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DESCRIPCION
Polipéptidos BASB205 y polinucleétidos que los codifican.

Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a polinucledtidos (designados en la presente memoria como ‘“‘polinucledtido(s)
BASB205”), a polipéptidos codificados por los mismos (designados en la presente memoria como “BASB205” o
“polipéptido(s) BASB205”), a materiales recombinantes y a procedimientos para su produccién. En otro aspecto,
la invencidn se refiere a procedimientos para usar dichos polipéptidos y polinucledtidos, incluyendo vacunas contra
infecciones bacterianas. En un aspecto adicional, la invencién se refiere a ensayos de diagndstico para detectar la
infeccién de ciertos patégenos.

Antecedentes de la invencion
Haemophilus influenzae es una bacteria gramnegativa no mévil. El hombre es su tnico hospedador natural.

Los aislamientos de H. influenzae se clasifican habitualmente segin su cdpsula polisacdrida. Se han identifica-
do seis diferentes tipos capsulares designados a a f. Los aislamientos que no consiguen aglutinarse con antisueros
originados contra uno de estos seis serotipos se clasifican como no tipables, y no expresan una capsula.

El tipo b de H. influenzae es claramente diferente de los otros tipos porque es la causa principal de meningitis
bacteriana y enfermedades sistémicas. Las H. influenzae no tipables (NTHi) se aislan s6lo ocasionalmente de la sangre
de pacientes con enfermedad sistémica.

La NTHi es una causa comuin de neumonia, exacerbacién de bronquitis crénica, sinusitis y otitis media.

La otitis media es una enfermedad infantil importante tanto por el nimero de casos como por sus secuelas po-
tenciales. Se registran mas de 3,5 millones de casos cada afio en los Estados Unidos, y se estima que un 80% de los
nifios han experimentado al menos un episodio de otitis antes de alcanzar los 3 afios (1). Si se deja sin tratar, o se
cronifica, puede conducir a una pérdida de audicién que puede ser temporal (en el caso de acumulacién de fluido en
el oido medio) o permanente (si el nervio auditivo estd dafiado). En lactantes, dichas pérdidas de audicién pueden ser
responsables de un aprendizaje retardado del habla.

Se afslan principalmente tres especies bacterianas del oido medio de nifios con otitis media: Streptococcus pneu-

moniae, NTHi y M. catarrhalis. Estas estdn presentes en 60 a 90% de los casos. Una revisién de los estudios recientes
muestra que S. pneumoniae y NTHi representan cada una aproximadamente un 30% y M. catarrhalis aproximada-
mente un 15% de los casos de otitis media (2). Pueden aislarse otras bacterias del oido medio (H. influenzae de tipo
B, S. pyogenes, ...) pero a una frecuencia mucho menor (2% de los casos 0 menos).

Los datos epidemiolégicos indican que, para los patégenos encontrados en el oido medio, la colonizacién del
tracto respiratorio superior es un prerrequisito absoluto para el desarrollo de una otitis; sin embargo, se requieren
también otros factores para conducir a la enfermedad (3-9). Estos son importantes para desencadenar la migracion de
las bacterias en el oido medio por las trompas de Eustaquio, seguido de la iniciacién de un proceso inflamatorio. Estos
otros factores son desconocidos hasta la fecha. Se ha postulado que una anomalia transitoria del sistema inmunitario
después de una infeccion virica, por ejemplo, podria causar la incapacidad de controlar la colonizacién del tracto
respiratorio (5). Es una explicacidn alternativa que la exposicion a factores ambientales permite una colonizacién mas
importante de algunos nifios, que posteriormente se vuelven susceptibles al desarrollo de otitis media debido a la
presencia sostenida de patégenos del oido medio (2).

Se ha mostrado que diversas proteinas de H. influenzae estan implicadas en la patogénesis o han mostrado conferir
proteccion tras la vacunacién en modelos animales.

Se ha resefiado la adherencia de NTHi a células epiteliales nasofaringeas humanas (10). Aparte de fimbrias y
pilosidades (11-15), se han identificado muchas adhesinas en NTHi. Entre ellas, dos proteinas de alto peso molecular
expuestas en superficie designadas HMW 1 y HMW?2 han mostrado mediar la adhesién de NTHi a células epiteliales
(16). Se ha identificado otra familia de proteinas de alto peso molecular en cepas NTHi que carecen de proteinas
pertenecientes a la familia HMW 1/HIVIW2. La proteina Hia de 115 kDa de NTHi (17) es altamente similar a la
adhesina Hsf expresada por cepas de tipo b de H. influenzae (18). Otra proteina, la proteina Hap, muestra similitud
con las serinproteasas IgA1 y se ha mostrado que estd implicada tanto en la adhesién como en la entrada en la célula
(19).

Se han identificado cinco proteinas de membrana externa (OMP) principales y numeradas numéricamente.
Estudios originales que usan cepas de tipo b de H. influenzae mostraron que anticuerpos especificos de P1 y P2

protegian a ratas lactantes de la exposicion a infeccidn posterior (20-21). Se encontré que P2 era capaz de inducir
anticuerpos bactericidas y opsonicos, que estdn dirigidos contra las regiones variables presentes en estructuras de
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bucle expuestas en superficie de esta OMP integral (22-23). La lipoproteina P4 podia inducir también anticuerpos
bactericidas (24). Se describe la clonacién y secuenciacién del gen estructural P4 por Green et al. (Infection and
Immunity, sept. 1991, paginas 3191-3198).

P6 es una lipoproteina asociada a peptidoglicano conservada que constituye 1-5% de la membrana externa (25).
Mas tarde, se reconoci6 una lipoproteina de aproximadamente el mismo p. mol., denominada PCP (proteina reactiva
cruzada con P6) (26). Una mezcla de lipoproteinas conservadas P4, P6 y PCP no revel6 proteccién, medida en un
modelo de otitis media en chinchilla (27). Sélo P6 parece inducir proteccién en el modelo de chinchilla (28).

PS5 tiene homologia de secuencia con OmpA de Escherichia coli integral (29-30). P5 parece experimentar una
deriva antigénica durante infecciones persistentes con NTHi (31). Sin embargo, las regiones conservadas de esta
proteina inducian la proteccién en el modelo de otitis media en chinchilla.

En linea con las observaciones realizadas con gonococos y meningococos, NTHi expresa un receptor de transferri-
na humana dual compuesto por TbpA y TbpB cuando crece con limitacién de hierro. Los anti-TbpB protegian a ratas
lactantes. (32). Se han descrito también receptores de hemoglobina/haptoglobina para NTHi (33). Se ha identificado
también un receptor de hemo: hemopexina (34). También estd presente un receptor de lactoferrina en NTHi, pero
todavia no estd caracterizado (35).

Una OMP de A 80 kDa, el antigeno de superficie D 15, proporciona proteccion frente a NTHi en un modelo
de exposicién a infeccién en ratén. (36). Una lipoproteina de membrana externa de 42 kDa, LPD, se conserva entre
Haemophilus influenzae e induce anticuerpos bactericidas (37). Se encontré que una OMP de 98 kDa minoritaria (38)
era un antigeno protector, pudiendo muy bien ser esta OMP una de las OMP inducibles por limitacién de hierro o
adhesinas de alto peso molecular que se han caracterizado. H. influenzae produce actividad proteasa IgA1 (39). Las
proteasas IgA1 de NTHi revelan un alto grado de variabilidad antigénica (40). Se ha mostrado que otra OMP de NTHi,
OMP26, una proteina de 26 kDa, potencia la depuracién pulmonar en un modelo de rata (41). Se ha mostrado también
que la proteina HtrA de NTHi es un antigeno protector. Es mas, esta proteina protegia a chinchilla frente a otitis media
y protegia a ratas lactantes frente a bacteremia de H. influenzae de tipo b (42).
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La frecuencia de las infecciones por NTHi ha crecido dristicamente en las tltimas décadas. Este fendmeno ha
creado una necesidad médica insatisfecha de nuevos agentes antimicrobianos, vacunas, procedimientos de cribado de
medicamentos y ensayos de diagndstico para este organismo. La presente invencion se dirige a satisfacer esa necesidad.
Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a BASB205, en particular a polipéptidos BASB205 y a polinucleétidos BASB205,
a materiales recombinantes y a procedimientos para su produccién. En otro aspecto, la invencion se refiere a procedi-
mientos para usar dichos polipéptidos y polinucleétidos, incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades
microbianas, entre otras. En un aspecto adicional, la invencion se refiere a ensayos de diagndstico para detectar en-
fermedades asociadas a infecciones microbianas y afecciones asociadas a dichas infecciones, tales como ensayos para
detectar la expresion o actividad de polinucleétidos o polipéptidos BASB205.
Descripcion de la invencion

La invencion se refiere a polipéptidos y polinucle6tidos BASB205 como se describen con mayor detalle a conti-
nuacion. En particular, la invencién se refiere a polipéptidos y polinucleétidos BASB205 de H. influenzae no tipable
que estan relacionados por homologia de secuencia aminoacidica con el precursor Spr de lipoproteina de E. coli. El
polipéptido BASB205 tiene una secuencia sefial caracteristica de una lipoproteina. La secuencia sefial se escinde en
la proteina madura. Es probable que la proteina madura esté expuesta en la superficie de las bacterias. El polipéptido

BASB205 contiene un dominio similar a NLpC-P60. Este dominio estd localizado desde el residuo 22 hasta el final, y
se encuentra en algunas poliproteinas.
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La invencion se refiere especialmente a polinucle6tidos BASB205 y a polipéptidos codificados enumerados en la
Tabla A. Esos polinucleétidos y polipéptidos codificados tienen las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas exhibidas
enla SECN°ID 1 ala SEC N°ID 12 como se describen en la Tabla A.

TABLA A
Cepa aislada en |de Secuencia Secuencia
nucleotidica peptidica

3224A EE.UU. Otitis media SECN°ID1 [SECN°ID2
3219C EE.UU. Otitis media SECN°ID3 |[SECN°ID4
901905U [Holanda |Fibrosis quistica SECN°IDS5 |[SECN°ID6
772 Suecia Exudado nasofaringeo [SECN°ID7 |SECN°ID 8
289 Bronquitis crénica SECN°ID9 |SECN°ID 10
A840177 |Holanda |Cepa portadora SECN°ID 11 [SECN°ID 12

Se entiende que las secuencias citadas en el listado de secuencias siguiente como “ADN” representan una ejempli-
ficacién de un aspecto de la invencidn, puesto que los expertos reconoceran que dichas secuencias pueden emplearse
utilmente en polinucleétidos en general, incluyendo ribopolinucledtidos.

Las secuencias de los polinucleétidos BASB205 se exhiben en las SEC N°1ID: 1, 3,5, 7,9, 11. El grupo 1 de SEC
designa en la presente memoria uno cualquiera de los polinucleétidos exhibidos en las SEC N°ID: 1,3, 5,7, 9, 11.

Las secuencias de los polipéptidos codificados BASB205 se exhiben en las SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12. El grupo
2 de SEC designa en la presente memoria uno cualquiera de los polipéptidos exhibidos en las SEC N° ID: 2, 4, 6, 8§,
10, 12.

Polipéptidos

En un aspecto de la invencion, se dan a conocer polipéptidos de H. influenzae no tipable designados en la presente
memoria como “BASB205” y “polipéptidos BASB205”, asi como variantes ttiles bioldgica, diagndstica, profilactica,
clinica o terapéuticamente de los mismos, y composiciones que comprenden los mismos.

La presente invencion se refiere adicionalmente a:

(a) un polipéptido aislado que comprende una secuencia aminoacidica que tiene al menos un 85% de identidad,
preferiblemente al menos un 90% de identidad, mas preferiblemente al menos un 95% de identidad, lo méas preferible-
mente al menos un 97-99% o identidad exacta con la de cualquier secuencia del grupo 2 de SEC;

(b) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia polinucleotidica que
tiene al menos un 85% de identidad, preferiblemente al menos un 90% de identidad, mds preferiblemente al menos un
95% de identidad, atin mas preferiblemente al menos un 97-99% o identidad exacta con la de cualquier secuencia del
grupo 1 de SEC por toda la longitud de la secuencia seleccionada del grupo 1 de SEC; o

(c) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica un polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad, preferiblemente al menos un 90% de identidad, mas
preferiblemente al menos un 95% de identidad, atin mds preferiblemente al menos un 97-99% o identidad exacta con
la de la secuencia aminoacidica de cualquier secuencia del grupo 2 de SEC.

Los polipéptidos BASB205 dados a conocer en el grupo 2 de SEC son polipéptidos BASB20S de cepas de H.
influenzae no tipables como se describen en la Tabla A.

La invencion se refiere también a un fragmento inmunogénico de un polipéptido BASB205, es decir, una porcién
contigua del polipéptido BASB205 que tiene la misma o sustancialmente la misma actividad inmunogénica que el
polipéptido que comprende la correspondiente secuencia aminoacidica seleccionada del grupo 2 de SEC; es decir, el
fragmento (en caso necesario acoplado a un portador) es capaz de originar una respuesta inmunitaria que reconoce
el polipéptido BASB205. Dicho fragmento inmunogénico puede incluir, por ejemplo, el polipéptido BASB205 que
carece de una secuencia lider N-terminal, y/o un dominio transmembrana y/o un dominio de anclaje C-terminal. En
un aspecto preferido, el fragmento inmunogénico de BASB205 segtin la invencién comprende sustancialmente todo
el dominio extracelular de un polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad, preferiblemente al menos un 90%
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de identidad, mas preferiblemente al menos un 95% de identidad, lo més preferiblemente 97-99% de identidad con la
de una secuencia seleccionada del grupo 2 de SEC por toda la longitud de dicha secuencia.

Un fragmento es un polipéptido que tiene una secuencia aminoacidica que es enteramente la misma que parte, pero
no toda, de cualquier secuencia aminoacidica de cualquier polipéptido de la invencién. Como con los polipéptidos
BASB205, los fragmentos pueden ser “independientes” o estar comprendidos en un polipéptido mayor del que forman
una parte o regidn, lo mas preferiblemente en forma de una sola regién continua en un solo polipéptido mayor.

Los fragmentos preferidos incluyen, por ejemplo, polipéptidos truncados que tienen una porcién de una secuencia
aminoacidica seleccionada del grupo 2 de SEC o de variantes del mismo, tales como una serie continua de residuos
que incluye una secuencia aminoacidica amino- y/o carboxilo-terminal. Se prefieren también las formas de degrada-
cion de los polipéptidos de la invencién producidas por o en un hospedador. Se prefieren adicionalmente fragmentos
caracterizados por atributos estructurales o funcionales tales como fragmentos que comprenden regiones de hélice alfa
y formadoras de hélice alfa, regiones de lamina beta y formadoras de ldmina beta, regiones de giro y formadoras de
giro, regiones de espiral y formadoras de espiral, regiones hidroéfilas, regiones hidréfobas, regiones anfipéticas alfa,
regiones anfipdticas beta, regiones flexibles, regiones formadoras de superficie, regiones de unién a sustrato y regiones
de alto indice antigénico.

Los fragmentos preferidos adicionales incluyen un polipéptido aislado que comprende una secuencia aminoacidica
que tiene al menos 15, 20, 30, 40, 50 6 100 aminodcidos contiguos de una secuencia aminoacidica seleccionada del
grupo 2 de SEC o un polipéptido aislado que comprende una secuencia aminoacidica que tiene al menos 15, 20, 30,
40, 50 6 100 aminodcidos contiguos truncados o eliminados de una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo 2
de SEC.

El polipéptido BASB205 tiene un dominio similar a NLpC-P60. Este dominio estd localizado desde el residuo 22
hasta el final. Los fragmentos preferidos incluyen este dominio de cualquiera de los polipéptidos del grupo 2 de SEC.

Son més fragmentos preferidos adicionales aquellos que comprenden un epitopo de linfocitos B o T auxiliares, por
ejemplo, aquellos fragmentos/péptidos descritos en el Ejemplo 13.

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

Se prefieren particularmente variantes en las que se sustituyen, eliminan o afiaden varios, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 6 1
aminodcido en cualquier combinacion.

Los polipéptidos o fragmentos inmunogénicos de la invencién pueden estar en forma de la proteina “madura” o
pueden ser parte de una proteina mayor tal como un precursor o una proteina de fusiéon. A menudo, es ventajoso
incluir una secuencia aminoacidica adicional que contenga secuencias secretoras o lider, prosecuencias, secuencias
que ayuden a la purificacion tales como residuos multiples de histidina, o una secuencia adicional para estabilidad
durante la produccién recombinante. Ademas, se considera también la adicién de polipéptido exdgeno o cola lipidica
o secuencias polinucleotidicas para aumentar el potencial inmunogénico de la molécula final.

En un aspecto, la invencién se refiere a proteinas de fusion solubles modificadas por ingenieria genética que
comprenden un polipéptido de la presente invencidn, o un fragmento del mismo, y diversas porciones de las regiones
constantes de cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas de diversas subclases (IgG, IgM, IgA, IgE). Se prefiere
como inmunoglobulina la parte constante de la cadena pesada de IgG humana, particularmente IgGl, en la que la
fusion tiene lugar en la regién de bisagra. En una realizacién particular, la parte Fc puede retirarse simplemente
mediante la incorporaciéon de una secuencia de escision que puede escindirse con el factor de coagulacién sanguinea
Xa.

Ademads, esta invencion se refiere a procesos para la preparacién de estas proteinas de fusién mediante ingenieria
genética y al uso de los mismos para cribado de medicamentos, diagndstico y terapia. Un aspecto adicional de la
invencién se refiere también a polinucleétidos que codifican dichas proteinas de fusién. Pueden encontrarse ejemplos
de tecnologia de proteina de fusion en las solicitudes de patente internacional n® W094/29458 y W(094/22914.

Las proteinas pueden estar quimicamente conjugadas, o expresarse en forma de proteinas de fusién recombinantes
que permiten producir niveles aumentados en un sistema de expresién en comparacidn con proteina no fusionada. La
pareja de fusidn puede ayudar a proporcionar epitopos T auxiliares (pareja de fusién inmunoldgica), preferiblemente
epitopos T auxiliares reconocidos por seres humanos, o ayudar a expresar la proteina (potenciador de la expresion) a
rendimientos mayores que la proteina recombinante nativa. Preferiblemente, la pareja de fusién serd tanto una pareja
de fusién inmunolégica como una pareja potenciadora de la expresion.

Las parejas de fusién incluyen proteina D de Haemophilus influenzae y la proteina no estructural del virus de la
gripe NS 1 (hemaglutinina). Es otra pareja de fusion la proteina conocida como Omp26 (documento WO 97/01638).
Es otra pareja de fusion la proteina conocida como LytA. Preferiblemente, se usa la porcién C-terminal de la molécula.
LytA deriva de Streptococcus pneumoniae que sintetiza una N-acetil-L-alanina amidasa, la amidasa LytA, (codificada
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por el gen IytA (Gene, 43 (1986) paginas 265-272)) una autolisina que degrada especificamente ciertos enlaces en
el esqueleto peptidoglicano. El dominio C-terminal de la proteina LytA es responsable de la afinidad por la colina o
algunos andlogos de colina tales como DEAE. Esta propiedad se ha explotado para el desarrollo de plasmidos que
expresan C-LytA de E. coli ttiles para la expresion de proteinas de fusién. Se ha descrito la purificacién de proteinas
hibridas que contienen el fragmento C-LytA en su extremo amino {Biotechnology: 10, (1992) paginas 795-798}. Es
posible usar la porcién repetida de la molécula LytA encontrada en el extremo C-terminal partiendo del residuo 178,
por ejemplo, los residuos 188-305.

La presente invencion se refiere también a variantes de los polipéptidos anteriormente mencionados, es decir,
polipéptidos que pueden variar de los referentes por sustituciones aminoacidicas conservativas, mediante las cuales se
sustituye un residuo por otro con caracteristicas similares. Son tipicas de dichas sustituciones entre Ala, Val, Leu e Ile;
entre Ser y Thr, entre los residuos dcidos Asp y Glu; entre Asn y Gln; y entre los residuos basicos Lys y Arg; o los
residuos aromadticos Phe y Tyr.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden prepararse de cualquier manera adecuada. Dichos polipéptidos
incluyen polipéptidos de origen natural, polipéptidos producidos recombinantemente, polipéptidos producidos sinté-
ticamente o polipéptidos producidos mediante una combinacién de estos procedimientos. Los medios para preparar
dichos polipéptidos son bien conocidos en la técnica.

Lo mads preferido es que un polipéptido de la invencién derive de H. influenzae no tipable, sin embargo, puede
obtenerse preferiblemente a partir de otros organismos del mismo género taxonémico. Un polipéptido de la invencién
puede obtenerse también, por ejemplo, a partir de organismos de la misma familia u orden taxonémico.

Polinucledtidos

La invencién da a conocer polinucleétidos que codifican polipéptidos BASB205, particularmente polinucleétidos
que codifican los polipéptidos designados en la presente memoria como BASB205.

Los polinucleétidos comprenden preferiblemente una regién que codifica polipéptidos BASB205 que comprende
secuencias exhibidas en el grupo 1 de SEC que incluyen el gen completo o una variante del mismo.

Los polinucleétidos BASB205 dados a conocer en el grupo 1 de SEC son los polinucleétidos BASB205 de cepas
de H. influenzae no tipables como se describen en la Tabla A.

Como aspecto adicional de la invencién, se dan a conocer moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican y/o
expresan polipéptidos y polinucleétidos BASB205, particularmente polipéptidos y polinucleétidos BASB20S de H.
influenzae no tipable incluyendo, por ejemplo, ARN no procesados, ARN de ribozima, ARNm, ADNc, ADN genémi-
cos, ADN B y Z. Aspectos adicionales de la invencién incluyen polinucleétidos y polipéptidos bioldgica, diagndstica,
profilactica, clinica o terapéuticamente ttiles, y variantes de los mismos, y composiciones que comprenden los mis-
mos.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a polinucleétidos aislados, incluyendo al menos un gen completo que codi-
fica un polipéptido BASB205 que tiene una secuencia aminoacidica deducida del grupo 2 de SEC, y polinucleétidos
estrechamente relacionados con los mismos y variantes de los mismos.

Otro aspecto particularmente preferido de la invencién se refiere a un polipéptido BASB205 de H. influenzae no
tipable que comprende o consiste en una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo 2 de SEC o una variante del
mismo.

Usando la informacion dada a conocer en la presente memoria, tal como secuencias polinucleotidicas exhibidas
en el grupo 1 de SEC, puede obtenerse un polinucledtido de la invencidn que codifica polipéptidos BASB205 usando
procedimientos de clonacién y cribado estdndar tales como aquellos de clonacién y secuenciacion de fragmentos de
ADN cromosémico de bacterias usando células de cepa 3224A de H. influenzae no tipable como material de partida,
seguido de la obtencion de un clon completo. Por ejemplo, para obtener una secuencia polinucleotidica de la invencion,
tal como una secuencia polinucleotidica dada en el grupo 1 de SEC, se sondea tipicamente una biblioteca de clones de
ADN cromosémico de la cepa 3224A de H. influenzae no tipable en E. coli o algin otro hospedador adecuado con un
oligonucleétido radiomarcado, preferiblemente de 17 unidades o mds, derivado de una secuencia parcial. Los clones
que portan ADN idéntico al de la sonda pueden distinguirse entonces usando condiciones estrictas de hibridacion. Al
secuenciar los clones individuales asi identificados mediante hibridacién con cebadores de secuenciacién disefiados a
partir de la secuencia polipeptidica o polinucleotidica original, es entonces posible extender la secuencia polinucleoti-
dica en ambas direcciones para determinar una secuencia génica completa. Convenientemente, dicha secuenciacion se
realiza, por ejemplo, usando ADN bicatenario desnaturalizado preparado a partir de un clon plasmidico. Se describen
las técnicas adecuadas por Maniatis, T., Fritsch, E.F. y Sambrook et al., “MOLECULAR CLONING, A LABORA-
TORY MANUAL”, 2% Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989). (véase, en
particular, “Screening By Hybridization” 1.90 y “Sequencing Denatured Double-Stranded DNA Templates” 13.70).
La secuenciacion de ADN genémico directa puede realizarse también para obtener una secuencia génica completa. Es
ilustrativo de la invencién que cada polinucleétido exhibido en el grupo 1 de SEC fuera descubierto en una biblioteca
de ADN derivada de H. influenzae no tipable.
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Ademads, cada secuencia de ADN exhibida en el grupo 1 de SEC contiene un marco abierto de lectura que codifica
una proteina que tiene aproximadamente el nimero de residuos aminoacidicos expuestos en el grupo 2 de SEC, con
un peso molecular deducido que puede calcularse usando valores de peso molecular de residuo aminoacidico bien
conocidos por los expertos en la técnica.

Los polinucleétidos del grupo 1 de SEC, entre el codén de inicio y el codén de terminacién, codifican respectiva-
mente los polipéptidos del grupo 2 de SEC. El niimero de nucleétido del codén de partida y del primer nucleétido del
codén de terminacion se enumeran en la Tabla B para cada polinucleétido del grupo 1 de SEC.

