoot y Whitelaw (1988), "Termination and 3’ end processing of eukaryotic RNA”, en Transcription and
splicing (ed. B.D. Hames y D.M. Glover); Proudfoot (1989), Trends Biochem. Sci., 14:105]. Estas secuencias
dirigen la transcripcion de un ARNm que puede traducirse en el polipéptido codificado por el ADN. Los ejemplos de
sefiales de terminacion de la transcripcion/poliadenilacion incluyen las derivadas de SV40 [Sambrook et al. (1989),
"Expression of cloned genes in cultured mammalian cells", en Molecular Cloning: A Laboralory Manual].

Habitualmente, los componentes descritos anteriormente, que comprenden una secuencia de promotor, de sefal
de poliadenilaciéon y de terminacion de la transcripcion, se juntan en construcciones de expresion. Si se desea,
también pueden incluirse en una construccion de expresion potenciadores, intrones con sitios donantes y aceptores
de corte y empalme funcionales y secuencias lideres. Las construcciones de expresion a menudo se mantienen en
un replicén, tal como un elemento extracromosémico (por ejemplo, plasmidos), capaz de un mantenimiento estable
en un huésped, tal como una célula de mamifero o una bacteria. Los sistemas de replicaciéon de mamifero incluyen
los derivados de virus animales, que requiere factores de accidén en trans para replicarse. Por ejemplo, los
plasmidos que contienen los sistemas de replicacion de papovavirus, tales como SV40 [Gluzman (1981), Cell,
23:175] o poliomavirus, se replican con un numero de copias extremadamente alto en presencia del antigeno T
virico apropiado. Ejemplos adicionales de replicones de mamifero incluyen los derivados del papilomavirus bovino
y el virus de Epstein-Barr. Ademas, el replicon puede presentar dos sistemas de replicacion, permitiendo asi que
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se mantenga, por ejemplo, en células de mamifero para la expresion y en un huésped procariota para la clonacion
y la amplificacién. Los ejemplos de estos vectores lanzadera de mamiferos-bacterias incluyen pMT2 [Kaufman et
al. (1989), Mol. Cell. Biol., 9:946] y pHEBO [Shimizu et al. (1986), Mol. Cell. Biol., 6:1074].

El procedimiento de transformacion empleado depende del huésped que se va a transformar. Los procedimientos
para la introduccion de polinucleétidos heterélogos en células de mamifero se conocen en la técnica e incluyen la
transfeccion mediada por dextrano, la precipitacion con fosfato de calcio, la transfeccion mediada por polibreno, la
fusion de protoplastos, la electroporacion, la encapsulacion del polinucleétido o polinucleétidos en liposomas vy la
microinyeccion directa del ADN en los nucleos.

Las lineas de células de mamifero disponibles como huéspedes para la expresidon se conocen en la técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles en the American Type Culture Collection (ATCC), que
incluyen, pero no se limitan a células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de rifidn de cria de
hamster (BHK), células renales de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep
G2) y una serie de otras lineas celulares.

ii. Sistemas de baculovirus

El polinucledétido que codifica la proteina también puede insertarse en un vector de expresion de insectos adecuado
y se une de manera funcional a los elementos de control dentro de ese vector. La construccion del vector emplea
técnicas que son conocidas en la técnica. En general, los componentes del sistema de expresion incluyen un
vector de transferencia, habitualmente un plasmido bacteriano, que contiene tanto un fragmento del genoma de
baculovirus como un sitio de restriccion conveniente para la inserciéon del gen o genes heterélogos que se van a
expresar; un baculovirus de tipo silvestre con una secuencia homologa a la del fragmento especifico de baculovirus
en el vector de transferencia (esto permite la recombinacién homdloga del gen heterologo con el genoma del
baculovirus); y células huéspedes de insecto y medios de crecimiento adecuados.

Después de insertar la secuencia de ADN que codifica la proteina en el vector de transferencia, el vector y el
genoma virico de tipo silvestre se transfectan en una célula huésped de insecto, dentro de la que se permite que el
vector y el genoma virico se recombinen. El virus recombinante encapsulado se expresa y las placas
recombinantes se identifican y se purifican. Los materiales y los procedimientos para los sistemas de expresion de
baculovirus/células de insecto estan disponibles en el mercado en forma de kit, entre otros, en Invitrogen, San
Diego, CA (kit “MaxBac”). En general, los expertos en la técnica conocen estas técnicas y se describen en
profundidad en Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin N.°: 1555 (1987) (en lo sucesivo
"Summers y Smith").

Antes de insertar la secuencia de ADN que codifica la proteina en el genoma del baculovirus, los componentes
descritos anteriormente, que comprenden un promotor, un lider (si se desea), la secuencia codificadora de interés
y una secuencia de terminacion de la transcripcion, habitualmente se ensamblan en una construccién de transporte
intermedia (vector de transferencia). Esta construccion puede contener un Unico gen y elementos reguladores
unidos de manera funcional; multiples genes, cada uno con su propio conjunto de elementos reguladores unidos de
manera funcional; o mdultiples genes, regulados por el mismo conjunto de elementos reguladores. Las
construcciones de transporte intermedias a menudo se mantienen en un replicon, tal como un elemento
extracromosoémico (por ejemplo, plasmidos), capaz de un mantenimiento estable en un huésped, tal como una
bacteria. El replicon tendra un sistema de replicacion, permitiendo con ello que se mantenga en un huésped
adecuado para la clonacion y la amplificacion.

En la actualidad, el vector de transferencia que se emplea mas a menudo para introducir genes extrafios en AcNPV
es pAc373. También se han disefiado muchos otros vectores, conocidos por los expertos en la técnica. Estos
incluyen, por ejemplo, pVL985 (que altera el codén de iniciacion de polihedrina de ATG a ATT e introduce un sitio
de clonacion BamHI de 32 pares de bases secuencia abajo de ATT; véase Luckow y Summers, Virology, (1989)
17:31).

El plasmido habitualmente contiene también la sefial de poliadenilacion de polihedrina (Miller et al. (1988), Ann.
Rev. Microbiol., 42:177) y un gen de resistencia a ampicilina procariota (amp) y un origen de la replicacién para la
seleccion y la propagacion en E. col.

Los vectores de transferencia de baculovirus habitualmente contienen un promotor de baculovirus. Un promotor de
baculovirus es cualquier secuencia de ADN capaz de unirse a una ARN polimerasa de baculovirus e iniciar la
transcripcion secuencia abajo (de 5 a 3') de una secuencia codificadora (por ejemplo, un gen estructural) en
ARNm. Un promotor tendra una region de inicio de la transcripcion que habitualmente esta colocada proximal al
extremo 5’ de la secuencia codificadora. Esta region de inicio de la transcripcion habitualmente incluye un sitio de
union a la ARN polimerasa y un sitio de inicio de la transcripcion. Un vector de transferencia de baculorivus
también puede tener un segundo dominio denominado potenciador que, si esta presente, habitualmente se
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encuentra distal con respecto al gen estructural. La expresion puede estar regulada o ser constitutiva.

Los genes estructurales, que son transcritos en abundancia en las fases tardias del ciclo de infeccién virico,
proporcionan secuencias de promotores particularmente utiles. Los ejemplos incluyen secuencias derivadas del
gen que codifica la proteina de polihedrina virica (Friesen et al. (1986), "The Regulation of Baculovirus Gene
Expression", en: The Molecular Biology of Baculoviruses (ed. Walter Doerfler); publicaciones EPO n.°®: 127.839 y
155.476) y el gen que codifica la proteina p10 (Vlak et al. (1988), J. Gen. Virol., 69:765).

El ADN que codifica las secuencias sefial adecuadas puede derivarse de genes para proteinas de insecto o
baculovirus segregadas, tales como el gen de polihedrina de baculovirus (Carbonell et al. (1988), Gene, 73:409).
Como alternativa, puesto que las sefiales para las modificaciones postraduccionales de células de mamifero (tales
como la ruptura de péptidos sefial, la ruptura proteolitica y la fosforilacién) parecen ser reconocidas por las células
de insecto y puesto que las sefiales requeridas para la secrecion y la acumulacion nuclear también parecen estar
conservadas entre las células de invertebrados y las células de vertebrados, también es posible utilizar lideres con
un origen que no sea de insecto, tales como los derivados de genes que codifican el interferon humano (Maeda et
al. (1985), Nature, 315:592); el péptido liberador de gastrina humano (Lebacg-Verheyden et al. (1988), Molec. Cell.
Biol., 8:3129); la IL-2 humana (Smith et al. (1985), Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 82:8404); la IL-3 de raton (Miyajima
et al. (1987), Gene, 58:273); y la glucocerebrosidasa humana (Martin et al. (1988), DNA, 7:99) para proporcionar la
secrecion en insectos.

Una poliproteina o un polipéptido recombinante puede expresarse de modo intracelular o, si se expresa con las
secuencias reguladoras apropiadas, puede ser secretado. La correcta expresion intracelular de proteinas extrafas
no fusionadas habitualmente requiere genes heterélogos que de modo ideal tienen una secuencia lider corta que
contiene sefales de inicio de la traduccion adecuadas que preceden a una sefial de inicio ATG. Si se desea, la
metionina en el N-terminal puede escindirse de la proteina madura mediante una incubacion in vitro con bromuro
de cianégeno.

Como alternativa, las proteinas o poliproteinas recombinantes que no son segregadas en la naturaleza pueden
segregarse a partir de la célula de insecto creando moléculas de ADN quiméricas que codifiquen una proteina de
fusion formada por un fragmento de secuencia lider que proporcione la secrecion de la proteina extrafia en
insectos. El fragmento de secuencia lider habitualmente codifica un péptido sefial compuesto de aminoacidos
hidréfobos que dirigen la translocacion de la proteina dentro del reticulo endoplasmico.

Después de la insercion de la secuencia de ADN y/o del gen que codifica el precursor del producto de la expresion
de la proteina, una célula huésped de insecto se cotransforma con el ADN heterdlogo del vector de transferencia y
el ADN gendmico del baculovirus de tipo silvestre -habitualmente mediante cotransfeccion. La secuencia del
promotor y la secuencia de terminacion de la transcripcion de la construccion habitualmente comprenden una
seccion de 2-5 kb del genoma de baculovirus. Los procedimientos para introducir ADN heterélogo en el sitio
deseado en el virus de baculovirus son conocidos en la técnica (véase Summers y Smith, supra; Ju et al. (1987);
Smith et al., Mol. Cell. Biol. (1983), 3:2156; y Luckow y Summers (1989)). Por ejemplo, la insercién puede
realizarse en un gen tal como el gen de polihedrina, mediante recombinacion de entrecruzamiento doble homdloga;
la insercion también puede realizarse en un sitio de enzima de restriccion modificado en el gen de baculovirus
deseado (Miller et al. (1989), Bioessays, 4:91). La secuencia de ADN, cuando se clona en el lugar del gen de
polihedrina en el vector de expresion, esta flanqueada en 5’ y 3’ por secuencias especificas de polihedrina y se
coloca secuencia abajo del promotor de polihedrina.

El vector de expresion de baculovirus recién formado después se encapsula en un baculovirus recombinante
infeccioso. La recombinacién homéloga se produce con una frecuencia baja (entre aproximadamente el 1% y aprox
el 5%); por tanto, la mayor parte del virus producido después de la cotransfeccion sigue siendo un virus de tipo
silvestre. Por tanto, es necesario un procedimiento para identificar los virus recombinantes. Una ventaja del
sistema de expresion es una seleccion visual que permite distinguir a los virus recombinantes. La proteina de
polihedrina, que es producida por el virus nativo, se produce a unos niveles muy altos en los nucleos de las células
infectadas en las fases tardias después de la infeccion virica. La proteina de polihedrina acumulada forma cuerpos
de oclusion que también contienen particulas embebidas. Estos cuerpos de oclusién, con un tamafo de hasta 15
UJm, son muy refractarios, lo que les confiere un aspecto brillante que se puede visualizar con facilidad con un
microscopio 6ptico. Las células infectadas con los virus recombinantes carecen de cuerpos de oclusion. Para
distinguir el virus recombinante del virus de tipo silvestre, el sobrenadante de la transfeccion se cultiva sobre una
monocapa de células de insecto mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Concretamente, las
placas se seleccionan con un microscopio éptico para detectar la presencia (que indica un virus de tipo silvestre) o
la ausencia (que indica un virus recombinante) de cuerpos de oclusion ("Current Protocols in Microbiology", vol. 2
(Ausubel et al., eds.) en 16.8 (sup. 10, 1990); Summers y Smith, supra; Miller et al. (1989)).

Se han desarrollado vectores de expresion de baculovirus recombinantes para la infeccidon en varias células de
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insecto. Por ejemplo, se han desarrollado baculovirus recombinantes, entre otros, para Aedes aegypti, Autographa
californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni (documento WO
89/046699; Carbonell et al. (1985), J. Virol., 56:153; Wright (1986), Nature, 321:718; Smith et al. (1983), Mol. Cell.
Biol., 3:2156; y véase en general, Fraser, et al. (1989), In Vitro Cell. Dev. Biol., 25:225).

Las células y los medios de cultivo celular estan disponibles en el mercado para la expresion directa y de fusion de
polipéptidos heterdlogos en un sistema de expresion/baculovirus; los expertos en la técnica conocen en general la
tecnologia del cultivo celular. Véase, por ejemplo, Summers y Smith, supra.

Después las células de insecto modificadas pueden cultivarse en un medio nutriente apropiado, que permita el
mantenimiento estable del plasmido o plasmidos presentes en el huésped de insecto modificado. Donde el gen del
producto de la expresion esta sometido a un control inducible, el huésped puede cultivarse hasta una alta densidad
y se induce la expresion. Como alternativa, cuando la expresion es constitutiva, el producto se expresara
continuamente hacia el medio y el medio nutriente debe mantenerse continuamente en circulaciéon, mientras se
retira el producto de interés y se introducen los nutrientes gastados. El producto puede purificarse mediante
técnicas tales como la cromatografia, por ejemplo, HPLC, cromatografia de afinidad, cromatogafia de intercambio
idnico, etc.; electroforesis; centrifugacion en gradiente de densidad; extraccion con disolventes, o similares. Segun
sea apropiado, el producto puede purificarse aun mas, segun sea necesario, para eliminar sustancialmente
cualquier proteina de insecto que también haya sido segregada hacia el medio o que sea el resultado de la lisis de
las células de insecto, para proporcinar un producto que esta al menos sustancialmente exento de restos del
huésped, por ejemplo, proteinas, lipidos y polisacaridos.

