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SUPERINTEND

FORMULARIO UNICO DE SCLI

ENCIA DE INDUs TR

- B LT T
T
“w - F.‘echa: 2??{_;;:;??]3854' '00000-0000
Industria y Comercio gg ; 111 PATENTEY) Evgeg- 2020 DIR NUEVASCR
SUPERINTENDENCIA “ ' ,P RESENTACION F&:Jfgg 2F5A78ENACJONAL| e

CITUD DE PATENTE * -

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® SOLICITUD DE:
_ Patente de Invencion :| Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo 1. ] Capitulo It
CONGEJO NACIONAL DE ' '
O Nombre: NVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y
OmMDre:  TECNICAS (CONICET) y
2 UNIVERSIDAD CATOLICA DE CORDOBA. IDENTIFICACION
SOLICITANTE
71 Direccién: Av. Rivadavia 1906 3 "F", Buenos Aires, |C.C. | | NIT
C1033AAJ (AR) D
Obispo Trejo 323, Cérdoba, X50001YG (AR) .
Nacionalidad o Domicilio: ARGENTINA C.E. Otro D
Lugar de Constitucién:  ARGENTINA
Cual
Teléfono: Fax; Ndimero
E-mail;
@ Nombre JUAN CARLOS CUESTA Q. IDENTIFICACION
REPRESENTANTE c.C. NT ]
O APODERADQ Direccidn  CALLE 72 No. 10-07 Cf. 603
' C.E. | | Otro
Teléfono: 2113097 Fax; 2554538 D
E-mail: contacto@cuestalawyers.com Nimero 79.338.809 TP 43273
@
1) LUJAN, Hugo Daniel,
INVENTOR (ES)
(72) Direccidn: Jacinto Rios 571, Cordoba, X5004ASK, ARGENTINA
® PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/IB2009/055470

Fecha

Publicacién Internacional No.  WQ/2010/064204 A2

Fecha

02/12/2009

10/06/2010

@ TITULO (59)

PROTOZOO MODIFICADO QUE EXPRESA AL MENOS DOS PROTEINAS

VARIABLES DE SUPERFICIE (VSP), VACUNA QUE LO COMPRENDE, PROCEDIMIENTOS,

USOS Y METODOS

@  Clasificacién Internacional (51) PATENTE DE INVENCION
® Prioridad {33) Pais de Origen (32) Fecha {31) Numero de Solicitud
ESTADOS UNIDOS 02/12/2008 61/119,058
Si No []
(®  Comprobante de pago No. 11- 0043369 -Fecha 05/05/2011

\ .

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




ANEXOS ﬂ

EComprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

DDocumento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
DPoderes si fuere el caso

DDocuméto de cesién del inventor al solicitante o a su causante

DDecIaraciones . '

ECopia de la solicitud internacional

Traduccion de la solicitud internacional al castellano.

DCopia del examen preliminar internacional efectuado por la autoridad Internacional de Examen Preliminar
DTraduccion del Examen Preliminar efectuado por la IPEA

DDe ser el caso el caso copia del contrato de acceso

DDe ser el caso, documento que acredite al licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas

DDe ser el caso, certificado de depésito de material bioldgico
[ JArte final 12x12

DDe ser el caso informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular 0 su causante, realcionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud

ED& ser el caso modificaciones efectudas a la solicitud internacional

DOtros
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Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE:

_
(b |
RS A\

C.C. 79,339,808 T.P. 43,273

FIRMA;

\ instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




. . EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA [] Patente de Invencién [ ] Patente modelo de utilidad PCT

(21) No. De solicitud {51) int. CI:

1-

(22) Fecha de solicitud (71} Solicitante (s)

01707 /2011 - CONSEJO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS Y TECNICAS (CONICET); y
- UNIVERSIDAD CATOLICA DE CORDOBA.

(30} Prioridad: _ (72} Interventor (es)

(31) No. Prioridades: 61/119,058 LUJAN, Hugo Daniel; (AR).

(32) Fecha: 02/ 12/ 2008

(33} Pais: Estados Unidos {US) (74) Apoderado (s)
JUAN CARLOS CUESTA QUINTERO

(54) Titulo
PROTOZOO MODIFICADO QUE EXPRESA AL MENOS DOS PROTEINAS VARIABLES DE SUPERFICIE (VSP), VACUNA
QUE LO COMPRENDE, PROCEDIMIENTOS, USOS Y METODOS

Las casilfas identificadas con 85, 86 y 87 sélo aplican para PCT

(85) Fecha limite inicio Fase Nacional

02/ 07/ 2011

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT {87) Publicacian internacional
Fecha de presentacion de la solicitud Fecha Fecha (10/06/2010)
Fecha: 02/12/2009 No. Publicacion WO 2010/064204 A2

No. de solicitud PCT: PCT/B2009/055470

Resumen reivindicacion {es):

Protozoos parasitos modificados que comprenden la expresién simultinea en su superficie de al mengs dos proteinas variables
de superficie (VSP). Los protozoos modificados pueden también expresar en forma simultanea el repertoric completo de
proteinas variables de superficie. Los protozoos muestran una expresion reducida de las enzimas Dicer, ARN polimerasa RNA
dependiente (RARP) o ambas, en donde el gen RARP y/o el gen Dicer ha sido silenciado. El profozoo puede ser cualquier
protozoo que presente un mecanismo de variacion antigénica.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

' NIT : 800.176.089-2
-1-

T,
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0051491

Bogota D.C., Mayo 27 de 2011 - 16:19:26

RECIBIDCO DE : CUESTA Y ASCCIADOS LTDA

NI 800.075.616

TIPO PAGO

| *** Soporte del Pago ***

|
CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCG DE BOGOTA

BANC(O
062754387 413588420 271052011 7.371.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPTO

Ve UNDITARIO V. CONCEPTQ

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

9 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVCS

91.000.00 91.000.00

$91.000.00

SON: "*"NOVENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Mayo 2t de 7011 - 16:19;27

Resigo de Cgle-Aplicado al Expediente No.

| ) Cio
| SUPERlNTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMER

D

54. -00000

._VASCR
o104 Dep. 2020 DIR.4 ==
| - ?°°“?%2%1§+%119r1a%2’ cva 5578 FASENACIONAL
I ra.

Act. 411 PRESENTACION Folios: 251 .

Sede Cenlro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, B.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal; info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000910165 Call Center: {571) 6513240




NIT : 800.176.089-2
-f-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

' o RECIBO DE CAJA

industria y Comercio
CUPERINTENDENCYA

No. 11 - 0043378

Bogeta D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA

NI 800.075.616

*** Soporte del Pago ***

. Mayo Sde 2011 - 16:54:42

TIPQ PAGO BANCQO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
** Conceptos Pagados ***
CANT._ RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIQ  Vr CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS OE PROFIEDAD 99 OTROS SERVCIQS ADMINISTRATIVOS 16.000.00 16.000.00
TNOUSTRIAL
i $16.000.00
SON: **DIECISEIS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**
| ™
Resporpably:
Recibo de Cjja_Aflicado al Expediente No.
RCIO
LSTRIAY COME
DE_‘:ND
SUPERINTER “‘“\ !
RAVMARBRERICT0000  evscr
JONAL!

\“\‘\m‘!&' ‘i‘ﬂaﬁ’f&i " oon 2R

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4.5 y 10 Bagotd, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-l-

. RECIBO DE CAJA No. 11 - 0043375

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogeta D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

~RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA

NI 8030.075.616

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Na. PAGO EECHA PAGO VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
[ *** Conceptos Pagados ***
L CANT _ BENTISTICO CONCFPTO VEUNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 %Tgl?ssT Fs{i%?_\nclos DE PROPIEDAD 85 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
$20.000.00_
SON: *VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*™™
le: s
a Aplicado al Expediente No.
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Sede Cenlro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, 0.C.. Celombla
Web: www.sle.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571} 5870000 Fax: ($71) 5870284 Linea: 018¢00-910165 Call Center: {571) 8513240

Hayo 506 2011 - 16-54:48




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CCMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-f-

- RECIBO DE CAJA
Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0043376

Bogota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA

NI 800.075.616

*** Soporte del Pago ***
TIPO_PAGO BANCO CUENTA No PAGO

FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844

05/05/2011 8.470.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT._RENTISTICO CONCEPTO

Ve UNDITARIQ Ve CONCEPTO

®

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 QTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS
INDUSTRIAL

SON: "VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

Recibo de §aja Aplicado al Expediente No.

o 20N reNTE ey
2. 3 \
Fﬁa‘.‘ﬂ P ESENT

\ .
peL. &

20.000.00 20.000.00
. $20.00000
Mégc,\o
CR
0000 L uevAS
20 Q8o
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisas 3.4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombla
Wob: www.sic.gov.co e-mal: info@slc.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571} 6513240

. Mayc Sde 2011 - 16:54:48




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

1, RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

No. 11 - 0043377

TUPERINTENDENCIA Begota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

- RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA NI 800.075.616

*** Soporte del Pago ***
TIPO_PAGO RANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00

*** Conceptos Pagados ***

| CANT._RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
INDUSTRIAL $20.000.00

SON: “*VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

TENDE Dt \NDi‘?‘R\\i‘Y CON\EiRClO
SU'PER\N
\““\“\\ \}“\ ‘!!!!6‘4-00390: 0000 E;::iCR
: 24 )
corn 2T o o

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@@slc.gev.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Mayo § de 2011 - 16:54:48




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

©
4 -

Industria y Comercio

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0043372

SUSERINTENDENCIA Bogota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46
N RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA NI 800.075.616
“** Soporte del Pago ***
TIRO PAGO BANCO CUENTA Na PAGQO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT__ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIC V. CONCERPTO
1 50005-01-08 m&%&r glﬁwmos DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00

$20.000.C0

SON: **VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Resp@blegv

. Mayo Sde 2011 - 16:54:46

Recibo -Ger‘/phcado at Expediente No.

?ii\i{'iiﬁii\lmmu\\\\\ggﬁ}!‘},u‘o‘;ﬁﬁgﬁc\ﬁ

Sede Centro: Carrera 13 Na. 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogots, D.C.- Colombia
Web: www sic.gov.co e.mal: infe@sle.gov.co Conmutador: (571) 870000 Fax: (571} 5870284 Linea: 016000910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
o

Y RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0043373

Bagota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASCCIADOS LTDA

NI 800.075.616

*** Soporte del Pago

ik

Leo PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO VO UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 %Tﬁ?ssr %%\RLVICIOS OE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
. $20.000.00
SON: *VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**
Recib§ 08 Taja Aplicado al Expediente No.
ere

Sede Ceniro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,45y 10 Bogotd, D.C.- Calombia
Web! www.sic.gov.co e-mai: infef@sic.gov.co Conmutader: {571) 5870000 Fax; {571) 5870284 Lineca: 018000910165 Call Center: {S71) 6513250

. Waye 5de 201) - 16:54:43




NIT : 800.176.089-2
.-

L%
L

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

_ RECIBO DE CAJA
Industria ¥ Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0043374

Bogota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADQOS LTDA

*** Soporte del Pago ™™
TIPO_PAGO

NI 800.075.616

RANCQ CLENTA No, PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
3 *** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO

CONCEPTQO
1 50005-01-08 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

VEUNDITARIO M. CONCERTO

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

SON: "VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE™

Recibo de a Aplicado al Expediente Na.

Tra. 11 PATENTEIVI
Act. 411 PRESENTAGION

Sede Centro: Garrera 13 No. 27 - 00 Pisas 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombla

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

A ASAEA AT

~082854- -00000-0

21 2020 DIR.NUEVASCR
Facha 20111-07-01 17:21:04 E\%e:%_’a 2 IACTONALY
Folios: 257

Wah: www,sic.qov.co e-mai; info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5B70000 Fax: {571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Mayo 5 de 2011 - 16:54 4B

20.000.00 20.000.00
$20.000.00

\



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/
L _ RECIBO DE CAJA No. 11 - 0043370
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46
B _RECIBIDO DE : CUESTA Y ASQOCIADOS LTDA NI 800.075.616
*** Soporte del Pago ***
| TIPO_PAGQO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT., RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO W CONCEPTO
150005:01-09 GTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
$20.000.00

SON: *"VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Mayo S de 2011 - 16:54:48

nsablﬁ

aja Aplicado al Expediente No.