TABLA B

Secuencia Secuencia peptidica|Codén de|Primer  nucleétido  del
nucleotidica | codificada inicio codén de terminacion
SECN°ID1 [SECN°ID?2 1 550

SECN°ID3 [SECN°ID4 1 550

SECN°ID5 |[SECN°ID6 1 550

SECN°ID7 [SECN°ID8 1 550

SECN°ID9 [SECN°ID10 1 550

SEC N°ID 11 |SEC N°ID 12 1 550

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un polinucledtido aislado que comprende o consiste en:

(a) una secuencia polinucleotidica que tiene al menos un 85% de identidad, preferiblemente al menos un 90%
de identidad, mds preferiblemente al menos un 95% de identidad, atin mds preferiblemente al menos un 97-99% o
identidad exacta con la de cualquier secuencia polinucleotidica del grupo 1 de SEC por toda la longitud de la secuencia
polinucleotidica del grupo 1 de SEC; o

(b) una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que tiene al menos un 85% de identidad, preferible-
mente al menos un 90% de identidad, mas preferiblemente al menos un 95% de identidad, atin mds preferiblemente al
menos un 97-99% o 100% de identidad exacta con la de cualquier secuencia aminoacidica seleccionada del grupo 2
de SEC por toda la longitud de la secuencia aminoacidica del grupo 2 de SEC.

Puede obtenerse un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencién, incluyendo homélogos y
ortélogos de especies distintas de H. influenzae no tipable, mediante un proceso que comprende las etapas de cribar una
biblioteca apropiada en condiciones estrictas de hibridacién (por ejemplo, usando una temperatura en el intervalo de
45-65°C y una concentracién de SDS de 0,1-%) con una sonda marcada o detectable constituida por o que comprende
cualquier secuencia seleccionada del grupo 1 de SEC, o un fragmento de la misma; y aislar un gen completo y/o clones
gendémicos que contienen dicha secuencia polinucleotidica.

La invencion se refiere a una secuencia polinucleotidica idéntica por toda su longitud a una secuencia de codifica-
cién (marco abierto de lectura) exhibida en el grupo 1 de SEC. Se da a conocer también por la invencién una secuencia
de codificacion de un polipéptido maduro o un fragmento del mismo por si misma asi como una secuencia de codi-
ficacién de un polipéptido maduro o un fragmento en marco de lectura con otra secuencia de codificacién, tal como
una secuencia que codifica una secuencia lider o secretora, una secuencia pre-, pro- o preproproteica. El polinucledti-
do de la invencién puede contener también al menos una secuencia no codificante que incluye, por ejemplo pero sin
limitacién, al menos una secuencia 5’ y 3’ no codificante, tal como secuencias transcritas pero no traducidas, sefiales
de terminacion (tales como sefales de terminacién dependientes de tho e independientes de rho), sitios de unién a
ribosoma, secuencias Kozak, secuencias que estabilizan el ARNm, intrones y sefiales de poliadenilacién. La secuencia
polinucleotidica puede comprender también secuencia de codificacion adicional que codifica aminodcidos adiciona-
les. Por ejemplo, puede codificar una secuencia marcadora que facilita la purificacién del polipéptido fusionado. En
ciertas realizaciones de la invencion, la secuencia marcadora es un péptido de hexahistidina como se proporciona en el
vector pQE (Qiagen, Inc.) y se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 86: 821-824 (1989), o un marcaje
peptidico HA (Wilson et al., Cell 37: 767 (1984), pudiendo ser ambos ttiles para purificar la secuencia polipeptidica
fusionada con ellos. Los polinucleétidos de la invencién incluyen también, pero sin limitacién, polinucle6tidos que
comprenden un gen estructural y sus secuencias asociadas naturalmente que controlan la expresion génica.

La secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido BASB205 del grupo 2 de SEC puede ser idéntica al corres-
pondiente polinucleétido que codifica la secuencia del grupo 1 de SEC. La posicién del primer y tltimo nucleétidos de
las secuencias de codificacion del grupo 1 de SEC se enumeran en la Tabla C. Como alternativa, puede ser cualquier
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secuencia que como resultado de la redundancia (degeneracion) del cédigo genético codifique también un polipéptido
del grupo 2 de SEC.

TABLA C

Secuencia Secuencia peptidica|Coddon [Ultimo nucledtido de Ia
nucleotidica | codificada de inicio |secuencia de codificacion
SECN°ID1 |[SECN°ID2 1 549

SECN°ID3 [SECN°ID4 1 549

SECN°ID5 |SECN°ID6 1 549

SECN°ID7 |[SECN°ID8 1 549

SECN°ID9 |SECN°ID 10 1 549

SECN°ID 11 |[SECN°ID 12 1 549

El término “polinucleétido que codifica un polipéptido” como se usa en la presente memoria comprende poli-
nucledtidos que incluyen una secuencia que codifica un polipéptido de la invencién, particularmente un polipéptido
bacteriano y mds particularmente un polipéptido BASB205 de H. influenzae no tipable que tiene una secuencia ami-
noacidica exhibida en cualquiera de las secuencias del grupo 2 de SEC. El término comprende también polinucleétidos
que incluyen una sola regién continua o regiones discontinuas que codifican el polipéptido (por ejemplo, polinucledti-
dos interrumpidos por un fago integrado, una secuencia de insercién integrada, una secuencia de vector integrada, una
secuencia de transposon integrada o, debido a la edicién de ARN o la reorganizacién de ADN genémico), junto con
regiones adicionales que pueden contener también secuencias de codificacién y/o no codificacién.

La invencién se refiere adicionalmente a variantes de los polinucledtidos descritos en la presente memoria que
codifican variantes de un polipéptido que tiene una secuencia aminoacidica deducida de cualquiera de las secuen-
cias del grupo 2 de SEC. Pueden usarse fragmentos de polinucleétidos de la invencidn, por ejemplo, para sintetizar
polinucleétidos completos de la invencidn.

Son fragmentos preferidos aquellos polinucléotidos que codifican un epitopo de linfocitos B o linfocitos T auxi-
liares, por ejemplo, los fragmentos/péptidos descritos en el ejemplo 13, y genes recombinantes quiméricos que com-
prenden dichos fragmentos polinucleotidicos.

Son aspectos particularmente preferidos adicionales polinucleétidos que codifican variantes BASB205 que tienen
la secuencia aminoacidica del polipéptido BASB205 de cualquier secuencia del grupo 2 de SEC, en los que varios,
unos pocos, Sa 10, 1 a5, 1 a3, 2,1 o ningtin residuo aminoacidico esta sustituido, modificado, eliminado y/o afiadido
en cualquier combinacién. Se prefieren especialmente entre estos las sustituciones, adiciones y deleciones silenciosas,
que no alteran las propiedades y actividades del polipéptido BASB205.

Son aspectos preferidos adicionales de la invencién polinucleétidos que son al menos un 85% idénticos por toda
su longitud a un polinucleétido que codifica un polipéptido BASB205 que tiene una secuencia aminoacidica exhibida
en cualquiera de las secuencias del grupo 2 de SEC, y polinucleétidos que son complementarios de dichos polinucleé-
tidos. Como alternativa, los mds altamente preferidos son polinucleétidos que comprenden una regién que es al menos
un 90% idéntica por toda su longitud a un polinucleétido que codifica un polipéptido BASB205 y polinucleétidos
complementarios del mismo. A este respecto, se prefieren particularmente los polinucleétidos al menos un 95% idén-
ticos por toda su longitud al mismo. Ademads, aquellos con al menos un 97% son altamente preferidos entre aquellos
con al menos un 95%, y entre estos, aquellos con al menos un 98% y al menos un 99% son particularmente altamente
preferidos, siendo al menos un 99% lo mas preferido.

Son aspectos preferidos polinucledtidos que codifican polipéptidos que retienen sustancialmente la misma funcién
o actividad biolégica que el polipéptido maduro codificado por una secuencia de ADN seleccionada del grupo 1 de
SEC.

Segtn ciertos aspectos preferidos de esta invencion, se dan a conocer polinucleétidos que hibridan, particularmente
en condiciones estrictas, con secuencias polinucleotidicas BASB205, tales como los polinucleétidos del grupo 1 de
SEC.

La invencion se refiere adicionalmente a polinucleétidos que hibridan con las secuencias polinucleotidicas propor-

cionadas en la presente memoria. A este respecto, la invencidn se refiere especialmente a polinucleétidos que hibridan
en condiciones estrictas con los polinucle6tidos descritos en la presente memoria. Como se usan en la presente memo-
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ria, los términos “condiciones estrictas” y “condiciones estrictas de hibridacién” significan que la hibridacién ocurre
s6lo si hay al menos un 95%, y preferiblemente al menos un 97% de identidad entre las secuencias. Es un ejemplo es-
pecifico de condiciones estrictas de hibridacién una incubacién de una noche a 42°C en una solucién que comprende:
50% de formamida, 5x SSC (NaCl 150 mM, citrato de trisodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5x solucién
de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmén cizallado desnaturalizado, seguido
de lavado del soporte de hibridacién con 0,1x SSC aproximadamente a 65°C. Las condiciones de hibridacién y lavado
son bien conocidas y se ejemplifican en Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2* edicién,
Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), particularmente el capitulo 11 del mismo. La solucién de hibridacién puede usarse
también con las secuencias polinucleotidicas proporcionadas por la invencidn.

La invencion se refiere también a un polinucledtido que consiste en o comprende una secuencia polinucleotidica
obtenida cribando en una biblioteca apropiada que contiene el gen completo una secuencia polinucleotidica expuesta
en cualquiera de las secuencias del grupo 1 de SEC en condiciones estrictas de hibridacién con una sonda que tiene
la secuencia de dicha secuencia polinucleotidica expuesta en la correspondiente secuencia del grupo 1 de SEC o un
fragmento de la misma; y aislando dicha secuencia polinucleotidica. Los fragmentos ttiles para obtener dicho polinu-
cleétido incluyen, por ejemplo, sondas y cebadores completamente descritos en otro lugar de la presente memoria.

Como se discute en otro lugar de la presente memoria respecto a los ensayos polinucleotidicos de la invencion,
los polinucleétidos de la invencidén pueden usarse, por ejemplo, como sonda de hibridaciéon para ADN, ADNc y ADN
gendmico para aislar ADNc completos y clones gendmicos que codifican BASB205 y para aislar ADNc y clones
gendmicos de otros genes que tienen una alta identidad, particularmente una alta identidad de secuencia, con el gen
BASB205, Dichas sondas comprenderdn generalmente al menos 15 residuos nucleotidicos o pares de bases. Preferible-
mente, dichas sondas tendran al menos 30 residuos nucleotidicos o pares de bases y pueden tener al menos 50 residuos
nucleotidicos o pares de bases. Las sondas particularmente preferidas tendrdn al menos 20 residuos nucleotidicos o
pares de bases y tendran menos de 30 residuos nucleotidicos o pares de bases.

Puede aislarse una regién de codificacion de un gen BASB205 cribando mediante el uso de una secuencia de ADN
proporcionada en el grupo 1 de SEC para sintetizar una sonda oligonucleotidica. Se usa después un oligonucleétido
marcado que tiene una secuencia complementaria con la de un gen de la invencién para cribar una biblioteca de ADNc,
ADN genémico o ARNm para determinar con cudles miembros de la biblioteca hibrida la sonda.

Hay varios procedimientos disponibles y bien conocidos por los expertos en la técnica para obtener ADN comple-
tos o extender ADN cortos, por ejemplo, aquellos basados en el procedimiento de amplificacion rdpida de extremos de
ADNCc (RACE) (véase, por ejemplo, Frohman, et al., PNAS USA 85: 8998-9002, 1988). Modificaciones recientes de
la técnica, ejemplificadas por la tecnologia Marathon™ (Clontech Laboratories Inc.), por ejemplo, han simplificado
significativamente la bisqueda de ADNc mds largos. En la tecnologia Marathon™, se han preparado ADNc a partir
de ARNm extraido de un tejido elegido y se ha ligado una secuencia “adaptadora” a cada extremo. Se lleva a cabo
entonces la amplificacion de 4cido nucleico (PCR) para amplificar el extremo 5° “faltante” del ADN usando una com-
binacién de cebadores oligonucleotidicos especificos de gen y especificos de adaptador. Se repite entonces la reaccién
PCR usando cebadores “anidados”, es decir, cebadores disefiados para reasociarse con el producto amplificado (tipi-
camente un cebador especifico de adaptador que se reasocia mds 3’ en la secuencia adaptadora y un cebador especifico
de gen que se reasocia mds 5’ en la secuencia génica seleccionada). Los productos de esta reaccién pueden analizarse
entonces por secuenciacién de ADN y construirse un ADN completo uniendo el producto directamente al ADN exis-
tente para dar una secuencia completa, o llevando a cabo una PCR completa separada usando la nueva informacién de
secuencia para el disefio del cebador 5°.

Los polinucleétidos y polipéptidos de la invencién pueden emplearse, por ejemplo, como reactivos de investigacion
y materiales para el descubrimiento de tratamiento y diagndsticos de enfermedades, particularmente enfermedades
humanas, como se discute adicionalmente en la presente memoria respecto a ensayos polinucleotidicos.

Los polinucleétidos de la invencidén que son oligonucledtidos derivados de una secuencia del grupo 1 de SEC
pueden usarse en los procesos en la presente memoria como se han descrito, pero preferiblemente para PCR, para
determinar si los polinucleétidos identificados en la presente memoria se transcriben o no en todo o en parte en
bacterias en tejido infectado. Se reconoce que dichas secuencias tendrdn también utilidad en el diagnéstico de la etapa
de infeccién y el tipo de infeccidén que ha alcanzado el patégeno.

La invencidn se refiere también a polinucleétidos que codifican un polipéptido que es una proteina madura mas
aminodcidos amino- o carboxiterminales adicionales, o aminodcidos interiores al polipéptido maduro (cuando la forma
madura tiene mds de una cadena polipeptidica, por ejemplo). Dichas secuencias pueden desempefiar un papel en el
procesamiento de una proteina desde la forma precursora a la madura, pueden permitir el transporte de proteina,
pueden alargar o acortar la semivida de la proteina o pueden facilitar la manipulacién de una proteina para ensayo o
produccion, entre otras cosas. Como es generalmente el caso in vivo, los aminoécidos adicionales pueden procesarse
fuera de la proteina madura por enzimas celulares.

Para todos y cada uno de los polinucleétidos de la invencidn, se da a conocer un polinucledtido complementario

del mismo. Se prefiere que estos polinucledtidos complementarios sean totalmente complementarios de cada polinu-
cleédtido con el que son complementarios.
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Una proteina precursora, que tiene una forma madura del polipéptido fusionado con una o mds prosecuencias,
puede ser una forma inactiva del polipéptido. Cuando se retiran las prosecuencias, dichos precursores inactivos gene-
ralmente se activan. Algunas o todas las prosecuencias pueden retirarse antes de la activaciéon. Generalmente, dichos
precursores se denominan proproteinas.

Ademis de las representaciones estdndar A, G, C, T/U para nucleétidos, el término “N” puede usarse también para
describir ciertos polinucledtidos de la invencion. “N” significa que puede aparecer cualquiera de los cuatro nucleétidos
de ADN o ARN en dicha posicién designada en la secuencia de ADN o ARN, excepto porque se prefiere que N no sea
un 4cido nucleico que cuando se toma en combinacion con posiciones nucleotidicas adyacentes, al leer en el marco de
lectura correcto, tenga el efecto de generar un codén de terminacién prematuro en dicho marco de lectura.

En suma, un polinucleétido de la invencién puede codificar una proteina madura, una proteina madura mas una
secuencia lider (que puede designarse como una preproteina), un precursor de una proteina madura que tiene una o
mads prosecuencias que no son las secuencias lider de un preproteina, o una preproproteina que es precursora de una
proproteina que tiene una secuencia lider y una o mds prosecuencias, que generalmente se retiran durante las etapas
de procesamiento que producen formas activas y maduras del polipéptido.

Segtin un aspecto de la invencién, se proporciona el uso de un polinucleétido de la invencidn con fines terapéuticos
o profildcticos, en particular inmunizacién genética.

El uso de un polinucleétido de la invencidon en inmunizacién genética empleard preferiblemente un procedimiento
de suministro adecuado tal como inyeccién directa de ADN plasmidico en musculos (Wolff et al., Hum. Mol. Genet.
(1992) 1: 363, Manthorpe et al., Hum. Gene Ther. (1983) 4: 419), suministro de ADN complejado con portadores
proteicos especificos (Wu et al., J. Biol. Chem. (1989) 264: 16985), coprecipitacién de ADN con fosfato de calcio
(Benvenisty y Reshef, PNAS USA, (1986) 83: 9551), encapsulacién de ADN en diversas formas de liposomas (Kaneda
et al., Science (1989) 243: 375), bombardeo de particulas (Tang et al., Nature (1992) 356: 152, Eisenbraun et al., DNA
Cell Biol. (1993) 12: 791) e infeccién in vivo usando vectores retroviricos clonados (Seeger ef al., PNAS USA (1984)
81: 5849).

Vectores, células hospedadoras, sistemas de expresion

La invencidn se refiere también a vectores que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la invencidn,
a células hospedadoras que estdn modificadas por ingenieria genética con vectores de la invencién y a la produccién
de polipéptidos de la invencién mediante técnicas recombinantes. Pueden emplearse también sistemas de traduccién
exentos de células para producir dichas proteinas usando ARN derivados de constructos de ADN de la invencién.

Los polipéptidos recombinantes de la presente invencién pueden prepararse mediante procesos bien conocidos
por los expertos en la técnica a partir de células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que comprenden
sistemas de expresion. En consecuencia, en un aspecto adicional, la presente invencidn se refiere a sistemas de ex-
presién que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la presente invencién, a células hospedadoras que se
modifican por ingenieria genética con dichos sistemas de expresion y a la produccién de polipéptidos de la invencién
mediante técnicas recombinantes.

Para la produccién recombinante de los polipéptidos de la invencién, pueden modificarse por ingenieria genética
células hospedadoras para incorporar sistemas de expresion o porciones de los mismos o polinucleétidos de la in-
vencién. La introduccién de un polinucleétido en la célula hospedadora puede efectuarse mediante procedimientos
descritos en muchos manuales de laboratorio estandar, tales como Davis, et al., “BASIC METHODS IN MOLECU-
LAR BIOLOGY”, (1986) y Sambrook, et al., “MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL”, 2* Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), tales como transfeccion con fosfato de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipido catiénico,
electroporacién, conjugacion, transduccién, carga por raspado, introduccién balistica e infeccion.

Los ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas tales como células de es-
treptococos, estafilococos, enterococos, E. coli, Streptomyces, cianobacterias, Bacillus subtilis, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis; células fingicas tales como células de una levadura, Kluveromyces,
Saccharomyces, Pichia, un basidiomiceto, Candida albicans y Aspergillus; células de insecto tales como células de
Drosophila S2 'y Spodoptera Sf9; células animales tales como células CHO, COS, HeLa, C127, 3T3, BHK, 293, CV
y melanoma de Bowes; y células de planta, tales como células de una gimnosperma o angiosperma.

Pueden usarse una gran variedad de sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la invencién. Dichos
vectores incluyen, entre otros, vectores derivados de cromosomas, episomas y virus, por ejemplo, vectores derivados
de pldsmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de transposones, de episomas de levadura, de elementos de insercidn, de
elementos cromosdmicos de levadura, de virus tales como baculovirus, papovavirus tales como SV40, virus Vaccinia,
adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de pseudorrabia, picornavirus, retrovirus y alfavirus y vectores derivados de
combinaciones de los mismos, tales como aquellos derivados de elementos genéticos plasmidicos y bacteridfagos, tales
como césmidos y fagémidos. Los constructos de sistema de expresion pueden contener regiones de control que regulan
asi como generan la expresion. Generalmente, puede usarse para expresion a este respecto cualquier sistema o vector
adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos y/o para expresar un polipéptido en un hospedador.
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Puede insertarse la secuencia de ADN apropiada en el sistema de expresiéon mediante cualquiera de una variedad de
técnicas bien conocidas y rutinarias tales como, por ejemplo, aquellas expuestas en Sambrook et al., “MOLECULAR
CLONING, A LABORATORY MANUAL”, (supra).

En sistemas de expresién recombinante en eucariotas, para la secrecién de una proteina traducida al lumen del
reticulo endoplasmatico, al espacio peripldsmico o al entorno extracelular, pueden incorporarse sefiales de secrecién
apropiadas al polipéptido expresado. Estas sefiales pueden ser endogenas del polipéptido o pueden ser sefiales heterd-
logas.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos de células recombi-
nantes mediante procedimientos bien conocidos, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccién
dcida, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interac-
cién hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxiapatito y cromatografia en lectina. Lo m4s preferi-
blemente, se emplea cromatografia de afinidad de metal i6nico IMAC) para purificacién. Pueden emplearse técnicas
bien conocidas para replegar proteinas para regenerar la conformacién activa cuando el polipéptido se desnaturaliza
durante la sintesis intracelular, aislamiento y/o purificacién.

El sistema de expresién puede ser también un microorganismo vivo recombinante tal como un virus o bacteria. El
gen de interés puede insertarse en el genoma de un virus o bacteria vivo recombinante. La inoculacién e infeccion in
vivo con este vector vivo conducird a la expresion in vivo del antigeno y a la induccion de respuestas inmunitarias.
Los virus y bacterias usados con este fin son, por ejemplo: poxvirus (por ejemplo, Vaccinia, de la viruela aviar, de la
viruela de canario), alfavirus (virus Sindbis, virus del bosque Semliki, virus de encefalitis equina venezolana), adeno-
virus, virus adenoasociados, picornavirus (poliovirus, rinovirus), herpesvirus (virus de varicela zdster, etc), Listeria,
Salmonella, Shigella, BCG, estreptococos. Estos virus y bacterias pueden ser virulentos o atenuarse de diversos modos
para obtener vacunas vivas. Dichas vacunas vivas pueden formar también parte de la invencién.

Ensayos de diagnostico, prondstico, serotipado y mutacion

Esta invencidn se refiere también al uso de polinucleétidos y polipéptidos BASB205 de la invencién para uso como
reactivos de diagndstico. La deteccién de polinucleétidos y/o polipéptidos BASB205 en un eucariota, particularmente
un mamifero, y especialmente un ser humano, proporcionard un procedimiento de diagnédstico de la enfermedad, etapa
de la enfermedad o respuesta de un organismo infectado a medicamentos. Los eucariotas, particularmente mamiferos, y
especialmente seres humanos, particularmente aquellos infectados o sospechosos de estar infectados con un organismo
que comprende el gen o proteina BASB205, pueden detectarse al nivel de dcido nucleico o aminodcido mediante una
variedad de técnicas bien conocidas asi como mediante procedimientos proporcionados en la presente memoria.

Los polipéptidos y polinucleétidos para prondstico, diagnéstico u otros andlisis pueden obtenerse a partir de ma-
teriales corporales de un individuo supuestamente infectado y/o infectado. Los polinucleétidos de cualquiera de estas
fuentes, particularmente ADN o ARN, pueden usarse directamente para la detecciéon o pueden amplificarse enzi-
maticamente usando PCR o cualquier otra técnica de amplificacién antes del andlisis. Pueden usarse también ARN,
particularmente ARNm, ADNc y ADN genémico del mismo modo. Usando la amplificacion, puede realizarse la carac-
terizacion de la especie y cepa del organismo infeccioso o residente presente en un individuo mediante el andlisis del
genotipo de un polinucledtido seleccionado del organismo. Las deleciones e inserciones pueden detectarse mediante
el cambio de tamaifio del producto amplificado en comparacién con un genotipo de una secuencia de referencia selec-
cionada de un organismo relacionado, preferiblemente una especie diferente del mismo género o una cepa diferente de
la misma especie. Las mutaciones puntuales pueden identificarse hibridando ADN amplificado con secuencias polinu-
cleotidicas BASB205 marcadas. Las secuencias perfecta o significativamente coincidentes pueden distinguirse de los
diplex imperfectos o mas significativamente mal emparejados mediante digestion con ADNasa o ARNasa, para ADN
o ARN respectivamente, o detectando diferencias en las temperaturas de fusién o la cinética de renaturalizacion. Las
diferencias en la secuencia polinucleotidica pueden detectarse también mediante alteraciones en la movilidad electro-
forética de fragmentos polinucleotidicos en geles en comparacion con una secuencia de referencia. Esto puede llevarse
a cabo con o sin agentes desnaturalizantes. Las diferencias polinucleotidicas pueden detectarse también mediante se-
cuenciacion directa de ADN o ARN. Véase, por ejemplo, Myers et al., Science, 230: 1242 (1985). Los cambios de
secuencia en localizaciones especificas pueden revelarse también mediante ensayos de proteccion de nucleasa tales
como ARNasa, ensayo de protecciéon V y S1 o un procedimiento de escisién quimica. Véase, por ejemplo, Cotton et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 4397-4401 (1985).

En otro aspecto, puede construirse una matriz de sondas oligonucleotidicas que comprenden una secuencia nu-
cleotidica BASB205 o fragmentos de la misma para realizar un cribado eficaz de, por ejemplo, mutaciones genéticas,
serotipo, clasificacion taxondmica o identificacion. Los procedimientos de tecnologia de matriz son bien conocidos,
tienen aplicabilidad general y pueden usarse para responder a una variedad de cuestiones en genética molecular, in-
cluyendo expresion génica, ligamiento genético y variabilidad genética (véase, por ejemplo, Chee et al., Science, 274:
610 (1996)).