Para obtener la expresion de las proteinas, las células huéspedes recombinantes derivadas de los transformantes
se incuban en condiciones que permitan la expresién de la secuencia codificadora de la proteina recombinante.
Estas condiciones variaran dependiendo de la célula huésped seleccionada. Sin embargo, estas condiciones son
facilmente determinables para los expertos en la técnica, basandose en lo que se conoce en la técnica.

iii. Sistemas vegetales

Existen muchos cultivos de células vegetales y sistemas de expresion genética en plantas completas conocidos en
la técnica. Los ejemplos de sistemas de expresion genética celular vegetales incluyen los descritos en patentes,
tales como: US 5.693.506; US 5.659.122; y US 5.608.143. Otros ejemplos de expresion genética en cultivo de
células vegetales se han descrito en Zenk, Phytochemistry, 30:3861-3863 (1991). Pueden encontrarse
descripciones de péptidos sefal de proteinas vegetales, ademas de las referencias bibliograficas indicadas
anteriormente, en Vaulcombe et al., Mol. Gen. Genet., 209:33-40 (1987); Chandler et al., Plant Molecular Biology,
3:407-418 (1984); Rogers, J. Biol. Chem., 260:3731-3738 (1985); Rothstein et al., Gene, 55:353-356 (1987);
Whittier et al., Nucleic Acids Research, 15:2515-2535 (1987); Wirsel et al., Molecular Microbiology, 3:3-14 (1989);
Yu et al., Gene, 122:247-253 (1992). Puede encontrarse una descripcion de la regulacion de la expresion de genes
vegetales por la fitohormona acido giberélico y enzimas segregadas inducidas por el acido giberélico en R.L. Jones
y J. MacMillin, Gibberellins, en: Advanced Plant Physiology, Malcolm B. Wilkins, ed., 1984, Pitman Publishing
Limited, Londres, paginas 21-52. Ofras referencias bibliograficas que describen otros genes metabdlicamente
regulados son: Sheen, Plant Cell, 2:1027-1038 (1990); Maas et al., EMBO J., 9:3447-3452 (1990); Benkel y Hickey,
Proc. Natl. Acad. Sci., 84:1337-1339 (1987).

Generalmente, empleando técnicas conocidas en la técnica, una secuencia polinucleotidica deseada se inserta en
un moédulo de expresion que comprende elementos reguladores genéticos disefiados para su funcionamiento en
plantas. El moédulo de expresion se inserta en un vector de expresion deseado con secuencias acompafiantes
secuencia arriba y secuencia abajo del médulo de expresion adecuado para la expresion en un huésped vegetal.
Las secuencias acompafantes tendran un origen plasmidico o virico y proporcionan las caracteristicas necesarias
al vector que permiten a los vectores mover ADN desde un huésped de clonacion original, tal como una bacteria,
hacia el huésped vegetal deseado. La construccion de vector de bacteria/planta basica preferiblemente
proporcionara un origen de la replicacion procariota de amplio abanico de huéspedes; un marcador seleccionable
procariota; y para transformaciones con Agrobacterium, secuencias de ADN T para la transferencia mediada por
Agrobacterium a cromosomas vegetales. Donde el gen heterélogo no esta dispuesto de forma que se pueda
detectar facimente, la construccion preferiblemente también presentara un gen marcador seleccionable para
determinar si una célula vegetal ha sido transformada. Un analisis general de los marcadores adecuados, por
ejemplo, para los miembros de la familia de las gramineas, se encuentra en Wilmink y Dons, 1993, Plant Mol. Biol.
Reptr., 11(2):165-185.

También se recomiendan secuencias adecuadas para permitir la integracion de la secuencia heterdloga en el
genoma vegetal. Estas pueden incluir secuencias de transposones y similares para la recombinacién homdloga,
asi como secuencias Ti que permiten la insercién aleatoria de un moédulo de expresion heterdlogo en un genoma
vegetal. Los marcadores seleccionables procariotas adecuados incluyen la resistencia hacia antibitticos, tales
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como ampicilina o tetraciclina. Otras secuencias de ADN que codifican otras funciones también pueden estar
presentes en el vector, tal como se conoce en la técnica. Las moléculas de acido nucleico pueden incluirse en un
modulo de expresion para la expresion de la proteina o proteinas de interés. Habitualmente, solo habra un Unico
modulo de expresion, aunque son factibles dos o mas. El médulo de expresion recombinante contendra ademas de
la secuencia codificadora de la proteina heteréloga los siguientes elementos: una region de promotor, secuencias
no traducidas 5’ vegetales, un coddn de iniciacion dependiendo de que el gen estructural esté o no equipado con
uno y una secuencia de terminacion de la transcripcion y la traduccion. Unos sitios de enzimas de restriccion
exclusivos en los extremos 5’ y 3’ del médulo permiten una facil insercion en un vector preexistente.

Una secuencia codificadora heteréloga puede ser para cualquier proteina relacionada con la presente invencion. La
secuencia que codifica la proteina de interés codificara un péptido sefial que permita el procesamiento y la
translocacion de la proteina, segun sea apropiado y habitualmente carecera de cualquier secuencia que puede
provocar la unién de la proteina deseada de la invencién con una membrana. Puesto que, en su mayor parte, la
region de inicio de la transcripcion es para un gen que se expresa y se transloca durante la germinacion, mediante
el uso del péptido sefial que proporciona la translocacion, alguien puede proporcionar también la translocacion de
la proteina de interés. De esta manera, la proteina o proteinas de interés se translocaran desde las células en las
que se expresan y pueden recolectarse de modo eficaz. Generalmente, la secrecion en semillas se realiza a través
de la aleurona o capa de epitelio escutelar en el endospermo de la semilla. Aunque no es necesario que la proteina
se segregue desde las células en las que se produce, esto facilita el aislamiento y la purificacion de la proteina
recombinante.

Puesto que la expresion final del producto génico deseado se realizara en una célula eucariota es deseable
determinar si alguna porcion del gen clonado contiene secuencias que seran procesadad y eliminadas en forma de
intrones por la maquinaria del espliceosoma del huésped. Si esto es asi, puede realizarse una mutagénesis dirigida
especifica de sitio de la regién del “intron” para evitar perder una porcion del mensaje genético como un codigo de
intron falso (Reed y Maniatis, Cell, 41:95-105, 1985).

El vector puede ser microinyectado directamente en las células vegetales empleando micropipetas para transferir
mecanicamente el ADN recombinante (Crossway, Mol. Gen. Genet., 202:179-185, 1985). El material genético
también puede transferirse a la célula vegetal empleando polietilenglicol (Krens, et al., Nature, 296, 72-74, 1982).
Otro procedimiento para la introduccion de segmentos de acidos nucleicos es la penetracion balistica a alta
velocidad mediante particulas pequefias con el acido nucleico introducido en la matriz de las particulas o esferas
pequenas, o sobre la superficie. Klein, et al., Nature, 327, 70-73, 1987 y Knudsen y Muller, 1991, Planta, 185:330-
336 divulgan el bombardeo con particulas del endospermo de la cebada para crear cebada transgénica. Otro
procedimiento para la introduccién es la fusiéon de protoplastos con otras entidades, como minicélulas, células,
lisosomas u otros cuerpos que pueden unirse a los lipidos de membrana (Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
79, 1859-1863, 1982).

El vector también puede introducirse en las células vegetales mediante electroporacion (Fromm et al., Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 82:5824, 1985). En esta técnica, protoplastos vegetales se electroporan en presencia de
plasmidos que contienen la construccion del gen. Unos impulsos eléctricos de alta potencia de campo
permeabilizan las biomembranas de forma reversible, lo que permite la introduccién de los plasmidos. Los
protoplastos vegetales electroporados reconforman la pared celular, se dividen y forman callos vegetales.

Todas las plantas a partir de las que pueden aislarse y cultivarse protoplastos para producir plantas regeneradas
completas pueden transformarse de modo que se recuperen plantas completas que contengan el gen transferido.
Se sabe que practicamente todas las plantas pueden ser regeneradas a partir de tejidos o células cultivadas e
incluyen, pero no se limitan a las principales especies de cafia de azucar, remolacha azucarera, algodén, fruta y
otros arboles, leguminosas y hortalizas. Algunas plantas adecuadas incluyen, por ejemplo, especies de los géneros
Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus,
Anabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersion, Nicotiana,
Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum,
Hererocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia,
Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum y Datura.

Los medios para la regeneracion varian de una especie de planta a otra, pero en general se proporciona en primer
lugar una suspensioén de los protoplastos transformados que contienen copias del gen heterdlogo. Se forma tejido
de callo y pueden inducirse brotes a partir del callo y posteriormente enraizarse. Como alternativa, la formacion de
embriones puede inducirse a partir de la suspension de protoplastos. Estos embriones germinan como embriones
naturales para formar plantas. EI medio de cultivo en general contiene diversos aminoacidos y hormonas, tales
como auxina y citoquininas. También resulta ventajoso afiadir acido glutamico y prolina al medio, en especial para
especies tales como el maiz y la alfalfa. Normalmente, los brotes y las raices se desarrollan de modo simultaneo.
Una regeneracion eficaz dependera del medio, del genotipo y de la historia del cultivo. Si estas tres variables se
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controlan, entonces la regeneracion es totalmente reproducible y repetible.

En algunos sistemas de cultivo de células vegetales, la proteina de la invencion deseada puede excretarse o como
alternativa, la proteina puede ser extraida de la planta completa. Donde la proteina de la invencién deseada se
segrega hacia el medio, esta puede recogerse. Como alternativa, los embriones y mitades de semillas sin
embriones u otro tejido vegetal pueden romperse de modo mecanico para liberar cualquier proteina segregada
entre las células y los tejidos. La mezcla puede suspenderse en una disolucion tampoén para extraer las proteinas
solubles. Después se emplearan procedimientos convencionales de aislamiento y purificacion de proteinas para
purificar la proteina recombinante. Los parametros de tiempo, temperatura, pH, oxigeno y volumen se ajustaran
por medio de procedimientos convencionales para optimizar la expresion y la recuperacion de la proteina
heterdloga.

iv. Sistemas bacterianos

Las técnicas de expresion bacterianas se conocen en la técnica. Un promotor bacteriano es cualquier secuencia de
ADN capaz de unirse a la ADN polimerasa bacteriana e iniciar la transcripciéon secuencia abajo (3’) de una
secuencia codificadora (por ejemplo, un gen estructural) en ARNm. Un promotor presentara una region de inicio de
la transcripcion que normalmente esta colocada proximal al extremo 5’ de la secuencia codificadora. La region de
inicio de la transcripcion habitualmente incluye un sitio de unién a la ARN polimerasa y un sitio de inicio de la
transcripcion. Un promotor bacteriano también puede tener un segundo dominio denominado operador, que puede
solaparse con un sitio de unién a ARN polimerasa adyacente en el que comienza la sintesis de ARN. El operador
permite la transcripcion regulada negativa (inducible), puesto que una proteina represora del gen puede unirse al
operador y asi, inhibir la transcripciéon de un gen especifico. La expresion constitutiva puede producirse en
ausencia de elementos reguladores negativos, tales como el operador. Ademas, puede lograrse una regulacion
positiva mediante una secuencia de union a la proteina activadora del gen que, si esta presente, habitualmente se
encuentra proximal (5’) a la secuencia de union a ARN polimerasa. Un ejemplo de una proteina activadora del gen
es la proteina activadora de catabolito (CAP), que ayuda a iniciar la transcripcion del operon lac en Escherichia coli
(E. coli) [Raibaud et al. (1984), Annu. Rev. Genet., 18:173]. Por tanto, la expresidon regulada puede ser positiva o
negativa y con ello potencia o reduce la transcripcion.

Las secuencias que codifican enzimas de la via metabdlica proporcionan secuencias de promotores
particularmente utiles. Los ejemplos incluyen secuencias de promotores derivadas de enzimas que metabolizan
azucares, tales como galactoras, lactosa (lac) [Chang et al. (1977), Nature, 198:1056] y maltosa. Otros ejemplos
incluyen secuencias de promotores derivadas de enzimas biosintéticas, tales como triptéfano (frp) [Goeddel et al.
(1980), Nuc. Acids Res., 8:4057; Yelverton et al. (1981), Nucl. Acids Res., 9:731; patente de EEUU 4.738.921;
documentos EP-A-0036776 y EP-A-0121775]. El sistema de promotor de g-lactamasa (bla) [Weissmann (1981),
"The cloning of interferon and other mistakes", en Interferon 3 (ed. I. Gresser)] y los sistemas de promotores del
bacteriofago lambda PL [Shimatake et al. (1981), Nature, 292:128] y T5 [patente de EEUU 4.689.406] también
proporcionan secuencias de promotores Utiles.

Ademas, los promotores sintéticos que no aparecen en la naturaleza también actian como promotores
bacterianos. Por ejemplo, las secuencias de activacion de la transcripcion de un promotor bacteriano o de
bacteriéfago pueden unirse con las secuencias de operdén de otro promotor bacteriano o de bacteriéfago, creando
un promotor hibrido sintético [patente de EEUU 4.551.433]. Por ejemplo, el promoto fac es un promotor trp-lac
hibrido formado por las secuencias del promotor trp y del operodn lac, que esta regulado por el represor lac [Amann
et al. (1983), Gene, 25:167; de Boer et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci., 80:21]. Ademas, un promotor bacteriano
puede incluir promotores naturales de origen no bacteriano que tengan la capacidad de unirse a la ARN polimerasa
bacteriana e iniciar la transcripcién. Un promotor natural de origen no bacteriano también puede acoplarse con una
ARN polimerasa compatible para producir unos altos niveles de expresion de algunos genes en procariotas. El
sistema de promotor/ARN polimerasa del bacteriéfago T7 es un ejemplo de un sistema de promotor acoplado
[Studier et al. (1986), J. Mol. Biol., 189:113; Tabor et al. (1985), Proc Natl. Acad. Sci., 82:1074]. Ademas, un
promotor hibrido también puede estar formado por un promotor de bacteriéfago y una region de operador de E. coli
(documento EPO-A-0 267 851).

Ademas de una secuencia de promotor en funcionamiento, un sitio de unién a ribosomas eficaz también resulta til
para la expresion de genes extrafios en procariotas. En E. coli, el sitio de unién a ribosomas se denomina la
secuencia de Shine-Dalgano (SD) e incluye un codon de iniciacion (ATG) y una secuencia con una longitud de 3-9
nucledtidos localizada 3-11 nucledtidos secuencia arriba del codon de iniciacion [Shine et al. (1975), Nature,
254:34]. Se cree que la secuencia SD estimula la unién del ARNm al ribosoma mediante un apareamiento de
bases entre la secuencia SD y el extremo 3’ del ARNr 16S de E. coli [Steitz et al. (1979), "Genetic signals and
nucleotide sequences in messenger RNA", en Biological Regulation and Development: Gene Expression (ed. R.F.
Goldberger)]. Para expresar genes eucariotas y genes procariotas con un sitio de union a ribosomas débil

[Sambrook et al. (1989), "Expression of cloned genes in Escherichia coli’," en Molecular Cloning: A Laboratory
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Manual].