RINTENDENGIA BE INDUSTRIA Y COMERCIO

I

.082854- -00000-00
EVASCR
H011-07-01 17:21:04 _ Dep. 2020 DIR-NU
T BTN Eve: 378 FASENAGIONALI
Act. 411 PRESENTACION  Folios: 257

Sede Centre: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogotd, 0.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571} 5870284 Linea: 018000910165 Call Center: (571) 6513240

%



NIT : 800.176.089-2
-l

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

- RECIBO DE CAJA

*
Ny
Industria y Comercio
SUPERINTENDENGIA

No. 11 - 0043371

Bogota ©.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54:46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADGS LTDA

Nt 800.075.616

*** Soporte del Pago ***

SON: *VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPERINTENDE NCIA DE INDUS

04
011 07 01 17:2%:
Fac“?ﬂ PATENTEIYII

Act. 411 PRESENTAGION

. Mayo §do 2014 - 16:54:48

TIPO PAGO BANCO CLIENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
*** Conceptos Pagados ***
| CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 GTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 20.000.00 20.000.00
INGUSTRIAL 320 000 00

TRIA Y COMERCIO

\||\III\III\\I\lﬂllllllll\\l\\ll\\llll

0562854~ -00000-000

DIR NUEVASCR

\?a', %78 FASENACIONAL!

Sede Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogotd, D.C.- Colombia
Wab: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.govce Conmutader: {571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linaa: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.08%-2
.-

RECIBO DE CAJA

1 .
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0043369

Bogota 0.C., Mayo 05 de 2011 - 16:54.46

RECIBIDO DE : CUESTA Y ASOCIADOS LTDA

NI 800.075.616

*** Soporte del Pago ***

Raredi—

i‘ TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 082754387 415018844 05/05/2011 8.470.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. _ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO VMV CONCEFPTO
1 50005-01-04 PRESENTAGION DE OBSERVACIONES 12 MARCAS Y LEMAS COMERCIALES 304.000.00 304.000.00
ASOLCIUBES T e e $_ 3_0_4_-(2(1(}99___
SON: "*TRESCIENTOS CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Hel *gonsam
R Caja Aplicado al Expediente No,
ERC.\O
. LousTRIAY € .
NCA DE ! ‘ \
e
s \ \\\ \h\“\ . 00000-002 DIRNUEY fof
o (2! \
\\‘“ A4 -082‘?2 A Dgpé_;zs FASENRC
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Protozoo modificade que expresa al menos dos proteinas
variables de superficie (VSP), vacuna que lo comprende,

procedimientos, usos y métodos

La presente invencién se refiere a protozoos

modificados que expresa mas de una proteina variables de

superficie (VSP), wvacuna dque lo comprende, linea de
hibridoma, anticuerpo monoclonal que reconoce las
proteinas, procedimientos, usos Y métodos. Mas

'éspcificamente se refiere a protozoos pardsitos modificados
que comprenden la expresidén simultanea en su superficie de
mas de una protéina variables de superficie (VSP). Los
protozoos modificados pueden también expresar en forma
simultanea el repertorio completo de proteinas variables
de superficie. Los protozoos muestran una expresidn
reducida de las enzimas Dicer, ARN polimerasa RNA
dependiente (RdRP) o ambas, en donde el gen RdRP y/o el gen
Dicer ha sido silenciado. El protozoo puede ser cualqguier
protozoo gue presénte un mecanismo de variacidén antigénica
y moleculas que regulan este meccanismo puedan ser

silenciadas en su expresiodn.

ANTECEDENTES

Variacién antigénica es un cambio fenotipico clonal
desarrollado por microorganismos patdgenos, gque involucra
determinantes éntigénicos expuestos en la superficie. Estos
organismos, utilizan diferentes mecanismos para cambiar la
expresién de sus antigénos de superficie para, de esta
manera, mantener la infeccién crénica bajo la continua
presién inmune generada por su huésped (Deitsch, K. W.,
Moxon, E. R. & Wellems, T. E. Microbiocl. Mol. Biol. Rev.
61, 281-293 (1997)). Giardia lamblia (también 1llamada
Giardia intestinalis o Giardia duodenalis) es uno de los
paradsitos  intestinales mas comunes en humanos. El
protozoario G. lamblia también sufre variacién antigénica
(Adam, R. D. Clin. Microbiol. Rev. 14, 447-475 (2001) vy
Nash, T. E. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 352, 1369-1375




{1997) - proceso que le permite al parasito desarrollar
infecciones crénicas y/o recurrentes. De un repertorio de
aproximadamente 190 genes que codifican las proteinas
variables de superficie (VSPs), Giardia expresa solamente
una VSP en la superficie de cada trofozoito en un momento
particular, pero espontdneamente cambia a una VSP diferente
por un mecanismo desconocido. En Giardia, la variacién
antigénica es responsable por el variable y/o persistente
curso de algunas infecciones asi como tampbién la propensidn
para miltiples infecciones e involucra a la familia de
proteinas llamadas VSPs (Adam, R. D. Clin. Microbiol. Rev.
14, 447-475 (2001) y Nash, T. E. Phil. Trans. R. Soc. Lond.
B 352, 1369-1375 (1997).

Las VSPs recubren la superficie completa de 1los
trofozoitos y son los principales antigenos reconccidos por
el sistema inmune del huésped. El tamafio de las VSPs varia
entre los 30 kDa y los 200 kDa; poseen una region amino
terminal variable rica en cisteinas y una regidén carboxi-
terminal conservada gque incluye un dominic transmembrana
hidrofébico y una cola citosélica corta compuesta de sdlo 5
amino &acidos (CRGKA). E1 genoma del pérésito presenta un
repertorio de ~190 genes que codifican para VSPs (Morrison,
H. G. et al. Science 317, 1921-1926 (2007), pero solamente
una VSP se expresa en un momento dado en la superficie de
cada trofozoito. El cambio en la expresidén de una VSP a
otra ocurre una vez cada 6 - 13 generaciones, atn en
ausencia de cualguier tipo- de presién inmunoldédgica (Nash,
T. E., Alling, D. W., Merritt, J. W. Jr & Conrad, J. T.
Exp. Parasitol. 71; 415-421 (1990). De forma similar a los
demds genes de G. lamblia, los genes que codifican las VSPs
no poseen intrones y sus regiones corriente arriba son
relativamente cortas y se ha descripto gue no poseen
conservacién de secuencia o que ésta es muy limitada. Mas
aun, no se encuentran presentes promotores eucarioticos
tipicos en estas regiones. Las regiones 3’ no traducidas de
los ARN mensajeros gue incluyen a los genes VSPs de Giardia

también tienden a ser cortos, tipicamente su longitud



oscila entre los 0 y los 30 nucleétidos. Hasta el momento
no se ha demostrado que los procesos de rearreglo genético
o los mecanismos de encendido/apagado promotor-dependientes
estén .involucrados en el cambio antigénico en Giardia
(Adam, R. D. Clin. Microbicol. Rev. 14, 447-475 {2001);
Nash, T. E. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 352, 1369-1375
(1997) y Nash, T. E., Alling, D. W., Merritt, J. W. Jr &
Conrad, J. T. Exp. Parasitol. 71, 415-421 (1990).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se presentan protoczoos parasitos modificados_ gue
comprende la expresién simulténea en su superficie de mas
de una proteina variables de superficie (VSP). En una
realizacién preferida los protozoos comprenden la expresidn
simultanea en su superficie del repertorio completo de

proteinas variables de superficie. Los protozoos muestran

una expresién reducida de las enzimas Dicer, ARN polimerasa-

RNA dependienﬁe (RARP) o ambas, en donde el gen RdARP o el
gen Dicer ha sido silenciado, © una mezcla de ambos. El
protozoo puede ser cualquier protozoo dgue presente un
mecanismo de variacién antigénica y gque su mecanismo de
variacién antigénica puede ser desregulado mediante el
silenciamiento de alguno de sus componentes.

Se presenta una vacuna contra infeccicones producidas
por protozoos que comprende al menos protozoos modificados
que expresan en su superficle al menos dos proteinas
variables de superficie (VSP). En una realizacidn preferida
los protozoos comprenden la expresidédn simultanea en su
superficie del repertorio completo de proteinas variables
de superficie,. Los protozoos muestran una expresidn
" reducida de las enzimas Dicer, ARN polimerasa RNA
dependiente (RdARP) o ambas, en donde el gen RARP o el gen
Dicer ha sido silenciado, o una mezcla de ambos. El
protozoo puede ser cualguier protozoo que' presente un
mecanismo de variacién antigénica. La vacuna puede ademas

comprender excipientes y/o adyuvantes.



Se presenta un procedimiento para purificar el
repertorio total de proteinas de superficie variable (VSP)
de protozoos que comprende:

a) unir un anticuerpo qﬁe reconoce la secuencia de
aminodcidos CRKGA de las VSP a un soporte solido;

b) contactar el soporte sdélido con protozoos; ¥

c) separar el repertorio total de proteinas de
superficie variable (VSP). Los protozoos pueden ser una
mezcla de clones de protozoos salvajes, en donde cada clon
expresa una proteina de superficie variable diferente o
pueden ser un clon que expresan todo el repertorio de VSPs.
Se provee una vacuna gue comprende mas de una proteina
variables de superficie de protozoos, en donde cada una de

dichas proteinas es diferente; N excipientes y/o

adyuvantes. En una realizacién preferida la vacuna

comprende el repertorio completo de proteinas variables de
la superficie de protozoos, en donde cada una de dichas

proteinas es diferente.

Se provee un método de inmunizacidén que comprende
administrar a un mamifero una cantidad de una vacuna que
'comprende protozoos modificados que expresan al menos dos
proteinas de superficie variable (VSP) 0 expresan
simulténemente el repertorio completo de VSPs del protozoo.
El método se aplica para inmunizar un mamifero contra las
infecciones producidas por protozoarios, en donde dichos

protozoarios tienen un mecanismo de variacidn antigénica.

Se provee ademds un método de inmunizacién que
comprende administrar a un mamifero una cantidad de una
vacuna que comprende una combinacién de proteinas variables
de superficie de protozoos, en donde la combinacién de
proteinas variables de superficie se aislan de un protozoo
modificado que comprende silenciados a los genes RdRP,
Dicer o ambos. El método se aplica para inmunizar un
mamifero contra las infecciones producidas por

protozoarios, en donde dichos protozoarios tienen un
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mecanismo de variacidén antigénica. En una realizacidén la
dosis a administrar de la vacuna comprende entre 50 y 500
ng de proteinas variables de superficie de protozoos.

Se provee una_secuencia de nucledtidos, en donde dicha
secuencia puede ser elegida entre una cualquiera de 1las
secuencias SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 112, en donde dichas
secuencias son ARNdc.