Por tanto, en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit de diagnéstico que comprende:

(a) un polinucledtido de la presente invencion, preferiblemente cualquiera de las secuencias nucleotidicas del grupo
1 de SEC, o un fragmento del mismo;
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(b) una secuencia nucleotidica complementaria de la de (a);

(c) un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente cualquiera de los polipéptidos del grupo 2 de SEC o
un fragmento del mismo; o

(d) un anticuerpo de un polipéptido de la presente invencion, preferiblemente de cualquiera de los polipéptidos del
grupo 2 de SEC.

Se apreciard que, en cualquiera de dichos kit, (a), (b), (c) o (d) pueden comprender un componente sustancial.
Dicho kit serd de uso en el diagnéstico de una enfermedad o susceptibilidad a una enfermedad, entre otros.

Esta invencion se refiere también al uso de polinucleétidos de la presente invencion como reactivos de diagndstico.
La deteccién de una forma mutada de un polinucleétido de la invencién, preferiblemente cualquier secuencia del
grupo 1 de SEC que esté asociada a una enfermedad o patogenicidad, proporcionard una herramienta de diagndstico
que puede afadirse a, o definir, un diagnéstico de una enfermedad, un prondstico del curso de una enfermedad, una
determinacién de una etapa de la enfermedad, o una susceptibilidad a una enfermedad, que es el resultado de la
subexpresion, sobreexpresion o expresion alterada del polinucledtido. Los organismos, particularmente organismos
infecciosos, que portan mutaciones en dicho polinucleétido pueden detectarse al nivel de polinucle6tido mediante una
variedad de técnicas, tales como las descritas en otro lugar de la presente memoria.

Las células de un organismo que porta mutaciones o polimorfismos (variaciones alélicas) en un polinucleétido y/o
polipéptido de la invencién pueden detectarse también al nivel de polinucleétido o polipéptido mediante una variedad
de técnicas para permitir, por ejemplo, el serotipado. Por ejemplo, puede usarse PCR-FI para detectar mutaciones
en el ARN. Se prefiere particularmente usar PCR-FI junto con sistemas de deteccién automatizada tales como, por
ejemplo, GeneScan. Pueden usarse también ARN, ADNc o ADN genémico con el mismo fin, PCR. Como ejemplo,
pueden usarse cebadores de PCR complementarios de un polinucleétido que codifica un polipéptido BASB205 para
identificar y analizar mutaciones.

La invencién se refiere adicionalmente a cebadores con 1, 2, 3 6 4 nucledtidos retirados del extremo 5 y/o 3’.
Estos cebadores pueden usarse, entre otras cosas, para amplificar ADN y/o ARN de BASB205 aislado de una muestra
derivada de un individuo, tal como material corporal. Los cebadores pueden usarse para amplificar un polinucledtido
aislado de un individuo afectado de tal modo que el polinucleétido pueda someterse entonces a diversas técnicas
para la elucidacién de la secuencia polinucleotidica. De este modo, pueden detectarse mutaciones en la secuencia
polinucleotidica y usarse para diagnosticar y/o pronosticar la infeccion o su etapa o curso, o para serotipar y/o clasificar
el agente infeccioso.

La invencion se refiere adicionalmente a un proceso para diagnosticar una enfermedad, preferiblemente infecciones
bacterianas, mas preferiblemente infecciones causadas por H. influenzae no tipable, que comprende determinar a
partir de una muestra derivada de un individuo, tal como un material corporal, un nivel aumentado de expresién de
polinucleétido que tiene una secuencia de cualquiera de las secuencias del grupo 1 de SEC. La expresiéon aumentada o
reducida de polinucleétido BASB205 puede medirse usando uno cualquiera de los procedimientos bien conocidos en
la técnica para la cuantificacién de polinucledtidos tales como, por ejemplo, amplificaciéon, PCR, PCR-FI, proteccién
de ARNasa, transferencia Northern, espectrometria y otros procedimientos de hibridacién.

Ademds, puede usarse un ensayo de diagndstico segiin la invencidn para detectar la sobreexpresion de polipépti-
do BASB205 en comparacién con muestras de tejido de control normal para detectar la presencia de una infeccion,
por ejemplo. Las técnicas de ensayo que pueden usarse para determinar los niveles de polipéptido BASB205 en una
muestra derivada de un hospedador, tal como material corporal, son bien conocidas por los expertos en la técnica. Di-
chos procedimientos de ensayo incluyen radioinmunoensayos, ensayos de unién competitiva, andlisis de transferencia
Western, ensayos de anticuerpo sandwich, deteccion de anticuerpo y ensayos ELISA.

Los polinucledtidos de la invencién pueden usarse como componentes de matrices polinucleotidicas, preferible-
mente matrices de alta densidad o rejillas. Estos ensayos de alta densidad son particularmente ttiles con fines de
diagnéstico y prondstico. Por ejemplo, puede usarse un conjunto de puntos que comprende cada uno un gen diferente,
y que comprende adicionalmente un polinucleétido o polinucledtidos de la invencion, para sondear, tal como usando
hibridacién o amplificacién de 4cido nucleico usando una sonda obtenida o derivada de una muestra corporal, para
determinar la presencia de una secuencia polinucleotidica particular o secuencia relacionada en un individuo. Dicha
presencia puede indicar la presencia de un patdégeno, particularmente Haemophilus influenzae no tipable, y puede ser
util para diagnosticar y/o pronosticar la enfermedad o el curso de una enfermedad. Se prefiere una rejilla que compren-
de una serie de variantes de cualquier secuencia polinucleotidica del grupo 1 de SEC. Se prefiere también una serie de
variantes de una secuencia polinucleotidica que codifican cualquier secuencia polipeptidica del grupo 2 de SEC.

Anticuerpos

Pueden usarse los pohpeptldos y polinucleétidos de la invencion o variantes de los mismos o células que expresan
los mismos como inmundgenos para producir anticuerpos inmunoespecificos de dichos polipéptidos o pohnucleotldos
respectivamente. Como alternativa, pueden usarse también mimotopos, particularmente mimotopos peptidicos, de epi-
topos en la secuencia polipeptidica como inmunégenos para producir anticuerpos inmunoespecificos del polipéptido
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de la invencion. El término “inmunoespecifico” significa que los anticuerpos tienen sustancialmente mayor afinidad
por los polipéptidos de la invencién que su afinidad por otros polipéptidos relacionados de la técnica anterior.

En ciertos aspectos preferidos de la invencidn, se dan a conocer anticuerpos contra polipéptidos o polinucleétidos
BASB205.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos o polinucledtidos de la invencién pueden obtenerse adminis-
trando los polipéptidos y/o polinucleétidos de la invencién, o fragmentos que portan epitopo de cualquiera o ambos,
andlogos de cualquiera o ambos, o células que expresan cualquier o ambos, a un animal, preferiblemente no huma-
no, usando protocolos rutinarios. Para la preparacién de anticuerpos monoclonales, puede usarse cualquier técnica
conocida en la técnica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos de linea celular continua. Los ejemplos
incluyen diversas técnicas tales como aquellas de Kohler, G. y Milstein, C., Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor et
al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., pag. 77-96 en “MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER
THERAPY?”, Alan R. Liss, Inc. (1985).

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

Como alternativa, puede utilizarse la tecnologia de presentacion en fagos para seleccionar genes de anticuerpo con
actividades de unién a un polipéptido de la invencion de repertorios de genes v amplificados por PCR de linfocitos de
seres humanos cribados por poseer anti-BASB205 o de bibliotecas no infectadas (McCafferty, et al., (1990), Nature
348, 552-554; Marks, et al., (1992) Biotechnology 10, 779-783). La afinidad de estos anticuerpos puede mejorarse
también, por ejemplo, mediante intercambio de cadenas (Clackson et al., (1991) Nature 352: 628).

Los anticuerpos anteriormente descritos pueden emplearse para aislar o identificar clones que expresan los po-
lipéptidos o polinucledtidos de la invencién purificando los polipéptidos o polinucledtidos, por ejemplo, mediante
cromatografia de afinidad.

Por tanto, entre otros, los anticuerpos contra polipéptidos BASB205 o polinucleétidos BASB205 pueden emplearse
para tratar infecciones, particularmente infecciones bacterianas.

Las variantes polipeptidicas incluyen variantes antigénica, epitdpica o inmunolégicamente equivalentes de un as-
pecto particular de esta invencion.

Preferiblemente, el anticuerpo o variante del mismo se modifica para hacerlo menos inmunogénico en el individuo.
Por ejemplo, si el individuo es humano, el anticuerpo puede “humanizarse” lo mas preferiblemente, con lo que la
region o regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo derivado de hibridoma se han transplantado
a un anticuerpo monoclonal humano, por ejemplo, como se describe en Jones ef al. (1986), Nature 321, 522-525 o
Tempest et al., (1991) Biotechnology 9, 266-273.

Antagonista y agonistas- ensayos y moléculas

Los polipéptidos y polinucleétidos de la invencién pueden usarse también para evaluar la unién de sustratos y ligan-
dos de molécula pequeiia a, por ejemplo, células, preparaciones exentas de células, bibliotecas quimicas y mezclas de
productos naturales. Estos sustratos y ligandos pueden ser sustratos y ligandos naturales o pueden ser miméticos estruc-
turales o funcionales. Véase, por ejemplo, Coligan et al., Current Protocols in Immunology 1 (2): capitulo 5 (1991).

Los procedimientos de cribado pueden ser simplemente medir la unién de un compuesto candidato al polipépti-
do o polinucleétido, o a células o membranas que portan el polipéptido o polinucledtido, o a una proteina de fusién
del polipéptido mediante un marcaje asociado directa o indirectamente al compuesto candidato. Como alternativa, el
procedimiento de cribado puede implicar la competicién con un competidor marcado. Adicionalmente, estos procedi-
mientos de cribado pueden ensayar si el compuesto candidato da como resultado una sefial generada por la activacién o
inhibicién del polipéptido o polinucleétido usando sistemas de deteccidn apropiados para las células que comprenden
el polipéptido o polinucledtido. Los inhibidores de la activacién se ensayan generalmente en presencia de un ago-
nista conocido y se observa el efecto sobre la activacion del agonista en presencia del compuesto candidato. Pueden
emplearse polipéptido constitutivamente activo y/o polipéptidos y polinucledtidos constitutivamente expresados en
procedimientos de cribado para agonistas inversos o inhibidores, en ausencia de un agonista o inhibidor, ensayando si
el compuesto candidato da como resultado la inhibicién del polipéptido o polinucleétido, segiin sea el caso. Adicional-
mente, los procedimientos de cribado pueden comprender simplemente las etapas de mezclar un compuesto candidato
con una solucién que contiene un polipéptido o polinucleétido de la presente invencién, formando una mezcla, me-
dir la actividad de polipéptido y/o polinucleétido BASB205 en la mezcla y comparar la actividad de polipéptido y/o
polinucle6tido BASB205 de la mezcla con un patrén. Pueden usarse también proteinas de fusion, tales como aquellas
preparadas a partir de la porcién Fc y el polipéptido BASB205 como se describe a continuacién en la presente memo-
ria, para ensayos de cribado de alto rendimiento para identificar antagonistas del polipéptido de la presente invencion,
asi como polipéptidos filogenética y/o funcionalmente relacionados (véase D. Bennett et al., J. Mol. Recognition, 8:
52-58 (1995); y K. Johanson et al., J. Biol. Chem., 270 (16): 9459-9471 (1995)).
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Los polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos que se unen a y/o interaccionan con un polipéptido de la presente
invencién pueden usarse también para configurar procedimientos de cribado para detectar el efecto de compuestos
afiadidos sobre la produccién de ARNm y/o polipéptido en células. Por ejemplo, puede construirse un ensayo ELISA
para medir los niveles de polipéptido secretado o asociado a célula usando anticuerpos monoclonales y policlonales
mediante procedimientos estandar conocidos en la técnica. Esto puede usarse para descubrir agentes que pueden inhibir
o potenciar la produccién de polipéptido (también denominados antagonistas o agonistas, respectivamente) de células
o tejidos manipulados adecuadamente.

La invencién se refiere también a un procedimiento de cribado de compuestos para identificar aquellos que po-
tencian (agonista) o bloquean (antagonista) la accién de polipéptidos o polinucleétidos BASB205, particularmente
aquellos compuestos que son bacteriostdticos y/o bactericidas.

El procedimiento de cribado puede implicar técnicas de alto rendimiento. Por ejemplo, para cribar agonistas o
antagonistas, se incuba una mezcla de reaccién sintética, un compartimento celular tal como una membrana, cubierta
celular o pared celular, o una preparacion de cualquiera de los mismos que comprende polipéptido BASB205 y un
sustrato o ligando marcado de dicho polipéptido en ausencia o presencia de una molécula candidato que puede ser un
agonista o antagonista de BASB205. La capacidad de la molécula candidato de agonizar o antagonizar el polipéptido
BASB205 se refleja en una unién reducida del ligando marcado o una produccién reducida del producto de dicho
sustrato. Es mds probable que las moléculas que se unen libremente, concretamente sin inducir los efectos del poli-
péptido BASB205, sean buenos antagonistas. Las moléculas que se unen bien y, segin el caso, aumentan la velocidad
de produccién de producto del sustrato, aumentan la transduccién de sefial o aumentan la actividad del canal quimico,
son agonistas. La deteccién de la velocidad o nivel, segin sea el caso, de produccion de producto a partir del sustra-
to, transduccion de sefial o actividad de canal quimico puede potenciarse usando un sistema indicador. Los sistemas
indicadores que pueden ser Utiles a este respecto incluyen, pero sin limitacion, sustrato marcado colorimétricamente
convertido en producto, un gen indicador que es sensible a cambios en la actividad del polinucleétido o polipéptido
BASB205 y ensayos de unién conocidos en la técnica.

Es otro ejemplo de un ensayo de agonistas de BASB205 un ensayo competitivo que combina BASB205 y un
agonista potencial con moléculas de unién a BASB205, moléculas de unién a BASB205 recombinante, sustratos o
ligandos naturales o miméticos de ligando, en las condiciones apropiadas para un ensayo de inhibicién competitivo.
BASB205 puede estar marcado, tal como mediante radiactividad o un compuesto colorométrico, de tal modo que
pueda determinarse exactamente el nimero de moléculas de BASB205 unidas a una molécula de unién o convertidas
en producto para evaluar la eficacia del antagonista potencial.

Los antagonistas potenciales incluyen, entre otros, moléculas orgdnicas pequefias, péptidos, polipéptidos y anti-
cuerpos que se unen a un polinucleétido y/o polipéptido de la invencidn e inhiben o anulan asi su actividad o expresién
Los antagonistas potenciales pueden ser también moléculas organicas pequefias, un péptido, un polipéptido tal como
una proteina estrechamente relacionada o anticuerpo que se une a los mismos sitios en una molécula de unidn, tal
como una molécula de unién, sin inducir las actividades inducidas por BASB205, evitando asi la accién o expre-
sién de polipéptidos y/o polinucleétidos BASB205 excluyendo a los polipéptidos y/o polinucleétidos BASB205 de la
union.

Los antagonistas potenciales incluyen una molécula pequefa que se une a y ocupa el sitio de unién del polipéptido,
evitando asi la unién a moléculas de unién celular, de tal modo que se evita la actividad bioldgica. Los ejemplos de
moléculas pequefias incluyen, pero sin limitacidén, moléculas orgédnicas pequefias, péptidos o moléculas similares a
péptidos. Otros antagonistas potenciales incluyen moléculas antisentido (véase Okano, J. Neurochem. 56: 560 (1991);
“OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBITORS OF GENE EXPRESSION”, CRC Press, Boca Ra-
tén, FL (1988), para una descripcidn de estas moléculas). Los antagonistas potenciales preferidos incluyen compuestos
relacionados con y variantes de BASB205.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a proteinas de fusion solubles modificadas por ingenieria
genética que comprenden un polipéptido de la presente invencidn, o un fragmento del mismo, y diversas porciones de
las regiones constantes de cadenas pesadas o ligeras de inmunoglobulinas de diversas subclases (IgG, IgM, IgA, IgE).
Se prefiere como inmunoglobulina la parte constante de la cadena pesada de IgG humana, particularmente IgG1, en
la que la fusién tiene lugar en la region bisagra. En una realizacion particular, la parte Fc puede retirarse simplemente
mediante la incorporaciéon de una secuencia de escision que puede escindirse con el factor de coagulacién sanguinea
Xa. Ademais, esta invencion se refiere a procesos para la preparacion de estas proteinas de fusion mediante ingenieria
genética, y al uso de las mismas para cribado de medicamentos, diagndstico y terapia. Un aspecto adicional de la
invencién se refiere también a polinucleétidos que codifican dichas proteinas de fusién. Pueden encontrarse ejemplos
de tecnologfa de proteina de fusién en las solicitudes de patente internacional n® W094/29458 y W094/22914.

Cada una de las secuencias polinucleotidicas proporcionadas en la presente memoria puede usarse en el descubri-
miento y desarrollo de compuestos antibacterianos. La proteina codificada, tras la expresion, puede usarse como diana
para el cribado de medicamentos antibacterianos. Adicionalmente, pueden usarse las secuencias polinucleotidicas que
codifican las regiones aminoterminales de la proteina codificada o de Shine-Delgarno u otras secuencias facilitadoras
de la traduccién del ARNm respectivo para construir secuencias antisentido para controlar la expresion de la secuencia
de codificacién de interés.
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La invencién se refiere también al uso del polipéptido, polinucleétido, agonista o antagonista de la invencion para
interferir con la interaccion fisica inicial entre un patégeno o patégenos y un hospedador eucariético, preferiblemente
mamifero, responsable de secuelas de la infeccién. En particular, las moléculas de la invencién pueden usarse: en
la prevencién de la adhesién de bacterias, en particular, bacterias grampositivas y/o gramnegativas, a proteinas de
matriz extracelular eucaridticas, preferiblemente de mamifero, en dispositivos de implante o a proteinas de matriz
extracelulares en heridas; para bloquear la adhesion bacteriana entre proteinas de matriz extracelular eucaridticas,
preferiblemente de mamifero, y proteinas bacterianas BASB205 que median el dafio tisular y/o, para bloquear la
progresién normal de la patogénesis en infecciones iniciadas de otro modo que por la implantacién de los dispositivos
de implante o por otras técnicas quirurgicas.

Segin atn otro aspecto de la invencién, se dan a conocer agonistas o antagonistas de BASB205, preferiblemente
agonistas y antagonistas bacteriostaticos o bactericidas.

Los antagonistas y agonistas de la invencidon pueden emplearse, por ejemplo, para prevenir, inhibir y/o tratar en-
fermedades.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a mimotopos del polipéptido de la invencién. Un mimotopo
es una secuencia peptidica suficientemente similar al péptido nativo (secuencial o estructuralmente) que puede ser
reconocida por anticuerpos que reconocen al péptido nativo; o que es capaz de originar anticuerpos que reconocen al
péptido nativo cuando se acoplan a un portador adecuado.

Los mimotopos peptidicos pueden disefiarse con un fin particular mediante la adicién, delecién o sustitucién de
aminodcidos seleccionados. Por tanto, los péptidos pueden modificarse con el fin de facilitar la conjugacién a un
portador proteico. Por ejemplo, puede ser deseable para algunos procedimientos de conjugacién quimica incluir una
cisteina terminal. Ademas, puede ser deseable para los péptidos conjugados con un portador proteico incluir un extre-
mo hidréfobo distal del extremo conjugado del péptido, de tal modo que el extremo libre no conjugado del péptido
permanezca asociado a la superficie de la proteina portadora, presentando asi el péptido en una configuracién que se
parece muy estrechamente a la del péptido como se encuentra en el contexto de la molécula nativa completa. Por ejem-
plo, los péptidos pueden alterarse para tener una cisteina N-terminal y una cola amidada hidréfoba C-terminal. Como
alternativa, puede realizarse la adicion o sustitucion de una forma de esteredmero D de uno o mds de los aminodcidos
(secuencias inversas) para crear un derivado beneficioso, por ejemplo, para potenciar la estabilidad del péptido. Los
mimotopos pueden ser también retrosecuencias de las secuencias peptidicas naturales en las que la orientacién de
secuencia estd invertida. Los mimotopos pueden ser también de cardcter retroinverso. Se describen retro-, inverso- y
retroinversopéptidos en los documentos WO 95/24916 y WO 94/05311.

Como alternativa, los mimotopos peptidicos pueden identificarse usando anticuerpos que son capaces de unirse
por si mismos a los polipéptidos de la presente invencién usando técnicas tales como tecnologia de presentacién
en fago (documento EP 0.552.267 B1). Esta técnica genera un gran nimero de secuencias peptidicas que imitan la
estructura de los péptidos nativos y, por lo tanto, son capaces de unirse a anticuerpos anti-péptido nativo, pero pueden
no compartir necesariamente una homologia de secuencia significativa con el polipéptido nativo.

Vacunas

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un individuo,
particularmente un mamifero, preferiblemente seres humanos, que comprende inocular al individuo polinucleétido
y/o polipéptido BASB205, o un fragmento o variante del mismo, adecuado para producir una respuesta inmunitaria de
anticuerpo y/o linfocito T para proteger a dicho individuo de infeccién, particularmente infeccion bacteriana y lo mas
particularmente infeccién por H. influenzae no tipable. Se proporcionan también procedimientos mediante los cuales
dicha respuesta inmunitaria retarda la replicacién bacteriana. Atn otro aspecto de la invencidn se refiere a un proce-
dimiento de induccién de la respuesta inmunitaria en un individuo que comprende suministrar a dicho individuo un
vector de acido nucleico, secuencia o ribozima para la expresion directa de polinucleétido y/o polipéptido BASB205,
o un fragmento o variante del mismo, para expresar un polinucleétido y/o polipéptido BASB205, o un fragmento o
variante del mismo in vivo para inducir una respuesta inmunitaria tal como producir una respuesta inmunitaria de
anticuerpo y/o linfocitos T incluyendo, por ejemplo, linfocitos T productores de citocina o linfocitos T citotéxicos,
para proteger dicho individuo, preferiblemente un ser humano, de la enfermedad, tanto si la enfermedad est4 ya es-
tablecida en el individuo como si no. Es un ejemplo de administracion del gen acelerarlo en las células deseadas en
forma de recubrimiento de particulas o de otro modo. Dicho vector de dcido nucleico puede comprender ADN, ARN,
una ribozima, un dcido nucleico modificado, un hibrido de ADN/ARN, un complejo de ADN-proteina o un complejo
de ARN-proteina.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicién inmunolégica que, cuando se introduce en un
individuo, preferiblemente un ser humano, en el que se puede inducir una respuesta inmunitaria, induce una respuesta
inmunitaria en dicho individuo frente a polinucleétido y/o polipéptido BASB205 codificado por el mismo, en el que
la composicién comprende un polinucleétido y/o polipéptido BASB205 recombinante y/o comprende ADN y/o ARN
que codifica y expresa un antigeno de dicho polinucleétido BASB205, polipéptido codificado por el mismo u otro
polipéptido de la invencién. La respuesta inmunitaria puede usarse terapéutica o profilidcticamente y puede tomar la
forma de inmunidad de anticuerpo y/o inmunidad celular, tal como inmunidad celular que surge de linfocitos T CTL
o CD4+.
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Puede fusionarse un polipéptido BASB205 o un fragmento del mismo con una coproteina o resto quimico que
puede o no no producir por si mismo anticuerpos, pero que es capaz de estabilizar la primera proteina y producir una
proteina fusionada o modificada que tendra propiedades antigénicas y/o inmunogénicas, y preferiblemente propiedades
protectoras. Por tanto, la proteina recombinante fusionada preferiblemente comprende adicionalmente una coproteina
antigénica tal como lipoproteina D de Haemophilus influenzae, glutation-S-transferasa (GST) o beta-galactosidasa,
o cualquier otra coproteina relativamente grande que solubilice la proteina y facilite la produccién y purificacién de
la misma. Ademads, la coproteina puede actuar como coadyuvante en el sentido de proporcionar una estimulacién
generalizada del sistema inmunitario del organismo que recibe la proteina. La coproteina puede estar unida al extremo
amino o carboxi de la primera proteina.

En una composicion de vacuna segtin la invencién, un polipéptido y/o polinucleétido BASB205, o un fragmento, o
mimotopo o variante del mismo, puede estar presente en un vector tal como los vectores recombinantes vivos descritos
anteriormente, por ejemplo, vectores bacterianos vivos.

Son también adecuados vectores no vivos para el polipéptido BASB205, por ejemplo, vesiculas bacterianas de
membrana externa o “flictenas”. Las flictenas de ME derivan de la membrana externa de la membrana bicapa de bacte-
rias gramnegativas y se han documentado en muchas bacterias gramnegativas (Zhou, L et al. 1998. FEMS Microbiol.
Lett. 163: 223-228) incluyendo C. trachomatis y C. psittaci. Una lista no exhaustiva de patégenos bacterianos que
se informa que producen flictenas incluye también: Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Brucella melitensis,
Brucella ovis, Esherichia coli, Haemophilus influenzae, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa 'y Yersinia enterocolitica.