Una molécula de ADN puede expresarse de intracelularmente. Una secuencia de promotor puede unirse
directamente a la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoacido en el N-terminal siempre sera una
metionina, que se codifica por el codén de iniciacion ATG. Si se desea, la metionina en el N-terminal puede
escindirse de la proteina mediante una incubacion in vitro con bromuro de cianégeno, o mediante una incubacion in
vivo o in vitro con una metionina N-terminal peptidasa bacteriana (documento EPO-A 0 219 237).

Las proteinas de fusion proporcionan una alternativa a la expresion directa. Habitualmente, una secuencia de ADN
que codifica la porcién N-terminal de una proteina bacteriana enddgena, u otra proteina estable, se une al extremo
5’ de las secuencias codificadoras heterélogas. Tras la expresion, esta construccion proporcionara una fusion de
las dos secuencias de aminoacidos. Por ejemplo, el gen celular del bacteriéfago lambda puede unirse al extremo
5’-terminal de un gen extrafio y expresarse en bacterias. La proteina de fusion resultante preferiblemente conserva
un sitio para una enzima procesadora (factor Xa) para escindir la proteina del bacteriéfago del gen extrafio [Nagai
et al. (1984), Nature, 309:810]. También pueden prepararse proteinas de fusidén con secuencias de los genes lacZ
[Jia et al. (1987), Gene, 60:197], trpE [Allen et al. (1987), J. Biotechnol., 5:93; Makoff et al. (1989), J. Gen.
Microbiol., 135:11] y Chey [documento EP-A-0 324 647]. La secuencia de ADN en la zona de unién de las dos
secuencias de aminoacidos puede o no codificar un sitio escindible. Otro ejemplo es una proteina de fusion de
ubiquitina. Esta proteina de fusion se fabrica con la regién de ubiquitina que preferiblemente conserva un sitio para
una enzima procesadora (por ejemplo, proteasa procesadora especifica de ubiquitina) para escindir la ubiquitina de
la proteina extrafia. A través de este procedimiento, la proteina extrafia nativa puede aislarse [Miller et al. (1989),
Bio/Technology, 7:698].

Como alternativa, las proteinas extrafias también pueden ser segregadas de la célula creando moléculas de ADN
quiméricas que codifican una proteina de fusion formada por un fragmento de una secuencia de péptido sefial que
proporciona la secrecion de la proteina extrafia en bacterias [patente de EEUU 4.336.336]. El fragmento de la
secuencia sefial habitualmente codifica un péptido sefial formado por aminoacidos hidréfobos que dirigen la
secrecion de la proteina desde la célula. La proteina se segrega hacia el medio de crecimiento (bacterias gram-
positivas) o hacia el espacio periplasmico, localizado entre la membrana externa e interna de la célula (bacterias
gram-negativas). Preferiblemente, existen sitios de procesamiento que pueden escindirse bien in vivo o bien in vitro
codificados entre el fragmento del péptido sefal y el gen extrafio.

El ADN que codifica las secuencias sefial adecuadas puede derivarse de genes para proteinas bacterianas
segregadas, tales como el gen de la proteina de la membrana externa de E. coli (ompA) [Masui et al. (1983), en:
Experimental Manipulation of Gene Expression; Ghrayeb et al. (1984), EMBO J., 3:2437] y la secuencia sefial de
fosfatasa alcalina de E. coli (phoA) [Oka et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci., 82:7212]. Como otro ejemplo, puede
emplearse la secuencia sefial del gen de alfa-amilasa de diversas cepas Bacillus para segregar proteinas
heterélogas de B. subtilis [Palva et al. (1982), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:5582; documento EP-A-0 244 042].

Habitualmente, las secuencias de terminacion de la transcripcion reconocidas por bacterias son regiones
reguladoras localizadas 3’ con respecto al codon de finalizaciéon de la traduccion y asi, junto con el promotor,
flanquean a la secuencia codificadora. Estas secuencias dirigen la transcripcion de un ARNm que puede ser
traducido en el polipéptido codificado por el ADN. Las secuencias de terminacién de la transcripcién con frecuencia
incluyen secuencias de ADN de aproximadamente 50 nucledétidos capaces de formar estructuras en bucle troncales
que ayudan a la terminacion de la transcripcion. Los ejemplos incluyen secuencias de terminacion de la
transcripcion derivadas de genes con promotores fuertes, tales como el gen frp en E. coli, asi como otros genes
biosintéticos.

Habitualmente, los componentes descritos anteriormente, que comprenden un promotor, una secuencia sefial (si
se desea), una secuencia codificadora de interés y una secuencia de terminacion de la transcripcion, se juntan en
construcciones de expresion. Las construcciones de expresién a menudo se mantienen en un replicén, tal como un
elemento extracromosoémico (por ejemplo, plasmidos) capaz de un mantenimiento estable en un huésped, tal como
una bacteria. El replicon tendra un sistema de replicacion, lo que permite que se mantenga en un huésped
procariota para la expresidon o para la clonacion y la amplificacion. Ademas, un replicon puede ser un plasmido
bien de alto nUmero de copias o bien de bajo nimero de copias. Un plasmido de alto nimero de copias en general
tendra un numero de copias que varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 200 y habitualmente de
aproximadamente 10 a aproximadamente 150. Un huésped que contiene un plasmido de alto nimero de copias
preferiblemente contendra al menos aproximadamente 10 y mas preferiblemente al menos aproximadamente 20
plasmidos. Tanto un vector de alto como un vector de bajo nimero de copias pueden seleccionarse, dependiendo
del efecto del vector y la proteina extrafia sobre el huésped.

Como alternativa, las construcciones de expresion pueden integrarse en el genoma bacteriano con un vector de
integracion. Los vectores de integracion habitualmente contienen al menos una secuencia homéloga con el
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cromosoma bacteriano que permite que el vector se integre. Las integraciones parecen ser el resultado de
recombinaciones entre ADN homodlogo en el vector y el cromosoma bacteriano. Por ejemplo, vectores de
integracion construidos con ADN de diversas cepas de Bacillus se integran en el cromosoma de Bacillus
(documento EP-A-O0 127 328). Los vectores de integracion también pueden estar formados por secuencias de
bacteriéfagos o transposones.

Habitualmente, las construcciones de expresion extracromosoémicas y de integracion pueden contener marcadores
seleccionables que permiten la seleccion de las cepas bacterianas que se han transformado. Los marcadores
seleccionables pueden expresarse en el huésped bacteriano y pueden incluir genes que hacen que las bacerias
sean resistentes a farmacos tales como ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina (neomicina) y
tetraciclina [Davies et al. (1978), Annu. Rev. Microbiol., 32:469]. Los marcadores seleccionables también pueden
incluir genes biosintéticos, tales como los que se encuentran en la vias biosintéticas de histidina, triptéfano y
leucina.

Como alternativa, algunos de los componentes descritos anteriormente pueden juntarse en vectores de
transformacioén. Los vectores de transformaciéon habitualmente estan formados por un marcador seleccionable que
bien se mantiene en un replicon o bien se desarrolla en un vector de integracion, tal como se describio
anteriormente.

Se han desarrollado vectores de expresion y transformacion, tanto replicones extracromosémicos como vectores
de integracion, para la transformacion en muchas bacterias. Por ejemplo, se han desarrollado vectores de
expresion, entre otras, para las siguientes bacterias: Bacillus subtilis [Palva et al. (1982), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 79:5582; documentos EP-A-0 036 259 y EPA-0 063 953; documento WO 84/04541], Escherichia coli
[Shimatake et al. (1981), Nature, 292:128; Amann et al. (1985), Gene, 40:183; Studier et al. (1986), J. Mol. Biol.,
189:113; documentos EP-A-0 036 776, EP-A-0 136 829 y EP-A-0 136 907], Streptococcus cremoris [Powell et al.
(1988) Appl. Environ. Microbiol., 54:655]; Streptococcus lividans [Powell et al. (1988), Appl. Environ. Microbiol.,
54:655], Streptomyces lividans [patente de EEUU 4.745.056].

Los procedimientos para introducir ADN exdégeno en huéspedes bacterianos se conocen bien en la técnica y
habitualmente incluyen la transformacion de bacterias tratadas con CaCl, u otros agentes, tales como cationes
divalentes y DMSO. El ADN también puede introducirse en células bacterianas mediante electroporacion. Los
procedimientos de transformacién habitualmente varian con las especies bacterianas a transformarse. Véanse, por
ejemplo [Masson et al. (1989), FEMS Microbiol. Lett., 60:273; Palva el al. (1982), Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
79:5582; documentos EP-A-0 036 259 y EP-A-0 063 953; documento WO 84/04541, para Bacillus], [Miller et al.
(1988), Proc. Natl. Acad. Sci., 85:856; Wang et al. (1990), J. Bacteriol., 172:949, para Campylobacter], [Cohen et
al. (1973), Proc. Natl. Acad. Sci., 69:2110; Dower et al. (1988), Nucleic Acids Res., 16:6127; Kushner (1978) "An
improved method for transformation of Escherichia coli with ColE1-derived plasmids”, en Genetic Engineering:
Proceedings of the International Symposium on Genetic Engineering (eds. H.W. Boyery S. Nicosia); Mandel et al.
(1970), J. Mol. Biol., 53:159; Taketo (1988), Biochim. Biophys. Acta, 949:318, para Escherichia), [Chassy et al.
(1987), FEMS Microbiol. Lett., 44:173, para Lactobacillus], [Fiedler et al. (1988), Anal. Biochem, 170:38, para
Pseudomonas]; [Augustin et al. (1990), FEMS Microbiol. Lett., 66:203, para Staphylococcus], [Barany et al. (1980),
J. Bacteriol., 144:698; Harlander (1987), "Transformation of Streptococcus lactis by electroporation”, en:
Streptococcal Genetics (ed. J. Ferretti y R. Curtiss 1ll); Perry et al. (1981), Infect. Immun., 32:1295; Powell et al.
(1988), Appl. Environ. Microbiol., 54:655; Somkuti et al. (1987), Proc. 4th Evr; Cong. Biotechnology, 1:412, para
Streptococcus].

v. Expresion en levaduras

Los sistemas de expresion de levaduras también son conocidos para un experto en la técnica. Un promotor de
levadura es cualquier secuencia de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa de levadura e iniciar la transcripcion
secuencia abajo (3’) de una secuencia codificadora (por ejemplo, un gen estructural) para producir ARNm. Un
promotor tendra una region de inicio de la transcripcion que habitualmente esta colocada proximal al extremo 5’ de
la secuencia codificadora. Esta region de inicio de la transcripcion habitualmente incluye un sitio de unién a la ARN
polimerasa (la “caja TATA”) y un sitio de inicio de la transcripcion. Un promotor de levadura también puede incluir
un segundo dominio denominado secuencia activadora secuencia arriba (UAS) que, si esta presente,
habitualmente se encuentra distal con respecto al gen estructural. La UAS permite una expresion regulada
(inducible). La expresioén constitutiva aparece en ausencia de una UAS. La expresion regulada puede ser positiva o
negativa, potenciando o reduciendo con ello la transcripcion.

La levadura es un organismo fermentador con una via metabdlica activa y por tanto las secuencias que codifican
enzimas en la via metabdlica proporcionan secuencias de promotores particularmente Utiles. Los ejemplos
incluyen alcohol deshidrogenasa (ADH) (documento EP-A-O 284 044), enolasa, glucocinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAP o GAPDH), hexoquinas, fosfofructocinasa, 3-
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fosfoglicerato mutasa y piruvato cinasa (PyK) (documento EPO-A-0 329 203). El gen PHO5 de levadura, que
codifica la fosfatasa acida, también proporciona secuencias de promotores utiles [Myanohara et al. (1983), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 80:1].

Ademas, los promotores sintéticos que no aparecen en la naturaleza también actlan como promotores de
levaduras. Por ejemplo, las secuencias UAS de un promotor de levadura pueden unirse a la region de activacion de
la transcripcion de otro promotor de levadura, creando un promotor hibrido sintético. Los ejemplos de estos
promotores hibridos incluyen la secuencia reguladora de ADH unida a la regién de activacion de la transcripcion de
GAP (patentes de EEUU n.**: 4.876.197 y 4.880.734). Otros ejemplos de promotores hibridos incluyen promotores
que consisten en las secuencias reguladoras de los genes ADH2, GAL4, GAL10, o PHO5, combinadas con la
region de activacion de la transcripcion de un gen de una enzima glucolitica, tal como GAP o PyK (documento EP-
A-0 164 556). Ademas, un promotor de levadura puede incluir promotores que aparecen en la naturaleza de origen
no de levadura que tengan la capacidad de unirse a la ARN pollimerasa de levadura e iniciar la transcripcion. Los
ejemplos de estos promotores incluyen, entre otros, Cohen et al. (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:1078;
Henikoff et al. (1981), Nature, 283:835; Hollenberg el al. (1981), Curr. Topics Microbiol. Immunol., 96:119;
Hollenberg et al. (1979), "The Expression of Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast Saccharomyces
cerevisiae", en: Plasmids of Medical, Environmental and Commercial Importance (eds. K.N. Timmis y A. Puhler);
Mercerau-Puigalon et al. (1980), Gene, 11:163; Panthier et al. (1980), Curr. Genet. 2:109.

Una molécula de ADN puede expresarse de modo intracelular en levaduras. Una secuencia de promotor puede
estar unida directamente con la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoacido en el N-terminal de la
proteina recombinante siempre sera una metionina, que se codifica por el codén de iniciacion ATG. Si se desea, la
metionina en el N-terminal puede escindirse de la proteina mediante una incubacién in vitro con bromuro de
cianogeno.

Las proteinas de fusién proporcionan una alternativa para los sistemas de expresion de levaduras, asi como en
sistemas de expresion de mamifero, de baculovirus y bacterianos. Habitualmente, una secuencia de ADN que
codifica la porcion N-terminal de una proteina de levadura enddgena, u otra proteina estable, se fusiona al extremo
5’ de las secuencias codificadoras heterdlogas. Después de la expresion, esta construccion proporcionara una
fusion de las dos secuencias de aminoacidos. Por ejemplo, la superéxido dismutasa (SOD) de levadura o humana
puede unirse al 5’ terminal de un gen extrafio y expresarse en levaduras. La secuencia de ADN en la zona de union
de las dos secuencias de aminoacidos puede o no codificar un sitio escindible. Véase, por ejemplo, el documento
EP-A-0 196 056. Otro ejemplo es una proteina de fusidn de ubiquitina. Una proteina de fusion tal se fabrica con la
region de ubiquitina que preferiblemente conserva un sitio para una enzima procesadora (por ejemplo, proteasa
procesadora especifica de ubiquitina) para escindir la ubiquitina de la proteina extrafa. A través de este
procedimiento, la proteina extrafia nativa puede aislarse (por ejemplo, documento WO88/024066).