Se provee el uso de al menos una secuencia elegida
entre una cualquiera de las secuencias SEQ ID N° 1 a SEQ ID
N°® 112 para silenciar al gen RARP o para silenciar al gen

Dicer.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En la figura 1 se muestra gque eén Giardia, son
transcriptos _simultaneamente varios genes de VSPs; a:
ensayc de nuclear run-on usando nucleos recién aislados de
Giardia inducidos a_transcribir in vitro en presencia de
[32P] UTP; b: andlisis de Northern blot de ARN total
extraido de 1los clones WBO9B10 y WB1267 utilizando una
sonda que comprende la regién conservada presentes en todas
las VSPs; c¢: los transcriptos sentido y antisentido
(vsp9B10, vspl267, vspA6, vspH7, cwp?2 y GDH) generados in
vitro, fueron bloteados e hibridizados con los productos
de los ensayos de nucler run on bajo las mismas
_condiciones que en la figura la; d: Comparacién entre los
productos de PCR generados a partir de trofozoitos del clon
WB9B10 con <cebadores especificos (9B10F / 9BI1OR ¥y
1267F/1267R) sobre el ADN gendmico (calles 1 vy 5), o cADN
genefado'ya sea con cebador reversoc R2 (calles 2 y 6) ©
cebador sentido S1 (calles 3 y 7), la calle 4 es un control
de reaccion sin RT, la flecha blanca indica el fragmento
vsp9B10, que estd presente en de ADN genbémico y en el cDNA
sentido de pero no en el cADN antisentido, la flecha de
color negro indica el fragmento vsplZ267 que esta presente
en el ADN gendémico, en el cADN- sentido y en el CcADN

antisentido. M significa marcador molecular.



La figura 2 muestra las nuevas herramientas para el
estudio de 1la variacién antigénica en G. lamblia. a: Se
generaron oligonuéleétidos adecunados para amplificar por
PCR una gran numero de genes codificantes para VSP; las

secuencias de cuatro VSPs de G. lamblia aislados de WB

(VSP1267, VSP9R10, y VSPA6) y GS  (VSPH7)  fueron

seleccionados, estas cuatro secuencias de VSP fueron
alineadas y las regiones conservadas fueron utilizadaspara
el disefio de cebadores; las flechas debajo de las
secuencias de oligonucledtidos ponen de relieve las
secuencuasen que los cebadores genéricos de VSP (S1-S4 y Rl

- R2) fueron diseflados; b: se empledé la combinacidn de

cuatro cebadores sentido (51i-84) y dos reversos (R1l, R2) en.

el anadlisis por PCR de ADN gendémico perteneciente al clon

de Giardia WB9B10, que sélo expresa VSP9Bl0 en su.

superficie, se amplificaron varios fragmentos de ADN
independientemente de  las combinaciones de cebadores
‘utilizados y cincuenta y nueve prdductos principales de
estas reacciones se aislaron, clonaron y secuenciaron
revelando que todos ellos codificaban fragmentbs de VSP,
varios de estos productos (etiquetades 1 a 8 en Dblanco)
fueron utilizados posteriormente como sondas para el
escrutinio de una biblioteca de ADN gendmico, 1o que
permitié identificar ORFs (marcos de lectura abiertos} que
codifican proteiﬁas nuevas con caracteristicas tipicas de
VSPs de Giardia (VSPS1-S8, numeros de acceso GenBank:
AY142122 a AY142129), los marcadores de tamafioc en nt
(nucledtidos} se indican a la izquierda. c: para comprobar
si el silenciamiento de los transcriptos de VSP de Giardia
implicaba la generacién de ARN antisentido de V5P se
buscaron estas moléculas en preparaciones de ARN aislados
~de trofozoitos que expresan una tunica VSP, las RT-PCR se
llevarcn a cabo con las mismas combinaciones de cebadores
de VSP utilizado previamente en el ADN gendmico pero
utilizando cebadores sentidoe durante la reaccién de
transcripcién reversa (RT), los cebadores sentido (S1 a S4}

se muestran en la parte superior, las calles {a) a (h)



indican las combinaciones de cebadores utilizados en cada
reaccién de PCR: (a) S1-R1l, (b) S2-R1, (c) S3-R1l, (d) S4-
R1, (e) S1-R2, (£) S2-R2, (g) S3-R2, ¥y (h) S4-R2, ademds se
representan los controles negativos sin la transcriptasa
reversa (RT-), en estas condiciones treinta y ocho
productos amplificados fueron aislados, clonados Y
secuenciados, demostrando gue codifican VSPs aﬁtisentido,
doce de estos productos (marcados de 1 a 12 en blanco)
también fueron utilizados como sondas en una bkiblioteca
genémica, la cual permitié obtener la secuencia completa de
nuevos genes de VSP (VSPAS1-VSPAS12, numeros de acceso
GenBank AY143130 - AY142141), indicando 1los blancos
funcionales de los transcriptos antisentido de los genes de

V3P,

La figura 3 muestra a: inmunolocalizacidén de la
versién de gRARP etiquetada con un epitope. HA expresada en
trofozoitos del clon WBO9B10, la enzima (en rojo) localiza
en una regién que rodea ambos nucleos del parasito, esta
" regién se corresponde principalmente con el reticulo
endoplasmatico rugoso (amarillo) como se ve por la co-
inmunoiocalizacién con la chaperona ER-BiP (Mab 9C95, en
verde}; b: actividad RARP en donde se utilizaron diferentes
combinaciones de los sustratos de ARN (A, B y D, vsp9BlO y
vspl267, C y E, vsp9Bl0, vspl267 y vspH7), en ausencia (A-
C) o la presencia del cebador R1 (D) o R2 (E), A es un
control sin RARP purificada. c¢: inmunolocalizacidédn de una
versién de gDicer etiquetada con un epitope HA expresada en
trofozoitos del clon WB9B10, la enzima (en verde) localiza
en el citoplasma de ‘la célula, los nuclecos estan tefidos
con DAPI (azul}; d: inmunolocalizacidén de una versidn de
gAgo seflalizada con un epitope HA, la cual se expresé en
- trofozoitos del <clon WB9B1l0, la enzima (en verde) se
localiza en el citoplasma celular, los nucleos son tefiidos
con DAPI (azul): e: Northern blot con sondas para gRdRP,
ghgo, gDicer, GDH y CWPl sobre BARN total extraido de

trofozoitos del clon WB9B10 inducidos al enquistamiento por



4, 6 o 12 h, y trofozoitos mantenidos en un medic de
crecimiento normal (NT)} durante 12 h., los resultados
muestran la expresidén constitutiva de estos componentes
PTGS (post transcriptional gene silencing - silenciamiento

génico post transcripcional}.

La figura 4 muestré la actividad Dicer y la deﬁeccién
de pequefios ARN de VSP en Giardia. a: generacién de
pequefios ARNs a partir de ARNdcpor parte de extractos de
Giardia demostrando una actividad tipo Dicer. Para ARNdc de
- vspl267, ambas hebras ({(carril 1), sdlo la hebra de ARN
sentido {carril 2) o sdélo la antisentido ({(calle 3y fueron
marcados radiactivamente. Para vsp9Bl0 y gdh ambas hebras
fueron marcadas. ARNs de doble cadena fueron incubadocs con
un extracto de Giardia perteneciente al clon WB9B1O a 37°C
durante 1 h; luego, el ARN total fue aislado y coﬁ el se
realizé una eélectroforesis. En todos los casos, se
produjeron ARN pequefios; b: efecto de la presencia de ATP
en el procesamiento de ARNdc por Giardia, los carriles 1 y
2 muestran los controles no tratados: la incubacién ARNdc
de vspl267 con lisados citoplaSméticos de Giardia sin el
agotamiento de ATP (1h Y 3 h de incubacién,
respectivamente), disminucion de ATP mediante la adicion de
.2 mM de glucosa y 0.1U0 pLt de hexoquinasa (carril 3).
Regeneracién de ATP 'utilizando fosfocreatina (CP, carril
4), creatina quinasa (CK, carril 5), o ambos (carril 6); c:
generacién de pequerics ARNs por incubécién de ribosondas de
VSP con extractos del clon WB9B10 de Giardia. Uno, dos o©
tres diferentes ARNm de VSP (vsp9Bl0, vspl267, vspH7)
fueron mezclados con los extractos de Giardia. La formacidn
de pequefios ARNs se produjo cuando mas de un transcripto
estaba presente. Se utilizé gdh como control de gen no
relaciconado.. Los marcadores de tamaio de ARN en
nucledétidos estan a la izquierda; d: BARN total del clon
WB9B10 y de trofozoitos del clon WB1267 asi como ARN de
bajo peso molecular (LMW- low molecular weight) del clon

CWBlZ2o7 se sometieron a electroforesis, bloteados e



hibridizados utilizando sondas parcialmente digeridas de
" ARN de vsp9B10 transcripto in-vitro. En el clon WB9B10 no
se encontraron ARN pequefios, en contraste, pequefios ARNS de
vsp2B10 estaban presentes en el clon WB1267 (flecha}), el
cual no expresa VSP9BO. Curiosamente también se pudo
observar RNA de 70-nucleétidos de largo {asterisco), que

podrian representar ARNm parcialmente digerido.

La figura 5 muestra la generacidn de pequefos ARNs por
incubacién de ribosondas de VSP con extractos de Giardia
del clon WB1267, uno, dos, o tres ARNm de VSP diferentes
(vsp9B10, vspl267, vspH7) fueron mezclados y confrontados a
los extractos de trofozoitos de Giardia, se produjeron
pequefios ARN marcados con [32P] cuando mAs de una
transcripto estaba presente, los marcadores de tamafic de

ARN en nucleotidos estén a la izguierda.

La figura 6 muestra la conmutacidén antigénica en
trofozoitos de WB9B10 que sobreexpresan VSPH7. a: los
trofozoitos del clon WB9B10 fueron transfectados con el
vector pTubCWPl.Pac o con el vector pTubH7.Pac, que dirigen

la expresién de CWPl o VSPH7 bajo el control del promotor

de la a-tubulina, los controles pertenecientes a
trofozoitos pertenecientes a la cepa GS que expresén la VSP
H7 transfectados con el vector Icontrol (pTubCWP1.Pac)
indicados mediante triangulos invertidos, los cuadrados
muestran trofozoitos WRBOBR10 transfectados con el vector
" control, la expresion de la VSP 9B10 disminuye con el
tiempo debido a recambio espontaneo de las proteinas de
superficie, los trofozoites WBSEB10 que expresan
constitutivamente vspH7 muestran que la exprésién de
VSPSB10 (ciréulos) o VSPH7 ({tridngulos |} disminuye mas
rapido gue el respectivo control, Los resultados
representan el porcentaje promedio de tres experimentos
independientes * SD. b: Imagen representativa de
trofozoitos de WB9B10 gque expresan VSPH7 a tiempo 0, todas

las células expresan simultaneamente en su superficie

U\



VSPYB10 y VSPH7; c¢: imagen representativa de trofozoitos de
WBYB10 que expresan VSPH7 después de 15 dias en cultivo,
algunas células expresan en su superficie VSP9B10 y VSPHT,
otros sbélo VSP9B1l0 o VSPH7 y otros ninguno de ellos, los
ndcleos fueron marcados con DAPI en azul;

La figura 7 muestra la conmutacién antigénica en
trofozoitos de WB9B1l0 que expresan fragmentos antisentido
de vsp9Bi0. a: trofozoitos del «clon WB9B1lO0 fueron
transfectados con el vector pTubCWPl.Pac (cuadrados) o el
vector pTubPac incluyendo las secuencias antisentido de la
porcién media del gen vsp9Bl0 5 '{circulo) o 3'
(tridngulo}, los resultados representén el valor promedio
de tres experimentos independientes # SD e indican que el
numero de trofozoitos positivos para la VSP 9B10 disminuyen
mas rapidamente que el control; b: imagen representativa de
trofozoitos WB9B1l0 transfectados <con un gen de VSP
diferente, todas las células expresan en su superficie
VSP9BR10; c¢: imagen representativa de trofozoitos WBSBL1O
que expresan el fragmento antisentido 3 'de vsp9Bl0 después
de 15 dias de cultivo, VSPO9B10 - esté 'presente en
aproximadamenté el 50% de la poblacién, los nucleos fueron

marcados con DAPI en azul.