Las flictenas tienen la ventaja de proporcionar proteinas de membrana externa en su conformacién nativa y
son por tanto particularmente utiles para vacunas. Las flictenas pueden mejorarse también para uso de vacuna mo-
dificando por ingenieria genética la bacteria para modificar la expresiéon de una o mds moléculas de la membra-
na externa. Por tanto, por ejemplo, puede introducirse o regularse positivamente la expresiéon de una proteina in-
munogénica deseada en la membrana externa, tal como el polipéptido BASB205 (por ejemplo, alterando el pro-
motor). En lugar o ademds de la adicién, puede regularse negativamente la expresion de moléculas de membra-
na externa que son irrelevantes (por ejemplo, antigenos no protectores o proteinas inmunodominantes pero varia-
bles) o perjudiciales (por ejemplo, moléculas téxicas tales como LPS o inductores potenciales de una respuesta
inmunitaria). Estos enfoques se discuten con mds detalle a continuacién. Las regiones flanqueantes no codifican-
tes del gen BASB205 contienen elementos reguladores importantes en la expresién del gen. Esta regulacion tiene
lugar tanto al nivel transcripcional como traduccional. La secuencia de estas regiones, tanto cadena arriba como
cadena abajo del marco abierto de lectura del gen, puede obtenerse mediante secuenciacion de ADN. Esta infor-
macién de secuencia permite la determinacion de motivos reguladores potenciales tales como los diferentes ele-
mentos promotores, secuencias terminadoras, elementos de secuencia inducibles, represores, elementos responsa-
bles de la variacion de fase, la secuencia Shine-Dalgarno, regiones con estructura secundaria potencial implicada
en la regulacién, asi como otros tipos de motivos o secuencias reguladores. Esta secuencia es un aspecto adicio-
nal de la invencién. Ademads, la SEC N° ID 13 es la secuencia cadena arriba de Haemophilus influenzae no tipa-
ble (cadena arriba del codén de iniciacién predicho de los genes preferidos) que comprende aproximadamente 1000
pb.

Esta informacién de secuencia permite la modulacién de la expresion natural del gen BASB205. La regulacién
positiva de la expresion génica puede conseguirse alterando el promotor, la secuencia de Shine-Dalgarno, los elementos
represores u operadores potenciales, o cualquier otro elemento implicado. Igualmente, la regulacion negativa de la
expresion puede conseguirse mediante tipos similares de modificacion. Como alternativa, al cambiar las secuencias de
variacion de fase, la expresion del gen puede ponerse bajo el control de la variacién de fase, o puede desacoplarse de
esta regulacion. En otro enfoque, la expresion del gen puede ponerse bajo el control de uno o mas elementos inducibles
que permitan una expresion regulada. Los ejemplos de dicha regulacién incluyen, pero sin limitacidn, la induccién por
desplazamiento de temperatura, la adicion de sustratos inductores como carbohidratos seleccionados o sus derivados,
elementos traza, vitaminas, cofactores, metales idnicos, etc.

Dichas modificaciones como se describen anteriormente pueden introducirse por varios medios diferentes. La
modificacion de secuencias implicadas en la expresion génica puede llevarse a cabo in vivo mediante mutagénesis
aleatoria seguida de seleccién del fenotipo deseado. Otro enfoque consiste en aislar la regién de interés y modifi-
carla mediante mutagénesis aleatoria, o mutagénesis de reemplazo, insercién o delecién dirigida a sitio. La regién
modificada puede reintroducirse entonces en el genoma bacteriano mediante recombinacién homdloga, y evaluar-
se el efecto sobre la expresion génica. En otro enfoque, puede usarse el conocimiento de la secuencia de la re-
gién de interés para reemplazar o eliminar todas o parte de las secuencias reguladoras naturales. En este caso, la
regién reguladora diana se aisla y modificada para contener los elementos reguladores de otro gen, una combina-
cién de elementos reguladores de genes diferentes, una regién reguladora sintética o cualquier otra regién regu-
ladora, o para eliminar partes seleccionadas de secuencias reguladoras de tipo salvaje. Estas secuencias modifica-
das pueden reintroducirse en la bacteria mediante recombinacién homéloga en el genoma. Una lista no exhaustiva
de promotores preferidos que podrian usarse para la regulacion positiva de la expresion génica incluye los pro-
motores porA, porB, IbpB, tbpB, p110, Ist, hpuAB de N. meningitidis o N. gonorroheae; ompCD, copB, IbpB,
ompE, UspAl; UspA2; TbpB de M. catarrhalis; pl, p2, p4, pS, p6, IpD, tbpB, D15, Hia, Hmwl, Hmw2 de H.
influenzae.
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En un ejemplo, puede modularse la expresion del gen intercambiando su promotor por un promotor mds fuerte
(mediante el aislamiento de la secuencia cadena arriba del gen, modificacién in vitro de esta secuencia y reintroduccién
en el genoma mediante recombinaciéon homoéloga). La expresién regulada positivamente puede obtenerse tanto en
bacteria como en vesiculas de membrana externa desprendidas (o creadas) por la bacteria. En otros ejemplos, los
enfoques descritos pueden usarse para generar cepas bacterianas recombinantes con caracteristicas mejoradas para
aplicaciones de vacuna. Estas pueden ser, pero sin limitacién, cepas atenuadas, cepas con expresion aumentada de
antigenos seleccionados, cepas con desactivacion (o expresion reducida) de genes que interfieren con la respuesta
inmunitaria, cepas con expresiéon modulada de proteinas inmunodominantes, cepas con desprendimiento modulado de
vesiculas de membrana externa.

Por tanto, se da a conocer también por la invencién una regién cadena arriba modificada del gen BASB205, con-
teniendo dicha regién cadena arriba modificada un elemento regulador heter6logo que altera el nivel de expresion de
la proteina BASB205 localizada en la membrana externa. La regién cadena arriba segun este aspecto de la inven-
cién incluye la secuencia cadena arriba del gen BASB205. La region empieza inmediatamente cadena arriba del gen
BASB205 y continda habitualmente hasta una posicidon de no mds de aproximadamente 1000 pb cadena arriba del gen
desde el codén de inicio ATG. En el caso de un gen localizado en una secuencia policistronica (operén), la regién
cadena arriba puede empezar inmediatamente antes del gen de interés, o antes del primer gen del operén. Preferible-
mente, una regién cadena arriba modificada segin este aspecto de la invencién contiene un promotor heterélogo en
una posicién entre 500 y 700 pb cadena arriba del ATG.

El uso de las regiones cadena arriba dadas a conocer para regular positivamente la expresion del gen BASB205, un
proceso para conseguir esto mediante recombinacién homéloga (por ejemplo, como se describe en el documento WO
01/09350 incorporado como referencia a la presente memoria), un vector que comprende una secuencia cadena arriba
adecuada con este fin, y una célula hospedadora asf alterada son todos aspectos adicionales de esta invencion.

Por tanto, la invencién se refiere a un polipéptido BASB205 en una flictena bacteriana modificada. La invencién se
refiere adicionalmente a células hospedadoras modificadas capaces de producir vectores de flictena basada en mem-
brana no vivos. La invencion se refiere adicionalmente a vectores de dcido nucleico que comprenden el gen BASB205
que tienen una regién cadena arriba modificada que contiene un elemento regulador heterélogo.

Se describen adicionalmente por la invencién procesos para preparar las células hospedadoras y flictenas bacteria-
nas segun la invencion.

Se proporcionan también por esta invencién composiciones, particularmente composiciones de vacuna, y procedi-
mientos que comprenden los polipéptidos y/o polinucleétidos de la invencidn y secuencias de ADN inmunoestimu-
lantes tales como las descritas en Sato, Y. et al. Science 273: 352 (1996).

Se proporcionan también por esta invencion procedimientos que usan el polinucledtido descrito, o fragmentos
particulares del mismo, que se ha mostrado que codifican regiones no variables de proteinas de superficie de célu-
la bacteriana en constructos polinucleotidicos usados en dichos experimentos de inmunizacién genética en modelos
animales de infeccién con H. influenzae no tipable. Dichos experimentos serdn particularmente ttiles para identificar
epitopos proteicos capaces de provocar una respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica. Se cree que este enfo-
que permitird la preparacion posterior de anticuerpos monoclonales particularmente valiosos, derivados del 6rgano
necesario del animal que resiste o depura exitosamente la infeccién, para el desarrollo de agentes profilacticos o trata-
mientos terapéuticos de la infeccidn bacteriana, particularmente infeccién por H. influenzae no tipable, en mamifero,
particularmente seres humanos.

La invencién incluye también una formulacién de vacuna que comprende un polipéptido y/o polinucleétido re-
combinante inmunogénico de la invencién junto con un portador adecuado, tal como un portador farmacéuticamente
aceptable. Puesto que los polipéptidos y polinucledtidos pueden degradarse en el estomago, se administra preferible-
mente cada uno por via parenteral incluyendo, por ejemplo, administraciéon subcutdnea, intramuscular, intravenosa
o intradérmica. Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones de inyeccion esté-
riles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, compuestos bacteriostiticos y solutos que
vuelven la formulacién isoténica con el fluido corporal, preferiblemente la sangre, del individuo; y suspensiones
estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspensién o agentes espesantes. Las formulaciones
pueden presentarse en envases de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas selladas y viales, y pueden al-
macenarse en estado liofilizado que requiere sélo la adicién del portador liquido estéril inmediatamente antes del
uso.

La formulacién de vacuna de la invencién puede incluir también sistemas coadyuvantes para potenciar la inmuno-
genicidad de la formulacién. Preferiblemente, el sistema coadyuvante origina preferiblemente una respuesta de tipo
THI.

Una respuesta inmunitaria puede distinguirse ampliamente en dos categorfas extremas, que son las respuestas
inmunitarias humoral o mediada por célula (tradicionalmente caracterizadas por mecanismos de proteccion efectores
de anticuerpo y celulares, respectivamente). Estas categorias de respuesta se han denominado respuestas de tipo TH1
(respuesta mediada por célula) y respuestas inmunitarias de tipo TH2 (respuesta humoral).
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Las respuestas inmunitarias extremas de tipo TH1 pueden caracterizarse por la generacién de linfocitos T cito-
téxicos de haplotipo limitado especificos de antigeno y respuestas de linfocitos citoliticos naturales. En ratones, las
respuestas de tipo TH1 se caracterizan a menudo por la generacién de anticuerpos del subtipo IgG2a, mientras que
en seres humanos estos corresponden a anticuerpos de tipo IgG1. Las respuestas inmunitarias de tipo TH2 se carac-
terizan por la generacién de un amplio intervalo de isotipos de inmunoglobulina que incluyen en ratones IgG1, IgA e
IgM.

Puede considerarse que la fuerza impulsora detras del desarrollo de estos dos tipos de respuestas inmunitarias
son las citocinas. Niveles altos de citocinas de tipo THI1 tienden a favorecer la induccién de respuestas inmunitarias
mediadas por célula frente el antigeno dado, mientras que altos niveles de citocinas de tipo TH2 tienden a favorecer la
induccién de respuestas inmunitarias humorales frente el antigeno.

La distincién entre las respuestas inmunitarias de tipo TH1 y TH2 no es absoluta. En realidad, un individuo soporta-
rd una respuesta inmunitaria que se describe como predominantemente TH1 o predominantemente TH2. Sin embargo,
a menudo es conveniente considerar las familias de citocinas en términos de lo descrito en los clones de linfocitos T
CD4 +ve de murina por Mosmann y Coffman (Mosmann, T.R y Coffman, R.L. (1989) “TH1 and TH2 cells: different
patterns of lymphokine secretion lead to different functional properties”. Annual Review of Immunology, 7, pag.145-
173). Tradicionalmente, las respuestas de tipo TH1 estdn asociadas a la produccién de citocinas INF-y e IL-2 por
linfocitos T. Otras citocinas a menudo asociadas a la induccion de respuestas inmunitarias de tipo TH1 no se producen
por linfocitos T, tales como IL-12. En contraposicion, las respuestas de tipo TH2 estan asociadas a la secrecion de IL-
4,IL-5, IL-6 e IL-13.

Es conocido que ciertos coadyuvantes de vacuna son particularmente adecuados para la estimulacion de repuestas
de citocina de tipo TH1 o TH2. Tradicionalmente, los mejores indicadores del equilibrio TH1:TH2 de la respuesta
inmunitaria después de una vacunacién o infeccion incluyen la medida directa de la produccién de citocinas TH1 o
TH2 por linfocitos T in vitro después de reestimulacion con antigeno, y/o la medida de la relacion IgG1:1gG2a de
respuestas de anticuerpo especificas de antigeno.

Por tanto, un coadyuvante de tipo TH1 es aquel que estimula preferiblemente a poblaciones de linfocitos T aisladas
a producir altos niveles de citocinas de tipo TH1 cuando se reestimulan con antigeno in vitro, y promueve el desarrollo
tanto de linfocitos T citotéxicos CD8+ como respuestas de inmunoglobulina especifica de antigeno asociadas al isotipo
THI.

Se describen coadyuvantes que son capaces de estimulacién preferencial de la respuesta celular TH1 en las solici-
tudes de patente internacional n°® WO 94/00153 y WO 95/17209. El monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL)
es uno de dichos coadyuvantes. Este es conocido por el documento GB 2220211 (Ribi). Quimicamente, es una mezcla
de monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas y se fabrica por Ribi Immunochem, Montana.
Se da a conocer una forma preferida de monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado en la patente europea 0.689.454 B1
(SmithKline Beecham Biologicals SA).

Preferiblemente, las particulas de 3D-MPL son suficientemente pequefias para esterilizarse por filtracion a través
de una membrana de 0,22 um (patente europea nimero 0.689.454). El 3D-MPL estard presente en el intervalo de 10
ug-100 g, preferiblemente 25-50 ug por dosis, en el que el antigeno estard tipicamente presente en un intervalo de 2-
50 ug por dosis.

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

Se da a conocer el procedimiento de produccién de QS21 en la patente de EE.UU. n° 5.057.540.

Se han descrito anteriormente formulaciones coadyuvantes no reactogénicas que contienen QS21 (documento WO
96/33739). Se ha mostrado que dichas formulaciones que comprenden QS21 y colesterol son coadyuvantes estimu-
lantes de TH1 exitosos cuando se formulan junto con un antigeno.

Los coadyuvantes adicionales que son estimulantes preferidos de respuesta celular TH1 incluyen oligonucleétidos
inmunomoduladores, por ejemplo, secuencias de CpG no metiladas como se dan a conocer en el documento WO
96/02555.

Se contemplan también combinaciones de diferentes coadyuvantes estimulantes de TH1, tales como aquellos men-
cionados anteriormente en la presente memoria, para proporcionar un coadyuvante que es un estimulante preferido
de la respuesta celular TH1. Por ejemplo, puede formularse QS21 junto con 3D-MPL. La relacién de QS21:3D-MPL
serd tipicamente del orden de 1: 10 a 10 : 1; preferiblemente de 1 : 5a 5 : 1 y a menudo sustancialmente de 1 : 1. El
intervalo preferido para sinergia 6ptima es de 2,5: 1 a1 : 1 de 3D-MPL: QS21.

Preferiblemente, estd también presente un portador en la composicién de vacuna segun la invencion. El portador
puede ser una emulsion de aceite en agua o una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.
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Una emulsién de aceite en agua preferida comprende un aceite metabolizable tal como escualeno, alfa-tocoferol
y Tween 80. En un aspecto particularmente preferido, los antigenos de la composicién de vacuna segtn la invencién
se combinan con QS21 y 3D-MPL en dicha emulsién. Adicionalmente, la emulsién de aceite en agua puede contener
Span 85 y/o lecitina y/o tricaprilina.

Tipicamente, para administracién humana estardn presentes QS21 y 3D-MPL en una vacuna en el intervalo de 1
ug-200 ug, tal como 10-100 ug, preferiblemente 10 ug-50 ug por dosis. Tipicamente, el aceite en agua comprendera
de 2 a 10% de escualeno y de 2 a 10% de alfa-tocoferol y de 0,3 a 3% de Tween 80. Preferiblemente, la relacién
de escualeno:alfa-tocoferol es igual o menor a 1, ya que proporciona una emulsiéon més estable. Puede estar presente
también Span 85 a un nivel de un 1%. En algunos casos, puede ser ventajoso que las vacunas de la presente invencién
contengan adicionalmente un estabilizante.

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

Se describe una formulacién coadyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una
emulsion de aceite en agua en el documento WO 95/17210.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a ciertos polipéptidos y polinucle6tidos BASB205, ha de en-
tenderse que ésta cubre fragmentos de los polipéptidos y polinucleétidos de origen natural, y polipéptidos y polinu-
cledtidos similares con adiciones, deleciones o sustituciones que no afectan sustancialmente a las propiedades inmu-
nogénicas de los polipéptidos o polinucledtidos recombinantes. Se describen los fragmentos/péptidos preferidos en el
ejemplo 13.

La presente invencion proporciona también una composicion de vacuna polivalente que comprende una formula-
cién de vacuna de la invencién en combinacién con otros antigenos, en particular, antigenos ttiles para tratar la otitis
media. Dicha composicién de vacuna polivalente puede incluir un coadyuvante inductor de TH1 como se describe
anteriormente en la presente memoria.

En una realizacién preferida, los polipéptidos, fragmentos e inmundgenos de la invencién se formulan con uno
o més de los siguientes grupos de antigenos: a) uno o més polisacaridos capsulares neumocdécicos (solos o conju-
gados con una proteina portadora); b) uno o mas antigenos que pueden proteger a un hospedador frente a infeccién
por M. catarrhalis; ¢) uno 0 més antigenos proteicos que pueden proteger a un hospedador frente a infeccién por
Streptococcus pneumoniae; d) uno o mas antigenos proteicos de Haemophilus influenzae no tipable adicionales; e)
uno o mds antigenos que pueden proteger a un hospedador frente a RSV; y f) uno o més antigenos que pueden pro-
teger a un hospedador frente al virus de la gripe. Se prefieren las combinaciones con: grupos a) y b); b) y ¢); b), d)
y a) y/o ¢); b), d), e), f) y a) y/o ¢). Dichas vacunas pueden usarse ventajosamente como vacunas de otitis media
globales.

Los antigenos polisacdridos capsulares neumocdcicos se seleccionan preferiblemente de los serotipos 1, 2, 3,4, 5,
6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F (lo mas preferiblemente de los
serotipos 1, 3,4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F).

Los antigenos proteicos neumocdcicos preferidos son aquellas proteinas neumocdcicas que se exponen en la super-
ficie externa del neumococo (capaces de ser reconocidas por el sistema inmune del hospedador durante al menos parte
del ciclo vital del neumococo), o son proteinas que se secretan o liberan por el neumococo. Lo més preferiblemente, la
proteina es una toxina, adhesina, transductora de sefial de dos componentes o lipoproteina de Streptococcus pneumo-
niae, o fragmentos de las mismas. Las proteinas particularmente preferidas incluyen, pero sin limitacién: neumolisina
(preferiblemente detoxificada mediante tratamiento quimico o mutacion) [Mitchell et al. Nucleic Acids Res. 11 de
julio de 1990; 18 (13): 4010 “Comparison of pneumolysin genes and proteins from Streptococcus pneumoniae types
1 and 2.”, Mitchell et al. Biochim Biophys Acta, 23 de enero de 1989; 1007 (1): 67-72 “Expression of the pneumoly-
sin gene in Escherichia coli: rapid purification and biological properties”, documentos WO 96/05859 (A. Cyanamid),
WO 90/06951 (Paton et al), WO 99/03884 (NAVA)]; PspA y variantes de delecion transmembrana de la misma (do-
cumentos WO 92/14488; WO 99/53940; US 5804193 - Briles et al.); PspC y variantes de delecién transmembrana de
la misma (documentos WO 99/53940; WO 97/09994 - Briles et al); PsaA y variantes de delecién transmembrana de
la misma (Berry & Paton, Infect. Immun. diciembre de 1996; 64 (12): 5255-5262 “Sequence heterogeneity of PsaA,
a 37-kilodalton putative adhesin essential for virulence of Streptococcus pneumoniae”); proteinas de unién a colina
neumocdcica y variantes transmembrana de las mismas; CbpA y variantes de delecion transmembrana de las mismas
(documentos WO 97/41151; WO 99/51266); gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Infect. Immun. 1996 64: 3544);
HSP70 (documento WO 96/40928); PcpA (Sanchez-Beato et al. FEMS Microbiol. Lett. 1998, 164: 207-14); proteina
similar a M, solicitud de patente SB n® EP 0837130; y adhesina 18627 (solicitud de patente SB n° EP 0834568). Son
antigenos proteicos neumocdcicos preferidos adicionales aquellos dados a conocer en el documento WO 98/18931,
particularmente aquellos seleccionados en los documentos WO 98/18930 y PCT/US99/30390.

Son antigenos proteicos de Moraxella catarrhalis preferidos que pueden incluirse en una vacuna de combinacién
(especialmente para la prevencion de otitis media): OMP106 [documentos WO 97/41731 (Antex) y WO 96/34960
(PMC)]; OMP21; LbpA y/o LbpB [documento WO 98/55606 (PMC)]; TbpA y/o TbpB [documentos WO 97/13785
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y WO 97/32980 (PMC)]; CopB [Helminen ME, et al. (1993) Infect. Immun. 61: 2003-2010]; UspAl y/o UspA2
[documento WO 93/03761 (University of Texas)]; OmpCD; HasR (documento PCT/EP99/03824); PilQ (documen-
to PCT/EP99/03823); OMPS85 (documento PCT/EP00/01468); lipo06 (documento GB 9917977.2); lipol0 (docu-
mento GB 9918208.1); lipoll (documento GB 9918302.2); lipol8 (documento GB 9918038.2); P6 (documento
PCT/EP99/03038); D15 (documento PCT/EP99/03822); OmplA1l (documento PCT/EP99/06781); Hly3 (documen-
to PCT/EP99/03257) y OmpE.

Los antigenos proteicos de Haemophilus influenzae no tipables preferidos adicionales que se pueden incluir en
una vacuna de combinacién (especialmente para la prevencion de la otitis media) incluyen: proteinas de fimbrina
[(documento US 5766608 - Ohio State Research Foundation)] y fusiones que comprenden péptidos de las mismas
[por ejemplo, fusiones de péptido LB1(f); documentos US 5843464 (OSU) o WO 99/64067]; OMP26 [documento WO
97/01638 (Cortecs)]; P6 [documento EP 281673 (State University of New York)]; proteina D (documento EP 594610);
TbpA y/o TbpB; Hia; Hsf; Hind47; Hif; Hmw1; Hmw2; Hmw3; Hmw4; Hap; D15 (documento WO 94/12641); P2; y
P5 (documento WO 94/26304).

Los antigenos del virus de la gripe preferidos incluyen virus enteros, vivos o inactivados, virus de la gripe escindido,
crecido en huevos o células MCDK o células Vero o virosomas de la gripe completa (como se describen por R. Gluck,
Vaccine, 1992, 10, 915-920) o proteinas purificadas o recombinantes de los mismos tales como proteinas HA, NP, NA,
0 M, o combinaciones de las mismas.

Los antigenos de RSV (virus respiratorio sincitial) preferidos incluyen la glucoproteina F, la glucoproteina G, la
proteina HN o derivados de las mismas.

Composiciones, kits y administracion

En un aspecto adicional de la invencidn, se proporcionan composiciones que comprenden un polinucleétido
BASB205 y/o un polipéptido BASB205 para administracién a una célula o a un organismo multicelular.

La invencién se refiere también a composiciones que comprenden un polinucleétido y/o un polipéptido discutidos
en la presente memoria o sus agonistas o antagonistas. Los polipéptidos y polinucleétidos de la invencién pueden
emplearse en combinacién con un portador o portadores no estériles o estériles para uso con células, tejidos u or-
ganismos, tales como un portador farmacéutico adecuado para administracién a un individuo. Dichas composiciones
comprenden, por ejemplo, un aditivo de medios o una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido y/o polinu-
cleétido de la invencidn y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos portadores pueden incluir,
pero sin limitacién, solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de
los mismos. La formulacién deberia adecuarse al modo de administracion. La invencién se refiere adicionalmente a
paquetes y kits de diagndstico y farmacéuticos y a kits que comprenden uno o mds envases llenados con uno o mas de
los ingredientes de las composiciones anteriormente citadas de la invencion.

Los polipéptidos, polinucleétidos y otros compuestos de la invencién pueden emplearse solos o junto con otros
compuestos tales como compuestos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de cualquier manera eficaz y conveniente, incluyendo, por
ejemplo, la administracién por via tépica, oral, anal, vaginal, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcuténea,
intranasal o transdérmica, entre otras.

En terapia o profildcticamente, el agente activo puede administrarse a un individuo en forma de una composicién
inyectable, por ejemplo, de una dispersion acuosa estéril, preferiblemente isotdnica.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido y/o polinucleétido, tal como la forma soluble de un polipéptido
y/o polinucledtido de la presente invencidn, péptido agonista o antagonista o compuesto de molécula pequefia, en
combinacién con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos portadores incluyen, pero sin limi-
tacion, solucion salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos.
La invencion se refiere adicionalmente a paquetes y kits farmacéuticos que comprenden uno o mas envases llenados
con uno o mas de los ingredientes de las composiciones anteriormente mencionadas de la invencion. Los polipéptidos,
polinucleétidos y otros compuestos de la presente invencién pueden emplearse solos o junto con otros compuestos
tales como compuestos terapéuticos.