Como alternativa, también pueden segregarse proteinas extrafias desde la célula hacia el medio de crecimiento
creando moléculas de ADN quiméricas que codifican una proteina de fusion formada por un fragmento de una
secuencia lider que proporciona la secrecién de la proteina extrafia en levaduras. Preferiblemente, existen sitios de
procesamiento codificados entre el fragmento lider y el gen extrafio que pueden escindirse in vivo o in vitro. El
fragmento de la secuencia lider normalmente codifica un péptido sefal formado por aminoacidos hidréfobos que
dirige la secrecion de la proteina desde la célula.

El ADN que codifica las secuencias sefial adecuadas puede derivarse de genes para las proteinas de levadura
segregadas, tales como el gen de invertasa de levadura (documentos EP-A-0 012 873; JPO. 62.096.086) y el gen
del factor A (patente de EEUU 4.588.684). Como alternativa, existen lideres con origen no de levadura, tales como
un lider de interferén, que también proporcionan la secrecion en levaduras (documento EP-A-0 060057).

Una clase preferida de lideres de la secrecion son los que emplean un fragmento del gen del factor alfa de
levadura, que contiene una secuencia sefial “pre” y una region “pro”. Los tipos de fragmentos de factor alfa que
pueden emplearse incluyen el lider del factor alfa pre-pro de longitud completa (aproximadamente 83 restos
aminoacidos), asi como los lideres del factor alfa truncados (habitualmente de aproximadamente 25 a
aproximadamente 50 restos aminoacidos) (patentes de EEUU 4.546.083 y 4.870.008; documento EP-A-0 324
274). Otros lideres que emplean un fragmento lider de factor alfa que proporciona la secrecion incluyen los lideres
del factor alfa hibridos formados con una presecuencia de una primera levadura, pero con una regiéon pro de un
segundo factor alfa de levadura (por ejemplo, véase el documento WO 89/02463).

Habitualmente, las secuencias de terminacion de la transcripcion reconocidas por levaduras son regiones
reguladoras localizadas 3’ con respecto al codon de finalizacion de la traduccién y por tanto, junto con el promotor,
flanquean a la secuencia codificadora. Estas secuencias dirigen la transcripcion de un ARNm que puede ser
traducido en el polipéptido codificado por el ADN. Los ejemplos de una secuencia de terminacién de la transcipcion
y otras secuencias de terminacién reconocidas por levaduras, son las que codifican enzimas glucoliticas.
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Habitualmente, los componentes descritos anteriormente, que comprenden un promotor, un lider (si se desea), una
secuencia codificadora de interés y una secuencia de terminacion de la transcripcion, se juntan en construcciones
de expresién. Las construcciones de expresion a menudo se mantienen en un replicén, tal como un elemento
extracromosoémico (por ejemplo, un plasmido) capaz de un mantenimiento estable en un huésped, tal como una
levadura o una bacteria. El replicon puede tener dos sistemas de replicacion, lo que permite que se mantenga, por
ejemplo, en una levadura para la expresion y en un huésped procariota para la clonacién y la amplificacion. Los
ejemplos de dichos vectores lanzadera de levaduras-bacterias incluyen YEp24 [Botstein et al. (1979), Gene, 8:17-
24], pCl/l [Brake et al. (1984), PNAS USA, 81:4642-4646] e YRp17 [Stinchcomb et al. (1982), J. Mol. Biol.,
158:157]. Ademas, un replicon puede ser un plasmido de alto nimero de copias o de bajo nimero de copias. Un
plasmido de alto numero de copias en general tendra un numero de copias que varia de aproximadamente 5 a
aproximadamente 200 y habitualmente de aproximadamente 10 a aproximadamente 150. Un huésped que
contiene un plasmido de alto numero de copias preferiblemente contendra al menos aproximadamente 10 y mas
preferiblemente al menos aproximadamente 20 plasmidos. Puede seleccionarse introducir un vector de alto o bajo
numero de copias, dependiendo del efecto del vector y la proteina extrafa sobre el huésped. Véase, por ejemplo,
Brake et al., supra.

Como alternativa, las construcciones de expresion pueden integrarse en el genoma de levadura con un vector de
integracion. Los vectores de integracion habitualmente contienen al menos una secuencia homéloga con el
cromosoma de levadura que permite que el vector se integre y preferiblemente contienen dos secuencias
homdlogas que flanquean a la construccién de expresion. Las integraciones parecen ser el resultado de
recombinaciones entre ADN homdlogo en el vector y el cromosoma de levadura [Orr-Weaver et al. (1983),
Methods in Enzymol., 101:228-245]. Un vector de integracion puede dirigirse a un locus especifico en levaduras
seleccionando la secuencia homodloga apropiada para su inclusion en el vector. Véase Orr-Weaver et al., supra.
Pueden integrarse una o mas construcciones de expresion, lo que probablemente afecte a los niveles de proteina
recombinante producida [Rine et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:6750]. Las secuencias cromosémicas
incluidas en el vector pueden aparecer como un Unico segmento en el vector, lo que provoca la integracion del
vector entero, o como dos segmentos homologos con segmentos adyacentes en el cromosoma que flanquean a la
construccion de expresion en el vector, lo que puede provocar la integracion estable solo de la construccion de
expresion.

Habitualmente, las construcciones de expresion extracromosomica y de integracion pueden contener marcadores
seleccionables para permitir la seleccion de cepas de levadura que se han transformado. Los marcadores
seleccionables pueden incluir genes biosintéticos que pueden ser expresados en el huésped de levadura, tales
como ADE2, HIS4, LEU2, TRP1 y ALG7 y el gen de resistencia G418, que confiere resistencia en células de
levadura a la tunicamicina y G418, respectivamente, Ademas, un marcador seleccionable adecuado también
puede proporcionar a la levadura la capacidad de crecer en presencia de compuestos téxicos, tales como un metal.
Por ejemplo, la presencia de CUP1 permite crecer a las levaduras en presencia de iones de cobre [Butt et al.
(1987), Microbiol. Rev., 51:351].

Como alternativa, algunos de los componentes descritos anteriormente pueden juntarse en vectores de
transformacion. Los vectores de transformaciéon habitualmente estan formados por un marcador seleccionable que
bien se mantiene en un replicon o bien se desarrolla en un vector de integracion, tal como se describio
anteriormente.

Se han desarrollado vectores de expresion y transformacion, tanto replicones extracromosémicos como vectores
de integracion, para la transformacion en muchas levaduras. Por ejemplo, se han desarrollado vectores de
expresion, entre otras, para las siguientes levaduras: Candida albicans [Kurtz, et al. (1986), Mol. Cell. Biol., 6:142],
Candida maltosa [Kunze, et al. (1985), J. Basic Microbiol., 25:141], Hansenula polymorpha [Gleeson, et al. (1986),
J. Gen. Microbiol., 132:3459; Roggenkamp et al. (1986), Mol. Gen. Genet., 202:302], Kluyveromyces fragilis [Das,
et al. (1984), J. Bacteriol., 158:1165], Kluyveromyces lactis [De Louvencourt et al. (1983), J. Bacteriol., 154:737;
Van den Berg et al. (1990), Bio/Technology, 8:135], Pichia guillerimondii [Kunze et al. (1985), J. Basic Microbiol.,
25:141], Pichia pastoris [Cregg, et al. (1985), Mol. Cell. Biol., 5:3376; patentes de EEUU n.°: 4.837.148 y
4.929.555], Saccharomyces cerevisiae [Hinnen et al. (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:1929; Ito et al. (1983),
J. Bacteriol., 153:163], Schizosaccharomyces pombe [Beach y Nurse (1981), Nature, 300:706] y Yarrowia lipolytica
[Davidow, et al. (1985), Curr. Genet., 10:380471; Gaillardin, et al. (1985), Curr. Genet., 10:49].

Los procedimientos para introducir ADN exdgeno en huéspedes de levadura son muy conocidos en la técnica y
habitualmente incluyen la transformacion de esferoplastos o de células de levadura intactas tratadas con cationes
de alcalis. Los procedimientos de transformacion habitualmente varian con la especie de levadura que se va a
transformar. Véase, por ejemplo, [Kurtz et al. (1986), Mol. Cell. Biol., 6:142; Kunze et al. (1985), J. Basic
Microbiol., 25:141, para Candida]; [Gleeson et al. (1986), J. Gen. Microbiol., 132:3459; Roggenkamp et al. (1986),
Mol. Gen. Genet., 202:302, para Hansenula]; [Das et al. (1984), J. Bacteriol., 158:1165; De Louvencourt et al.
(1983), J. Bacteriol., 154:1165; Van den Berg et al. (1990), Bio/Technology, 8:135, para Kluyveromyces]; [Cregg et
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al. (1985), Mol. Cell. Biol., 5:3376; Kunze et al. (1985), J. Basic Microbiol., 25:141; patentes de EEUU n.°®:
4.837.148 y 4.929.555, para Pichia]; [Hinnen et al. (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:1929; Ito et al. (1983), J.
Bacteriol., 153:163, para Saccharomyces]; [Beach y Nurse (1981), Nature, 300:706, para Schizosaccharomyces];
[Davidow et al. (1985), Curr. Genet., 10:39; Gaillardin et al. (1985), Curr. Genet., 10:49, para Yarrowial].

Anticuerpos

Tal como se emplea en la presente, el término “anticuerpo” se refiere a un polipéptido o un grupo de polipéptidos
compuestos por al menos un sitio de combinacion de anticuerpos. Un “sitio de combinacién de anticuerpo” es un
espacio de union tridimensional con una forma en su superficie interna y una distribucion de cargas
complementarias con las caracteristicas de un epitopo de un antigeno, lo que permite la unién del anticuerpo con
el antigeno. Un “anticuerpo” incluye, por ejemplo, anticuerpos de vertebrados, anticuerpos hibridos, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos alterados, anticuerpos univalentes, proteinas Fab y anticuerpos
de un unico dominio.

Los anticuerpos contra las proteinas de la invencidn son utiles para la cromatografia de afinidad, inmunoensayos y
para distinguir/identificar proteinas meningocécicas.

Los anticuerpos contra las proteinas de la invencion, tanto policlonales como monoclonales, pueden prepararse
por procedimientos convencionales. En general, en primer lugar la proteina se emplea para inmunizar a un animal
adecuado, preferiblemente un ratén, rata, conejo o cabra. Se prefiere a los conejos y las cabras para la
preparacion de sueros policlonales debido al volumen de suero que se puede obtener y a la disponibilidad de
anticuerpos anti-conejo y anti-cabra marcados. La inmunizacién en general se realiza mezclando o emulsionando
la proteina en disoluciéon salina, preferiblemente en un adyuvante tal como adyuvante completo de Freund e
inyectando la mezcla o la emulsion por via parenteral (en general por via subcutanea o intramuscular). Una dosis
de 50-200 g/inyeccion generalmente es suficiente. La inmunizacion en general se refuerza 2-6 semanas después
con una o mas inyecciones de la proteina en disolucion salina, empleando preferiblemente adyuvante incompleto
de Freund. Como alternativa se pueden generar anticuerpos mediante una inmunizacion in vitro empleando
procedimientos conocidos en la técnica que, para los objetivos de la esta invencion, se consideran equivalentes a
una inmunizacion in vivo. El antisuero policlonal se obtiene sangrando el animal inmunizado hacia un recipiente de
vidrio o plastico, incubando la sangre a 25 °C durante una hora, seguido de una incubacién a 4 °C durante 2-18
horas. El suero se recupera mediante centrifugacion (por ejemplo, 1.000 g durante 10 minutos). Pueden obtenerse
aproximadamente 20-50 ml por sangrado en conejos.

Los anticuerpos monoclonales se preparan empleando el procedimiento convencional de Kohler y Milstein [Nature
(1975), 256:495-96], o una de sus modificaciones. Generalmente, un ratén o una rata se inmuniza como se
describié anteriormente. Sin embargo, en lugar de sangrar al animal para extraer el suero, se retira el bazo (y
opcionalmente varios nodulos linfaticos grandes) y se disocia en células individuales. Si se desea, las células del
bazo pueden seleccionarse (después de la eliminacidon de las células no especificamente adherentes) aplicando
una suspension de células a una placa o pocillo revestido con el antigeno de la proteina. Las células B que
expresan una inmunoglobulina unida a la membrana que es especifica para el antigeno se unen a la placa y no se
eliminan por aclarado con el resto de la suspensién. Las células B resultantes, o todas las células del bazo
disociadas, después se inducen para que se fusionen con células de mieloma para formar hibridomas y se cultivan
en un medio selectivo (por ejemplo, medio de hipoxantina, aminopterina, timidina, “HAT”). Los hibridomas
resultantes se cultivan mediante dilucién limitante y se ensayan para la produccién de anticuerpos que se unen
especificamente al antigeno inmunizante (y que no se unen a antigenos no relacionados). Los hibridomas que
segregan los MAb seleccionados después se cultivan in vitro (por ejemplo, en botellas de cultivo de tejidos o
reactores de fibras huecas), o in vivo (en fluido de ascitis en ratones).

Si se desea, el anticuerpo (policlonal o monoclonal) puede marcarse empleando técnicas convencionales. Los
marcadores adecuados incluyen fluoréforos, croméforos, atomos radioactivos (en particular P y %), reactivos
densos a electrones, enzimas y ligandos que tienen comparieros de union especifica. Las enzimas generalmente
se detectan por su actividad. Por ejemplo, la peroxidasa de rabano normalmente se detecta por su capacidad para
convertir la 3,3,5,5-tretrametilbencidina (TMB) en un pigmento azul que puede -cuantificarse con un
espectrofotometro. El “compariero de unién especifica” se refiere a una proteina capaz de unirse a una molécula de
ligando con alta especificidad, como por ejemplo en el caso de un antigeno y un anticuerpo monoclonal especifico
para él. Otros compafieros de unién especifica incluyen biotina y avidina o estreptavidina, IgG y proteina A y las
numerosas parejas de receptor-ligando conocidas en la técnica. Debe entenderse que la anterior descripcion no
pretende categorizar los diversos marcadores en clases diferenciadas, puesto que el mismo marcador puede
actuar de varios modos diferentes. Por ejemplo, 123) puede actuar como marcador radiactivo o como reactivo
denso a electrones. La HRP puede actuar como enzima o como antigeno para un MAb. Ademas, se pueden
combinar diversos marcadores para un efecto deseado. Por ejemplo, los MAb y la avidina también necesitan
marcadores en la practica de esta invencion: asi, se puede marcar un MAb con biotina y detectar su presencia con
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avidina marcada con "I, o con un MAb anti-biotina marcado con HRP. Otras permutaciones y posibilidades seran
facilmente evidentes para los expertos en la técnica y se consideran como equivalentes dentro del ambito de la
invencion.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender bien polipéptidos o bien anticuerpos de la invencién. Las
composiciones farmacéuticas comprenderan una cantidad terapéuticamente eficaz bien de polipéptidos o bien de
anticuerpos de la invencion reivindicada.