La figura 8 muestra que las variaciones en la
concentracidn de los diferentes transcriptos puede
determinar cual evade el sistema silenciador, 1los genes
codificantes para vspl267, vsp9B1l0, y cwpl fueron clcnadoes
en el vector pGEM-T-easy vy transcriptos in vitro en
presencia o ausencia de 32P-UTP, se incubaron diferentes
concentraciones de transcriptos de vsp9Bl0 y CWPl sin
marcar durante diferentes periodos con extractos
' citoplasméticos de WB1267 que contenia una concentracidn
fija de ARN de wvspl267 marcado radicactivamente, calle 1:
Marcador de decenas de nucleotidos (Decade- Ambion), calles
2, 3 y 4: incubacién de 750 ng de vsp9BlO0 y 250 ng de
vspl267 (relacién 3:1), 1, 5 y 24 h, respectivamente,

calles 5, 6 y 7: incubacién de cantidades iguales de
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vsp9B1l0 vy vsﬁ1267 (250 ng de cada uno; proporcién de 1:1},
1, 5 y 24 h, respectivamente, calles 8 y 9: incubacidn de
750 ng de CWPlL y 250 ng de vspl2é7, 5 Yy 24 h,
respectivamente, calle 10: incubacién de 250 ng del
transcripto de vspl267, en tiempos- de incubacidén corto (1
h) hay poca degradacién de vspl267 en el clon WB1267,
independientemente de la cantidad de vsp9B10 agregada a la
mezcla {calles 2 ¥ 5%, en contraste, después de
_incubaciones més largas (5 hs) la aparicién de ARNs
pequeﬁds radiomarcados de vspl267 aumenta por la presencia
de vsp9Bl0 (comparar calle 10 con las calles 3, 6 y 8}, la
presencia de transcriptos de CWPl (no reiacionados) no
tiene ningun efecté, incluso a alta concentracién (calle
8). A las 24 hs de incubacién, la mayoria de la

transcriptos radiomarcados estan completamente degradados:

La figura 9 muestra los resultados del silenciamiento
del gen Dicer y RdRP en trofozoitos de Giardia, en donde
los clones de Giardia de Dicer-AS y RARP-AS presentan una
reduccién de los niveles de ARN mensajeros de entre el 65%
y 75% en comparacion con trofozolitos WBOB10 no
transfectados medido por medio de ensayos de densitometria
de las bandas obtenidas por RT-PCR y Northern blot
realizados por quiﬁtuplicado, los resultados representan el

valor promedio * s.d.

La figura 10 muestra la expresidén de VSPs diferentes
en trofozoitos transgénicos de Giardia con las enzimas
RARP y Dicer silenciadas, a: ensayos de inmunofluorescencia
directos en trofozoitos transfectados con Dicer-AS (panel
inferior) o vector vacio (panel superior) utilizando TRITC
conjugado al anticuerpo monoclonal 5Cl (VSP1l267; panel
derecho) y FITC conjugado al anticuerpo monoclonal 9B10
(VSP9B10; panel de la izgquierda), cuando la expresién de
Dicer en Giardia fue silenciada, los trofozoitos que
expresaban VSP9B10 en la superficie también expresaron

VSP1267 (imagen fusionada; panel central); b: porcentaje de
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trofozoitos de Giardia que expresan una VSP en particular,
segin lo determinado por ensayos de citometria de flujo
utilizando anticuerpos monoclonales especificos (VSPY9B10,
anticuerpo monocloﬁal 9B10; VSP1267, anticuerpo monoclonal
5C1; VSPA6, anticuerpo monoclonal 6E7) en los clones 9B10,
1267, y «con células transfectadas con construcciones
antisentido para RdARP (RdRP-AS) o Giardia Dicer (Dicer-A3),
se utilizaron como control negative inmunoglobulinas de
cabra anti—raténé c: analisis de Western blot de los
extractos de proteinas de tipo salvaje WB9B1O y trofozoitos
WB9B10 en los cuales el gen Dicer ha sido noqueado, después
dé la electroforesis y la transferencia a nitrocelulosa,
los filtros se hibridizaron con: (1) el anticuerpo
monoclonal 12F1 de la invencidén clon G3 (generado en contra
el dominio de la CRGKA conservado en todas las VSPs) o (2)

anticuerpos monoclonales 9B10 (especifico para VSP9B10).

La figura 11 muestra la expresién de VSPs en clones
salvajes de Giardia y en Giardia modificada con
derequlacién de la variacidén antigénica, se muestra
imdgenes de inmunofluorescencia confocal de trofozoitos a
los cuales se ha silenciado Dicer (a) o RdARP (b) e imagenes
representativas de los ensayos de inmunofluorescencia
indirecta usando anticuerpos monoclonales anti-VSP (verde)
contrastando con DAPI (azul), WB9B1l0 (d), WBl267 (e), ¥
GS/M-K7 (f), y {c) imagen de imnunofluorescencia de una
poblacién no clonada WB aislada que fue tefiida con el
anticuerpo monoclonal 12F1 anti-CRGKA de 1la iﬁvencién

(verde) y contra coloreada con DAPI (azul).

La figura 12 muestra la deteccién y cuantificacién de
quistes de Giardia en muestras de deposiciones de jerbos
infectados con diferentes poblaciones de trofozitos
salvajes y transgénicos, y desafiados con WB9B10 y WB1267.
(a) Jerbos inicialmente infectados con poblaciones clonales
de trofozoitos WB9B10, WB1267, o transgénicos gue fueron

silenciados para la expresién de Dicer (DAS) o RARP (RAS) y
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" mezclas 1:1 de ambos. (b-e) Jerbos preﬁiamente infectados
con Giardia WB9B10 (b), WB1267 (c), DAS (d) y RAS (e)
fueron desafiados dos meses después de 1la infeccidn
primaria con poblaciones clonales de WB9Bl0 y WB1267, se
conté la cantidad de guistes liberados por los animales.
Las figuras representan el valor medio de 5 experimentos

diferentes:;

La figura 13 muestra los resultados del desafio de los
jerbos con trofozoitos que expresan una V3P particular a
continuacién de la infeccidén primaria con trofozoitos de
Giardia que expresan el repertoric completo de VSPs. Los
jerbos previamente infectados con clones WBSB1l0, WB1267,
DAS, o RAS (a-d) fueron desafiados con poblaciones de los
clones WRB9B10 (e-h), WB1267 (i-l), o quistes purificados
(m-p). La figura muestra las imagines representatives de
los ensayos de inmunofluorescencia en heces de jerbo usando
anticuerpos monoclonales conjugados con FITC anti-CWP2

{verde) .

La figura 14 muestra que el suero y el contenido del -

intestine de los Jjerbos infectados con trofozoitos
transgénicos que'expresan el repertorio total de VSPs son
capaces de aglutinar in vitro diferentes clones de
Giardia. Se muestran imagenes representativas de una
microscopia por contraste de fase de los clones WBO9R10 (1-
2), WBl1l267 (3-4), y GS/M H7 (5-6) desafiados con suero (lb,
3f, y 5f) o contenido intestinal (2b, 4f, and 6f) de los
animales infectados con clones WB9B10. Suero (2b y 1f), o
.contenido intestiﬁal (3b vy 2f) de animals infectados con
clones WRB1267. Suero o contenido intestinal de animals
infectados con clones GS/M-H7 (5b and 6b). Mab especifico
para VSP9B10 (lc y Z2c), Méb para VSP1267 (3c y 4c), Mab
para VSPH7 (5c y 6c¢}, suero de animals no infectados (la,
2a, 3a, 4a, 5a, y 6a), suero de animals infectados con DAS

nockeado (1d, 2d, 3d, 4d, 5d, y 6d), y suero de animales
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infectados con with RAS (le, 2e, 3e, 4e, 5e, y 6e).

La figura 15 muestra la deteccidn y cuantificacidn de
quistes de (Giardia "en . muestras de heces de Jerbos
previamente inmunizados con VSPs purificadas a partir de
diferentes poblaciones clonales de trofozoitos salvajes y/o
transgénicos de Giardia de la invenciédn. Las heces de los
jerbos inmunizados se monitorearon diariamenté durante un
mes utilizando anticuerpos monoclonales anti-CWP2 para
verificar la lliberacion de guistes. Los Jjerbos fueron
infectados con poblaciones clonales de trofozoitos WB9B10 o©
WB1267, las imnunizaciones se llevaron a cabo usando VSPs
purificados de trofozoitos transgénicos de la invenciodn
DAS, RAS (y mezclas de ambos), los animales fueron
previamente inmunizados con VSPs purificadas de DAS (a),
RAS (b), o la mezcla de ambas {g), estos animales
estuvieron protegidos a infecciones subsecuentes con los
clones WBO9B10 o WB1267, los animales control (d) o los
inmunizados con la proteina intracelular (e) no estuvieron
protegidos de las. subsecuentes infecciones. Las figuras
. representan el valor medio de 5 experimentos

independientes;

La figura 16 muestra en fotos la morfologla del
intestino delgado de los jerbos durante la infeccidén y el
desafio, el pahel superior muestra el intestino delgado de
los animales experimentales: (a) intestino de un Jjerbo
durante la infeccién primaria con trofozoitos gque expresan
el repertorio completo de los (DAS) después de 15 dias de
la inoculacién, se puede observar un incremento en el
tamafioc de las placas de Peyer (flechas) en comparacidn con
los animales control (b). {(c) es el intestino durante le
desafio de los jerbos inmunizados con VSPs purificadas de
~trofozoitos DAS, el panel de abajo muestra el examen
microscépico del intestino delgado de los animales
experimentales: (d) los Jerbos infectados muestran un

alargamiento de las placas de Peyer y una inflamacidn
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infiltrante moderada en la mucosa y submucosa. Se
visualizaron algunos trofozoitos de Giardia en el lumen del
intestino (asteriscos; 400X), (e) son los jerbos control no
infectados/no vacunados {400X) , (f) son los jerbos
vacunados que muestran una mucosa intestinal
histolégicamente normal (400X), Llas inserciones muestran

una morfologia general del intestino delgado a 250X.

DESCRIPCION DETALLADA

En la presente solicitud se entiende por trofozoito a
una célula de un estadio particular de un parasito
unicelular, por ejemplo de un protozoo. A los efectos de la
presente solicitud se entiende que el término trofozoito,
parasito, célula de pardsito o protozoo tienen el mismo
significado y son intercambiables

En la presente solicitud el parasito, trofozecito o
protozoo transgénico o modificado de la invencidn puede ser
un protozoo al cual se le ha éilenciado el gen Dicer o el
gen RARP o una mezcla de ambos ptotozoos transgenicos.
Estos protozoos se denominan indistintamente en la presente
solicitud Ccomo trofozoitos, protozoos o] parasitos
transgénicos, transfectados o modificados. Cuando ha sido
silenciado el gen Dicer el trofozoito o protozoo del a
invencién también puede ser denominado como Dicer-AS o DAS.
Cuando ha sido silenciado el gen RdRP el trofozoito o
protozoo de la invencién también puede ser denominado como
RARP-AS o RAS. Cuando se utiliza una mezcla de trofozoitos
o protozoos transgénicos se los puede denominar como Dicer-
AS + RARP-AS & DAS + RAS.

En la presente solicitud los trofozoitos o protozoos

que expresan el repertorio completo de proteinas variables

de superficie puede ser cualquier protozoo parasito o
patdégeno a los cuales se les ha desregulado el mecanismo de

variacién antigénica.

Se muestra gue la regulacidon de la expresién de VSPs

en Giardia incluye un sistema que comprende, ARN-polimerasa
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ARN- dependiente, Dicer vy Argonauta, los cuales son
componentes de la maquinaria de ARN de'interferenéia. Los
clones que expresan un UOnico antigeno (proteina) en
superficie, transcriben eficientemente varios genes que
codifican VSPs pero sélo se acumulan los transcriptos que
codifican la VSP a ser expresada en la superficie de 1la
célula.

La deteccidén de ARN antisentido correspondiente a los
genes de las VSP silenciadas y pequefios ARN de las
proteinas silenciadas pero no de las VSP expresadas
implican una via de ARN de interferencia en la regulacidn
de 1la variacién antigénica. Claramente, el silenciamiento
tanto de las enzimas Dicer como ARN polimerasa dependiente
de ARN conduce al cambio en la expresidn de una unica VSP a
la expresién de miltiples VSPs en pardsitos individuales.