La composicién se adaptard a la via de administracion, por ejemplo, por via sistémica u oral. Las formas preferidas
de administracién sistémica incluyen inyeccidn, tipicamente inyeccién intravenosa. Pueden usarse otras vias de inyec-
cidn, tales como subcutdnea, intramuscular o intraperitoneal. Los medios alternativos para administracion sistémica
incluyen administracion transmucosa y transdérmica usando penetrantes tales como sales biliares o 4cidos fusidicos
u otros detergentes. Ademds, si un polipéptido u otros compuestos de la presente invencion pueden formularse en
una formulacién entérica o encapsulada, puede ser también posible la administracién oral. La administracion de es-
tos compuestos puede ser también topica y/o localizada, en forma de pomadas, pastas, geles, soluciones, polvos y
similares.
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Para administraciéon a mamiferos, y particularmente seres humanos, se espera que el nivel de dosificacién diario
del agente activo sea de 0,01 mg/kg a 10 mg/kg, tipicamente de aproximadamente 1 mg/kg. El médico determinard en
cualquier caso la dosificacién real que serd mas adecuada para un individuo, y variard con la edad, el peso y la respuesta
del individuo particular. Las dosificaciones anteriores son ejemplares del caso medio. Puede haber, por supuesto, casos
individuales en los que se requieran intervalos de dosificacién mayores o menores, y estos estdn dentro del alcance de
esta invencion.

El intervalo de dosificacién necesario depende de la eleccion del péptido, la via de administracién, la naturaleza
de la afeccion del sujeto y el criterio del profesional a cargo. Sin embargo, las dosificaciones adecuadas estdn en el
intervalo de 0,1-100 ug/kg del sujeto.

Una composicién de vacuna estd convenientemente en forma inyectable. Pueden emplearse coadyuvantes conven-
cionales para potenciar la respuesta inmunitaria. Una dosis unitaria adecuada para vacunacién es de 0,5-5 ug/kg de
antigeno, y dicha dosis se administra preferiblemente 1-3 veces y con un intervalo de 1-3 semanas. Con el intervalo
de dosis indicado, no se observara efectos toxicoldgicos adversos con los compuestos de la invencioén que evitarian su
administracién a individuos adecuados.

Sin embargo, han de esperarse amplias variaciones de la dosificacién necesaria a la vista de la variedad de com-
puestos disponibles y de las eficacias diferentes de las diversas vias de administracién. Por ejemplo, se esperaria que
la administracién oral necesitara mayores dosificaciones que la administracién intravenosa. Las variaciones en estos
niveles de dosificacion pueden ajustarse usando rutinas empiricas estandar para optimizacién, como es bien entendido
en la técnica.

Bases de datos de secuencia, secuencias en un medio tangible y algoritmos

Las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas forman una fuente de informacién valiosa con la que deter-
minar sus estructuras bi- y tridimensionales asi como para identificar secuencias adicionales de homologia similar.
Estos enfoques se facilitan en gran medida almacenando la secuencia en un medio legible por ordenador y usan-
do después los datos almacenados en un programa de estructura macromolecular conocido o para buscar una ba-
se de datos de secuencias usando herramientas de busqueda bien conocidas tales como el paquete de programas
GCG.

Se dan a conocer también por la invencién procedimientos para el andlisis de las secuencias o cadenas de ca-
racteres, particularmente secuencias genéticas o secuencias proteicas codificadas. Los procedimientos de andlisis de
secuencia preferidos incluyen, por ejemplo, procedimientos de anélisis de homologia de secuencia tales como andlisis
de identidad y similitud, anélisis de estructura de ADN, ARN y proteina, ensamblaje de secuencia, andlisis cladistico,
analisis de motivo de secuencia, determinacion del marco abierto de lectura, lectura automatica de bases de acidos
nucleicos, andlisis del uso de coddn, recorte de bases de dcidos nucleicos y andlisis de pico de cromatograma de
secuenciacion.

Se da a conocer un procedimiento computerizado para realizar la identificacién de homologia. Este procedimiento
comprende las etapas de: proporcionar una primera secuencia polinucleotidica que comprende la secuencia de un
polinucleétido de la invencion en un medio legible por ordenador; y comparar dicha primera secuencia polinucleotidica
con al menos una segunda secuencia polinucleotidica o polipeptidica para identificar la homologfa.

Se da a conocer también un procedimiento computerizado para realizar la identificacién de homologia, compren-
diendo dicho procedimiento las etapas de: proporcionar una primera secuencia polipeptidica que comprende la se-
cuencia de un polipéptido de la invencién en un medio legible por ordenador, y comparar dicha primera secuen-
cia polipeptidica con al menos una segunda secuencia polinucleotidica o polipeptidica para identificar la homolo-
gia.

Definiciones

“Identidad”, como es conocido en la técnica, es la relacion entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos o mas
secuencias polinucleotidicas, segin sea el caso, determinada comparando las secuencias. En la técnica, “identidad”
significa también el grado de similitud de secuencia entre las secuencias polipeptidica o polinucleotidica, segin sea el
caso, determinada por la coincidencia entre cadenas de dichas secuencias. La “identidad” puede calcularse facilmente
mediante procedimientos conocidos, pero no limitados a los descritos en (“Computational Molecular Biology”, Lesk,
A.M.,, ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; “Biocomputing: Informatics and Genome Projects”, Smith,
D.W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; “Computer Analysis of Sequence Data, Part I”’, Griffin, A.M. y Griffin,
H.G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; “Sequence Analysis in Molecular Biology”, von Heine, G., Acade-
mic Press, 1987; y “Sequence Analysis Primer”, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York,
1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math. 48: 1073 (1988). Los procedimientos para determinar la
identidad se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Ademds, los procedimientos para
determinar la identidad estdn codificados en programas informéticos disponibles ptblicamente. Los procedimientos de
programas informadticos para determinar la identidad entre dos secuencias incluyen, pero sin limitacién, el programa
GAP en el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BLASTP,
BLASTN (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990) y FASTA (Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 85; 2444-2448 (1988). La familia BLAST de programas estd ptiblicamente disponible en el NCBI y otras
fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., ef al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol.
Biol. 215: 403-410 (1990)). También puede usarse el bien conocido algoritmo de Smith Waterman para determinar la
identidad.

Los pardmetros para comparacion de secuencia polipeptidica incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970).

Matriz de comparacién: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 10915-10919
(1992).

Penalizacién de hueco: 8
Penalizacién de longitud de hueco: 2

Un programa util con estos pardmetros estd ptiblicamente disponible como el programa “gap” de Genetics Com-
puter Group, Madison WI. Los pardmetros anteriormente mencionados son los pardmetros por defecto para compara-
ciones peptidicas (junto con ninguna penalizacién para huecos terminales).

Los pardmetros para comparacion de polinucledtidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970).

Matriz de comparacién: coincidencias = +10, emparejamientos incorrectos = 0
Penalizacién de hueco: 50

Penalizacién de longitud de hueco: 3

Disponible como programa “gap” de Genetics Computer Group, Madison WI. Estos son los pardmetros por defecto
para comparaciones de dcido nucleico.

Se proporcionan significados preferidos para “identidad” para polinucleétidos y polipéptidos, segtin sea el caso, en
(1) y (2) a continuacién.

(1) Los polinucleétidos incluyen adicionalmente un polinucleétido aislado que comprende una secuencia polinu-
cleotidica que tiene al menos un 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 6 100% de identidad con la secuencia de referencia
de SEC N° ID 1, en los que dicha secuencia polinucleotidica puede ser idéntica a la secuencia de referencia de la
SEC N° ID 1 o puede incluir hasta un cierto nimero entero de alteraciones nucleotidicas en comparacién con la
secuencia de referencia, en los que dichas alteraciones se seleccionan del grupo constituido por al menos una de-
lecién, sustitucidn, incluyendo transicién y transversidn, o insercién nucleotidica, y en los que dichas alteraciones
pueden aparecer en las posiciones 5° ¢ 3’ terminales de la secuencia nucleotidica de referencia o en cualquier lugar
entre estas posiciones terminales, dispersadas individualmente entre los nucleétidos en la secuencia de referencia o
en uno o mas grupos contiguos en la secuencia de referencia, y en los que dicho niimero de alteraciones nucleo-
tidicas se determina multiplicando el nimero total de nucleétidos de la SEC N° ID 1 por el entero que define la
identidad porcentual dividido entre 100 y restando después ese producto al nimero total de nucleétidos en la SEC
N°ID 1, o:

n, <X, — (Xn Y),

en la que n, es el ndmero de alteraciones nucleotidicas, X, es el nimero total de nucleétidos en la SEC N° ID
1, y es 0,50 para 50%, 0,60 para 60%, 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85%, 0,90 para 90%, 0,95 para
95%, 0,97 para 97% 6 1,00 para 100%, y - es el simbolo del operador de multiplicacién, y en la que cualquier
producto no entero de x, e y se redondea al entero mds cercano menor antes de restarlo de x,. Las alteraciones de
las secuencias polinucleotidicas que codifican los polipéptidos de SEC N° ID 2 pueden crear mutaciones sin sentido,
de sentido alterado o de desplazamiento de marco en estas secuencias de codificacién y alterar asi el polipéptido
codificado por el polinucledtido después de dichas alteraciones. A modo de ejemplo, una secuencia polinucleotidica
de la presente invencion puede ser idéntica a las secuencias de referencia de la SEC N° ID 1, es decir, puede ser un
100% idéntica, o puede incluir hasta un cierto nimero entero de alteraciones de acido nucleico en comparacién con
la secuencia de referencia, de tal modo que la identidad de secuencia porcentual sea menor de 100% de identidad.
Dichas alteraciones se seleccionan del grupo constituido por al menos una delecidn, sustitucién incluyendo transicién
y transversion, o insercion de dcido nucleico, y en las que dichas alteraciones pueden aparecer en las posiciones 5’
6 3’-terminales de la secuencia polinucleotidica de referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales,
dispersadas individualmente entre los dcidos nucleicos en la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos
en la secuencia de referencia. El nimero de alteraciones de dcido nucleico para una identidad porcentual dada se
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determina multiplicando el niimero total de 4cidos nucleicos en la SEC N° ID 1 por el entero que define la identidad
porcentual dividido entre 100, y restando después ese producto del nimero total de dcidos nucleicos en la SEC N° ID
1; 0:

n, <X, _(xn )’),

en la que n, es el ndmero de alteraciones de dcido nucleico, x, es el nimero total de 4cidos nucleicos en la SEC
N°ID 1, y es, por ejemplo, 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85% etc., - es el simbolo para el operador de
multiplicacién, y en la que cualquier producto no entero de x, e y se redondea al entero mds cercano menor antes de
restarlo de x,,.

(2) Los polipéptidos incluyen adicionalmente un polipéptido aislado que comprende un polipéptido que tiene al
menos una identidad de 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 6 100% con la secuencia de referencia polipeptidica de la SEC N°
ID 2, en los que dicha secuencia polipeptidica puede ser idéntica a la secuencia de referencia de SEC N° ID 2 o puede
incluir hasta un cierto ndmero entero de alteraciones aminoacidicas en comparacién con la secuencia de referencia,
en los que dichas alteraciones se seleccionan del grupo constituido por al menos una delecién, sustitucién incluyendo
sustitucién conservativa y no conservativa o insercion aminoacidica, y en los que dichas alteraciones pueden aparecer
en las posiciones amino- o carboxi-terminales de la secuencia polipeptidica de referencia o en cualquier lugar entre
estas posiciones terminales, dispersadas individualmente entre los aminoédcidos de la secuencia de referencia o en uno
0 mds grupos contiguos en la secuencia de referencia, y en los que dicho niimero de alteraciones aminoacidicas se
determina multiplicando el nimero total de aminodcidos en la SEC N° ID 2 por el entero que define la identidad
porcentual dividido entre 100 y restando después ese producto de dicho niimero total de aminodcidos en la SEC N° ID
2,0:

n, < Xa — (Xa : y),

en la que n, es el nimero de alteraciones aminoacidicas, X, es el nimero total de aminodcidos en la SEC N°ID 2, y
es 0,50 para 50%, 0,60 para 60%, 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85%, 0,90 para 90%, 0,95 para 95%, 0,97
para 97% 6 1,00 para 100%, ey - es el simbolo para el operador de multiplicacién, y en la que cualquier producto no
entero de X, e y se redondea al entero mds cercano menor antes de restarlo de x,.

A modo de ejemplo, una secuencia polipeptidica de la presente invencion puede ser idéntica a la secuencia de
referencia de la SEC N° ID 2, es decir puede ser 100% idéntica, o puede incluir hasta un cierto niimero entero de
alteraciones aminoacidicas en comparacion con la secuencia de referencia, de tal modo que la identidad porcentual
sea menor de 100% de identidad. Dichas alteraciones se seleccionan del grupo constituido por al menos una delecion,
sustitucion incluyendo sustitucién conservativa y no conservativa o insercién aminoacidica, y en la que dichas altera-
ciones pueden aparecer en las posiciones amino- o carboxi-terminales de la secuencia polipeptidica de referencia o en
cualquier lugar entre esas posiciones terminales, dispersadas individualmente entre los aminodcidos en la secuencia
de referencia o en uno o més grupos contiguos en la secuencia de referencia. El nimero de alteraciones aminoacidicas
para un % de identidad dado se determina multiplicando el nimero total de aminodcidos en la SEC ID N° 2 por el
entero que define la identidad porcentual dividido entre 100 y restando después ese producto de dicho nimero total de
aminodacidos en la SEC N° ID 2, o:

n, < xa_(xa )/),

en la que n, es el niimero de alteraciones aminoacidicas, x, es el nimero total de aminoécidos de la SEC N°ID 2, y es,
por ejemplo, 0,70 para 70%, 0,80 para 80%, 0,85 para 85% etc., y - es el simbolo para el operador de multiplicacion,
y en la que cualquier producto no entero de x, e y se redondea al entero mds cercano menor antes de restarlo de
Xa-

“Individuo(s)”, cuando se usa en la presente memoria con referencia a un organismo, significa un eucariota multi-
celular incluyendo, pero sin limitacién, un metazoo, un mamifero, un évido, un bévido, un simio, un primate y un ser
humano.

“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” de su estado natural, concretamente, si aparece en la natura-
leza, se ha cambiado o retirado de su entorno natural, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido presente
naturalmente en un organismo vivo no estd “aislado”, pero el mismo polinucleétido o polipéptido separado de los ma-
teriales coexistentes de su estado natural estd “aislado”, seglin se emplea el término en la presente memoria. Ademas,
un polinucleétido o polipéptido que se introduce en un organismo mediante transformacién, manipulacién genética
o mediante cualquier otro procedimiento recombinante, estd “aislado” incluso si sigue presente en dicho organismo,
pudiendo estar dicho organismo vivo o muerto.

“Polinucledtido(s)” designa generalmente cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede
ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado, incluyendo regiones mono- y bicatenarias.
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“Variante” designa un polinucleétido o polipéptido que difiere de un polinucleétido o polipéptido de referencia
pero retiene propiedades esenciales. Una variante tipica de polinucleétido difiere en la secuencia nucleotidica de otro
polinucleétido de referencia. Los cambios en la secuencia nucleotidica de la variante pueden alterar o no la secuencia
aminoacidica de un polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. Los cambios nucleotidicos pueden
dar como resultado sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncamientos aminoacidicos en el polipéptido
codificado por la secuencia de referencia, como se discute a continuacién. Una variante tipica de un polipéptido difiere
en la secuencia aminoacidica de otro, el polipéptido de referencia. Generalmente, las diferencias son limitadas, de
modo que las secuencias del polipéptido de referencia y la variante son estrechamente similares en total y, en muchas
regiones, idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia aminoacidica en una o
mas sustituciones, adiciones o deleciones en cualquier combinacién. Un residuo aminoacidico sustituido o insertado
puede estar o no codificado por el cédigo genético. Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede ser de origen
natural, tal como una variante alélica, o puede ser una variante que no es conocida por aparecer naturalmente. Las
variantes de origen no natural de polinucledtidos y polipéptidos pueden prepararse mediante técnicas de mutagénesis
o sintesis directa.

“Enfermedad(es)” significa cualquier enfermedad causada por o relacionada con infeccién por una bacteria inclu-
yendo, por ejemplo, otitis media en lactantes y nifios, neumonia en ancianos, sinusitis, infecciones intrahospitalarias y
enfermedades invasivas, otitis media crénica con pérdida de audicién, acumulacién de fluido en el oido medio, lesién
del nervio auditivo, aprendizaje retardado del habla, infeccién del tracto respiratorio superior e inflamacién del oido
medio.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se llevan a cabo usando técnicas estandar que son bien conocidas y rutinarias para los
expertos en la técnica, excepto cuando se describe con detalle de otro modo. Los ejemplos son ilustrativos, pero no
limitan la invencién.
Ejemplo 1

Secuenciacion de ADN del gen BASB205 de cepa 3224A de Haemophilus influenzae no tipable

A: BASB205 en cepa 3224Ade Haemophilus influenzae no tipable

Se muestra la secuencia de ADN del polinucle6tido BASB205 de cepa 3224A de Haemophilus Influenzae no
tipable (también designada cepa ATCC PT-1816) en la SEC N° ID 1. Se muestra la traduccién de la secuencia polinu-
cleotidica BASB205 en la SEC N°ID 2.

B: BASB205 en cepa 3224A de Haemophilus influenzae no tipable

Se confirmo la secuencia del polinucle6tido BASB205 en cepa 3224A de Haemophilus influenzae no tipable. Con
este fin, se someti6 ADN plasmidico (véase el ejemplo 3A) que contenia la regién génica que codificaba BASB205
de cepa 3224A de Haemophilus influenzae no tipable a secuenciaciéon de ADN usando el kit Big Dyes (Applied
Biosystems) y se analizé en un secuenciador de ADN ABI 373/A en las condiciones descritas por el suministra-
dor, usando los cebadores NTNLPC2 olil (5’-AC ATG TTG AAA AGA ATT TTA GTT AT -3°) [SECN°ID 14] y
NTNLPC2 oli2 (5’-AGA TCT CAT AAT ACG ACG CGA TTG AGT-3") [SEC N° ID 15] especificos del polinucle6-
tido BASB205 y el cebador de secuencia universal M13 (5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3°) [SEC N°ID 16] y
el cebador de secuencia inversa M13 (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) [SEC N° ID 17] especificos del vector.
Como resultado, se obtuvieron las secuencias polinucleotidica y polipeptidica deducida, respectivamente. Usando el
programa Clustalx 1.8, se aline6 la secuencia polinucleotidica con la SEC N° ID 1, una comparacién por pares de
identidades mostré que la secuencia polinucleotidica era un 100% idéntica a la SEC N° ID 1 por toda su longitud.
Usando el mismo programa Clustalx 1.8, se alined la secuencia polipeptidica con la SEC N° ID 2, una comparacién
por pares de identidades mostré que la secuencia polipeptidica era un 100% idéntica a la SEC N° ID 2 por toda su
longitud.

Ejemplo 2

Andlisis de variabilidad del gen BASB205 entre cepas de Haemophilus influenzae no tipables

Se extrajo ADN genémico de 5 cepas de Haemophilus influenzae NT adicionales (presentadas en la Tabla 1) como
sigue. Se inocul6 un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contenia ~100 ml de caldo BHI con el cultivo de siembra y se
cultivé durante ~12-16 horas a 37°C en un incubador agitado, a ~175 rpm, generando una masa celular para el aisla-
miento de ADN. Se recogieron las células mediante centrifugacion en un rotor Sorvall GSA a ~2000 X g durante 15
minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante. Se extrajo el ADN genémico del sedimento de células Haemophilus influen-
zae NT usando el kit de extracciéon de ADN gendmico QIAGEN (Qiagen GmbH). Se sometié 1 ug de este material a
amplificaciéon de ADN por reaccién en cadena con polimerasa usando los cebadores MCMO009 (5°- GAT AGC CGC
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TGC GAA ATT TTA-3*) [SEC N° ID 18] y MCMO10 (5°- CAA AAA AAC CGA ACT TAA TGT TCG-3’) [SEC N°
ID 19]. Se purificé este producto de PCR usando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche), se someti6 a se-
cuenciacion de ADN usando el kit Big Dyes (Applied Biosystems) y se analiz6 en un analizador genético ABI PRISM
310 mediante los cebadores MCMO009 [SEC N°ID 18] y MCMO010 [SEC N° ID 19] en las condiciones descritas por el
suministrador. Usando el programa Clustalx 1.8, se realizé un alineamiento de las secuencias polinucleotidicas, y se
representa en la Figura 1. Una comparacién por pares de identidades mostrd que las secuencias polinucleotidicas SEC
N°ID 3, 5,7,9y 11 resultaron ser entre 99 y 100% idénticas a la SEC N°ID 1 (Tabla 2). Usando el programa Clustalx
1.8, se realizé un alineamiento de las secuencias polipeptidicas, y se representa en la Figura 2. Una comparacién por
pares de identidades mostré que las secuencias polipeptidicas SEC N° ID 4, 6, 8, 10 y 12 resultaron ser entre 98 y
100% idénticas a la SEC N° ID 2 (Tabla 3).

TABLA 1

Rasgos de las cepas de Haemophilus influenzae NT usadas en este estudio

Cepa aislada en |de Secuencia Secuencia
nucleotidica peptidica
3224A EE.UU. Otitis media SECN°ID1 |[SECN°ID2
3219C EE.UU. Otitis media SECN°ID3 |SECN°ID4
901905U |Holanda |Fibrosis quistica SECN°ID5 [SECN°ID6
772 Suecia Exudado nasofaringeo [SEC N°ID7 |SECN°ID 8
289 Bronquitis cronica SECN°ID9 |SECN°ID10
A840177 |Holanda |Cepa portadora SECN°ID 11 |SECN°ID 12
TABLA 2
Comparacién por pares de secuencias polinucleotidicas

SEC N°|SEC N°|SEC N°|SEC N°[SEC N°[SEC N°ID

D1 ID 3 ID5 ID7 ID9 11
SEC N°ID 99 99 99 99 99
1
SEC N°ID 100 100 99 100
3
SEC N° ID 100 99 100
5
SEC N° ID 99 100
7
SEC N° ID 99
9
SEC N° ID
11
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TABLA 3

Comparacion por pares de secuencias polipeptidicas

SEC N°|SEC N°|SEC N°|SEC N°|SEC N°[SEC N°
iD2 ID4 ID6 ID 8 D 10 ID 12
SEC N° 99 99 99 98 99
iD 2
SEC N° 100 100 98 100
ID 4
SEC N° 100 98 100
ID6
SEC N° 98 100
ID 8
SEC N° 98
ID 10
SEC N°
ID 12
Ejemplo 3

Construccion de pldsmido para expresar BASB205 recombinante
A: Clonacion de BASB205

Los sitios de restriccién AfllIl y Bglll modificados por ingenieria genética en cebadores de amplificacion NTNLPC2
olil (5’-AC ATG TTG AAA AGA ATT TTA GTT AT -3’) [SEC N° ID 14] de codificacién y NTNLPC2 oli2 (5’-AGA
TCT CAT AAT ACG ACG CGA TTG AGT-3’) [SEC N° ID 15] inverso, respectivamente, permitieron la clonacién
direccional del producto de PCR en el pldsmido de expresién pQE60 de E. coli de tal modo que la proteina BASB205
pudiera expresarse en forma de una proteina de fusién que contiene un marcaje de cromatografia de afinidad (His)6 en
el extremo C. Se introdujo primero el producto PCR de BASB205 en el vector de clonacién pCRIITOPO (Invitrogen)
usando células bacterianas Top 10, segin las instrucciones del fabricante. Se realiz6 este constructo intermedio para
facilitar la clonacién posterior en un vector de expresion. Se seleccionaron los transformantes que contenian el inserto
de ADN de BASB205 mediante andlisis de enzima de restriccion. Después de la digestion, se analizé una alicuota
de ~20 ul de la reaccién mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% de agarosa en tampdn Tris-acetato-EDTA
(TAE)). Se visualizaron los fragmentos de ADN mediante iluminaciéon UV después de electroforesis en gel y tincién
con bromuro de etidio. Se sometié a electroforesis un patrén de tamafio molecular de ADN (escala de 1 Kb, Life Tech-
nologies) en paralelo con las muestras de ensayo y se usé para estimar el tamaiio de los fragmentos de ADN. Se digirié
después secuencialmente el plasmido purificado de transformantes seleccionados hasta terminacién con enzimas de
restriccion AfIIIl y Bglll como recomendaba el fabricante (Life Technologies). Se purificé entonces el fragmento de
ADN digerido usando columnas de centrifugado basadas en gel de silice antes del ligamiento con el plasmido pQE60.