La expresiéon “cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se emplea en el presente documento se refiere a una
cantidad de un agente terapéutico para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o trastorno deseado, o para
mostrar un efecto terapéutico o preventivo detectable. El efecto puede detectarse, por ejemplo, mediante
marcadores quimicos o niveles de antigeno. Los efectos terapéuticos también incluyen la reduccién de los
sintomas fisicos, tales como una menor termperatura corporal. La cantidad eficaz precisa para un sujeto
dependera del tamafio y la salud del sujeto, de la naturaleza y el grado del trastorno y de los productos
terapéuticos o de la combinacién de productos terapéuticos seleccionados para la administracion. Asi, no resulta
util especificar una cantidad eficaz exacta por adelantado. Sin embargo, la cantidad eficaz para una situacion
concreta puede ser determinada mediante la experimentacion habitual y esta dentré del criterio del médico.

Para los objetivos de la presente invencion, una dosis eficaz sera de aproximadamente 0,01 mg/kg a 50 mg/kg o
de 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de las construcciones de ADN en el individuo al que se le
administran.

Una composicion farmacéutica también puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
“vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un vehiculo para la administracion de un agente terapéutico,
tal como anticuerpos o un polipéptido, genes y otros agentes terapéuticos. La expresion se refiere a cualquier
vehiculo farmacéutico que, en si mismo, no induce la produccién de anticuerpos perjudiciales para el individo que
recibe la composicion y que puede administrarse sin toxicidad indebida. Los vehiculos adecuados pueden ser
macromoléculas grandes que se metabolizan con lentitud, tales como proteinas, polisacaridos, poli(acidos
lacticos), poli(acidos glicdlicos), aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas de virus
inactivas. Estos vehiculos son muy conocidos por los expertos en la técnica.

En la presente pueden utilizarse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales tales
como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos y similares; y sales de acidos organicos, tales como
acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Un analisis en profundidad de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J.
1991).

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en las composiciones terapéuticas pueden contener liquidos, tales
como agua, disolucién salina, glicerol y etanol. Ademas, en tales vehiculos pueden estar presentes sustancias
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.
Generalmente, las composiciones terapéuticas se preparan como inyectables, en forma de disoluciones o
suspensiones liquidas; también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para la disolucién o la suspension
en vehiculos liquidos antes de la inyeccion. Los liposomas se incluyen dentro de la definicion de un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Procedimientos de administracion

Tras haber sido formuladas, las composiciones pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos que se
van a tratar pueden ser animales; en particular, pueden tratarse seres humanos.

La administracion directa de las composiciones en general se realizara mediante inyeccion, por via bien
subcutanea, bien intraperitoneal, bien intravenosa o bien intramuscular, o se administrara hacia el espacio
intersticial de un tejido. Las composiciones también pueden administrarse a una lesién. Otros modos de
administracion incluyen la administraciéon oral y pulmonar, supositorios y aplicaciones transdérmicas o
transcutaneas (véase, por ejemplo, el documento W098/20734), agujas y pistolas de genes o hipopulverizados. El
tratamiento de dosificacion puede ser un programa de una Unica dosis o un programa de multiples dosis.

Vacunas

Las vacunas pueden ser profilacticas (es decir, para evitar la infeccion) o terapéuticas (es decir, para tratar una
enfermedad después de una infeccion).

Tales vacunas comprenden uno o varios antigenos inmunizantes, uno o varios inmundégenos, uno o varios
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polipéptidos, una o varias proteinas o acidos nucleicos, normalmente en combinacién con “vehiculos
farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier vehiculo que por si mismo no induce la produccion de
anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion. Los vehiculos adecuados generalmente son
macromoléculas grandes de metabolizacion lenta, tales como proteinas, polisacaridos, poli(acidos lacticos),
poli(acidos glicdlicos), aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, agregados de lipidos (tales como
gotitas de aceite o liposomas) y particulas de virus inactivos. Estos vehiculos son muy conocidos por los expertos
en la técnica. Ademas, estos vehiculos pueden actuar como agentes inmunoestimulantes (“adyuvantes”). Ademas,
el antigeno o inmundgeno puede estar conjugado con un toxoide bacteriano, tal como un toxoide de los patdgenos
de la difteria, tétanos, colera, H. pylori, etc.

Los adyuvantes preferidos para potenciar la eficacia de la composicién incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de
aluminio (alumbre), tales como hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc.; (2)
formulaciones de emulsiones de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimulantes especificos, tales
como péptidos de muramilo (vease a continuacion) o componentes de la pared celular bacteriana), tales como por
ejemplo (a) MF59™ (documento WO 90/14837; capitulo 10 en Vaccine design: the subunit and adjuvant approach,
eds. Powell y Newman, Plenum Press 1995), que contiene escualeno al 5%, Tween 80 al 0,5% y Span 85 al 0,5%
(que contiene opcionalmente diversas cantidades de MTP-PE (véase a continuacion), aunque no es necesario)
formulado en particulas submicrénicas empleando un microfluidificador tal como el microfluidificador modelo 110Y
(Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, que contiene escualeno al 10%, Tween 80 al 0,4%, polimero L121 bloqueado
con Pluronic al 5% y thr-MDP (véase a continuacion) bien microfluidificado en una emulsién submicrénica o bien
agitado en vortice para generar una emulsién con un tamafio de particula mayor y (c) el sistema adyuvante Ribi™
(RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que contiene escualeno al 2%, Tween 80 al 0,2% y uno o mas
componentes de la pared celular bacteriana procedentes del grupo que consiste en monofosforil-lipido A (MPL),
dimicolato de trehalosa (TDM) y esqueleto de la pared celular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (3)
adyuvantes de saponina, tales como Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) que pueden utilizarse, o
pueden generarse particulas a partir de estos, tales como ISCOM (complejos inmunoestimulantes); (4) adyuvante
completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA); (5) citocinas, tales como interleucinas (por
ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo, gamma interferén), factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; y (6) otras sustancias que
actian como agentes inmunoestimulantes para potenciar la eficacia de la composicién. Se prefieren el alumbre y
MF59™.

Tal como se menciond anteriormente, los péptidos de muramilo incluyen, pero no se limitan a N-acetil-muramil-L-
treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)etilamina (MTP-PE), etc.

Las composiciones inmunoégenas (por ejemplo, el antigeno inmunizante/inmundgeno/polipéptido/proteina/acido
nucleico, el vehiculo farmacéuticamente aceptable y el adyuvante) generalmente contendran diluyentes, tales como
agua, disolucion salina, glicerol, etanol, etc. Ademas, en estos vehiculos pueden estar presentes sustancias
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.

Generalmente, las composiciones inmundgenas se preparan como inyectables, en forma bien de disoluciones o
bien de suspensiones liquidas; también pueden prepararse formas soélidas adecuadas para la disolucion o
suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion. La preparacion también puede emulsionarse o
encapsularse en liposomas para un efecto adyuvante potenciado, tal como se analizé anteriormente al tratar los
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones inmundgenas empleadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz
de los polipéptidos antigénicos o inmundgenos, asi como de cualquiera de los otros componentes mencionados
anteriormente, segun sea necesario. Por “cantidad inmunolégicamente eficaz” se quiere decir que la administracion
de esta cantidad a un individuo, bien en una Unica dosis o bien como parte de una serie, resulta eficaz para el
tratamiento o la prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y de las condiciones fisicas del individuo
que se va a tratar, del grupo taxonémico del individuo que se va a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate,
etc.), de la capacidad del sistema inmunoldégico del individuo para sintetizar anticuerpos, del grado de proteccion
deseado, de la formulacién de la vacuna, de la evaluacion de la situacion médica por parte del médico encargado y
de otros factores pertinentes. Se espera que la cantidad se encuentre en un intervalo relativamente amplio que
puede determinarse mediante ensayos rutinarios.

Las composiciones inmundgenas se administran de modo convencional por via parenteral, por ejemplo, mediante
inyeccion bien subcutanea, bien intramuscular o bien transdérmica/transcutanea (por ejemplo, documento
WQ098/20734). Otras formulaciones adecuadas para otras vias de administracion incluyen formulaciones orales y
pulmonares, supositorios y aplicaciones transdérmicas. El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de
una unica dosis o un programa de multiples dosis. La vacuna puede administrarse junto con otros agentes
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inmunorreguladores.

Como alternativa a las vacunas con una base de proteinas, puede emplearse una vacunacién de ADN [por
ejemplo, Robinson y Torres (1997), Seminars in Immunology, 9:271-283; Donnelly et al. (1997), Annu Rev
Immunol., 15:617-648; véase a continuacion)].

Composiciones farmacéuticas de polipéptidos

Ademas de los vehiculos y las sales farmacéuticamente aceptables descritos anteriormente, pueden emplearse los
siguientes agentes adicionales con las composiciones de polinucledétidos y/o polipéptidos.

A. Polipéptidos

Un ejemplo son los polipéptidos que incluyen, sin limitacion: asioloorosomucoide (ASOR); transferrina;
asialoglicoproteinas; anticuerpos; fragmentos de anticuerpos; ferritina; interleucinas; interferones; factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de células pluripotenciales y eritropoyetina.
También pueden emplearse antigenos viricos, tales como proteinas de la envoltura. Ademas también pueden
emplearse proteinas procedentes de otros organismos invasores, tales como el péptido de 17 aminoacidos
procedente de la proteina del circumesporozoito de Plasmodium falciparum, conocido como RII.

B. Hormonas, vitaminas, etc.

Otros grupos que pueden incluirse son, por ejemplo, hormonas, esteroides, andrégenos, estrogenos, hormona
tiroidea, o vitaminas y acido félico.

C. Polialquilenos, polisacaridos, etc.

También puede incluirse un polialquilenglicol en los polinucleétidos/polipéptidos deseados. En una realizacion
preferida, el polialquilenglicol es polietilenglicol. Ademas pueden incluirse mono-, di- o polisacaridos. En una
realizacion preferida de este aspecto, el polisacarido es dextrano o DEAE-dextrano. Ademas, puede emplearse
quitosano y poli(lactica-co-glicolido).

D. Lipidos y liposomas

El polinucleétido/polipéptido deseado también puede encapsularse en lipidos o empaquetarse en liposomas antes
de la administracion al sujeto o a las células derivadas del mismo.

La encapsulacion con lipidos en general se logra empleando liposomas que son capaces de unir o atrapar y
conservar de modo estable un acido nucleico. La proporciéon de polinucleétido condensado a la preparacion de
lipidos puede variar, pero en general sera de aproximadamente 1:1 (mg de ADN:micromoles de lipido), o mas del
lipido. Para un analisis del uso de liposomas como vehiculos para la administracion de acidos nucleicos, véase,
Hug y Sleight (1991), Biochim. Brophys. Acta., 1097:1-17; Straubinger (1983), Meth. Enzymol., 101:512-527.

Las preparaciones liposdmicas para su uso en la presente invencion incluyen preparaciones catidnicas (cargadas
positivamente), anidnicas (cargadas negativamente) y neutras. Se ha demostrado que los liposomas catiénicos
median en la administracion intracelular de ADN plasmidico (Felgner (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-
7416); ARNm (Malone (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:6077-6081); y factores de la transcripcion purificados
(Debs (1990), J. Biol. Chem., 265:10189-10192), en una forma funcional.

Los liposomas cationicos estan disponibles con facilidad. Por ejemplo, los liposomas de N-[1-2,3-dioleiloxi)propil]-
N,N,N-trietilamonio (DOTMA) estan disponibles con la marca comercial Lipofectin, en GIBCO BRL, Grand Island,
NY (véase, también Felgner, supra). Otros liposomas disponibles en el mercado incluyen Transfectace
(DDAB/DOPE) y DOTAP/DOPE (Boerhinger). Pueden prepararse otros liposomas cationicos a partir de materiales
facilmente disponibles empleando técnicas muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Szoka (1978), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 75:4194-4198; el documento W090/11092 para una descripcion de la sintesis de liposomas
de DOTAP (1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio)propano).

De modo similar, estan disponibles liposomas aniénicos y neutros, tales como en Avanti Polar Lipids (Birmingham,
AL), o pueden prepararse con facilidad empleando materiales facilmente disponibles. Tales materiales incluyen
fosfatidilcolina, colesterol, fosfatidiletanolamina, dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG),
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), entre otros. Estos materiales también pueden mezclarse con los materiales
de partida DOTMA y DOTAP en proporciones apropiadas. Los procedimientos para fabricar liposomas empleando
estos materiales son muy conocidos en la técnica.
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Los liposomas pueden comprender vesiculas multilaminares (MLV), vesiculas pequefias unilaminares (SUV) o
vesiculas grandes unilaminares (LUV). Los diversos complejos de liposoma-acido nucleico se preparan empleando
procedimientos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Straubinger (1983), Meth. Immunol., 101:512-527;
Szoka (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:4194-4198; Papahadjopoulos (1975), Biochim. Biophys. Acta,
394:483; Wilson (1979), Cell, 17:77; Deamer y Bangham (1976), Biochim. Biophys. Acta, 443:629; Ostro (1977),
Biochem. Biophys. Res. Common., 76:836; Fraley (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3348; Enoch vy
Strittmatter (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:145; Fraley (1980), J. Biol. Chem. (1980), 255:10431; Szoka y
Papahadjopoulos (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:145; y Schaefer-Ridder (1982), Science, 215:166.

E. Lipoproteinas

Ademas, pueden incluirse lipoproteinas con el polinucleotido/polipéptido que se va a administrar. Los ejemplos de
lipoproteinas que se pueden utilizar incluyen quilomicrones, HDL, IDL, LDL y VLDL. También pueden emplearse
mutantes, fragmentos o fusiones de estas proteinas. Ademas pueden emplearse modificaciones de lipoproteinas
naturales, tales como LDL acetilado. Estas lipoproteinas pueden dirigir el transporte de los polinucledltidos a las
células que expresan receptores de lipoproteinas. Preferiblemente, si se incluyen lipoproteinas con el polinucleétido
que se va a adminstrar, no se incluyen otros ligandos de transporte dirigido en la composicion.