Se realizaron ensayos de nuclear run o©n  para
determinar si la regulacidén de la expresidn de VSP esta
controlada a nivel transcripcional o postranscripcional.
Luego se estudid en los trofozoitos la existencia de ARN,
sentido y antisentido, que codificaran para VSP por 1la
reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcidén
reversa (RT-PCR) asi como también la actividad de las
enzimas involucradas en la sintesis y degradacidon de ARN de
doble cadena (ARNdc) enleucariotas superiores, tales como
ARN pclimerasa dependiente de ARN {RARP), Dicer ¥
Argonauta. La caracterizacién incluyé el clonado ¥y
expresién de estos genes asi como también el analisis de
los pequefios ARN generados de los ARNdc que codifican para
VSPs. También se evaludé la expresidn de diferentes VSP
después del silenciamiento de los componeﬁtes de lé ruta de
ARN de interferencia (ARNi) de Giardia.

La disrupcién de los mecanismos de variacidn
antigenica para generar celulas gue expresan el
repertorio completo de proteinas variables de superficie en
organismos patdgenos no ha sido descripta aun. La expresién
del repertorio completo de proteinas de superficie en

organismos patdgenos para generar parasitos gue puedan ser
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utilizadas como vacunas, o la purificacién del repertorio
completo de proteinas variables de superficie para la
inmunoprofilaxis de enférmedades causadas por estos

patégenos no ha sido posible hasta el momento.

Transcripcién de VSP en Giardia:

La transcripcién de genes de VSP fue analizada por
ensayos de nuclear run on usando ARN aislado de nucleos
pertenecientes a trofozoitos del clon WB9B10 (Fig. 1la),
dicho clon expresa solamente VSP9B10 (numero de acceso
GenBank AAK97086) en su superficie. Los resultados indican
gue la mayoria los genes gque codifican para VSPs fueron
simultaneamente transcriptos. En contraste cuando el total
de ARN extraido de dos clones diferentes de Giardia (WB9B1O
y WB1267) fueron incubados con un oligonucledétido usado
como sonda que correspondia con el extremo 3’ conservado
de los genes de VSP, se detectd solamente un transcripto de
tamafio molecﬁlar correspondiente a la VSP que se expresa
en la superficie de cada clon (Fig. 1lb). Adiciocnalmente se
" observaron bandas de muy bajo pesc molecular las cuales son
atribuibles a procesos de degradacién. Usando sondas
especificas para cada VSP (ver Nash, T. E. Phil. Trans. R.
Soc. Lond. B 352, 1369-1375 (1997) se observé la
acumulacién de un unico transcripto en diferentes clones de
Giardia. Esto muestra gue un sodlo transcripto de VSP se
acumula, siendo que mas de un VSP es transcripto en el

nticleo del parasito.

Silenciamiento postranscripcional de genes en Giardia
(PTGS) :

Un paso clave en el PTGS es la produccién de ARNdc que
son homologos con el gen silenciado. Ensayos con RT-PCR
disefiados especificamente para amplificar productos VSPs,
tanto sentido como antisentido, reveld, después del clonado
y secuenciamiento de estos fragmentos, gque ambas cadenas
del ARN estan presentes en los trofozoitos (Fig. 2). Para

evaluar la posible transcripcién simultdnea de ARN sentido
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y antisentido de genes gque codifican para V3P, se realizé
un segundo experimento de nuclear run-on usando sondas
sentido y antisentido especificés {Fig. 1lc). En este ensayo
fue imposible detectar ARN antisentido de VSP, lo que
indica que aquellas moléculés podrian haber sido generadas
postranscripcionalmente. También se analizaron los
productos generados por PCR del clon WB9B10 usando
cebadores especificos para vsp9Bl0 y wvspl267 (Fig. 1d). La
banda correspondiente a vsp9Bl0 estaba presente en el ADN
gendémico y en el ADN sentido de la cadena complementaria
.pero pobremente en el antisentido de ADNc. En contraste,
. vspl267, el cual no se expresa en la superficie del clon
WB9B10, pudo ser amplificado del ADN gendmico e igualmente
amplificado en los cADN tanto sentido como antisentido.
Estos resultados mostraron que los VSPs son transcriptos
simultaneamente {(confirmando los resultados de los
experimentos de nuclear run on) y dque hay una baja
abundancia de transcriptos antisentido para la VSP que se
expresa y la presencia de ARN antisentido para las VSP gque

son transcriptas pero no traducidas.

Componeﬁtes de la maguinaria ARNi de Giardia:

La RdRP media la produccién sin cebador de ARNdc a
" partir de ARNm aberrantes y la produccidén de ARNdc, con y
sin cebador guiadas por ARN de interferencia pequefios
(siRNA) gque son necesarios en algunos organismos para
activar el mecanismo de ARNi. Se identificdé un homélogo de
RARP en Giardia. Este gen de RdRP codifica una proteina
basica de 155.257 Da que comparte una alta homologila con
otras RdRP eucaﬁiotas vy difiere enormemente del codificado
por el virus 16 de Giardia, lo que indica la naturaleza
protozoica del gen identificado.

La transcripcién de la RdRP de la Giardia fue
verificada por RT-PCR y por Northern blot, y  su
localizacién fue evaluada mediante la expresion de la
misma fusionada a un tag de haemaglutinina (HA). La RdJRP de

Giardia estaria asociada a los ribosomas presentes en el
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lado citoplasmatico del reticulo endoplasmico. Mas aun, la
enzima estd activa en los trofozoitos, debido a que es
capaz de formar ARN de alto peso molecular in vitro en
presencia de ARN homologos de = de VSP (Fig. 3). Una
caracteristica del ARNi es la degradacidén de los ARNdc en
siARN de 21-25 nucledtidos por la ARNasa de ARNdc
especifica Dicer. Previamente un homélogo de la Dicer de 1la
Giardia fue identificado, su estructura resuelta y se
demostré la actividad in vivo de la Dicer recombinante
(Macrae, I. J. et al. Science 311, 195-198 {2006) .

Usando la secuencia de Dicer-l. de Drosophila para
buscar genes homélogos en la base de datos del genoma de la
Giardia se pudo identificar varios clones con alto grado de

homologia a los dominios Dicer. Por PCR ¥ posterior
.comparacién con la biblioteca genémica, se observaron dos
ORF independientes que contienen dominios presentes en las
enzimas conocidas Dicer: Una proteina Argonauta con
dominios PIWI y PAZ (gAgo, numero de acceso GenBank
AY142142), y una RNasa III bidentada ({(gDicer, numero de
acceso GenBank AY142144) que contiene un dominio PAZ y un
motivo de cremallera leucina probablemente implicadas en la
interaccién de la enzima con otras los componentes de RISC
y con ARN, respectivamente.

De acuerdo a lo que se muestra en la figura 3 1la
enzima Dicer se expresa constitutivamente durante el ciclo
de wvida completo .de Giardia, siendo su- localizacidn
citoplasmatica (Fig. 3). Para evaluar la actividad Dicer de
' Giardia se realizaron ensayos in vitro, en donde ARNdc
radiomarcados fueron expuestos a extractos postnucleares de
Giardia. Los resultados mostraron gque (Fig. 4a), sin
importar el gen y la hébra gque esté marcada (sentido,
antisentido o ambas), los ARNdc son procesados en pequefios
fragmentos de ARN de 20 a 30 nucledtidos y este procesoc es
favorecido, como en los eucariotas superiores, por la
preseﬁcia’ de ATP (Fig.4b). Ademds los pequerios ARN
obtenidos fueron clonados en forma similar a los siARN que

tienen 5°-P 'y 3 -OH terminales. El secuenciamiento de los
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siARN indicé gue derivaban de los genes de VSP cargados ¥

que poseen una longitud.de 22-25 nucledétidos (Tabla 1.

Tabla 1:

VSP9B1l0 sense small RNAs

VSP9B10 antisense small
RNAs

GTTTTGTTCTCGCGGGGGTACTCGT (SEQ | ACCCCCGCGAGARACRARACTGCC (SEQ
ID N° 1) ID N° 57)
AGAGCGCGCGGCTCAATGCGCAG  (SEQ ID | TCCTGCCCATGCAATCTGGACGA (SEQ
N° 2) ID N° 58)
GATTGCATGGGCAGGABRAAGCAA (SEQ ID | ATTGAGCCGCGCGCTCTGTTGCTIT (SEQ
N° 3) ID N° 59)
TCTCGATGTAACACAGGATTTGT (SEQ ID|ATGCTTCCTCTGCGCAATTAGTGT (SEQ
N° 4) ID N° &0)
GGACAATGTGCAGACNNAGAAGG (SEQ ID | CAATACRATTTACCACCGATCAG (SEQ
N° 5) ID N° 61)
AALGATGGCTCCGGAGGCGATACA (SEQ ID| TGCACATTGTCCATTGATAGGAA (SEQ
N° 6) ID N° 62)
CAGACCTGTGGACAGTGCGCCGAG (SEQ ID | CTGATCAGCTGTATCGCCTCCGG (SEQ
N°® 7) ID N° 63)
CTTTCATGTACAAGGGCGGCTGT (SEQ ID | GTAACAGCCGCCCTTGTACATGA (SEQ
N° 8) ID N° 64)
CGAAGCANCCCAGCAGCCCGGACAG (SEQ | CATCTGCCGCCNGACANNTGGTC (SEQ
ID N° 9) ID N° 65)
GCAAGGATACTTCGTGCCGCCGG  (SEQ ID| CCCGGCGGCACGAAGTATCCTTG (SEQ
N° 10) ID N° 66)
ACCAATCGGTCATACCATGCGGAG (SEQ ID | ACCGATTGGTGAGAGGCGTCTGC {SEQ
N° 11) ID N° 67)
ACGATAAAAAGTACAAGGGCGTGCT (SEQ | ACTTTTTATCGTTCTTRACTGTTA (SEQ
ID N° 12) ID N° 68)
ACCGGCACCAAGACGTGCAAGAC (SEQ ID | TGTGGGAGCGTAACACCGAGTGC (SEQ
N° 13) ID N° 69}
TGCGACGTGCGAGRAGGGCGCCGA (SEQ ID | CACGCAGTACACGTGGCGGCCTT (SEQ
N°® 14) ID N° 70)
GCCCGACCCNNAGTGCAACACCCCC {SEQ | CACGCAGGAGGTGGCTGAGTCCT (SEQ
ID N° 15) ID N° 71)
GCTGCAAGACGTGCAGTGAGCCGA (SEQ ID | GTGCCGGTGCACTCTTCTTCTGT (SEQ
N°® 16} ID N° 72)
AGACRAAGCAAGGAGGTGTGCNCA (SEQ ID| TTGTTTGGCTGGACCTTCTTATT (SEQ
N® 17) ID N° 73) :
ACGGTTGTGAGCACCTGGAAGGC (SEQ 1ID | GCACTCACCGTCTCCGGGCACTTT  (SEQ
N° 18) ID N° 74)
CCTGTGCCAAGTGCAATACCTCG (SEQ ID|GCTTCTTCGTGCACCCGGTGCCC {SEQ
N° 19} ID N° 75)
AGCTACGAAGGAGAGGGCACGGGG (SEQ ID | CTGGTGCCCTCGTAGTNNCCTNCC (SEQ
N° 20) ID N° 76)
TCGGCCCGCACAGCCTCCTGCCAG (SEQ  ID | TGAGGACCTGCTTAGGCTCGCAG (SEQ
N® 21) ID N° 77)
ACGAAACGACCAANCTCCCTGGRA (SEQ ID | CTTCTTGACNCACACGCCGTTCTC (SEQ
N°® 22) ID N° 78)
TGAATAATGGCGCGCTCATCACTTG (SEQ | TAGCAGCCCCCGTTCATGCGGAA (SEQ