B: Produccion de vector de expresion

Para preparar el plasmido de expresién pQE60 para ligamiento, se digiri6 de forma similar hasta terminacién tanto
con Ncol como con Bglll. Se usé un exceso molar de aproximadamente 5 veces de los fragmentos digeridos al vector
preparado para programar la reaccion de ligamiento. Se realiz6 una reaccién de ligamiento estdndar de ~20 ul (~16°C,
~16 horas), usando procedimientos bien conocidos en la técnica, usando ADN ligasa T4 (~2,0 unidades/reaccion,
Life Technologies). Se us6 una alicuota del ligamiento (~5 ul) para transformar células electrocompetentes M15
(pREP4) segtin procedimientos bien conocidos en la técnica. Después de un periodo de crecimiento de ~2-3 horas a
37°C en ~1,0 ml de caldo LB, se sembraron las células transformadas en placas de agar LB que contenian ampicilina
(100 pg/ml) y kanamicina (30 ug/ml). Se incluyé antibidtico en la seleccidn. Se incubaron las placas durante una
noche a 37°C durante ~16 horas. Se escogieron colonias ApR/KanR individuales con palillos de dientes estériles y
se usaron para inocular “siembras” en placas LB ApR/KanR recientes asi como en ~1,0 ml de caldo de cultivo LB
Ap/Kan. Tanto las placas con siembra como el caldo de cultivo se incubaron durante una noche a 37°C en un incubador
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estandar (placas) o un bafio de agua agitado. Se empled un anélisis PCR basado en célula entera para verificar que los
transformantes contenfan el inserto de ADN. Se transfirié aqui el ~1,0 ml de caldo de cultivo LB Ap/Kan durante una
noche a un tubo de polipropileno de 1,5 ml y se recogieron las células mediante centrifugacién en una microcentrifuga
Beckmann (~3 min, temperatura ambiente, ~12.000 X g). Se suspendio el sedimento celular en ~200 ul de agua estéril
y se uso una alicuota de ~10 ul para programar una reaccién PCR de volumen final ~50 ul que contenia tanto cebadores
de amplificacién de codificacién como inversos de BASB205. Se aumento la etapa de desnaturalizacion inicial a 95°C
a 3 minutos para asegurar la ruptura térmica de las células bacterianas y la liberacion del ADN plasmidico. Se usé un
ciclador térmico ABI modelo 9700 y un perfil de amplificacién térmica de 32 ciclos de tres etapas, concretamente,
95°C, 45 s; 55-58°C, 45 s, 72°C, 1 min, para amplificar el fragmento de BASB205 de las muestras transformantes
lisadas. Después de la amplificacién térmica, se analizé una alicuota de ~20 ul de la reaccién mediante electroforesis
en gel de agarosa (0,8% de agarosa en tampdn Tris-acetato-EDTA (TAE)). Se visualizaron los fragmentos de ADN
mediante iluminacién UV después de electroforesis en gel y tincién con bromuro de etidio. Se someti6 a electroforesis
un patrén de tamafo molecular de ADN (escala de 1 kb, Life Technologies) en paralelo con las muestras de ensayo y
se uso para estimar el tamafio de los productos de PCR. Se identificaron los transformantes que producian el producto
PCR del tamafio esperado como cepas que contenian un constructo de expresion de BASB205. Se analizaron entonces
en las cepas que contenian plasmido de expresion la expresion inducible de BASB205 recombinante.

C: Andlisis de expresion de transformantes positivos de PCR

Se inocul6 una alicuota de cultivo de siembra (~1,0 ml) durante una noche en un matraz Erlenmeyer que contenia
~25 ml de caldo LB Ap/Kan y se cultivé a 37°C con agitacion (~250 rpm) hasta que la turbidez del cultivo alcanzé
una DOgy, de ~0,5, concretamente, fase semilogaritmica (habitualmente aproximadamente 1,5-2,0 horas). En este
momento, se transfirié aproximadamente la mitad del cultivo (~12,5 ml) a un segundo matraz de 125 ml y se indujo
la expresion de proteina BASB205 recombinante mediante la adicién de IPTG (solucién madre 1,0 M preparada en
agua estéril, Sigma) hasta una concentracion final de 1,0 mM. La incubacién de ambos cultivos inducido por IPTG y
no inducido continué durante 4 horas adicionales a 37°C con agitacién. Se retiraron muestras (durante una noche 1,0
ml) de ambos cultivos inducido y no inducido después del periodo de induccién y se recogieron las células mediante
centrifugacién en una microcentrifuga a temperatura ambiente durante ~3 minutos. Se suspendieron los sedimentos
celulares individuales en ~50 ul de agua estéril, se mezclaron entonces con un volumen igual de 2X tamp6n de muestra
Laemelli PAGE-SDS que contenia 2-mercaptoetanol, y se dispusieron en un bafio de agua hirviendo durante ~3 min
para desnaturalizar la proteina. Se cargaron volimenes iguales (~15 ul) de ambos lisados celulares brutos inducido
por IPTG y no inducido en gel de poliacrilamida con 12% de Tris/glicina por duplicado (minigeles de 1 mm de grosor,
Novex). Se sometieron a electroforesis las muestras de lisado inducida y no inducida junto con los marcadores de
peso molecular pretefiidos (SeeBlue, Novex) en condiciones convencionales, usando un tampén de desplazamiento
estandar de SDS/Tris/glicina (BioRad). Después de la electroforesis, se tifid un gel con azul brillante de Coomasie
R250 (BioRad) y destifié entonces para visualizar la proteina BASB205 inducible por IPTG novedosa. Se someti6 a
electrotransferencia el segundo gel en una membrana de PVDF (tamafio de poro de 0,45 um, Novex) durante ~2 horas
a 4°C usando un aparato de transferencia BioRad Mini-Protean II y tamp6n de transferencia de metanol de Towbin (al
20%). Se realizaron el bloqueo de la membrana y las incubaciones de anticuerpo segin procedimientos bien conocidos
en la técnica. Se usé un anticuerpo monoclonal anti-RGS (His)3, seguido de un segundo anticuerpo de conejo anti-
ratén conjugado con HRP (QiaGen), para confirmar la coexpresion e identidad de la proteina recombinante BASB205.
Se consiguid la visualizacién del patrén reactivo de anticuerpo anti-His usando un sustrato insoluble ABT o usando
Hyperfilm con el sistema de quimioluminiscencia Amersham ECL.

Ejemplo 4
Produccion de BASB205 recombinante
Cepa bacteriana

Se usé una cepa de expresion recombinante de M15 (pREP4) de E. coli que contenia un plasmido (pQE60) que
codificaba BASB205 de Haemophilus influenzae NT para producir una masa celular para la purificacién de proteina
recombinante. Se cultivd la cepa de expresion en placas de agar LB que contenian 100 ug/ml de ampicilina (“Ap”)
y 30 pg/ml de kanamicina (“Km”) para asegurar que se mantenian pQE60 y pREP4. Para crioconservacién a -80°C,
se propagd la cepa en caldo LB que contenfa la misma concentracién de antibidticos y se mezcld entonces con un
volumen igual de caldo LB que contenia un 30% (p/v) de glicerina.

Medios

El medio de crecimiento usado para la produccién de proteina recombinante consistia en caldo LB (Difco) que
contenia Ap 100 ug/ml y Km 30 pg/ml. Para inducir la expresion de la proteina recombinante BASB205, se afiadi6
IPTG (B-D-tiogalactopiranésido de isopropilo) al cultivo (1 mM, final).

Fermentacion

Se inocul6 un matraz Erlenmeyer de siembra de 100 ml, que contenia 10 ml de volumen de trabajo, con 0,3 ml
de cultivo descongelado rdpidamente o varias colonias de un cultivo de placa de agar selectivo, y se incubd durante
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aproximadamente 12 horas a 37°C+1°C en una plataforma agitada a 150 rpm (Innova 2100, New Brunswick Scientific).
Se us6 entonces este cultivo de siembra para inocular un Erlenmeyer de 500 ml de volumen de trabajo que contenia
caldo LB y ambos antibiéticos Ap y Km. Se afiadi6 IPTG (solucién madre 1,0 M, preparada en agua estéril) al
Erlenmeyer cuando el cultivo alcanz6 el crecimiento semilogaritmico (~0,5 de unidades de DQOg). Se indujeron las
células durante 4 horas y después se recogieron usando una centrifuga 28RS Heraeus (Sepatech) o RC5C Superspeed
(Sorvall Instruments). Se almacend la pasta celular a -20°C hasta el procesamiento.

Productos quimicos y materiales

Se adquirieron imidazol y Triton X-100 en Merck. El clorhidrato de guanidina era de Fluka. Se obtuvo la aproniti-
na de Sigma Chemical Company. La urea y AEBSF eran de ICN-Biochemicals. Todos los demds productos quimicos
eran de pureza de reactivo o mejor. La resina Ni-NTA Superflow y anticuerpo Penta-His exento de BSA se obtu-
vieron de QiaGen. El ensayo MicroBCA se obtuvo de Pierce; los filtros Amicon 3 de Millipore. La membrana de
dialisis MWCO12-14000) era de MFPI, EE.UU. El marcador de masa molecular (escala BenchMark) era de Life-
Technologies.

Ejemplo 5
Expresion y purificacion de proteina BASB205 recombinante en Escherichia coli
Extraccion-purificacion

Se resuspendié pasta celular de 1.750 ml de cultivo inducido con IPTG (~4 horas, DOgy= 0,5) en 140 ml de
tamp6n fosfato a pH 7,5 que contenia AEBSF 1 mM y aprotinina 1 mM como inhibidores de proteasa. Se lisaron
las células en un disruptor celular. Se centrifugé el lisado a 27.000 g durante 20 minutos. Se lavé el sedimento una
vez con tampon fosfato a pH 7,5 y se centrifugd de nuevo a 27.000 g durante 20 minutos. Se suspendi6 el sedimento
en NaH,PO, 100 mM, tampdén Tris-HCI 10 mM a pH 8 que contenia cloruro de guanidinio 6 M (tampén A) y se
dejé durante 1 h a temperatura ambiente. Se centrifugé el extracto total a 27.000 g durante 20 minutos. Se incubd
el sobrenadante durante 1 hora a temperatura ambiente con resina Ni-NTA Superflow equilibrada en tampén A. Se
lavé la resina dos veces con NaH,PO, 100 mM, tampén Tris-HCI 10 mM a pH 6,3, que contenfa urea 8M (tampén
B). Se realiz6 la elucién sucesivamente con tampén B ajustado a pH 5,9, después a pH 4,5. Se neutralizaron las
fracciones que contenian proteina BASB205 con 25% en volumen de tamp6n fosfato 0,2 M a pH 7,5. Se dializaron
sucesivamente las fracciones reunidas frente a NaH,PO, 100 mM que contenia urea 8 M, después urea 4 M, después
urea 2 M y finalmente frente a PBS a pH 7,4 que contenia 0,1% de Triton X-100. Apareci6 algo de precipitacion en
la dltima etapa de didlisis. Se cuantificé la proteina BASB205 purificada usando reactivo de ensayo Micro BCA. Se
obtuvieron 1,9 mg de antigeno purificado, a una concentracién final de 150 pg/ml. Como se muestra en la Figura 3-
A, apareci6 proteina BASB205 purificada en el andlisis de PAGE-SDS en forma de una banda mayoritaria que migra
aproximadamente a 20 kDa (masa molecular relativa estimada). Se estimd la pureza en un 90%. La proteina BASB205
era reactiva frente a un anticuerpo monoclonal de ratén originado contra el motivo 6-histidina (Figura 3-B).

Ejemplo 6
Produccion de antisueros de BASB205 recombinante

Se generan antisueros polivalentes dirigidos contra la proteina BASB205 vacunando conejos con la proteina
BASB205 recombinante purificada. Los antisueros polivalentes dirigidos contra la proteina BASB205 se generan
también vacunando ratones con proteina BASB205 recombinante purificada. Se extrae sangre a los animales antes de
la primera inmunizacién (“preextraccién’”) y después de la dltima inmunizacién.

Se miden los titulos de proteina anti-BASB205 mediante ELISA usando proteina BASB205 recombinante puri-
ficada como antigeno de recubrimiento. El titulo se define como los titulos de punto medio calculados mediante un
modelo logistico de 4 pardmetros usando el software XL Fit. Se usan también los antisueros como primer anticuerpo
para identificar la proteina en una transferencia Western como se describe en el ejemplo 8 siguiente.

Ejemplo 7
Caracterizacion inmunolégica: exposicion a superficie de BASB205

Se generd suero anti-BASB205 mediante inmunizacién subcutdnea de 18 ratones BALB/c (hembra, de 6 semanas
de edad) con 100 ul de vacuna correspondientes a una dosis de 10 pg, y se revacunaron 2 semanas después. Se
determinaron los titulos de proteina anti-BASB205 mediante ELISA usando células enteras matadas con formalina de
cepas NTHi 3224 A (20 ug/pocillo). Se define el titulo como los titulos de punto medio calculados mediante un modelo
logistico de 4 pardmetros usando el software SoftMax Pro. Los titulos observados con el suero inmune de ratones eran
19 veces mayores que el suero preinmune correspondiente y demuestran que la proteina BASB205 se detecta en la
superficie de células NTHi.
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Ejemplo 8
Caracterizacion inmunologica: andlisis de transferencia Western

Se cultivan varias cepas de NTHi, asi como aislamientos clinicos, en placas de agar achocolatado durante 24 horas
a36°C y 5% de CO,. Se usan varias colonias para inocular caldo de infusion de cerebro y corazén (BHI) suplementado
con NAD y hemina, cada uno a 10 ug/ml. Se cultivan los cultivos hasta que la absorbancia a 620 nm es de aproxima-
damente 0,4 y se recogen las células mediante centrifugacién. Se concentran entonces las células y se solubilizan en
tamp6n de muestra PAGE. Se resuelven entonces las células solubilizadas en geles de poliacrilamida al 4-20% y se
transfieren electroforéticamente las proteinas separadas a membranas de PVDE. Se pretratan entonces las membranas
de PVDF con tampén de saturacién. Se llevan a cabo todas las incubaciones posteriores usando este tampdn de pretrata-
miento. Se incuban las membranas de PVDF con suero preinmune o suero inmune de conejo o ratén. Se lavan entonces
las membranas de PVDF. Se incuban las membranas de PVDF con Ig de oveja anti-conejo o ratén marcado con biotina.
Se lavan entonces las membranas de PVDF 3 veces con tampdn de lavado, y se incuban con estreptavidina-peroxidasa.
Se lavan entonces las membranas de PVDF 3 veces con tamp6n de lavado y se revelan con 4-cloro-1-naftol.

Ejemplo 9
Caracterizacion inmunologica: actividad bactericida

Se examina la actividad citotéxica mediada por complemento de anticuerpos anti-BASB205 para determinar el
potencial de vacuna de antisuero de proteina BASB205 que se prepara como se describe anteriormente. Se examinan
las actividades del suero preinmune y el suero anti-BASB205 en la mediacién de la eliminacién por complemento de
NTHi.

Se cultivan cepas de NTHi en placas. Se afiaden varias colonias al medio liquido. Se cultivan los cultivos y se
recogen hasta que la A620 es de aproximadamente 0,4. Después de una etapa de lavado, se suspende el sedimento y
se diluye.

Se depositan los sueros preinmunes y los sueros anti-BASB205 en el primer pocillo de una placa de 96 pocillos y
se depositan diluciones en serie en los demds pocillos de la misma linea. Se afiade posteriormente NTHi viva diluida
y se incuba la mezcla. Se afiade complemento a cada pocillo a una dilucién de trabajo definida previamente en un
ensayo de toxicidad.

Cada ensayo incluye un control de complemento (pocillos sin suero que contiene una fuente de complemento activo
o inactivado), un control positivo (pocillos que contienen suero con un titulo conocido de anticuerpos bactericidas),
un cultivo de control (pocillos sin suero ni complemento) y un control de suero (pocillos sin complemento).

Se mide la actividad bactericida de antisuero de conejo o ratén (50% de eliminacién de la cepa homéloga).

Ejemplo 10
Presencia de anticuerpo de BASB205 en sueros de seres humanos convalecientes

Se realiza el andlisis de transferencia Western de BASB205 recombinante purificada como se describe en el ejem-
plo 5 anterior, excepto porque se usa un conjunto de sueros humanos de nifios infectados por NTHi como primera
preparacion de anticuerpo.

Ejemplo 11
Eficacia de la vacuna de BASB205: potenciamiento de la depuracion pulmonar de NTHi en ratones

Este modelo de ratén estd basado en el andlisis de la invasiéon pulmonar de ratones vacunados por NTHi después
de una exposicion a la infeccion intranasal estdndar. Se inmunizan por via subcutdnea grupos de 6 ratones BALB/c
(hembras, 6 semanas de edad) con 100 ul de vacuna correspondientes a una dosis de 10 ug y se revacunan 2 semanas
después. Una semana después de la revacunacion, se exponen los ratones a infeccién mediante la instilacién de 50 ul de
suspension bacteriana (5 x 10° UFC/50 ul) en el orificio nasal izquierdo con anestesia (los ratones se anestesian con una
combinacién de anestésicos ketamina y xilacina, 0,24 mg de xilacina (Rompun) y 0,8 mg de ketamina (Imalgene)/100
ul). Se sacrifican los ratones a las 0,5, 6 y 24 horas después de la exposicién a la infeccidn, se retiran asépticamente
los pulmones y se homogeneizan individualmente. Se determina el logaritmo decimal del nimero medio ponderado
de UFC/pulmén contando las colonias crecidas en placas de agar GC después de sembrar 20 ul de 5 diluciones en
serie del homogeneizado. Se calculan para cada grupo la media aritmética del logaritmo decimal del nimero medio
ponderado de UFC/pulmén y los errores estdndar. Se analizan estadisticamente los resultados aplicando un ANOVA de
1 via después de suponer la igualdad de la varianza (comprobado por el ensayo de Brown y Forsythe) y la normalidad
(comprobado usando el ensayo de Shapiro-Wilk). Se analizan las diferencias entre grupos usando el ensayo de rango
ajustado a Student de Tukey (HSD). En este experimento, se inmunizaron grupos de ratones con BASB205 adsorbido
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sobre AIPO, (10 ug de BASB205 sobre 100 ug de AIPO,) o con una preparacién de células enteras muertas (kwc)
de NTHi cepa 3224A adsorbida sobre AIPO, (5 x 10® células sobre 100 ug de AIPO,) o con 100 ug de AIPO, sin
antigeno. Se expusieron a infeccion los ratones con 5 x 10° UFC de bacterias NTHi de cepa 3224A vivas.

Se calcularon el logaritmo decimal del nimero medio ponderado de UFC/pulmén y los errores estdndar para cada
grupo a las 0,5, 6 y 24 horas después de la exposicién a la infeccién. Los ratones inmunizados ficticiamente tenian
6,31 (+/- 0,13) y 3,96 (+/- 0,20) de log10 de UFC/pulmones a las 6 y 24 horas después de la exposicién a la infeccion,
respectivamente. La preparacion de kwc indujo una depuracién pulmonar significativa en comparacién con el grupo de
control a las 6 horas (0,81 de diferencia logaritmica, p=0,0000) y 24 horas (1,18 de diferencia logaritmica, p=0,0000)
después de la exposicidn la infeccidn. La vacuna de BASB205 indujo un log 0,56 (+/- 0,24, p=0,0001) y un log 1,22
(+/- 0,32, p=0,0000) de diferencia significativa en la depuracién pulmonar en comparacion con el grupo de control a
las 6 y 24 horas después de la exposicidn a la infeccidn, respectivamente.

Ejemplo 12
Inhibicion de la adhesion de NTHi a células por antisuero anti-BASB205

Este ensayo mide la capacidad de sueros anti-BASB205 de inhibir la adhesién de bacterias NTHi a células epite-
liales. Esta actividad podria evitar la colonizacion de la nasofaringe por NTHi. Se incuba un volumen de bacterias en
hielo con un volumen de dilucion de suero preinmune o inmune anti-BASB205. Se afiade posteriormente esta mezcla
a los pocillos de una placa de 24 pocillos que contiene un cultivo de células confluentes que se lava una vez con medio
de cultivo para retirar las trazas de antibiético. Se centrifuga la placa y se incuba. Se lava entonces suavemente cada
pocillo. Después del tltimo lavado, se afiade glicocolato de sodio a los pocillos. Después de la incubacidn, se rasca
la capa celular y se homogeneiza. Se siembran las diluciones del homogeneizado en placas de agar y se incuban. Se
cuenta el nimero de colonias en cada placa y se calcula el nimero de bacterias presentes en cada pocillo.

Ejemplo 13
Epitopos iitiles

Los epitopos de linfocitos B de una proteina estdn localizados principalmente en su superficie. Para predecir los
epitopos de linfocitos B de un polipéptido BASB205, se combinaron dos procedimientos: prediccién de la estructura
bidimensional y prediccién del indice antigénico. La predicién de la estructura bidimensional se realiz6 usando el
programa PSIPRED (de David Jones, Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel University,
Uxbridge UB8 3PH, UK) (Fig. 4). Se calculd el indice antigénico basdndose en el procedimiento descrito por Jameson
y Wolf (CABIOS 4: 181-186 [1988]). Los pardmetros antigénicos usados en este programa son el indice antigénico y
la longitud minima para un péptido antigénico. Se us6 un indice antigénico de 0,9 para un minimo de 5 aminodcidos
consecutivos como umbral en el programa. Se enumeran en la Tabla 4 los péptidos que comprenden buenos epitopos
de linfocitos B potenciales. Estos pueden ser ttiles (preferiblemente conjugados o unidos recombinantemente a una
proteina mayor) en una composicion de vacuna para la prevencion de infecciones por NTHi, asi como péptidos simi-
lares que comprenden mutaciones conservativas (preferiblemente 70, 80, 95, 99 6 100% idénticos a las secuencias de
la Tabla 4) o truncamientos que comprenden 5 o mas (por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 6 15) amino4cidos de los
mismos o extensiones que comprenden, por ejemplo, 1, 2, 3, 5, 10 aminodcidos adicionales en cualquiera o ambos
extremos del contexto nativo del polipéptido BASB205 que conservan un epitopo eficaz que puede desencadenar una
respuesta inmunitaria en un hospedador contra el polipéptido BASB205.

TABLA 4
Epitopos de linfocitos B potenciales de la SEC N° ID 2

Posicién Secuencia

19 SNAPRTV

31 SENDDI

45 LEKDNRTG

57 VRTNRS

77 EWVGTRYRMGGTTKRGID
112 PRSTAEQRHLGRKINKSELKK
139 RKNNHV

167 LDEKYWARTYTQSRRIM
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Los epitopos de linfocitos T auxiliares son péptidos unidos a moléculas HLA de clase II y reconocidos por linfo-
citos T auxiliares. La prediccién de los epitopos de linfocitos T auxiliares ttiles de un polipéptido BASB205 se basé
en el procedimiento TEPITOPE descrito por Sturniolo et al. (Nature Biotech. 17: S55-561 [1999}). Se enumeran en
la Tabla 5 los péptidos que comprenden buenos epitopos de linfocitos T potenciales. Estos pueden ser ttiles (preferi-
blemente conjugados con péptidos, polipéptidos o polisacaridos) con fines de vacuna, asi como péptidos similares que
comprenden mutaciones conservativas (preferiblemente 70, 80, 95, 99 6 100% idénticos a las secuencias siguientes)
o truncamientos que comprenden 5 o mas (por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 18 6 20) aminoacidos de los
mismos o extensiones que comprenden, por ejemplo, 1, 2, 3, 5, 10 aminoacidos adicionales en cualquiera o ambos
extremos del contexto nativo del polipéptido BASB205 que conservan un epitopo de linfocitos T auxiliares eficaz del
polipéptido BASB205.

TABLA 5
Epitopos de linfocitos T auxiliares potenciales de la SEC N° ID 2

Posicién Secuencia

2 LKRILVIIGLAVLATACS

38 LTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTNRSSALMGDKALAS
78 WVGTRYRMGGTTKR

99 MQTTFSEVFGIELPRST

121 LGRKINKSE

135 LVFFRKNNHVGVYIGNNQFM

172 WARTYTQSR

Todas las regiones identificadas que contienen epitopos como se definen anteriormente son con respecto a la SEC
N°ID 2. Son también péptidos preferidos de la invencién las correspondientes regiones en las SEC N° ID 4, 6, 8, 10,
12, como se definen por la posicién en la tabla 4 y 5 con respecto a la SEC N° ID 2, y por su correspondiente péptido
en el alineamiento de la Figura 2 para las SEC N°ID 4, 6, 8, 10, 12, como se describen en este ejemplo.

Materiales depositados

Se ha depositado un depdsito de la cepa 3 (cepa 3224A) en la American Type Culture Collection (ATCC) el 5 de
mayo de 2000 y se le ha asignado el nimero de depdsito PTA-1816.

El depésito de cepa de Haemophilus influenzae no tipable se designa en la presente memoria como “la cepa
depositada” o como “el ADN de la cepa depositada”.

La cepa depositada contiene un gen BASB205 completo.

La secuencia de polinucleétidos contenida en la cepa depositada, asi como la secuencia aminoacidica de cualquier
polipéptido codificado por la misma, son predominantes en el caso de cualquier conflicto con cualquier descripcion de
las secuencias de la presente memoria.