Las lipoproteinas naturales comprenden un lipido y una porcién de proteina. La porcién de proteinas se conoce
como apoproteina. En la actualidad, se han aislado e identificado las apoproteinas A, B, C, D y E. Al menos dos de
estas contienen varias proteinas, denominadas con los nimeros romanos Al, All, AlV, CI, Cll 'y CIlI.

Una lipoproteina puede comprender mas de una apoproteina. Por ejemplo, los quilomicrones naturales
comprenden A, B C y E y a lo largo del tiempo estas lipoproteinas pierden A y adquieren las apoproteinas C y E. El
VLDL comprende las apoproteinas A, B, C y E, el LDL comprende la apoproteina B; y el HDL comprende las
apoproteinas A, Cy E.

Los aminoacidos de estas aproproteinas se conocen y se describen, por ejemplo, en Breslow (1985), Annu Rev.
Biochem, 54:699; Law (1986), Adv. Exp Med. Biol., 151:162; Chen (1986), J. Biol. Chem., 261:12918; Kane (1980),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:2465; y Utermann (1984), Hum. Genet., 65:232.

Las lipoproteinas contienen una diversidad de lipidos que incluyen triglicéridos, colesterol (libre y ésteres) y
fosfolipidos. La composicion de los lipidos varia en las lipoproteinas naturales. Por ejemplo, los quilomicrones
estan formados principalmente por triglicéricos. Una descripcion mas detallada del contenido en lipidos de las
lipoproteinas naturales puede encontrarse, por ejemplo, en Meth. Enzymol., 128 (1986). La composicion de los
lipidos se elige para ayudar a la conformacion de la apoproteina para la actividad de unién al receptor. La
composicion de los lipidos también puede seleccionarse para facilitar la interaccion hidréfoba y la asociacion con
la molécula de unién al polinucleétido.

Las lipoproteinas que se dan en la naturaleza pueden aislarse a partir del suero mediante ultracentrifugacion, por
ejemplo. Tales procedimientos se describen en Meth. Enzymol. (supra); Pitas (1980), J. Biochem., 255:5454-5460;
y Mahey (1979), J. Clin. Invest., 64:743-750. Las lipoproteinas también pueden producirse por procedimientos in
vitro o recombinantes mediante la expresion de los genes de apoproteinas en una célula huésped deseada. Véase,
por ejemplo, Atkinson (1986), Annu. Rev. Biophys. Chem., 15:403; y Radding (1958), Biochim. Biophys. Acta,
30:443. Las lipoproteinas también pueden adquirirse en suministradores comerciales, tales como Biomedical
Techniologies, Inc., Stoughton, Massachusetts, EEUU. Puede encontrarse otra descripcion de las lipoproteinas en
Zuckermann et al., documento WQ098/06437.

F. Agentes policationicos

Pueden incluirse agentes policationicos, con o sin lipoproteina, en wuna composicion con el
polinucleétido/polipéptido deseado que se va a administrar.

Los agentes policatidnicos, generalmente, muestran una carga positiva neta al pH pertinente fisiolégico y son
capaces de neutralizar la carga eléctrica de los acidos nucleicos para facilitar la administracion a una localizacion
deseada. Estos agentes tienen aplicaciones in vitro, ex vivo e in vivo. Los agentes policatidnicos pueden emplearse
para administrar acidos nucleicos a un ser vivo por via intramuscular, subcutanea, etc.

Lo siguiente son ejemplos de polipéptidos utiles como agentes policatidnicos: polilisina, poliarginina, poliornitina y
protamina. Otros ejemplos incluyen histonas, protaminas, seroalbumina humana, proteinas de union al ADN,
proteinas cromosémicas que no son histonas, proteinas de la envoltura de virus de ADN, tales como X174. Los
factores de la transcripcion también contienen dominios que se unen al ADN y por tanto pueden ser utiles como
agentes condensantes de acidos nucleicos. Brevemente, los factores transcripcionales, tales como C/CEBP, c-jun,
c-fos, AP-1; AP-2, AP-3, CPF, Prow-1, Sp-1, Oct-1, Oct-2, CREP y TFIID contienen dominios basicos que se unen
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a secuencias de ADN.
Los agentes policatiénicos organicos incluyen espermina, espermidina y putrescina.

Las dimensiones y las propiedades fisicas de un agente policatidnico pueden extrapolarse a partir de la anterior
lista, para construir otros agentes policationicos de polipéptidos o para producir agentes policatidnicos sintéticos.

Los agentes policationicos sintéticos que son utiles incluyen, por ejemplo, DEAE-dextrano, polibreno. La
Lipofectina™ vy Lipofectamina™ son mondmeros que forman complejos policatiénicos cuando se combinan con
polinucleétidos/polipéptidos.

Ensayos de inmunodiagnéstico

Los antigenos meningococicos de la invencion pueden emplearse en inmunoensayos para detectar niveles de
anticuerpos (o, a la inversa, los anticuerpos anti-meningocécicos pueden emplearse para detectar niveles de
antigenos). Pueden desarrollarse inmunoensayos basados en antigenos recombinantes bien definidos, para
sustituir a los procedimientos de diagndstico invasivos. Pueden detectarse anticuerpos contra proteinas
meningococicas dentro de muestras bioldgicas, que incluyen, por ejemplo, muestras de sangre o suero. El disefio
de los inmunoensayos esta sometido a una amplia gama de variacion y en la técnica se conoce una diversidad de
estos. Los protocolos para el inmunoensayo pueden basarse, por ejemplo, en ensayos de competicion, o de
reaccion directa, o de tipo “sandwich”. Los protocolos también pueden usar, por ejemplo, soportes soélidos, o
pueden realizarse mediante inmunoprecipitacion. La mayoria de los ensayos implican el uso de un anticuerpo o
polipéptido marcado; las marcas pueden ser, por ejemplo, moléculas fluorescentes, quimioluminiscentes,
radiactivas o de tinte. Los ensayos que amplifican las sefiales de la sonda también son conocidos; ejemplos de
ellos son ensayos que utilizan biotina y avidina e inmunoensayos mediados y marcados con enzimas, tales como
los ensayos ELISA.

Los kits adecuados para el inmunodiagndstico y que contienen los reactivos apropiados se construyen envasando
los materiales apropiados, que incluyen las composiciones de la invencion, en recipientes adecuados, junto con el
resto de los reactivos y materiales (por ejemplo, tampones adecuados, disoluciones salinas, etc.) requeridos para
realizar el ensayo, asi como un conjunto adecuado de instrucciones para el ensayo.

Modos para realizar la invencion

La secuencia de proteina descrita en las solicitudes internacionales se ha sometido, entre otros, a un analisis por
ordenador para predecir los fragmentos peptidicos antigénicos dentro de las proteinas de longitud completa. En
este analisis se han usado tres algoritmos:

- AMPHI: se ha utilizado este programa para predecir los epitopos de células T [Gao et al. (1989), J. Immunol.,
143:3007; Roberts et al. (1996), AIDS Res. Huni. Retrovir., 12:593; Quakyi et al. (1992), Scand. J. Immunol., supl.
11:9] y esta disponible en el paquete Protean de DNASTAR, Inc. (1228 South Park Street, Madison, Wisconsin
53715, EE.UU.).

- INDICE ANTIGENICO: segtin se describe en Jameson y Wolf (1988), The antigenic index: a novel algorithm for
predicting antigenic determinants, CABIOS, 4:181:186.

- HIDROFILICIDAD: segun se describe en Hopp y Woods (1981), Prediction of protein antigenic determinants from
amino acid sequences, PNAS, 78:3824-3828.

Los tres algoritmos a menudo identifican los mismos fragmentos. Estos fragmentes identificados varias veces son
particularmente preferidos. Los algoritmos a menudo identifican fragmentos solapantes.

Fragmentos de proteinas antigénicas preferidos

Las siguientes secuencias de aminoacidos estan identificadas por titulos que indican el numero asignado a la fase
de lectura abierta (ORF) particular, consistente con aquellos designados en las solicitudes internacionales. Los
titulos son de la siguiente forma: [sin prefijo, g o a] [nUmero] donde “sin prefijo” significa una secuencia de serotipo
B de N. meningitidis, “a” significa una secuencia de serotipo A de N. meningitidis y “g” significa una secuencia de N.
gonorrhoeae y “numero” significa el niumero asignado a esa fase de lectura abierta (ORF). Cada secuencia de
aminoacidos esta precedida por el nimero de posicion del primer aminoacido y seguida por el nimero de posicion

del ultimo aminoacido.

Las secuencias marcadas con un * son para referencia solo.
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Tabla 1
741

Regiones AMPHI — AMPHI

* 32-GlyAlaGlyLeuAlaAspAlaLeuThrAla-41

* 93-SerArgPheAspPhelleArgGinlleGlu-102

* 158-ThrSerPheAspLysLeuProGIluGlyGlyArg-168
256-SerAlaGluValLysThrValAsnGlylleArgHislleGlyLeuAlaAlalLys-273

20
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(continuacién)
741

indice antigénico - Jameson-Wolf

* 21-SerSerGlyGlyGly-25

* 43-LeuAspHisLysAspLysGlyLeu-50

56-AspGInSerValArgLysAsnGluLysLeulLyslL eu-67
71-GlyAlaGluLysThrTyrGlyAsnGlyAspSerLeuAsnThrGlyLysLeuLysAsnAspLysValSerArgP heAspPhe-97
* 101-lleGluValAspGlyGinLeu-107

* 117-ValTyrLysGInSerHisSerAla-124
129-GInThrGluGInlleGinAspSerGluHisSerGlyLysMetValAlaLysArgGInPheArglleGlyAsp
lleAlaGlyGluHisThrSerPheAspLysLeuProGIluGlyGlyArgAlaThrTyrArg-172
*174-ThrAlaPheGlySerAspAspAlaGlyGly-183
191-PheAlaAlaLysGInGlyAsnGlyLyslleGluHisLeuLysSerProGluLeuAsnVal-210
213-AlaAlaAlaAsplleLysProAspGlyLysArgHisAla-225

* 234-AsnGInAlaGluLysGlySerTyrSer-242

* 247-GlyGlyLysAlaGInGluValAlaGly-255

* 257-AlaGluValLysThrValAsnGly-264

5 Regiones hidréfilas - Hopp-Woods
* 93-LeuAspHisLysAspLysGlyLeu-50
* 57-GInSerValArgLysAsnGluLysLeuLysLeu-67
*71-GlyAlaGluLysThrTyrGlyAsn-78
* 85-GlyLysLeuLysAsnAspLysValSerArg-94
* 101-lleGluValAspGly-105
* 132-GinlleGInAspSerGluHisSerGly-140
* 142-MetValAlaLysArgGInPheArglle-150
* 152-AsplleAlaGlyGlu-156
158-ThrSerPheAspLysLeuProGIuGlyGIlyArgAlaThrTyr-171
* 177-GlySerAspAspAlaGlyGly-183

195-GInGlyAsnGlyLyslleGluHisLeulLysSerProGluLeuAsnVal-210
213-AlaAlaAlaAsplleLys-ProAspGlyLysArgHisAla-225
* 2 35-GInAlaGluLysGlySer-240
* 249-LysAlaGInGluValAlaGly-255
* 257-AlaGluValLysThr-261
ar¢
Regiones AMPHI — AMPHI
30-AsplleGlyAlaValLeuAlaAspAlaLeuThrAla-41
* 93-SerArgPheAspPhelleArgGinlleGlu-102
* 158-ThrSerPheAspLysLeuProGluGlyGlyArg-168

* 200-lleGluHisLeulLys-204

10 * 251-GInGluValAlaGlySerAlaGlu-258
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(continuacién)
ar¢
indice antigénico - Jameson-Wolf

* 21-SerSerGlyGlyGly-25

* 43-LeuAspHisLysAspLysSerLeu-50

56-AspGInSerValArgLysAsnGluLysLeulyslLeu-67
71-GlyAlaGluLysThrTyrGlyAsnGlyAspSerLeuAsnThrGlyLysLeuLysAsnAspLysValSerArgP heAspPhe-97
* 101-1leGluValAspGlyGinLeu-107

*117-ValTyrLysGInSerHisSerAla-124
129-GInThrGluGInValGInAspSerGluHisSerGlyLysMetValAlaLysArgGInPheArglleGlyAsp
lleAlaGlyGluHisThrSerPheAspLysLeuProGluGlyGlyArgAlaThrTyrArg-172
174-ThrAlaPheGlySerAspAspAlaSerGlyLysLeu-185
191-PheAlaAlalLysGInGlyHisGlyLyslleGluHisLeulLysSerProGluLeuAsnVal-210
213-AlaAlaSerAsplleLysProAspLysLysArgHisAla-225

* 239-AsnGInAlaGluLysGlySerTyrSer-242

* 247-GlyGlyGInAlaGInGluValAlaGly-255

* 257-AlaGluValGIluThrAlaAsnGly-264

5 Regiones hidréfilas - Hopp-Woods

* 93-LeuAspHisLysAspLysSerLeu-50

* 57-GInSerValArgLysAsnGluLysLeuLysLeu-67

* 71-GlyAlaGluLysThrTyrGlyAsn-78

* 85-GlyLysLeuLysAsnAspLysValSerArg-94
*101-lleGluValAspGly-105

* 132-GInValGInAspSerGluHisSerGly-140

* 192-MetValAlaLysArgGInPheArglle-150

* 152-AsplleAlaGlyGlu-156 158-ThrSerPheAspLysLeuProGIuGIlyGlyArgAlaThrTyr-171
*177-ClySerAspAspAlaSerGly-183
195-GInGlyHisGlyLyslleGluHisLeulLysSerProGluLeuAsnVal-210
213-AlaAlaSerAsplleLysProAspLysLysArgHisAla-225

* 235-GInAlaGluLysGlySer-240

* 299-GInAlaGInGluValAlaGly-255

* 257-AlaGluValGluThr-261

g741

Regiones AMPHI — AMPHI

* 35-GlyThrGlyLeuAlaAspAlaLeuThrAla-44
* 74-GlyAlaGluLysThrPheLysAlaGly-82 138-LyslleAsnAsnProAspLyslleAspSerLeulle-149
* 164-ThrAlaPheAsnGInLeuProAsp-171