20




ID N° 23) ID N° 79)
GATGTRAAGACGTGCACCAGCCAG (SEQ ID|ACCTCCTCACAGACGCTCTTTCCA (SEQ
N°® 24) ID N° 80)
TACTACCTGTCCAAAGAAAAGTG (SEQ ID|GCTTGTATCCGTCGGCCGGAGTC (SEQ
N° 25) ID N° B1)
CCCCCAACCAACAATAAAGGGCC (SEQ ID | CACTCGGAGCACCCAGTGGCGCA (SEQ
N° 26} ID N° 82)
ACCTCATACAGAACANNAACAGG (SEQ 1ID | CACTTGGTGGCGTCGTCCGCATTG (SEQ
N°® 27) - ID N° 83)
GGGATCTCCGTCGCTGTCATCGC (SBEQ ID | ACAGCGNCGGAGATCCCCGCTATGG (SEQ
N° 28) ID N° B84)
TGCTGGTGGTTCATATGTAGNGG (SEQ ID | AGAGGARAGCCCACGAGGCCCCC (SEQ
N° 29) ID N° 85)

VSP1l267 sense small RNAs VSP1267 antisense small RNAs
GCAAGCACTCTTGCAGGAGCTT (SEQ ID | GGCAATTAATTAATAGAAACAT (SEQ
N° 30) : ID N° 86)
GCTCTACGACTCAGGCTAATTGT (SEQ 1D | GCTATTAGGCAATTAATTAATAG (SEQ
N° 31) ID N° 87)
CAACGGGGTGTGTGAAGCAGCCGC (SEQ ID | TTCCGCRACACAATTAGCCTGAG (SEQ
N° 32} ID N° 88)
GGCTGCTAATGGTAGTGATAACG (SEQ ID| TGCACTTTGTATTACTACTGGCG (SEQ
N° 32) ID N° 89)
GTAAGAAGTGCCTTCTGCAAACC (SEQ ID | GCACTTCTTACAAGTCTGATCAG (SEQ
N° 33) ID N° 90)
CAAACCTTCATGTTCAAGGGCGG (SEQ ID | TTAAATTACCAGTNNCTCCCGCT (SEQ
N°® 34) ID N° 91)
TGATGCTGCCTCTGGTACTACTGG {SEQ ID | ATTACTCTCACCAATCGTGACCCC (SEQ
N° 35) ID N° 92)
GCGGCTGATACCACGGATTCCTGT (SEQ ID | GCGTNATCATTAGGGAAATATCC (SEQ
N° 36) ID N° 93)
CAACTGGGGTCACGATTGGTGAG (SEQ ID | TTAAGGGNNCTCAGGCTATTCGTG (SEQ
N° 37) ID N° 94)
ACTAATTGCGTTNNGTGTACCAAR (SEQ ID | TCAGGACAGACCCNGGGTAGCAG (SEQ
N° 38) ID N° 95)
GAGTGTGCTTCCAATCTGTATCTG (SEQ ID| CGTCGGCGCAGTTTTCCAAATAC (SEQ
N® 39) ID N° 96)
GAAACTTGCARGACAGGATATTTCC (SEQ | AGTGCARACTCCGTTGGTTTTATCC (SEQ
ID N° 40) ID N° 97)
TTTCCNTAATGATAACGCTGATA (SEQ ID | GCATCGGCTGTCGTGCACAACGT (SEQ
N°® 41) ID N° 98)
CCGGTGCTATTCTTATCACCTGCA (SEQ ID | GCCGCTGGTCTNGACGTAGCAGG (SEQ
N°® 42) ID N° 99)
GCAAGGACGACAACACTGCGGCC (SEQ ID

N° 43)

GTATCGCAGAGTGCACGGGAANG (SEQ 1ID

N°® 44)

GGCAGTGCACAGCTAGCATAGCAG (SEQ ID

N° 45)

CCTTTGCGTGTCGGCCGAAACAG (SEQ 1D

N°® 46)

TABAACCAACGGAGTTTGCACTGCC (SEQ

ID N° 47)

CTATCAGGCTGAGAARGTTTCCTG (SEQ ID
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N° 48)
GCAGGAAAGTGCACGACCTGTGCG (SEQ ID

N° 49)
VSPH7 sense small RNAs VSPH7 antisense small RNAs
GGARACCTTGGTAGGATTATTTGC (SEQ 1ID | AGTCGTAGAGCAARGCTCCTGCAAG (SEQ
N°® 50) iD N° 100
AATGCTAATCTGTACCTGAAGGCT (SEQ ID | ACCCCGTTGATGGGCACATAGTTT (SEQ
N° 51) ID N° 101)
GGCATAGATGGGTGCTCTGCATG (SEQ ID | CTTCCGTCTTNNAAATAATCCTACC  (SEQ
N® 52} ID N° 102)
ACAAAGGGAACATGCATTGCAGA (SEQ ID | GAATCGTAACCCCGGTTGCGTCG (SEQ ID
N° 53) N°® 103)
ACGCCGGATAANACCAACGGAGTT (SEQ ID|ACTTAGCACAACCGGCCACACCC (SEQ ID
N°® 54) N° 104) ,
TGTGCAANNGATAACACTARANA (SEQ ID | CTTATCAGCCGTACTACAGGTAAG (SEQ
N® 55} ' ID N° 105)
CTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTG (SEQ ID | ACGGTGCTAGCCCTAGTTGTAGA (SEQ ID
N° 56) . N® 106)
CGTTCTTCARAGGNNCTCAGATTGTT  (SEQ
ID N° 107}
CTCTGCAATGCATGTTCCCTTT (SEQ 1ID
N°® 108)
CGACCCGGGTGGTGCCGCTCTTGE (SEQ
ID N° 109)
CCATTGCTGTCTNTATCTTGCCC (SEQ ID
N° 110)
GTGTTATCTTN-GCACACGATGC (SEQ ID
N® 111)
GACGGGAGTAGAACTCTGAGGAGA {SEQ
ID N° 112}

Los resultados muestran gue se pudo identificar una
unica proteina Argonauta de Giardia (Giardia AGO) que tiene
dominios PIWI y PAZ. Su expresién fue evaluada por
northern blot y su localizacién celular fue determinada por
la expresién de una versién de la misma fusionada a un tag
de haemagglutinina. Giardia AGO se localiza en el

citoplasma.

Regulacidén de la expresidn de VSP:

En los experimentos tuvo lugar la presencia de
maltiples transcriptos homdélogos de VSP que conducian la
generacién de ARN antisentido por Giardia RdRP después de
la transcripcién de variocs genes de VSP. Por otra parte, la

presencia y actividad de Dicer, y probablemente de AGO,
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sugiere gque un mecanismo como el de ARNLI podria estar
implicado en la regulacién de la expresidn de las variantes
antigénicas de superficie en Giardia. _

Se analizé sis la maquinaria PTGS de Giardia podia
discriminar la presencia de diferentes ARNm de VSP mediante
la mezcla de extractos citoplasmaticos de Giardia con uno,
dos o tres diferentes transcriptos de VSP generados in
vitro. Cuandoc dos o mAs ARNm de VSP radiomarcados se
incubaron con extractos de trofozoito que contgnian la
magquinaria de RNAi, se produjeron pequefios ARN de V3P, con
un patrén idéntico al de 1los productos del ensayo de
actividad de Dicer (comparar Fig. 4a y Fig. 4c). Por el
contrario, cada vez gue un unico transcripto fue incubado,
la degradacién de ARNm no se llevd a cabo. Ademés, cuando
genes no relacionados como cwp?2 (que codifica la proteina 2
de la pared del gquiste) o gdh (que codifica la glutamato
' deshidrogenasa) se afiadieron a un solo ARNm radiomarcado de
~VSP, no se detecté la degradacidén a pequefios ARN (Fig. 4c),
lo que indica que el mecanismo de silenciamiento procesa
especificamente ARN homélogos. Resultados similares fueron
obtenidos al utilizar extractos de células de diferentes
clones de Giardia {por eijemplo, WBA6, WB1267 o GSH7): el
ARN de vsp9Bl0 fue procesado a peguerios ARNs sdlo cuando se
combina con los genes homdélogos de otros VSP, pero no
cuando era el unico ARNm de VSP en la reaccién (Fig. 5). Es
evidente que la preéencia en los extractos de trofozoitos
de siRNAs endégeno y varios BRN de VSP tanto sentido como
antisentido no interferieren - con el proceso de
silenciamiento. Debido a que los ARNm de VSP utilizados en
estos experimentos fueron sintetizades in vitro, es
evidente que el mecanismo de silenciamiento puede
discriminar entre los ARNm homdélogos en ausencia de
cualquier posible modificacién postranscripcional del ARN.
Teniendo en- cuenta  due se encontraron en Giardia
transcriptos sentido y antisentido de VSP y que la

actividad Dicer se ha demostrado experimentalmente, se

23



buscaron pequefios ARNs resultantes de la degradacién ARNdc
de VS5P.

Usando una sonda de ARN de vsp9Bl0 parcialmente
digerida en ensayos de Northerm blot utilizando ARN
obtenido de los clones de Giardia WB9B1l0 y WB1267, se pudo
detectar pequeiios ARNs de VSPs que noc se expresaban
(VSP1267 en este caso), perc no se detectaron para
VSP9B10, el cual se expresa en la superficie del clon
WB9B10 (Fig. 4d). Estos resultados muestran cdémo un unico
transcripto VSP puede superar este proceso de
silenciamiento y entonces traducirse y. expresarse en la
superficie del parasito.

Para probar si la concentracidn de los diferentes
transcriptos de VSP tiene un rol en el cambio antigénico,
se des-balanced la expresidédn de VSP in vivo mediante la
expresién en un clon tanto vsp9B1l0 como vspH7 (GenBank
numero de registro, AAR18202), o} cqnstrucciones que
contengan regiones antisentido de vsp9B10 bajo el control
de un promotor tan fuefte como el del gen de la O-tubulina
(Touz, M. C., Gottig, N., Nash, T. E. & Lujan, H. D. J.
' Biol. Chem. 277, 50557-50563 (2002) y Elmendorf, H. G. et
al. Mol. Biochem. Parasitol. 113, 157—169A(2001)). La VSPH7

mostré expresién variable, incluso bajo la presién de la

droga de seleccién, y VSP9IB1O .también disminuyd en el

tiempo (Fig. 6). Ademas, cuando VSP9B1l0 fue noqueado, su
expresién en la superficie del parasito disminuyé mas
rapidamente que en el control (Fig. 7). Estos resultados
muestran que la regién del promotor de VSPs tiene poca o©
ninguna influencia en la expresidén de VSP y, pPor tanto, due
debe participar un mecanismo PTGS en la regulacién de la
variacién antigénica de Giardia.

Experimentos adicionales in vitro en los que la
concentraciédn de las diferentes .transcriptos de VSP fue
' desequilibrada la concentracién de ARNm puede ser relevante
para un VSP dado, y para eludir los mecanismos de
silenciamiento y ser traducido (Fig. 8). Estos resultados

sugieren que un extracto de Glardia estda programado para
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mantener sin modificar un transcripto-de VSP particular,
pero puede iniciar la degradacién de los ARN que cuando una
VSP diferente esta en una mayor concentracién {el
procesamiento de un transcripto dado puede depender de la
concentracién relativa en el citoplasma de cada uno de los

VSPs) .