El depdésito de la cepa depositada se ha realizado segtin los términos del Tratado de Budapest sobre el Reconoci-
miento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes. La cepa
depositada se liberard irrevocablemente y sin restriccion ni condicién al publico tras la expedicion de una patente. La
cepa depositada se proporciona meramente por conveniencia para los expertos en la técnica y no es una admisién de
que sea necesario un depodsito para autorizacion, tal como el necesario segtin la 35 U.S.C. § 112. Puede ser necesaria
una licencia para preparar, usar o vender la cepa depositada y compuestos derivados de la misma, y no se concede
dicha licencia por la presente.
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Referencia  del expediente  del|Solicitud internacional N°
solicitante o del mandatario

BM45422

INDICACIONES RELATIVAS AL DEPOSITO DE UN MICROORGANISMO
(Regla 13bis del PCT)

A. Los datos indicados mas abajo se refieren al microorganismo
mencionado en la pagina 76 lineas 1-22 de la descripcion

B. IDENTIFICACION DEL Se identifican otros depésitos en una
DEPOSITO hoja adicional o

Nombre de la institucion de deposito
AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION

Direccion de la institucion de deposito (incluidos cédigo postal y pais)
10801 UNIVERSITY BLVD, MANASSAS, VIRGINIA 20110-2209, ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA

Fecha de depodsito: 5 de mayo de 2000 [N° de acceso: PTA-1816

C. INDICACIONES ADICIONALES (solo en caso necesario) Esta informacion
continua en una hoja adicional o

Con respecto a aquellas designaciones en que se busca una patente europea,
se pondra a disposicion una muestra de los microorganismos depositados
hasta la publicacién de la mencion de la concesion de la patente europea, o
hasta la fecha en que se haya denegado o retirado la solicitud, sélo mediante la
expedicion de una muestra a un experto nombrado por la persona que solicita
la muestra

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS
INDICACIONES (caso de que las indicaciones no se faciliten para todos los
Estados designados)

E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (Sélo en caso
necesario)

Las indicaciones enumeradas a continuacion se suministraran con
posterioridad a la Oficina Internacional (especificar la naturaleza de las
indicaciones, por ejemplo "n° de acceso del depésito")

Reservado a la Oficina receptora Reservado a la Oficina Internacional

+ Esta hoja se recibié junto con la|o Esta hoja se ha recibido en la Oficina
solicitud internacional Internacional el

Funcionario autorizado Funcionario autorizado

M. DAVIDSON
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Informacion de secuencias
Secuencias de polinucleotido y polipéptido BASB205

SEC N°ID 1 secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAAAARGAATTTTAGTTATTATTGGTTTAGCTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGRACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGAAAATGATGATATTCAATTAACTGGT
TTAATTAATAATTTAGAAAAAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACAAAGTGAGAACAAAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCGATAAGGCTC TAGCCAGTGTTTATAATGAATCGGTTGGC
ACTCGCTATCGTATgggcgGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACTACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT
TTAGGTAGAAAAATTAATAAATCAGAACTTARARAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTARA
AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCAA
GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGAARAATATTGGGCTAGAACCTACACTCAATCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 2: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN
RSSALMGDKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVYIGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR
RIM.

SEC N° ID 3: secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAAAAGAATTTTAGTTATTAT TGGTTTAGCTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGRACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGARAATGATGATATTCAATTAACTGGT
TTAATTAATAATTTAGAAARAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACAAAGTGAGAACAAAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCAATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGC
ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACTACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT
TTAGGTAGARARATTAATAAATCAGAACTTAAAARAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTARA
AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATRACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCAA
GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGARAARATATTGGGCTAGAACCTACACTCAATCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 4: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN
RSSALMGNKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVYIGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR
RIM.
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SEC N°ID 5: secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAAAAGAATTTTAGTTATTATTGGTTTAGCTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGAACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGAAAATGATGATATTCAATTAACTGGT
TTAARTTAATAATTTAGAARRAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACAAAGTGAGAACAAAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCAATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGC
ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACTACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT
TTAGGTAGAAAAATTAATAAATCAGAACTTAAAAAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTAAA
AARTAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCAA

GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGAAAAATATTGGGCTAGAACCTACACTCAATCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 6: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN

RSSALMGNKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVYIGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQOSR
RIM.

SEC N° ID 7: secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAARAGAATTTTAGTTATTATTGGTTTAGCTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGAACGGTAARGTCATCAGGTTATTTCAGAAAATGATGATATTCAATTAACTGGT
TTAATTAATAATTTAGAAAAAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACAAAGTGAGAACAAAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCAATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGC
ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACTACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT
TTAGGTAGAARAATTAATAAATCAGAACTTAAARAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTAMA
AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCARA
GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGAAAAATATTGGGCTAGAACCTACACTCAATCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 8: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIIGLAVIATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN
RSSALMGNKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVY IGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR
RIM.
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SEC N°ID 9: secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAARAGAATTTTAGTTATTGTTGGTTTAACTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGAACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGAAAATGATGATATTCARTTAACTGGT
TTAARTTAATAATTTAGAARARGATAATCGAACAGGCATTTTTCACRAAGTGAGAACARAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCGATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGT -
ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACCGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACAACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT
TTAGGTAGAAAAATTAATARATCAGAACTTAAAAAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTAAA
AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCAA
GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGAARAAATATTGGGCTAGAACCTACACTCAaLtCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 10: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIVGLTVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN
RSSALMGDKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVYIGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR
RIM.

SEC N°ID 11: secuencia polinucleotidica BASB205

ATGTTGAARAGAATTTTAGTTATTATTGGTTTAGCTGTATTAGCARCCGCTTGTTCTAAT
GCACCACGAACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGARAATGATGATATTCAATTAACTGGT
TTAATTAATAATTTAGAAAAAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACAAAGTGAGAACAAAC
CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCAATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGC
ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA
ACTACTTTTTCTGAAGTTTTTGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCGTCAT

* TTAGGTAGAAAAATTRAATAAATCAGAACTTAAAAAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTAAA

AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATTTATGCACGCAAGTACAGGGCAA
GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGARAAATATTGGGCTAGAACCTACACTCAATCGCGT
CGTATTATGTAA

SEC N° ID 12: secuencia polipeptidica BASB205

MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN
RSSALMGNKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH

LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVYIGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR
RIM.
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SEC N°ID 13: secuencia polinucleotidica cadena arriba del codén de iniciacién del polinucleétido BASB205

ATTTCTGTGTTAGTAGAGGAAAATGGAAAACGTGAACGAGGAAGTTGTGGTTCTGGTGGG
CGTTTCGGTTTAGATTGGTTCTTTGAAGT TGTTGATGGCGATATTAGAGCAGTACTTTTT
GCTAAAGAAGCGGTTCGTCAAGCCTTAGTAAACCTTAGTGCAGT TGCAGCACCCGCAGGA
TTGATGCCTGTTGTGTTAGGTGCGGGTTGGCCGGGCGTATTGCTACACGARGCGGTAGGT
CACGGTTTAGRAGGCGATTTTAACCGTAAAGAAAGTTCACTTTT TACAGGCAAGATTGGT
GAGCAAGTGACTTCACCGTTATGTACGATTGTGGATGATGGCACGATTGAAAATCGTCGA
GGTTCACTAACTATTGATGATGAAGGTGTGCCAAGCCAGTGCAATGTACTCATCARARGAC
GGGATTTTGCAAGGTTACATGCAAGATAAAATGAATGCCCGTTTGATGGGCGTTGCTCCA
ACGGGAAATGGACGACGTGAGTCTTATGCCCATTTACCAATGCCTAGAARTGACTAACACC
TATATGCTTGCTGGACAAAGTCAGTTTGATGATTTGATTGCTTCTGTAAARACAGGGGATT
TATGCACCGCACTTTGGTGGAGGGCAAGTGGATATTACCTCTGGTAAATTTGTATTTTCT
ACTTCAGARGCCTATTTAATTGAARAAAGGAAAAATCACGARACCAGTTAAGGGCGCAACT
TTAATTGGCAGTGGCATTGAAGTGATGCAAAAGATTTCTATGGTTGCAGATARATCAGAA
CTTGATTTAGGTATCGGGGTTTGTGGTAAAGAGGGGCAARAGTGTACCTGTTGGCGTAGGA
CAGCCAGCACTAAAAATTGATGARATTACTGT TGGTGGAACAAATTARGTCATTGTGTAA

AAGATCACAAARRATTCCATTAGAATTGGATTTTTACTGGCAATTTTATTCAAATTTTGAT
AGCCGCTGCGAAATTTTATTTCTTTTAATTATTTGAAATT

SECN°ID 14

AC ATG TTG AAA AGA ATT TTA GTT AT

SEQ ID NO: 15
AGA TCT CAT AAT ACG ACG CGA TTG AGT

SEQ ID NO: 16
GTA AAA CGA CGG CCA GT

SEQ ID NO: 17
CAG GAA ACA GCT ATG AC

SEQ ID NO: 18
GAT AGC CGC TGC GAA ATT TTA

SEQ ID NO: 19

55

60

65

CAA AAA AAC CGA ACT TAA TGT TCG
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de vacuna para uso como medicamento que comprende una cantidad eficaz del polipéptido
que comprende una secuencia aminoacidica seleccionada del grupo constituido por las SEC N° ID 2, 4, 6, 8,10 6 12,
o un fragmento inmunogénico del mismo que tiene al menos 15 aminodcidos contiguos de las SEC N° ID 2, 4, 6, 8,
10 6 12, en la que dicho fragmento inmunogénico (si es necesario acoplado a un portador) es capaz de originar una
respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de SEC N°ID 2, 4, 6, 8, 10 6 12, y un portador farmacéuticamente
aceptable.

2. Una composicién de vacuna segtn la reivindicacién 1, en la que dicho polipéptido o dicho fragmento inmuno-
génico es parte de una proteina de fusién mayor.

3. Una composicién de vacuna para uso como medicamento que comprende una cantidad eficaz de una secuencia
nucleotidica seleccionada de las SEC N°ID 1, 3,5, 7,9y 11, y un portador farmacéuticamente aceptable.

4. La composicién de vacuna segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha composicién
comprende al menos un antigeno distinto de H. influenzae no tipable

5. Una composicién de vacuna segun la reivindicacién 4, en la que el antigeno de H. influenzae no tipable se
selecciona de LB 1 (f), OMP26, P6, proteina D, TbpA, TbpB, Hia, Hsf, Hin47, Hif, Hmw1, Hmw2, Hmw3, Hmw4,
D15, P2y P5.

6. Uso de una composicidon que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de un polipéptido que com-
prende una secuencia aminoacidica seleccionada de las SEC N° ID 2, 4, 6, 8, 10 6 12, o un fragmento inmunogénico
del mismo que tiene al menos 15 aminodcidos contiguos de las SEC N°ID 2, 4, 6, 8, 10 6 12, en el que dicho fragmento
inmunogénico (si es necesario, acoplado a un portador) es capaz de originar una respuesta inmunitaria que reconoce
el polipéptido de las SEC N° ID 2, 4, 6, 8,10 6 12, en la preparaciéon de un medicamento para uso en la prevencion o
el tratamiento de la infeccién.

7. Uso de una composicién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la preparacién de un medicamento
para uso en la prevencion o el tratamiento de la infeccién.

8. Uso de una composicion segin la reivindicacién 6 6 7 en el que la infeccién es infeccion por H. influenzae no
tipable.
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Figura 1: Alineamiento de las secuencias polinucleotidicas BASB205
La identidad con la SEC N° ID 1 esta indicada por un punto. El hueco se
indica por una raya

* 20 * 40 » 60
seqgidl : ATGTTGAAAAGAATTTTAGTTATTATTGGTTTAGCTGTATTAGCAACCGCTTGTTCTAAT : 60

SEQAA3 T cieiciiiiceaiaiaeees e e e e e : 60

= T=1e ¢ X - T T R I I : 60

Ly £ X- v A S L R R R R ;60

P70 ¢ 1= - T (< J N : 60

seqidll : ............. ceeneoe vensaeenns P feete st : 60
* 80 * 100 * 120

seqidl : GCACCACGAACGGTAAGTCATCAGGTTATTTCAGAAAATGATGATATTCAATTAACTGGT : 120

‘seqid3d : ......... h ittt eeveeneeeas et et oot a e o aa e : 120
LTy - £ S R I : 120
LT £ - A S T R : 120
seqgid9 : ......... s es e aseetecaacecentanesane st ees et esar oo saena0n : 120
seqidll : ....... .00 et h et eee et e et : 120
* 140 * 160 * 180
segidl : TTAATTAATAATTTAGARAAAGATAATCGAACAGGCATTTTTCACARAGTGAGAACAAAC : 180
F=7T & X i S R R veeeeses : 1BO
segidS : ... iiieceiacenteaan [ R R EEERE : 180
seqid7 : ........... e Lessrasisarerraseesretatanr s : 180
seqgid9 : ... iiiiee i E s xmaeraasrcessacauyun B, e e e : 180
=== = 1 T ih e ese et aeeee e : 180
» 200 * 220 * 240
seqidl : CGTTCCTCTGCTTTGATGGGCGATAAGGCTCTAGCCAGTGTTTATAATGAATGGGTTGGC : 240
seqid3 : ........i.iiiiiiieae. . NN i 240
segids : ........ et erecesrena At ettt it it e e e : 240
seqgid7 : ... P : 240
=TT © X o L T : 240
segidll : .......iiin s ianenean 7 Y : 240
* 260 * 280 * 300
seqidl : ACTCGCTATCGTATGGGCGGTACGACTAAACGTGGTATTGATTGTTCAGCATTTATGCAA : 300
e B B S I PN : 300
segidS : ........00000.. L L I I I O : 300
seqid7?7 : ... ... P Ce s res et e reaseeasnanann cere e ey, : 300
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seqgidl
seqidi
seqid5
seqid?
seqid9g
seqidll

seqidl
seqidl
séqids
seqid?
seqid9
seqidll

segidl
seqid3i
seqgids
seqid?
seqgid9
seqidll

seqidl
seqid3
seqids

ES 2305111 T3

* 320

* 3a0

* 440

* 500

-
CGTATTATGTAA : 552
............ 552
P AP 552

v 340 d 360

: ACTACTTTTTCTGAAGTTTT TGGTATTGAATTGCCTCGTTCTACGGCTGAACAGCOGTCAT :

* 400 * 420

: TTAGGTAGAAAAATTAATARATCAGAACTTAAAAAAGGCGATTTAGTTTTCTTCCGTARA

* 460 * 480

: AATAATCACGTTGGTGTTTATATTGGTAATAACCAATT TATGCACGCAAGTACAGGGCAA

* 520 > 540

: GGCGTGACAATAAGTTCCCTTGATGAAAAATATTGGGCTAGARCCTACACTCAATCGCGT

40

300
300

360
360
360
360
3eo
360

420
420
420
420
420
420

480
480
480
480
480
480

540
540
540
540
540
540
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seqid? : ... ... : 552
seqid9 : L....eeeeeen : 552
geqidll : ...........- : 552
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Figura 2: Alineamiento de las secuencias polipeptidicas BASB205
La identidad con la SEC N° ID 2 esta indicada por un punto. El hueco se
indica por una raya

* 20 » 40 ” 60
seqid2 : MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN : 60

=Y I - - S : 60
8eqidB i ... e e ettt e e : 60
L T . : 60
seqidig : ........ S : 60
o1 o T : 60
* 80 * 100 * 120
seqid2 : RSSALMGDKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMOTTFSEVFGIELPRSTAEQRH : 120
seqidd : ....... N.o......... et ettt et a e : 120
seqide : ....... : 120
seqid8 : ....... Ut : 120
T 1 8 B : 120
seqidl2 : ....... A : 120
* 140 M 160 * 180
segid2 : LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVY IGNNQFMHASTGQGVTISSLDEKYWARTYTQSR : 180
T 5 . L : 180
LT . L : 180
T L : 180
L . 5 : 180
L N : 180

seqid2 : RIM : 183
seqida : ... : 183
seqidé : ... : 183
seqids : ... : 183
seqidio : ... : 183
seqidl2 : ... : 183
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Figura 3A: Gel de SDS-poliacrilamida tefido con Coomasie de proteina
BASB205 purificada

Figura 3B: Transferencia Western de proteina BASB205 purificada
(anticuerpo anti-His)
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Figura 4: Prediccion de la estructura bidimensional, epitopos de

ES 2305111 T3

B y epitopos de linfocitos T auxiliares de polipéptido BASB205

seqid2
seqid4
seqids
seqidgs :
seqidl0
seqidl2 :
2D Pred :
epitopo B:

epitopo T:

seqid2

seqgid4
seqidé
seqids
seqidio

geqidl2 :
2D Pred :

epitopo B:

epitopo T:

seqid2
seqid4
seqidé
seqidg
seqidlio :
seqidl2
2D Pred

epitopo B:

epitopo T:

seqld2
seqida

seqidée
seqid§

seqidio :

* 20 * 40 * 60

: MLKRILVIIGLAVLATACSNAPRTVSHQVISENDDIQLTGLINNLEKDNRTGIFHKVRTN :

........ R
CCCCCHEHHHHEHRHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
............ +«+....DBBEBBB...,.BBBBBB....... .BBBBBBBB. .. .BBBEB
P A i 1 0 0 LITTTITTTITITTITTTTITTTT

* 80 * 100 * 129

: RSSALMGDKALASVYNEWVGTRYRMGGTTKRGIDCSAFMQTTFSEVFGIELPRSTAEQRH

P < .
...... ettt e it teni et ctrtos et s sstonsttossosatsancanacansnnonass
....... - S T B

[P . teveesrsreseanreonronana e vesernnn R I
CCCCHHHAHHHHHHHHHHCCCCEECCCCCCCCCCHHHHHRRHHARCCCCCCCCCHHEHER
BB.............. BEBEBBREBBEBBEBBBEB...... “4-ev......DBBEBBRBB

rTTrTTrTTTTIY. L L L TYITTTTITTTITTIT. . . b L L L TTTTTTTTTTTTITYIN. 0w e

- 140 * 160 * 180
LGRKINKSELKKGDLVFFRKNNHVGVY IGNNQFMHASTGOGVTISSLDEKYWARTYTQSR

.......... L R T T T T T T T T
R I T O T T T S S A h e RS Ry PN IR R IR ST P PN
e e .« 4. EaY D R t e vt er e vvan b

------ e R R D R O T T R T T S T S T T T T S NP

DR R R R RN RN e e e e e ¢ s e P R R

: CCCCCCHHHCCCCEEEEECCCCEEEERECCCEEEEECCCCCEEEEECCCCCCHHEEEEEC

BEBBEBEBEBEB......BBBEBB...... “eees-sseev.....BBEBBEBEBBBBBB

TITTTTTTTT. . . . .TTTT T T TT T TITTTTTTTIT ¢ v o vt v vt e v v ne s TTTTTTTTT

RIM : 183
.. 1 183
..ot 183
..o: 183
.. & 183

44

linfocitos

60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180



ES 2305111 T3

seqidi2 : ... : 183
2D Pred : EEC
epitopo B: BBB
epitopo T:

H: a-hélice, E: cadena 3, C: espiral
B: epitopos de linfocitos B potenciales
T: epitopos de linfocitos T auxiliares potenciales
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> SmithKline Beecham Biologicals S.A.
<120> Compuestos novedosos
<130> BM45422

<160> 19

<170> FastSEQ para Windows versién 4.0

<210>1
<211> 552
<212> ADN

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<220>
<221> CDS

<2225 (1) ... (549)

<400> 1

atg
Met

gct
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ttg
Leu
65

act
Thr

gca
Ala

cgt
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly
14S

ggc
Gly

ttg
Leu

tgt
Cys

gat
Asp

cga
Axrg
50

atg
Met

cgc
Arg

ttt
Phe

tct
Ser

ctt
Leu
130

gtt
val

gtg
val

aaa
Lys

tect
Ser

gat
Asp
35

aca
Thr

ggc
Gly

tat
Tyr

atg
Met

acg
Thr
115

aaa
Lys

tat
Tyr

aca
Thr

aga
Arg

aat
Asn
20

att
Ile

ggc
Gly

gat
Asp

cgt
Arg

caa
Gln
100

gct
Ala

aaa
Lys

att
Ile

ata
Ile

att
Ile

gca
Ala

caa
Gln

att
Ile

aag
Lys

atg
Met
85

act
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly

ggt
Gly

agt
Ser
165

tta
Leu

cca
Pro

tta
Leu

tte
Phe

gct
Ala
70

ggce
Gly

act
Thr

cag
Gln

gat
Asp

aat
Asn
150

tce
Ser

act caa tcg cgt cgt att
Thr Gln Ser Arg Arg Ile

180

gtt
val

cga
Arg

act
Thx

cac
His
55

cta
Leu

ggt
Gly

et
Phe

cgt
Arg

tta
Leu
135

aac
Asn

ctt
Leu

atg
Met

att
Ile

acg
Thx

ggt
Gly
40

aaa
Lys

gcc
Ala

acg
Thr

tect
Ser

cat
His
120

gtt
val

caa
Gln

gat
Asp

taa

att
Ile

gta
Val
25

tta
Leu

gtg
val

agt
Ser

act
Thr

gaa
Glu
105

tta

Leu

cee
Phe

[+ o4
Phe

gaa
Glu

ggt
Gly
10

agt
Ser

att
Ile

aga
Arg

gtt
val

aaa
Lys
90

gtt
val

ggt
Gly

ttc
Phe

atg
Met

aaa
Lys
170

tta
Leu

cat
His

aat
Asn

aca
Thr

tat
Tyr
75

cgt
Arg

ket
Phe

aga
Arg

cgt
Arg

cac
His
155

tat
TYyr

gct
Ala

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn
60

aat
Asn

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
140

gca
Ala

tgg
Trp

gta
val

gtt
val

tta
Leu
45

cgt
Arg

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

att
Ile
125

aat
Asn

agt
Ser

gct
Ala

tta
Leu

att
Ile
30

gaa
Glu

tec
Ser

tag
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
110

aat

Asn

aat
Asn

aca
Thr

aga
Arg

gca
Ala
15

tca
Ser

aaa
Lys

tct
Ser

gtt
val

tgt
Cys
95

ttg
Leu

aaa
Lys

cac
His

999
Gly

acc
Thr
175

acc
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

ggce
Gly
80

tca
Ser

cct
Pro

tca
Ser

gtt
val

caa
Gln
160

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

33s6

384

432

480

528

552
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<210>2
<211> 183
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<400> 2

Met
Ala
Asn
Asn
Leu
65

Thr
Ala
Arg
Glu
Gly
1495

Gly
Thr
<210> 3

<211> 552
<212> ADN

Leu
Cys
Asp
Arg
50

Met
Arg
Phe
Ser
130
val

val

Gln

Lys
Ser

Asp

35

Thr
Gly
Tyr
Met

Thr

Gln

Asn
20

Ile
Gly
Asp

Arg

100

118

-Lys
Tyr
Thr

Ser

Lys

Ala

Ile
Ile

Arg

Ala
Gln
Ile
Lys
Met

85
Thr

Gly

Gly

Ile Le

70

Glu Gl

15

Ser Se

165

180

Arg

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<220>
<221> CDS

<222> (1) ... (549)

<400> 3

atg
Met

gct
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ttg
Leu
65

ttg
Leu

tgt
Cys

gat
Asp

cga
Arg
S0

atg
Met

aaa
Lys

tct
Ser

gat
Asp
35

aca

Thr

ggc
Gly

aga
Arg

aat
Asn
20

att
Ile

ggc
Gly

aat
Asn

att
Ile

gca
Ala

caa
Gln

att
Ile

aag
Lys

tta
Leu

cca
Pro

cta
Leu

ol ot of
Phe

gct
Ala
70

Pro
Leu
Phe
Ala
Gly

Thx

Asp

Asn

Ile

ES 2305111 T3

u val

Arg
Thr

His

Ile

Thr

Ile

Gly

10

val

25

40

55

n Arg

Leu
Gly

Phe

Leu

Lys
Ala
Thx
Ser

His

val

Ser

Thr

Glu

Gly Leu

Ser
Ile
Arg
Val

Lys

S0

105

120

135

0

r Leu

gtt
val

cga
Arg

act
Thr

cac
His
SS

cta
Leu

Asn

Met

att
Ile

acg
Thr

ggt
Gly
40

aaa

Lys

gce
Ala

val
Gln

Asp

att
Ile

gta
val
25

tta

Leu

qtg
val

agt
Ser

Leu

Phe

Phe

Glu

Val
Gly
Phe
Met

Lys

170

ggt
Gly
10

agt

Ser

att
Ile

aga
Arg

gtt
val

tta
Leu

cat
His

aat
Asn

aca
Thr

tat
Tyr
75

Leu
His
Asn

Thr

Tyr
75
Arg

Phe
Arg
Arg
His

155
Tyr

gct
Ala

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn
60

aat
Asn

Ala
Gln
Asn
Asn
60

Asn
Gly
Gly
Lys
Lys
140
Ala

Trp

gta
val

gtt
Val

tta
Leu
45

cgt
Arg

gaa
Glu

val
val
Leu
45

Arg
Glu
Ile
Ile
Ile
125
Asn

Ser

Ala

tta
Leu

att
Ile
30

gaa
Glu

tcc
Ser

tgg
Trp

Leu
Ile
30

Glu
Ser
Txp
Asp
Glu
110
Asn
Asn

Thr

Arg

gca
Ala
15

tca

Ser

aaa
Lys

tct
Ser

gtt
val

Ala
15

Ser
Lys

Ser

val

Cys
95

Leu
Lys
His
Gly

Thr
175

acc
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

ggce
Gly
80

Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
80

Ser
Pro
Ser
val
Gln

160
Tyr

48

96

144

192

240
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act
Thr

gca
Ala

cgt
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly
145

ggc
Gly

act
Thr

<210> 4
<211> 183
<212> PRT

cgce
Arg

ttt
Phe

tct
Ser

ctt
Leu
130

gtt
val

gtg
Val

caa
Gln

tat
Tyr

atg
Met

acg
Thr
115

aaa

Lys

tat
Tyr

aca
Thr

tecg
Ser

cgt
Arg

caa
Gln
100

gct
Ala

aaa

atg ggc
Met Gly

85

act act
Thr Thr

gaa cag
Glu Gln

gge gat

Lys Gly Asp

att ggt aat
Ile Gly Asn

150

ata agt tcc
Ile Ser Ser

165

cgt cgt att
Arg Arg Ile

180

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<400> 4

Met
Ala
Asn
Asn
Leu
65
Thr
Ala
Arg
Glu
Gly
145

Gly

Thr

Leu
Cys
Asp
Arg
S0

Met
Arg
Phe
Ser
Leu
130
Val
val

Gln

Lys
Ser
Asp
35

Thr
Gly
Tyr
Met
Thr

115
Lys

Thr

Ser

Arg
Asn
20

Ile
Gly
Asn
Arg
Gln
100
Ala
Lys
Ile
Ile

Arg
180

ES 2305111 T3

ggt acg act
Gly Thr Thr

ttt tct gaa
Phe Ser Glu

105

cgt cat tta
Arg His Leu
120

tta gtt tte
Leu Val Phe

135

aac caa ttt
Asn Gln Phe

ctt gat gaa
Leu Asp Glu

atg taa

Met

Ile Leu Vval

Ala Pro Arg

Gln Leu Thr

Ile Phe Hig

55

Lys Ala Leu

70

Met Gly Gly

8BS

Thr Thr Phe

Glu Gln Arg

Gly Asp Leu

135

Gly Asn Asn
150
Ser Ser Leu

165

Arg Ile Met

aaa
Lys
90

gtt
val

ggt
Gly

tte
Phe

atg
Met

aaa
Lys
170

Ile Ile

Thyr Val
25
Gly Leu

40

Lys Val

Ala Ser

Thr Thr

Ser Glu
105
His Leu

120

Val Phe

Gln Phe

Asp Glu

cgt
Arg

ttt
Phe

aga
Arg

cgt
Arg

cac
His
155

tat
Tyr

Gly

10
Ser

Ile

Arg

Val

Lys
90

Val
Gly
Phe
Met

Lys
170

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
140

gca
Ala

tgg
Trp

Leu
His
Asn
Thr
Tyx
Arg
Phe
Axg
Arg
His

155
Tyr

att gat
Ile Asp

att gaa
Ile Glu
110

att aat
Ile Asn
125

aat aat
Asn Asn

agt aca
Ser Thr

gct aga
Ala Arxg

Ala val
Gln Vval

Asn Leu
45

Asn Arg

60 -

Asn Glu

Gly Ile

Gly Ile

Lys Ile
125

Lys Asn

140

Ala Ser

Trp Ala

tgt

Cys
95

ckg
Leu

aaa
Lys

cac
His

gg99
Gly

acc
Thr
175

tca
Ser

cct
Pro

tca
Ser

gtt
val

caa
Gln
160

tac

Tyr

Leu Ala

Ile

30

15
Ser

Glu Lys

Ser Ser

Trp Val

Asp Cys

95

Glu Leu
110
Asn Lys

Asn His

Thr Gly

Arg Thr

175

288

336

3g4

432

480

528

552

Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
80

Ser
Pro
Ser

val

Gln
160

Tyr
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<210> 5
<211> 552
<212> ADN