10 * 205-lleGluHisLeulLys-209
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(continuacién)
g741

indice antigénico - Jameson-Wolf

*1-ValAsnArgThrThrPhe-6 12-ThrAlaGlyProAspSerAspArgLeuGInGInArgArgGlyGlyGlyGlyGlyval-30
* 46-LeuAspHisLysAspLysGlyLeulLys-54

* 61-SerlleProGInAsnGly-66
73-GInGlyAlaGluLysThrPheLysAlaGlyGlyLysAspAsnSerLeuAsnThrGlyLysLeulLysAsnAspL yslleSerArg-100
*107-lleGluValAspGlyGIn-112

* 123-lleTyrLysGInAspHisSerAla-130 135-ArglleGluLyslleAsnAsnProAspLyslleAspSer-147

* 149-lleAsnGInArgSer-153

* 157-SerAspLeuGlyGlyGluHisThr-164

* 168-GInLeuProAspGlyLysAlaGluTyrHisGly-178

* 180-AlaPheSerSerAspAspAlaAspGlyLysLeu-190
196-PheAlaAlaLysGInGlyHisGlyLyslleGluHisLeuLys ThrProGluGinAsnVal-215
218-AlaSerAlaGluLeulLysAlaAspGluLysSerHis-229
234-GlyAspThrArgTyrGlyGlyGIuGIuLysGIlyThrTyrArg-247

* 251-PheGlyAspArgAlaGInGlulleAlaGly-260

* 265-LyslleGlyGluLysValHisGlu-272

* 274-GlylleAlaAspLysGIn-279

Regiones hidréfilas - Hopp-Woods

13-AlaGlyProAspSerAspArgLeuGInGInArgArgGlyGlyGly-27

* 46-LeuAspHisLysAspLysGlyLeulLys-54
73-GInGlyAlaGluLysThrPheLysAlaGlyGlyLysAspAsnSerLeuAsn-89
* 91-GlyLysLeuLysAsnAspLyslleSerArg-100

* 107-lleGluValAspGly-111
135-ArglleGluLyslleAsnAsnProAspLyslleAspSer-147

* 170-ProAspGlyLysAlaGluTyrHisGly-178

* 180-AlaPheSerSerAspAspAlaAspGlyLysLeu-190
200-GInGlyHisGlyLyslleGluHisLeuLysThrProGluGInAsnVal-215
218-AlaSerAlaGluLeuLysAlaAspGluLysSerHis-229

* 236-ThrArgTyrGlyGlyGluGluLysGlyThrTyr-246

* 252-GlyAspArgAlaGInGlulleAlaGly-260

* 265-LyslleGlyGluLysValHisGlu-272

* 279-GlylleAlaAspLysGIn-279

Se entendera que la invencidon se describe anteriormente a modo de ejemplo solamente y se pueden hacer

modificaciones mientras que permanezcan dentro del ambito de la invencion.
Listado de secuencias

<110> Novartis Vaccines and Diagnostics S.r.l.

<120> Péptidos antigénicos de Neisseriales

<130> P04579EP

<140> EP-07075161.5

<141> 30-10-2000

<150> US 60/162616
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<151> 29-10-1999
<160> 105

<170> SeqWin2010, versién 1.0

<210> 1
<211>10

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 1

ES 2564463 T3

Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala

1

<210> 2
<211> 10

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 2

5

10

Ser Arg Phe Asp Phe Ile Arg Gln Ile Glu

1
<210> 3
<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 3

Thr Ser Phe Asp Lys Leu Pro Glu Gly

1
<210> 4
<211> 18

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 4

Ser Ala Glu
1

Ala Lys

<210> 5

<211>5

val

5

5

5

24
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10

10

Lys Thr Val Asn Gly Ile Arg His Ile Gly

Gly Arg

Leu Ala
15
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<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 5

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 6

Leu As

1

<210>7

<211> 12

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 7

Asp Gln Ser Val Arg Lys

1
<210> 8
<211> 27
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 8

Gly Ala Glu Lys Thr

1

P Hié:Lys

ES 2564463 T3

1

5

5

Tyr -Gly Asn- Gly

Ser Ser Gly Gly

Gly
5

Asp Lyﬁ Gly Leu

Asn Glu Lys Leu Lys Leu

10

Asp Ser Leu Asn Thr Gly Lys
10 _ 15

Leu Lys Asn Asp Lys Val Ser Arg Phefhsp;Phe

20
<210> 9
<211>7
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 9

25

25
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Ile Glu Val Asp Gly Gln Leu
1 5

<210> 10
<211>8
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 10
Val Tyr Lys Gln Ser His Ser Ala
1 5

<210> 11

<211> 44

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 11

Gln Thr Glu Gln Ile Gln Asp Ser Glu His Ser Gly Lys Met Val Ala
1 5 10 15

Lys Arg Gln Phe Arg Ile Gly Asp Ile Ala Gly Glu His Thr Ser Phe
20 ' 25 C 30

Asp Lys Leu Pro Glu Gly Gly Arg Ala Thr Tyr Arg
35 o T a0 |

<210> 12
<211> 10
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 12
Thr Ala Phe Gly Ser Asp Asp Ala Gly Gly
1 : 5 ' 10
<210> 13
<211> 20
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 13
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Phe Ala Ala Lys: Gln Gly Asn Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Ser Pro

1 5 10 15 .
Glu Leu Asn Val
20
<210> 14
<211> 13
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 14
Ala Ala Ala Asp Ile-Lys Pro Asp Gly Lys Arg His Ala
1 5 o 10

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 15
Asn Gln Ala Glu Lys Gly Ser Tyr Ser
1 5 ' -
<210> 16
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 16
Gly Gly Lys Ala Gln Glu Val Ala Gly
1 5

<210> 17

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 17
Ala Glu Val Lys Thr Val Asn Gly
1 5

<210> 18

<211>8
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<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 18

ES 2564463 T3

Leu Asp His Lys Asp
5

1

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 19

Gln Ser Val Arg Lys Asn Glu Lys Leu Lys Leu

1

<210> 20

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 20

1

<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 21

1

<210> 22

<211>5

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 22

<210> 23

Ile Glu Val Asp Gly

1

5

5

28

5

. '

Lys Gly Leu

5

10

Gly Ala Glu Lys Thr Tyr Gly Asn

Gly Lys Leu Lys Asn Asp Lys Val Ser

Arg
10
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<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 23
Gln Ile Gln Asp Ser Glu His Ser Gly
1 5 '

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 24
Met Val Ala Lys Arg Gln Phe Arg Ile
1 5.

<210> 25

<211>5

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 25
Asp Ile Ala Gly Glu
1 5
<210> 26
<211> 14
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 26

Thr Ser Phe Asp Lys Leu Pro Glu Gly Gly Arg Ala Thr Tyr

1 5 10
<210> 27
<211>7
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 27

Gly Ser Asp Asp Ala Gly Gly
1 5
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<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 28

Gln Gly Asn Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Ser Pro Glu Leu Asn Val
1 5 10 15

<210> 29

<211> 13

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis
<400> 29

Ala Ala Ala Asp Ile Lys Pro Asp Gly Lys Arg His Ala
1 5 10

<210> 30
<211>6
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 30
Gln Ala Glu Lys Gly Ser
1 5

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 31
Lys Ala Gln Glu Val Ala Gly
1 5

<210> 32

<211>5

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 32
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Ala Glu Val Lys Thr
1 o 5
<210> 33
<211>12
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 33

Asp Ile Gly Ala Val Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala
1 5 ' : 10

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 34

Ser Arg Phe Asp Phe Ile Arg Gln Ile Glu
1 ' 5 10

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 35

Thr Ser Phe Asp Lys Leu Pro Glu Gly Gly Arg
1 5 10

<210> 36
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 36
Ile Glu His Leu Lys
1 | 5
<210> 37
<211>8
<212>PRT
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<213> Neisseria meningitidis

<400> 37
Gln Glu Val Ala Gly Ser Ala Glu
1 5

<210> 38

<211>5

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 38
Ser Ser Gly Gly Gly
1 5

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 39
Leu Asp His Lys Asp Lys Ser Leu
1 5 - .

<210> 40

<210> 40

<211> 12

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 40
Asp Gln Ser Val Arg Lys Asn Glu Lys Leu Lys Leu
1 5 ' 10

<210> 41

<211> 27

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 41

Gly Ala Glu Lys Thr Tyr Gly Asn Gly Asp Ser Leu Asn Thr Gly Lys
1 5 : 10 15

Leu Lys Asn Asp Lys Val Ser Arg Phe Asp Phe
' 20 25
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<210> 42
<<211>7
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 42
Ile Glu Val Asp Gly Gln Leu
1 ' : -]

<210> 43

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 43
Val Tyr Lys Gln Ser His Ser Ala
1 5

<210> 44

<211> 44

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 44

Gln Thr Glu Gln Val Gln Asp Ser Glu His Ser Gly Lys Met Val Ala

1 5 10 , 15
Lys Arg Gln Phe Arg Ile Gly Asp Iie Ala Gly Glu His Thr Ser Phe
) 20 25 30
Asp Lys Leu Pro Glu Gly Gly Arg Ala Thr Tyr Arg
35 40 :
<210> 45
<211>12
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 45
Thr Ala Phe Gly Ser Asp Asp Ala Ser Gly Lys Leu
1 5 10

<210> 46

<211> 20
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<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 46

Phe Ala Ala lLys Gln Gly His Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Ser Pro

1 5 10 15
Glu Leu Asn Val
20
<210> 47
<211> 13
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 47

Ala Ala Ser Asp Ile Lys Pro Asp Lys Lys Arg His Ala
1 5 . 10

<210> 48

<211>9

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 48
Asn Gln Ala Glu Lys Gly Ser Tyr Ser
1 : 5 '
<210> 49
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 49
Gly Gly Gln Ala Gln Glu Val Ala Gly
1 5

<210> 50

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 50
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Ala Glu Val Glu Thr Ala Asn Gly
1 5

<210> 51
<211>8
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 51
Leu Asp His Lys Asp Lys Ser Leu
1 5

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 52

Gln Ser Val Arg Lys Asn Glu Lys Leu Lys Leu
1 5 ~10
<210> 53
<211>8
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 53
Gly Ala Glu Lys Thr Tyr Gly Asn
1 5 :
<210> 54
<211>10
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 54

Gly Lys Leu LlLys Asn Asp Lys Val Ser Arg
1 : 5 _ © 10

<210> 55
<211>5

<212> PRT
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<213> Neisseria meningitidis

<400> 55
Ile Glu Val Asp Gly
1 ' : 5
<210> 56
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 56
Gln Val Gln Asp Ser Glu His Ser Gly
1 : 5

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 57
Met Val Ala Lys Arg Gln Phe Arg Ile
1 5 '
<210> 58
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 58
Asp-Ile Ala Gly Glu
1 . 5
<210> 59
<211> 14
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 59

Thr Ser Phe Asp Lys Leu Pro Glu Gly Gly Arg Ala Thr Tyr
1 5 10

<210> 60
<<211>7
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<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 60
Gly Ser Asp Asp Ala Ser Gly
1 5

<210> 61

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 61

Gln Gly His Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Ser Pro Glu Leu Asn Val
1 5 10 15

<210> 62

<211> 13

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis
<400> 62

Ala Ala Ser Asp Ile Lys Pro Asp Lys Lys Arg His Ala
1 5 10

<210> 63
<211>6
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 63
Gln Ala Glu Lys Gly Ser
1 5

<210> 64

<211>7

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 64

Gln Ala Gln Glu Val Ala Gly
1 5
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<210> 65
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 65
Ala Glu Val Glu Thr
1 5
<210> 66
<211>10
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 66
Gly Thr Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala
1 S 10
<210> 67
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 67
Gly Ala Glu Lys Thr Phe Lys Ala Gly
1 5

<210> 68

<211>12

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 68
Lys Ile Asn Asn Pro Asp Lys Ile Asp Ser Leu Ile
1 5 10

<210> 69

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 69
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Thr Ala Phe Asn Gln Leu Pro Asp
1 5

<210> 70
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 70
Ile Glu His Leu Lys
1 5
<210> 71
<211> 6
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 71
Val Asn Arg Thr Thr Phe
1 5

<210> 72

<211>19

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 72

Thr Ala Gly Pro Asp Ser Asp Arg Leu Gln Gln Arg Arg Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Vval
<210> 73
<211>9
<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 73

Leu Asp His Lys Asp Lys Gly Leu Lys
1 5

<210> 74
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<211>6
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 74
Ser Ile Pro Gln Asn Gly
1 S

<210> 75

<211> 28

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 75

Gln Gly Ala Glu Lys Thr Phe Lys Ala Gly Gly lLys Asp Asn Ser Leu

1 5 10 o 15
Asn Thr Gly Lys Leu Lys Asn Asp Lys Ile Ser Arg
20 25
<210> 76
<211>6
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 76
Ile Glu Val Asp Gly Gln
1 5

<210> 77

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 77
Ile Tyr Lys Gln Asp His Ser Ala
1 5

<210> 78

<211> 13

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 78
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Arg Ile Glu Lys Ile Asn Asn Pro Asp Lys Ile Asp Ser

1 5 10
<210> 79
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 79
Ile Asn Gln Arg Ser
1 5
<210> 80
<211> 8
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 80
Ser Asp Leu Gly Gly Glu His Thr
1 .5

<210> 81

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 81
Gln Leu Pro Asp Gly Lys Ala Glu Tyr His Gly
1 . .5 ' 10

<210> 82

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 82
Ala Phe Ser Ser Asp Asp Ala Asp Gly Lys Leu
1 -5 : 10

<210> 83

<211> 20

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae
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<400> 83

Phe Ala Ala Lys Gln Gly His Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Thr Pro

1 | 5 S 10 . 15
Glu Gln Asn Val
20
<210> 84
<211>12
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 84

Ala Ser Ala Glu Leu Lys Ala Asp Glu Lys Ser His
1 5 - 10 '
<210> 85
<211> 14
<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 85

Gly Asp Thr Arg Tyr Gly Gly Glu Glu Lys Gly Thr Tyr Arg
1 5 10 ,

<210> 86

<211> 10

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 86
Phe Gly Asp Arg Ala Gln Glu Ile Ala Gly
1 5 10
<210> 87
<211> 8
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 86

Lys Ile Gly Glu Lys Val His Glu
1 5 '

<210> 88
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<211>6
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 88
Gly Ile Ala Asp Lys Gln
1 ' - 5

<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 89
Ala Gly Pro Asp Ser Asp Arg Leu Gln Gln Arg Arg Gly Gly Gly
1 ' 5 L ' 10 ' - 15
<210> 90
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 90
Leu Asp His Lys Asp Lys Gly Leu Lys
1 5