Silenciamiento de RARP, Dicer y AGO en Giardia:

Debido a que el silenciamiento de un gen especificc'no
es posibles en Giardia a causa de su poliploidia y la
presencia de dos nucleos, se realizaron pruebas directas
para mostrar -la participacidn de componentes
caracteristicos de RNAL en la variacién antigénica por

noqueo de la expresiodn Dicer, RDRP y AGO de Giardia

mediante la expresién constitutiva en trofozoitos de parte -

de sus transcriptos antisentido. Cuando se llevé a cabo una
reduccién de la expresién de la RdRP (RARP-AS) o Dicer
(Dicer-AS) (Fig. 9), se generaron trofozoitos que expresan
mas de un VSP en su superficie, segin lo determinado por
inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos (Fig. 10a 'y Tabla 2), citometria de flujo
(Figura 10b} y Western Blot (Fig. 10c). El silenciamiento
de Giardia AGO no produjo ningﬁn. clon viable, lo que
sugiere que esta enzima es esencial para el parasito. Los
trofozoitos de la invencién en los cudles Dicer o RdRP
fueron nogueado no disminuyen su proliferacién y se
enguistan normalmente, no se observd efecto nocive alguno
sobre la regulacién de VSP cuando se aplicé el
procedimineto de silenciamiento o noqueo (Tabla 2). A
partir de las ensefianzas que aqui se divulgan es evidente
gue se puede silenciar © noguear Dicer, RdARP o ambos para
obtener un protozoo modificado, por ejemplo un protozoo
modificado de Plasmodium, Trypancsoma, © cualquier otro
protozoo que presente un mecanismo -de variacidn antigénica,
estando todos ellos dentro del alcance de la presente

invencidn.
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Tabla 2
Analisis cuantitativo de la expresidén de vsp en Giardias

con RARP (RdARP-AS) y Dicer (Dicer-AS) noqueados o

silenciados
VSP Ninguno  Simulade Giardia Giardia

' RARP-AS Dicer-AS
VSPY9B10 99+£0.5. 98+1.2 90+0.6 18+2.0
VSP1267 0 0.50.1 9610.2 22+0.9
VSFPAG 0 0 48+2.3 17+1.3
VSPS1 0 0 6z2t4.1 36t2.1
VSPS2 0 0 33+£1.1 28+3.9
VSPS7 0 0 73£0.3 65t4.4

La tabla muestra los porcentaje de trofozoitos de
Giardia que eXpresan un VSP particular determinado por
ensayos de inmunofiuorescencia usando anticuerpos
monoclonales (Mab) especificos (para VSP9Bl0 se empled el
Mab 9B10; para VSP1267, 5Cl; para VSPA6, 6A7; para VSP31,
1B2; para VSPS2, 7B8; para VSPS7, 6F8) en trofozoitos de
WB9B10 tranfectados con constructos antisentidos de genes
de Giardias que codifican para RdRP y Dicer, como el
plasmido vacio sclo (simulado) o no tranfectado {ninguno)
después de 5 dias en cultivo. Inmunocglobulinas de cabra
anti ratén fueron usadas como control y no mostraron
reaccién. Los datos se presentan como promedioxzD.S. de 3
experimentos realizados en forma independiente cada uno por
duplicado. Los resultados indican, a juzgar por la suma de
cada porcentaje, que muchos VSP diferentes pueden. ser
expresados por un solo trofozoito.

Tal como se puede cbservar en la figura 10b los clones
" mostraron claros patrones de expresidén de una sola VSP,
mientras que trofozoitos RARP-AS y Dicer-AS evidenciaron la
expresién de més de una VSP por trofozoito.

Tal come se muestra en la figura 10c el anticuerpo
monoclonal especifico anti-VSP9B1l0 reconoce sélo una banda
en el clon 9B10 y en los trofozoitos de modificados,
mientras que el anticuerpo monoclonal 12F1 de la invencidn
reacciona con muchas especies proteicas en los trofozoitos

modificados, indicando que muchas VSPs se pueden expresan
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en forma simultanea en las Giardia cuando el camino de ARNi

se ha interrumpido ¢ silenciado.

En resumen, un sistema de PTGS (que comprende al menos
R4RP y Dicer) estd implicado en la regulacidn de la
expresién de las proteinas de superficie en G. lamblia.
Debido a que la réspuesta inmune humoral tanto experimental
como natural de huéspedes infectados con Giardia coincide
con la eliminacién del VSP original, se ha propuesto un
papel funcional de 1las células vy los anticuerpcs en la
seleccién de variantes fenotipicas y en el curso de la
infeccién. Dado que la proteccién del protozoo contra la
respuesta inmune especifica se basa en la conmutacidn de la
expresién de proteinas de superficie inmunolégicamente
diferentes, una manera en la gque el huésped puede prevenir
las infecciones con una respuesta inmunoldgica especifica
es mediante la produccién de anticuerpos contra todos los
determinantes antigénicos de superficie. Estos resultados
demostrarian que. la regulacién disminuida de los
componentes de la maquinaria de ARNi conduce a la expresidon
de m&s de una proteina de superficie en los trofozoitos o
protozoos, constituyendo estos protozcos modificados en una
herramienta fundamental para la generacidon de una vacuna
contra importantes patdgenos humanos o animales, o contra
cualquier microorganismo patdégeno gue muestre el mecanismo
de viaribilidad antigénica, por ejemplo Plasmodium &
Trypanosoma.

Es evidente gque independientemente del procedimiento
de silenciamiento utilizade cualquier protcozeoo modificado
de manera tal qué exprese el repertoric completo de
proteinas de superficie se encuentra dentro del alcance de
la presente invencidn.

Asi mismo se encuentra dentro del alcance de la
presente invencidn cualguier procedimiento de

silenciamiento de RARP y/o Dicer en protozoos.
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Para determinar si los trofozoitos de Giardia
modificados que expresan todo el repertorio de VSPs podian
utilizarse como vacunas se realizaron estudios en un modelo
experimental de Giardiasis en jerbo. Primero se generaron
trofozoitos de aislamientos de WB gue expresan el
repertorio completc de VSPs nogqueando la expresidn de

Giardia Dicer (DAS) o Giardia RdRP (RAS) tal como se

muestra en los ejemplos. Ademds, se obtuvieron poblaciones -

de trofozoitos que expresabén solamente una de las VSP en
su superficie mediante dilucién limitante en aislamientos
de células de WB y GS controlados mediante el uso de Mab
contra determinadas VS3Ps. La figura 11 muestra que 1los
trofozoitos en el gue Dicer (Fig. 1lla) o RdRP (Fig. 11b)
han sido silenciados expresan en su superficie muchas VSPs,
por ejemple tal como se visualizan en los ensayos de
inmunofluorescencia directa que muestran co-localizacidn
(amarillo) de VSP9B10 {verde) y VSP1267 (rojo). Tal como se
puede observar la mayoria de los trofozoitos expresan mas
de una VSP en su superficie. El porcentaje de células que
expresan diferentes VSPs en su superficie se determind
mediante el uso de un panel de anticuerpos monoclonales

dirigidos contra diferentes VSP (Tabla 3)

Tabla 3
Mab WBOB10 DAS RAS DAS + RAS
Control 0 0 0 0
SB10 99 78 67 75
5C1 0 ' 96 51 93
6E7 0.1 89 93 84
G10/4 0 0 0 0
9C9 0 0 0 0
1B2 0 66 92 91
788 Q- 89 74 84
6F8 0 87 46 71
7G8 0 90 89 BE
1B4 0 17 52 68

Estos porcentajes demuestran gque las células expresan
simultaneamente una gran cantidad de VSPs en su supérficie

(> 100%). Estos trofozoitos modificados crecen y se
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enquistan in vitro como células de tipo salvaje, lo que
indica que el silenciamiento de estas enzimas no interfiere
con otros procesos celulares. En cultivo, los trofozoitos
cambian espontéﬁeamente una VSP a otra, y por esa razdn,
las poblaciones de células que expresan una VSP especifica
en su superficie se mantendrdn exclusivamente en cultivo
durante 24 hs luego de la clonacidén y la seleccidn de
manera tél de asegurar la homogeneidad de las poblaciones.
La Fig. 1lc muestra que todos los trofozoitos-de un cultivo
sin clonar de aislados de WB pueden ser marcados (tras la
permeabilizacién) con el anticuerpo monoclonal de la
invencién gque es especifico para la cola citoplasmatica
CRKGA comtn a todas las VSPs conocidas. Poblaciones
clonales de trofozoitos que expresan sélo una VSP (VSP9B1O,
VSP1267, VSPA6), segin lo determinado por los ensayos de
Immunoflurescencia indirecta contrastados con DAPIL, se
pueden observar en la figura 1d-f (Mab 9B10, Mab 5C1, Mab
6E7, respectivamente). Estas poblaciones de Giardia fueron
utilizadas inicialmente para infectar a los jerbos SPF. lLa
infeccién se inicidé mediante la inoculacidn orogastrica de
los trofozoitos y la 1liberacidén de gquistes, que indican
claramente la infeccidén de los animales. Se evaluaron e
identificaron los quistes de Giardia en muestras de heces
mediante ensayos dé inmuncfluorescencia con un anticuerpo
monoclonal especifico para CWP2 (Mab 7D2). Ademas, se contd

la cantidad de quistes por gramc de heces generadas por
estos animales en funcién de determinar la infectividad vy
la virulencia de cada poblacién de c¢élulas de tipo
modificado y silvestre. La Fig. 12a muestra que todas las
poblaciones fueron capaces de establecer la infeccidén en
los jerbos sanos. El comienzo de la aparicidén de quistes en
muestras de heces y la cantidad de quistes varid
ligeramente entre los diferentes trofozoitos utilizados.
Algunos animales fueron -sacrificades y el contenido
intestinal recogido ©para verificar la presencia de
trofozoitos en el intestino delgado. Los animales

infectados presentaron durante la segunda semana de
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infeccién algunos episodios de diarrea y algunos de ellos
perdieron peso. A fin de evitar la -posibilidad de que
algunos animales pudieran estar infectados de forma crénica
-~ con una pequefia cantidad de trofozoites, la mitad de los
animales fueron tratados con metronidazol para curar
completamente cualquier posible infeccidn indetectable.
Para determinar si la infeccién primaria con
trofozoitos que expresaban una VSP particular (VSPOB1O v
VSP1267) o con trofozoitos gque expresaban el repertorio
completo de VSPs "(DAS, RAS, DAS + RAS) protegia a los
animales de infecciones posteriores, los mismos animales
fueron inoculados con una -poblacién <clonal de los
trofozoitos que expresaban una VSP especifica (VSPSB10 o
VSP1267) 2 meses después de la auto-curacién de la
infeccién primaria. Las Fig. 12b y 12¢ muestran los
resultados de la eliminacién de los guistes de los animales
- previamente = infectados con WBY9B10 o} WBl267,
respectivamente. Las Fig. 12d y 12e muestran los resultados
de los animales previamente infectados con trofozoitos DAS
6 RAS, respectivamente. Los resultados indican claramente
que (a) los animales infectados c¢on trofozoitos que
expresaban una unica VSP eran refractarios a una segunda
infeccién con células que expresaban la misma VSP, lo que
sugiere el desarrollo de una fuerte respuesta inmune
durante la infeccién original contra wuna determinada
proeteina de superficie (Fig. 12a y 12Zb), {b) los animales
infectados con células que expresaban una VSP particular,
eran facilmente re-infectados con trofozoitos que
expresaban un VSP diferente, lo que sugiere que, de forma
similar a lo observado én las infecciones humanas, las re-
infecciones son comunes después de la cura o el tratamiento
con medicamentos (Fig. 12b y 12¢). {(c) Por el contrario,
los animales que fueron infectados con poblaciones
trofozoltos que expresaban ztodo el repertoric de VSPs
estaban protegidos frente a infecciones postericres con
poblaciones clonales que expresaban sélo una VSF en su

superficie (Fig. 12d y 12e}. Los mismos desafios
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experimentales se realizaron a los 2, 4, 6 y 12 meses de la

infeccién

(Tablas 4 y 3).

criginal

y los

resultados

fueron

idénticos

Tabla 4: Desafio con trofozoitos del clon WB9B10 y

porcentaje de jerbos infectados (entre paréntesis).