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<220>
<221> CDS

<222> (1)...(549)

<400> 5

atg
Met

gct
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ttg
Leu
65

act
Thr

gca

Ala

-cgt
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly
145

ggc
Gly

act
Thr

<210> 6

ttg
Leu

tgt
Cys

gat
Asp

cga
Arg
50

atg
Met

cgce

ttt
Phe

tct
Ser

ctt
Leu
130

gttt
val

gtg
val

caa
Gln

aaa
Lys

tct
Ser

gat
Asp
35

aca
Thrx

ggc
Gly

tat
Tyr

atg
Met

acg
Thr
115

aaa

Lys

tat
Tyr

aca
Thr

tcg
Ser

aga
Arg

aat
Asn
20

att
Ile

ggc
Gly

aat
Asn

cgt
Arg

caa
Gln
100
gct
Ala

aaa
Lys

att
Ile

ata
Ile

cgt

180

att
Ile

gca
Ala

caa
Gln

att
Ile

aag
Lys

atg
Met
8s

act
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly

ggt
Gly

agt
Ser
165

cgt
Axrg

tta
Leu

cca
Pro

tta
Leu

ol o of
Phe

gct
Ala
70

ggc
Gly

act
Thr

cag
Gln

gat
Asp

aat
Asn
150

tcc

Ser

att
Ile

ES 2305111 T3

gtt
Val

cga
Arg

act
Thr

cac
His
55

cta
Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

cgt
Arg

tta
Leu
135

aac

Asn

ctt
Leu

atg
Met

att
Ile

acg
Thr

ggt
Gly
40

aaa

Lys

gcce
Ala

acg
Thr

tct
Ser

cat
His
120

gtt
Val

caa
Gln

gat
Asp

taa

att
Ile

gta
Val
25

tta
Leu

gtg
val

agt
Ser

act
Thr

gaa
Glu
105

tta

Leu

ttc
Phe

ttt
Phe

gaa
Glu

ggt

tta

gct

Gly Leu Ala

10

agt
Sexr

att
Ile

aga
Arg

gtt
val

aaa
Lys
90

gtt
val

ggt
Gly

tte
Phe

atg
Met

aaa
Lys
170

cat
His

aat
Asn

aca
Thr

tat

Tyr
75

cgt
Arg

ttt
Phe

aga
Axrg

cgt
Arg

cac
His
155

tat
Tyr

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn
60

aat

Asn

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
140

gca

Ala’

tgg
Trp

gta

val

gtt
Val

tta
Leu
45

cgt
Axg

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

att
Ile
125

aat

Asn

agt
Ser

gct
Ala

tta
Leu

atg
Ile
30

gaa
Glu

tcc
Ser

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
110

aat
Asn

aat
Asn

aca
Thr

aga
Arg

gca
Ala
15

tca
Ser

aaa
Lys

tct
Ser

gtt
val

tgt
Cys
95

ttg
Leu

aaa
Lys

cac
His

999
Gly

acc
Thr
175

ace
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

gagc
Gly
80O

tca
Ser

cct
Pro

tca
Ser

gttt
Val

caa
Gln
160

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

552



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 183
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<400> 6

Met
Ala
Asn

Asn

Leu
65

Thr
Ala
Arg

Glu

Gly
145
Gly

Thr

<210>17
<211> 552
<212> ADN

Leu
Cys
Asp

Arg

50
Met

Arg
Phe
Ser
Leu
130
val

val

Gln

Lys
Ser
Asp

Thr

Gly
TYT
Met
Thr
115
Lys
Tyr
Thr

Ser

Arg
Asn
20

Ile

Gly

Asn
Arg
Gln
100
Ala
Lys
Ile

Ile

Arg
180

Ile
Ala
Gln

Ile

Lys
Met
8s

Thr
Glu
Gly
Gly
Ser

165
Arg

Leu
Pro
Leu

Phe

Ala
70
Gly

Thr
Gln
Asp
Asn
150

Ser

Ile

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<220>
<221> CDS

<2225 (1)...(549)

ES 2305111 T3

vVal
Arg
Thr
His
5SS
Leu
Gly
Phe
Arg
Leu
135
Asn
Leu

Met

Ile
Thr
Gly

40
Lys

Ala
Thr
Ser
His
120
val

Gln

Asp

Ile
val
25

Leu

val

Serxr
Thr
Glu
105
Leu
Phe

Phe

Glu

Gly
10

Ser
Ile

Arg

vVal
Lys
S0

val
Gly
Phe

Met

Lys
170

Leu
His
Asn

Thr

Tyr
75

Arg
Phe
Arg
Arg
His
155
Tyr

Ala
Gln
Asn

Asn

60
Asn

Gly
Gly
Lys
Lys

140
Ala

Trp

val
val
Leu

45
Arg

Glu
Ile
Ile
Ile
125
Asn

Ser

Ala

Leu
Ile
30

Glu

Ser

Trp
Asp
Glu
110
Asn
Asn

Thr

Arg

Ala
15
Ser

Lys

Ser

vVal
Cys
Leu
Lys
His
Gly

Thx
175

Thr
Glu
Asp

Ala

Gly
80

Ser
Pro
Ser

val

Gln
160

Tyr
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<400> 7

atg
Met

gct
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ttg
Leu
65

act

Thr

gca
Ala

cgt
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly

145

ggc
Gly

act
Thr

<210> 8
<211> 183
<212> PRT

ttg
Leu

tgt
Cys

gat
Asp

cga
Arg

atg
Met

cgc
Arg

Lttt
Phe

tet
Ser

ctt
Leu
130

gtt
val

gtg
val

caa
Gln

aaa

Lys

tct
Ser

gat
Asp
35

aca
Thrx

ggce
Gly

tat
TYr

atg
Met

acg
Thr
115

aaa

Lys

tat
TYr

aca
Thr

tcg
Ser

aga
Arg

aat
Asn
20

att
Ile

ggc
Gly

aat
Asn

cgt
Arg

caa
Gln
100

gct
Ala

aaa
Lys

att
Ile

ata
Ile

cgt
Arg
180

att
Ile

gca
Ala

Caa
Gln

att
Ile

aag
Lys

atg
Met
85

act
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly

gagt
Gly

agt
Ser
165

cgt
Arg

tta
Leu

cca
Pro

tta
Leu

ol o of
Phe

gct
Ala
70

ggc
Gly

act
Thr

cag
Gln

gat
Asp

aat
Asn

150
tcc

Ser

att
Ile

<213> Haemophilus influenzae no tipable

ES 2305111 T3

gtt
val

cga
Arg

act
Thr

cac
His
55

cta
Leu

ggt
Gly

cect
Phe

cgt
Arg

tta
Leu
135

aac
Asn

ctt
Leu

atg
Met

att
Ile

acg
Thr

ggt
Gly
40

aaa

Lys

gcc
Ala

acg
Thr

tct
Ser

cat
His
120

gtt
val

caa
Gln

gat
Asp

taa

atc
Ile

gta
Val
25

tta
Leu

gtg
val

agt
Ser

act
Thr

gaa
Glu
105

tta

Leu

ttc
Phe

cee
Phe

gaa
Glu

ggt
Gly
10

agt
Ser

attc
Ile

aga
Axrg

gtt
val

aaa
Lys
90

gtt
Val

ggt
Gly

ttc
Phe

atg
Met

aaa
Lys
170

tta
Leu

cat
His

aat
Asn

aca
Thr

tat
Tyx

75
cgt
Arg

tee
Phe

aga
Arg

cgt
Arg

cac
His

155

tat
TYr

gct
Ala

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn
60

aat
Asn

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
140

gca
Ala

gta
val

gtt
val

tta
Leu
45

cgt
Arg

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

att
Ile
125

aat

Asn

agt
Ser

tta
Leu

att
Ile
30

gaa
Glu

tcc
Ser

tgg
TYp

gat
Asp

gaa
Glu
110

aat

Asn

aat
Asn

aca
Thr

gca
Ala
15

tca
Ser

aaa
Lys

tct
Ser

gtt
Val

tgt
Cys
95

ttg

Leu

aaa
Lys

cac
His

999
Gly

tgg gct aga acc
Trp Ala Arg Thr

175

acc
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

ggc
Gly
80

tca

Ser

cct
Pro

tca
Ser

gte
Val

caa
Gln

160

tac

Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

552
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<400> 8

Met
Ala
Asn
Asn
Leu
65

Thr

Ala

Glu

Gly
145
Gly

Thr

<210>9
<211> 552
<212> ADN

Leu
Cys
Asp
Arxg
50

Met
Arg
Phe
Ser
Leu
130
Val

Val

Gln

Lys
Ser
Asp
35

Thr
Gly
Tyx
Met
Thr
115
Lys
Tyr

Thrx

Ser

Arg
Asn
20

Ile
Gly
Asn
Arg
Gln
100
Ala
Lys
Ile

Ile

Arg
180

Ile
Ala
Gln
Ile
Lys
Met
85

Thr
Glu
Gly
Gly
Ser

165
Arg

Leu
Pro
Leu
Phe
Ala
70

Gly
Thr
Gln
AsSp
Asn
150

Ser

Ile

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<220>
<221> CDS

<222> (1) ... (549)

<400> 9

atg
Met

gct
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ttg aaa
Leu Lys

tgt

gat gat
Asp Asp

cga

tct
Cys Ser

aca
Arg Thr

35

aga
Arg

aat
Asn
20

att
Ile

ggc
Gly

att
Ile

gca
Ala

caa
Gln

att
Ile

tta
Leu

cca
Pro

tta
Leu

[ of
Phe Hi

ES 2305111 T3

val
Arg
Thr
His
55

Leu
Gly
Phe
Arg
Leu
135
Asn

Leu

Met

gtt att
val Ile

cga acg
Arg ‘Thr

act ggt
Thr Gly

40

cac aaa

s Lys

Ile
Thr
Gly
40

Lys
Ala
Thr
Ser
His
120
val
Gln

Asp

gtt
vVal

gta
Val
25

tta

Leu

gtg
Val

Ile
Val
25

Leu
Val
Ser
Thr
Glu
105
Leu
Phe
Phe

Glu

ggt
Gly
10

agt

Ser

att
Ile

aga
Arg

Gly
10

Ser
Ile
Arg
val
Lys
30

val
Gly
Phe

Met

Lys
170

tta
Leu

cat
His

aat
Asn

aca
Thr

Leu
His
Asn
Thr
Tyx
75

Arg
Phe
Arg
Arg
His

155
Tyr

act
Thx

cag
Gln

aat
Asn

aac
Asn

Ala
Gln
Asn
Asn
60

Asn
Gly
Gly
Lys
Lys
140

Ala

Trp

gta tta
Val Leu

gtt att
Val Ile
30

tta gaa
Leu Glu

45

cgt tcc
Arg Ser

val
val
Leu
45

Arg
Glu
Ile
Ile
Ile
125
ASn

Ser

Ala

gca
Ala
15

tca

Ser

aaa
Lys

tct
Ser

Leu
Ile
30

Glu
Ser
Trp
Asp
Glu
110
Asn
Asn

Thr

Arg

Ala
15

Ser
Lys
Ser
val
Cys
95

Leu
Lys
His
Gly

Thr
175

acce
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
80

Ser
Pro
Ser
val
Gln

160
Tyrx

48

26

144

192
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ttg
Leu
65

act
Thr

gca
Ala

cgt
Arg

gaa
Glu

ggt
Gly
145

ggc
Gly

act
Thr

<210> 10
<211> 183
<212> PRT

S0

atg
Met

cge
Arg

ttt
Phe

tct
Ser

ctt
Leu
130

gtt
val

gtg
val

caa
Gln

ggc
Gly

tat
Tyr

atg
Met

acg
Thr

115

aaa
Lys

tat
Tyr

aca
Thr

tcg
Ser

gat
Asp

cgt
Arg

caa
Gln
100

gct
Ala

aaa
Lys

att
Ile

ata
Ile

cgt
Arg
180

aag gct
Lys Ala

70

atg ggc
Met Gly

8S

aca act
Thr Thr

gaa cag
Glu Gln

ggc gat
Gly Asp

ggt aat
Gly Asn

150

agt tcc
Ser Ser
165

cgt att
Axrg Ile

<213> Haemophilus influenzae no tipable

<400> 10
Met
Ala
Asn
Asn
Leu
65
Thr
Ala
Arg
Glu
Gly
145

Gly

Thr

<210> 11

Leu
Cys
Asp
Arg
S0

Met
Arg
Phe
Ser
Leu
130
val

val

Gln

Lys
Ser

Asp
35

Thr
Gly
TYyTr
Met

Thr
115
Lys
TYyTr
Thr

Ser

Arg
Asn
20

Ile
Gly
Asp
Arg
Gln
100
Ala
Lys
Ile
Ile

Arg
180

Ile Leu
Ala Pro
Gln Leu
Ile Phe

Lys Ala

70

Met Gly

8S

Thr Thr

Glu Gln
Gly Asp

Gly Asn

ES 2305111 T3

55

cta
Leu

ggt
Gly

ttt
Phe

cgt
Arg

tta
Leu
1135

aac

Asn

ctt
Leu

atg
Met

gcc agt
Ala Ser

acq act
Thr Thr

tct gaa
Ser Glu

gtt tat
val Tyr

75

aaa cgt
Lys

Arg

90

10S

cat tta
His Leu

120

gtt ttc
Val Phe

caa ttt
Gln Phe

gat gaa
Asp Glu

taa

Val Ile
Arg Thr

Thr Gly

40

His Lys
55

Leu Ala
Gly Thr
Phe Ser

Arg His

120

Leu Val

135

150

Ser Ser

165

Arg Ile

Asn Gln
Leu Asp

Met

gtt tct
val

Phe

ggt aga
Gly Arg

ttc cgt
Phe Arg

atg cac
Met

His
155

aaa tat
Lys

TYyr

170

Val
Val
25

Leu
val
Ser
Thy
Glu
105
Leu
Phe
Phe

Glu

Gly
10

Ser
Ile
Arg
val

Lys
90

val
Gly
Phe
Met

Lys
170

60

aat
Asn

ggt
Gly

ggt
Gly

aaa
Lys

aaa
Lys
140
gca
Ala

tgg
Trp

Leu
His
Asn
Thr
Tyr
75:

Arg
Phe
Arg
Arg
His

15s
Tyr

gaa
Glu

att
Ile

att
Ile

att
Ile
125

aat
Asn

agt
Ser

gct
Ala

Thr
Gln
Asn
Asn
60

Asn
Gly
Gly
Lys
Lys
140

Ala

Trp

tgg
Trp

gat
Asp

gaa
Glu
110

aat
Asn

aat
Asn’

aca
Thr

aga
Arg

val
Val
Leu
45

Arg
Glu
Ile
Ile
Ile

125
Asn

Ser

Ala

gte
Val

tgt
Cys
95

ttg
Leu

aaa
Lys

cac
His

999
Gly

acc
Thr
175

Leu
Ile
30

Glu
Ser
Trp
Asp
Glu
110
Asn
Agn

Thr

Arg

ggt
Gly
80

tca
Ser

cct
Pro

tca
Serx

gtt
val

caa
Gln
160

tac
Tyx

Ala
15

Ser
Lys
Ser

Val

Cys
95

Leu
Lys
His
Gly

Thr
175

240

288

336

384

432

480

528

552

Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
80

Ser
Pro
Serxr
Val
Gln

160
Tyr
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ES 2305111 T3

<211> 552

<212> ADN

<213> Haemophilus influenzae no tipable
<220>

<221> CDS

<222> (1) ... (549)

<400> 11

atg ttg aaa aga. att tta gtt att att ggt tta gct gta tta gca acc 48
Met Leu Lys Arg Ile Leu Val Ile Ile Gly Leu Ala Val Leu Ala Thr
1 5 10 15

gct tgt tct aat gca cca cga acg gta agt cat cag gtt att tca gaa 96
Ala Cys Ser Asn Ala Pro Arg Thr Val Ser His Gln Val Ile Ser Glu
20 25 30

aat gat gat att caa tta act ggt tta att aat aat tta gaa aaa gat 144
Asn Asp Asp Ile Gln Leu Thr Gly Leu Ile Asn Asn Leu Glu Lys Aap
35 40 45

aat cga aca ggc att ttt cac aaa gtg aga aca aac cgt tcce tet gect 192
Asn Arg Thr Gly Ile Phe His Lys Val Arg Thr Asn Arg Ser Ser Ala
50 55 60

ttg atg ggc aat aag gct cta gecc agt gtt tat aat gaa tgg gtt ggc 240
Leu Met Gly Asn Lys Ala Leu Ala Ser Val Tyr Asn Glu Trp Val Gly
65 70 75 80

act cgc tat cgt atg ggc ggt acg act aaa cgt ggt att gat tgt tca 288
Thr Arg Tyr Arg Met Gly Gly Thxr Thr Lys Arg Gly Ile Asp Cys Ser
85 90 9s

gca ttt atg caa act act ttt tet gaa gtt ttt ggt att gaa ttg cct 336
Ala Phe Met Gln Thr Thr Phe Ser Glu Val Phe Gly Ile Glu Leu Pro
100 105 110

cgt tct acg gct gaa cag cgt cat tta ggt aga aaa att aat aaa tca 384
Arg Ser Thr Ala GIlu Gln Arg His Leu Gly Arg Lys Ile Asn Lys Ser
115 120 125

gaa ctt aaa aaa ggc gat tta gtt ttc ttc cgt aaa aat aat cac gtt 432
Glu Leu Lys Lys Gly Asp Leu Val Phe Phe Arg Lys Asn Asn His Vval
130 135 140

ggt gtt tat att ggt aat aac caa ttt atg cac gca agt aca ggg caa 480
Gly Vval Tyr Ile Gly Asn Asn Gln Phe Met His Ala Ser Thr Gly Gln
145 150 155 160

ggc gtg aca ata agt tcc ctt gat gaa aaa tat tgg gct aga acc tac 528
Gly Val Thr Ile Ser Ser Leu Asp Glu Lys Tyr Trp Ala Arg Thr Tyr
165 170 175

act caa tcg cgt cgt att atg taa 552
Thr Gln Ser Arg Arg Ile Met
180

<210> 12

<211> 183

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae no tipable
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<400> 12

Met Leu Lys

Ala Cys Ser

Asn Asp AsSp
35
Asn Arg Thr
50
Met

Leu Gly

65
Thr

Arg Tyr

Ala Phe Met
Thr
115

Lys

Arg Ser
Leu
130
val

Glu

Gly
145
Gly

Tyx

Val Thr

Thr Gln Ser

Arg
Asn
20

Ile
Gly
Asn
Arg
Gln
100
Ala
Lys

Ile

Ile

Ile
Ala
Gln
Ile
Lys
Met
85

Thr
Glu
Gly
Gly

Ser
165

Leu
Pro
Leu
Phe
Ala
70

Gly
Thr
Gln
Asp
Asn
150

Ser

Ile

ES 2305111 T3

val
Arg
Thr
His
55

Leu
Gly
Phe
Arg
Leu
135
Asn

Leu

Met

Ile Ile Gly Leu

Thr
Gly
40

Lys
Ala
Thr
Ser
His
120
val
Gln

Asp

10

val Ser His

25
Leu

val
Ser
Thr
Glu
105
Leu
Phe

Phe

Glu

Ile
Arg
Val
Lys
90

Val
Gly
Phe

Met

Lys
170

Asn

Thr

Tyr
75

Arg
Phe
Arg
Arg
His
155
Tyr

Ala
Gln
Asn
Asn
60

Asn
Gly
Gly
Lys
Lys

140
Ala

Trp

val

val
Leu
45

Arg
Glu
Ile
Ile
Ile
125
Asn

Ser

Ala

Ala
15
Ser

Leu

Ile
30
Glu Lys

Ser Ser

Trp Val

Asp Cys
95
Glu Leu
110
Asn Lys

Asn His

Thr Gly

Thr
175

Arg

Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
80
Ser
Pro
Ser
val
Gln

160
Tyr

<210> 13

<211> 1000
<212> ADN
<213> Haemophilus influenzae no tipable

<400> 13

atttctgtgt

~ cgttteggtt

gctaaagaag
ttgatgcctg
cacggtttag
gagcaagktga
ggttcactaa
gggattttgce
acgggaaatg
tatatgcttg
tatgcaccge
acttcagaag
ttaattggca
cttgatttag
cagccagcac
aagatcacaa
agccgctgceg

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

Arg
180

Arg

tagtagagga
tagattggtt
cggttcgtca
ttgtgttagg
aaggcgattt
cttcaccgtt
ctattgatga
aaggttacat
gacgacgtga
ctggacaaag
actttggtgg
cctatttaat
gtggcattga
gtatcggggt
taaaaattga
aaattccatt
aaattttatt

aaatggaaaa
ctttgaagtt
agccttagta
tgcgggttgg
taaccgtaaa
atgtacgatt
tgaaggtgtg
gcaagataaa
gtcttatgcce
tcagtttgat
agggcaagtg
tgaaaaagga
agtgatgcaa
ttgtggtaaa
tgaaattact
agaattggat
tcttttaatt

cgtgaacgag
gttgatggcg
aaccttagtg
ccgggcegtat
gaaagttcac
gtggatgatg
ccaagccagt
atgaatgccce
catttaccaa
gatttgattg
gatattacct
aaaatcacga
aagatttcta
gaggggcaaa
gttggtggaa
ttttactggc
atttgaaatt

10

gaagttgtgg
atattagagc
cagttgcagce
tgctacacga
tttttacagg
gcacgattga
gcaatgtact
gtttgatggg
tgcctagaat
cttctgtaaa
ctggtaaatt
aaccagttaa
tggttgcaga
gtgtacctgt
caaattaagt
aattttactce

ttctggtggg
agtacttttt

acccgcagga
agcggtaggt
caagattggt
aaatcgtcga
catcaaagac
cgttgctcca
gactaacacc
acaggggatt
tgtattttct
gggcgcaact
taaatcagaa
tggcgtagga
cattgtgtaa
aaattttgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1000
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<220>
<223> Cebador
<400> 14

acatgttgaa aagaatttta gttat

<210> 15

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 15

agatctcata atacgacgcg attgagt

<210> 16

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 16

gtaaaacgac ggccagt

<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 17

caggaaacag ctatgac

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 18

gatagceget gegaaatttt a

<210> 19
<211>24

ES 2305111 T3

11

25

27

17

17

21
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 19

caaaaaaacc gaacttaatg ttcg

ES 2305111 T3

12

24
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