<210> 91

<211> 17

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 91

Gln Gly Ala Glu Lys Thr Phe Lys Ala Gly Gly Lys Asp Asn Ser Leu
1 5 _ 10 . 15

Asn
<210> 92
<211>10
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 92
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Gly Lys Leu Lys Asn Asp Lys Ile Ser Arg
1 5 S 10

<210> 93
<211>5
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 93
Ile Glu Val Asp Gly
1 ’ ‘5
<210> 94
<211>13
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 94
Arg Ile Glu Lys Ile Asn Asn Pro Asp Lys Ile Asp Ser
1 ' 5 ' 10 e :
<210> 95
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 95
Pro Asp Gly Lys Ala Glu Tyr His Gly
1 5 R
<210> 96
<211> 11
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 96

Ala Phe Ser Ser Asp Asp Ala Asp Gly Lys Leu
1 | 5 10

<210> 97
<211> 16
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<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae
<400> 97
Gln Gly His Gly Lys Ile Glu His Leu Lys Thr Pro Glu Gln Asn Val
1 5 10 , 15
<210> 98
<211>12
<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 98

Ala Ser Ala Glu Leu Lys Ala Asp Glu Lys Ser His
1 5 . 10

<210> 99

<211> 11

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 99

Thr Arg Tyr Gly Gly Glu Glu Lys Gly Thr Tyr
1 5 10

<210> 100
<211>9
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 100
Gly Asp Arg Ala Gln Glu Ile Ala Gly
1 5

<210> 101

<211>8

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 101

Lys Ile Gly Glu Lys Val His Glu
1 5
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<210> 102

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 102

<210> 103
<211> 274
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 103

ES 2564463 T3

Gly Ile Ala Asp Lys Gln
1 5

46



Val

Ala
Gly
Leu
65

Ser
Phe

Gly

Gln

Lys
145
Asp
Gly
Ala
Asn
Ala
225
Tyr

Ala

Lys

<210> 104
<211> 274

<212> PRT

Asn
Thr
Gly
Leu
50

Lys
Leu
Ile

Glu

Thr
130

Lys
Ser
Lys
Val
210

val

Ser

‘Glu

Gln

Arg

Ala

Leu

35

Gln

Leu

Asn

Arg

Phe

115

Glu

Gln

Leu

Gln

195

Ile

Leu

val

Thr
Cys
20

Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
100

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

180

Gly

Leu

Ser

Gly

Lys
260

<213> Neisseria meningitidis

Ala

Ser

Asp

Leu

Ala

Gly

85

Ile

Val

Ile

Arg
Glu
165
Ala
Asn
Ala
Gly
Ile

245

Thr

Phe
Ser
Ala
Thr
Gln
70

Lys
Glu

Tyr

Gln

Ile
150
Gly
Gly
Gly
Ala
Ser
230

Phe

Val

ES 2564463 T3

Cys

Gly

Leu

Leu

55

Gly

Leu

val

Ly=s

Asp
135

Gly

Gly

Gly

Lys

Ala

215

val

Gly

Asn

Cys
Gly
Thr
40

Asp
Ala
Lys
Asp
Gln

120

Ser

Arg

Lys

Ile

200

Asp

Leu

Gly

Gly

Leu
Gly
25

Ala
Gln
Glu
Asn
Gly
105

Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Lys

Ile
265

47

Ser
10

Gly

Pro

Ser

Lys
Asp
90

Gln

Ala

Thr

170

Thr

His

Lys

Asn

Ala
250

Leu

val

Leu

val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly
155
Tyr
Tyr
Leu

Pro

Gln
235

Gln.

His

Thr

Ala

Asp

Arg

60

Tyr

Val

Ile

Ala

Gly
140

Glu

Thr

Lys

Asp

220

Ala

Glu

Ile

Thr

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser

205

Gly

Glu

val

Gly

Ala
Asp
30

Lys
Asn
Asn
Arg
Leu
110

Thr

Met

Thr
Thr
Asp
190
Pro
Lys
Lys

Ala

Leu
270

Leu
15

Ile
Asp
Glu
Gly
Phe
95

Glu

Ala

Val

Ser
Ala
175
Phe
Glu
Arg
Gly
Gly

255

Ala

Ile
Gly
Lys
Lys
Asp
80

Asp
Ser

Phe

Ala

Phe
160
Phe
Ala
Leu
His
Ser

240

Ser

-Ala



<400> 104

Val
1

Leu

Ala
Ser
Leu
65

Ser
Phe
Gly

Gln

Lys
145

Asp
Gly
Ala
Asn
Ala
225
Tyr

Ala

i.ys

Asn
Thr
val
Leu
50
Lys
Leu
Ile
Glu
Thr
130
Arg
Lys
Ser
Lys
Vval
210
Val
Ser
Glu

Gln

Arg
Ala
Leu
35

Gln
Leu
Asn
Arg
Phe
115

Glu

Gln

Leu
Asp
Gln
195

Asp

Ile

val

Thr
Cys
20

Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
100
Gln

Gln

Phe

Pro
180
Gly
Leu
.Ser
Gly

Glu
260

Ala
Ser
Asp
Leu
Ala
Gly
85

Ile
Val

val

Arg

Glu
165
Ala
His
Ala
Giy
Ile

245

Thr

Phe
Ser
Ala
Thr
Gln
70

Lys
Glu
Tyr

Gln

Ile
150

Gly

Ser

Gly

Ala

ES 2564463 T3

Cys

Gly

Leu
55

Gly

Vval
Lys
Asp

135

Gly

Gly

Gil_.y ;

Lys

Cys

Gly

Thr
40

Asp

Ala

Lys

Gln
120

Ser

Arg

Lys

Ile

200

Ser

215

Ser

230

Phe

Ala

Val

Gly

Asn

Asp

Leu
Gly

Giy

Leu
Gly
25

Ala
Gln
Glu
Asn
Gly
105
Ser

Glu

Ile

Ala

Leu

185

Glu

Ile

Tyr

Gln

Ile

- 265

48

Ser

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Gln

His

His

Ala

Thr
170
Thr
His
Lys

Asn

Ala

250.

Leu

val

Leu

Val

Thr

75

Lys

Leu

Ser

Ser

Gly
155

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

Thr
Ala
Asp
Arg
Tyr
Val
Ile
Ala
Gly

140

Glu

Arg

Thr

Lys

220

Ala

235

Gln

His

Glu

Ile

Ala

Ala

His

45

Lys

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Lys

His

Gly

Ile

Ser
205

Lys

Glu

val

Gly

Ala
Asp
Lys
Asn

Asn

Leu
110
Thr

Met

Thr

Thr
Asp
190
Pro
Lys
Lys

Ala

Leu

270

Leu
15
Ile

Asp

Glu

Phe
95

Glu
Ala

val

Ser

Ala
175
Phe

Glu

Gi'y

Ile
Gly
Lys
Lys
Asp
80

Asp
Ser
Leu

Ala

Phe
160

Phe

Ala

Leu

His

Ser

240

.G.ly

Ala

Ser

- 255

Ala



<210> 105
<211> 279
<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 105

ES 2564463 T3
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Val

Ser

Lys
Asn
65

Ala
Lys
Thr
ser
Ile
145

Gly

Asn
Asp
Il.'e
Asp
1y
Gly
Ile
Ile
Ala
130
Asp

Glu

Arg
Arg
Gly
Lys
Th?
‘Gly
Ser
Thr
115
Val

Ser

His

His Gly Lys

Thr
.Lys
Asp
225
Giu
Glu

Ile

Ile
Thr
210
Glu
Glu
Ile

Gly

Asp

195

Pro
Lys
Lys
Ala

Ile
275

Thr
Leu
20

Thr
Gly
Leu

Lys

Arg

Thr
Gln
Gly
Leu
Thr
Asp
.85

'ﬁhe

100

Leu

Val

Léu

Thr

Ala
Ala
Ile

Ala
165

Phe
Gln
Leu

Lys

Leu

70

Aén
Asp
Ser
Leu
Asn
150

Phe

ES 2564463 T3

Cys
Azg
Ala
Ser

55

Ser

Sé:

Phe

Gly

Arg

Cys
Arg
Asp
40

Ala
Leu
Vval
Glu

120

Ile

135 .

Gln

Asn

Arg

Gln

Ala Phe Ser Ser Asp
1800

Phe

Glu

tSer

Gly

Gly

260

Ala.

Ala
Gln
His
Thr
245

Ser

Asp

-Aié Lys

Asn Val

215

Ala Val
_230

Tyr Arg

Ala Thr

Lys Gln

Gln

200

Glu

Ile

Leu

val

Leu
Gly
25
Ala

'Thr
Gln
Asn
Gln
105
Phe
Glu
Ser

Leu

Asp

185

GLY
Leu
Leu
Ala

Lys

Ser
10

Gly

Gly
Thr
90

Lys

Gln

Lys

Phe

Pro
170

Leu

Gly

Thr

Glu

Ala
75

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu
155

Asp

Thr

Gly.

Ala

Ala
60

Glu

Lys

Glu

Tyr

Asn
140

Val

Gly

Ala

Gly

Pro

45

Ser
Lys
Leu
Vval
Lys
125
Asn

Ser

Lys

Ala Asp Gly Lys

His

_Ala

Gly
Loy
250

Ile

265

50

Gly

Ser

Lys

Ala

220

Asp
235

Phe

Gly

Thr.
Gly

Glu

Ile
205
Glu
Arg

Asp

Lys

Gly
val
30

Leu
Ile
Thr
Lys
Asp
110

Gln

Pro.

Asp

Ala

Leu
190
Glu

Leu

Tyr

Val
270

Pro
15

Ala

hﬁp

Pro

Phe

Asn

95

Gly

Asp
Leu
Glu
175
Thr
His
Lys

Gly

y Ala

255

His

Asp
Ala
His
Gln
Lyé
80

Asp
Gln
His
Lys
Gly
160

Tyr

Tyr

Ala
Gly
240

Gln

Glu
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REIVINDICACIONES

1.- Una proteina que comprende uno o mas fragmentos de una proteina que tiene una de las secuencias
siguientes:

i)

VNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTL
DQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITL
ESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHT SFDKLPE
GGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKS PELNVDLAAADIKPD

GKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ;
ii)
VNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVAADIGAVLADALTAPLDHKDKSLQSLTL
DQSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQOLITL
ESGEFQVYKQSHSALTALQTEQVQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPE

GGRATYRGTAFGSDDASGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAASDIKPD
KKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGQAQEVAGSAEVETANGIRHIGLAAKQ;

o

i)
VNRTTFCCLSLTAGPDSDRLQQRRGGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKS
LTLEASIPQNGTLTLSAQGAEKTFKAGGKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQEIEVD
GQTITLASGEFQIYKQDHSAVVALRIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSDLGGEHTA
FNQLPDGKAEYHGKAFSSDDADGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELASA
ELKADEKSHAVILGDTRYGGEEKGTYRLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGI
ADK.Q;—- e - N

en la que el fragmento comprende al menos un determinante antigénico y en la que el fragmento esta seleccionado
de:

51
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AlaAlaAlaAsplleLysProAspGlyLysArgHisAla
AlaAlaSerAsplleLysProAspLysLysArgHisAla
AlaGlyProAspSerAspArgLeuGlnGlnArgArgGlyGlyGly
AlaSerAlaGluLeuLysAl aAspGluLysSerH1s ’
ArgIleGluLyineAsnAsnProAspLys]leAspSer _
AspGinSerValArgLysAsnGluLysLeuLysLeu
AsplleGlyAlaValLeuAlaAspAlaLeuThrAla
GInGlyAlaGluLysThrPheLysAlaGlyGlyLysAspAsnSerLeuAsn

GInGlyAlaGluLysThrPheLysAlaGlyGlyLysAspAsnSerLeuAsnThrGlyLysLeuLys
AsnAspLyslleSerArg

GlnGlyAsnGl-yLyslleGl_uHisLeuLysSerProG luLeuAsnVal
GInGlyHisGlyLyslleGluHisLeuLysSerProGluLeuAsnVal
GInGlyHisGlyLyslleGluHisLeuLysThrProGluGinAsnVal

GlnThrGluGanIeGlnAspSerGlqusSerGlyLysMetValAlaLysArgG[nPheArgl leGly
Asp lleAlaGlyGluHisThrSerPheAspLysLeuProGluGlyGlyArgAlaThr TyrArg

GlnThrGluG!nValGlnAspSerGluHisSchlyLysMctValAlaLfsArg_GlnPheArgI leGl
yAsp IleAlaGlyGluHisThrSerPheAspLysLeuProGluGlyGlyArgAlaThi TyrArg

GlyAlaGluLysThrTyrGlyAsnGlyAspSerLcuAsnThrGlyLysLeuLysAsnASpLysVal
SerArgPheAspPhe

GlyAspThrArgTyrGlyGlyGluG luLysGlyThrTyrAr‘g
LysIleAsnAsnProAspLyslchSpScrLeuIle

PheAlaAlaLysGlnG lyAsnGlyLyslleGluHichuLlysSerProGluLeuAana] .
PheAlaAlaLysG InGlyHisGlyLysIleGluH’isLeuLysSerPrdGluLeuAsnVai
PheAlaAIaLysGlﬁGlyHisGlyi,ys]leGluH_ichuLysThrPfoGluGlnAanal
SerAlaGluValLysThrVaiAsnGlylleArgHislleGlyLeuAlaAlaLys
Thr_AlaGlyProAspScrAspArgLeuGlnGlnArgArgGIyGlyGlyGIyGly\{al
ThrAlaPheGlyS.erAspAs-pAlaSéfG.lyLysLeu- |

ThrSchheAspLychuProGluGinlyArgAlaThrTyr
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con la condicién de que la proteina no comprenda:

i) VNRTAFCCLSLTTALILTACSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQS
VRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQV
YKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTAF
GSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQ

- AEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ;

i) VNRTAFCCLSLTAALILTACSSGGGGVAADIGAVLADALTAPLDHKDKSLQSLTLDQ
SVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQ
VYKQSHSALTALQTEQVQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTA
FGSDDASGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNVDLAASDIKPDKKRHAVISGSVLYN

QAEKGSYSLGIFGGQAQEVAGSAEVETANGIRHIGLAAKQ; 0

iii) VNRTTFCCLSLTAGPDSDRLQQRRGGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLT
LEASIPONGTLTLSAQGAEKTFKAGGKDNSLNTGKLKNDKISRFDFVQKIEVDGQTITL
ASGEFQIYKQDHSAVVALRIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSDLGGEHTAFNQLPDGKAE
YHGKAFSSDDADGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKTPEQNVELASAELKADEKSHAVILG

DTRYGGEEKGTYRLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIADKQ.

2.- Un anticuerpo que reconoce el fragmento segun se define en la reivindicacion 1.
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