Infeccién | Cantida [MNZ [Desafioc al’  |Desafio al = |Desafio al
primaria |dde | |mes2 = |mes 4 . |mes 12
con . “|jerbos (% de 1 (% de . (% de.
I ' , infeccién) infeéccién) |infecciédn)
Ninguno 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)
Ninguno 30 No |30+ N/A N/A
(100%)
WBYB10 30 Si 30- N/A N/A
(0%)
WB9B10 30 No. |29- 1+ N/A N/A
{3.3%)
WBlz267 30 si 30+ N/A N/A
(100%)
WB1267 30 No 29+ 1k N/A N/A
(100%)
WBAG 30 Si | 30+ N/A N/A
(100%)
WBAG 30 No 30+ N/A N/A
{100%)
Dicer-AS 90 Si 27- 3+ 30- 30-
(10%) (0%3) (0%)
Dicer-AS 90 No 29- 1k 28- 2k 27- 3k
(C%) (0%} (0%)
RARP-AS S0 Si 29- 1+ 29- 1k 29- 1k
{3.3%) (0%) (0%)
RARP-AS 80 No 28- 2+ 28- 2k 29- 1k
(6.6%) {0%) (0%)
Dicer-AS 90 Si 28- 1+ 1k 30- 29- 1+
& (3.3%) (0%) (3.3%)
RARP-AS
Dicer-AS 90 No 29- 1k 29- 1+ 30-
& (0%) (3.3%) (0%)
RARP-AS
Tabla 5: Desafio con trofozoitos del clon WB1z267 ¥y

porcentaje de jerbos infectados (entre paréntesis}.

Infeccidén
primaria
con

Cantida
d de
jerbos

MNZ

Desafio al
mes 2
{% de
infeccidn)

| Desafic al

‘mes 4
(% de.

| infeccidén)

| Desafio al

mes 12 .
(% de
infeccién)
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Ninguno 30 Si 30+ N/A - N/A
(100%)

Ninguno 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WBYB10 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

WBOB10 30 No |30+ N/A N/A
(100%)

WB1267 30 Si. 30- N/A N/R

' (0%)

WB1267 30 No 29- 1+ N/A N/A
(3.3%)

WBAG 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

WBAG 30 No 30+ N/B N/A
(100%)

Dicer-AS 90 Si 28- 2+ 28- 1+ 1k 30-
(6.6%) (3.3%) (0%)

Dicer-AS a0 No 29- 1+ 29- 1d 29- 1k
{3.3%) (0%) (0%)

RARP-AS 90 Si | 29- 1+ 29- 1+ 20— 1+

' (3.3%) (3.3%) (3.3%)

RARP-AS 90 No |[28- 1+ 1k 28— 2k 30-
(3.3%) (0%) (0%)

Dicer-AS | 90 Si 28- 2+ 29- 1+ 29- 1k

& (6.6%) (3.3%) (0%)

RARP-AS

Dicer-AS a0 No 30- 30- 30-

& (0%) (0%) (0%)

RARP-AS

Los ensayos de inmunofluorescencia realizados en las
heces de los animales seleccionados usando un anticuerpo
" monoclonal dirigido contra Giardia CWP2 muestran claramente
la liberacién de quistes en los animales infectados y la
ausencla de ellos en los protegidos (Fig. 13). Tal como se
puede observar los animales previamente infectados con el
clon WB9B10 fueron refractarios a la infeccidn subsecueﬁte
con el mismo clon (no se observaron quistes en las heces)
pero se infectaron con trofozoitos que expresan VSP1l267 (se
detecté una elevada cantidad de guistes). Los Ijerbos
previamente infectados con trofozoitos DAS ¢ RAS fueron
protegidos frente a infecciones subsecuentes con clones
WB9B10 o WB1267 (no se encontraron quistes en las muestras

de heces).
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Para determinar si los quistes obtenides en las

infecciones originales (para los cuales la VSP de los

trofozoitos 1liberados era desconocida) podia infectar a

estos animales, los Jjerbos previamente infectados con

poblaciones DAS, RAS, y DAS + RAS fueron inoculados con un
gran numero de quistes. Los resultados de la Tabla 6
muestran que, al igual que los animales inoculades con
poblaciones de trofozoitos  particulares, los animales
fueron refractarios a la infeccién en comparacioén con 1los
estos resultados muestran

jerbos control. En conjunto,

firmemente que es necesaria una respuesta inmune a todas

las VSPs para evitar la generacién de nuevas infecciones.

porcentaje de jerbos infectados (entre paréntesis)

Tabla 6:

Desafio de la

infeccidn

con

quistes vy

Infeccidn | Cantida | MNZ | Desafioc al | Desafio al Desafio al

primaria |d de mes 2 mes 4 mes 12

con jerbos {% de (% de (% de
infeccidn) infeccién) infeccién)

Ninguno 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

Ninguno 30 No 30+ N/A N/A
{100%)

WBSB10 30 Si 30+ N/A A N/A
(100%)

WBAB10 30 No 29+ 1k N/A N/A
{(100%)

WB1267 30 Si 30+ N/A N/A
{100%)

WB1267 30 No 29+ 1k N/A N/A
(96.6%)

WBAG 30 si 30+ N/A N/A

: (100%)
WBAG 30 No 30+ N/A N/A
: (100%)

Dicer-AS 90 Si 30- 30- 30-
(0%) (0%) {0%)

Dicer-AS S0 No 29- 1k 30- 29- 1k
(0%) (0%) (0%)

RARP-AS 90 Si 29- 1+ 29- 1k 29- 1k
{3.3%) {0%) (0%)

RARP-AS 90 No 29- 1+ 28- 1+ 1k 29- 1k
(3.3%) (3.3%) (0%)

Dicer-AS 90 Si 29~ 14 30- 30-

& {3.3%) (0%) (0%)

RARP-AS '
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Dicer-AS 90 No 29- 1+ 29- 1+ 29- 1k
& (3.3%) (3.3%) (0%)
RARP-AS .

Ademés, los sintomas observados durante la infeccién

primaria desaparecieron durante la infeccién del desafio.

Estos resultados indican nuevamente que es necesaria una
respuesta inmune contra todas las VSPs para evitar nuevas

infecciones.

Por otra parte, se obtuvo suero y contenido intestinal
de los animales infectados y de los animales control, y se
1os enfrentd in vitro con trofozoitos gue expresaban una ©
varias VSPs. El suero o el contenido intestinal de los
animales no infectados no tuvieron efecto sobre la
morfologia, la wviabilidad, o la motilidad del parésito
(Fig. 14). A la inversa, cuando una poblacidn clonal de
trofozoitos que expresan una unica VSP fue incubada con el
Mab dirigido contra esta protelna 6 con suerc o contenido
intestinal de los animales infectados con dicho clon,
ocurrié el desprendimiento y la aglutinacidén de toda la
poblacién, indicando que los anticuerpos contra la proteina
de superficie estaban presentes. La incubacién con el suero
o el contenido intestinal de los Jjerbos infectados con un
clon diferente no mostré efecto significativo alguno (Fig.
14). Cuando una poblacién clonal se enfrentd con el suero
o el contenido intestinal de 1los jerbos infectados con
células en las que Dicer o RARP han sido silenciados, se
produjo una fuerte aglutinacidén de los trofozoitos (Fig.
14). Estos resultados indican que los jerbos infectados
fueron capaces de desarrollar una fuerte respuesta inmune a
la VSPs presentes en los trofozeitos, y que otros antigencs
" que pueden estar presentes en la superficie de las células
Hson irrelevantes, no s6lo en la produccidén de anticuerpos
sino también para conferir proteccién contra infecciones
posteriores.

Ademas, se ensayaron los fluidos contra trofozoitos de

aislados GS/M (ensamblade B). En este caso, el suero y el
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contenido intestinal de los animales infectados <con
trofozoitos DAS y RAS mostraron aglutinacién parcial de las
células (entre 30 vy el 40%), indicando que estos
ensamblajes pueden compartir algunos epitopes comunes en
sus VS5SPs.

Por otra parte, se produjeron lineas de hibridomas gue
producen anticuerpos moncclonales contra la cola
citoplasmatica de los VPSs que tiene la secuencia de

aminoacidos CRKGA.

Inmunizacién de los jerbos con VSP purificados

Se purificd el repertorio completo de VSPs a partir de
trofozitos modificados DAS y RAS (ver ejemplos) utilizando
el anticuerpo monoclonal gue reaccionan con la cola
citbplasmética de 5 amino acidos presente en todos los VSPs
Como control se sobre expresd e inmunopurificé un antigeno
intracellular de Giardia, GRP78/BiP. Los animales fueron
luego inmunizados con estas preparaciones proteicas, sin
adyuvante, mediante administracidén orogastrica en tres
dosis durante 3 dias. En todos les casos la vacunacidn no
dio origen a sintomas de enfermedad, indicando que los VSPs
solos no son tdéxicos para los animales. Luego de 2 meses,
los animales fueron incculados con parasitos que expresan
VSPs particulareé. La infeccién de los animales fue
monitoreda contando los quistes en las heces y en algunos
casos sacrificando los animales para observar la presencia
de trofozoitos en el intestino delgado. La inmunizacién
oral con el repertorio completo de VSPs genera una fuerte
respuesta immune que previene la infeccién de los animales,
resultados similares se observaron durante las infecciones
primarias. Por otra parte, los animales control inoculados
con un vehiculo o con GPR78/BiP se infectaron rapidamente
con poblaciones clonales de trofozoitos (Fig. 15). Los VSPs
individuales purificados utilizados como inmunégenos
mostraron resultados idénticos a los observados en los
~experimentos de infeccién descriptos mas arriba. La

proteccién generada por la preparacién del todo el
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repertorio de VS3Ps

{Tablas 7,

8 y 9).

se mantuvo durante al menos

un afo

Tabla 7: Desafioc con trofozoitos del clon WBY9B1lO y
porcentaje de jerbos infectados (entre paréntesis) luego de
la inmunizacién con VSPs purificadas.

Desafic al -

‘Inmunizacién | Cantidad |MNZ | Desafio al ' Desafio al
Con VEPs ol [del i |7 Imes 2 07 |mes 4 mes 12 .
Bip - % |jerbes (% de (% de (¢ de.. . -
T | ' infeccién) infeccién) infeccién)
Ninguno 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)
Ninguno 30 No 30+ N/A N/A
- (100%)
WBO9B10 30 Si 30- N/A N/A
(0%)
WBO9B10 30 No 28— 2+ N/A N/A
(6.6%)
WB1267 30 si | 30+ N/A N/A
(100%)
WB1267 30 No 30+ N/A N/A
(100%)
WBAG6 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)
WBAG 30 No 30+ N/A N/A
{100%)
Dicer-AS 90 Si 25- 5+ 27- 3+ 28- 1+ 1k
(16.6%) (10%) (3.3%)
Dicer-AS 90 No |26- 3+ 1k 25- 1+ 4k 27- 3+
(10%) (3.3%) (10%)
RARP-AS 90 Si 28- 2+ 28- 1+ 1d 28— 1+ 1k
(6.6%) (3.4%) ° (3.3%)
RARP-AS 50 No |[26- 2+ 2k 27- 2+ 1k 30-
| (6.6%) (6.6%) (0%)
Dicer-AS & 90 Si 29- 1+ 29- 1+ 30-
RARP-AS (3.3%) (3.3%) (0%)
Dicer-AS & 90 No 29- 1k 29- 1+ ° 29- 1k
RARP-AS (0%) (3.3%) (0%)
BiP 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)
BiP 30 No |30+ N/A N/A

{100%)

Tabla 8: Desafio con trofozoitos del clon WB1267 y
porcentaje de jerbos infectados (entre paréntesis) luego de
la inmunizacidén con VSPs purificadas.

Inmunizacién
con VSPs o

Cantidad
de

MNZ

Desafio al
mes 2

Desafio al

mes 4

Desafio al.
mes 12 .0
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Bip jerbos (% de (% de (% de
infeccién) | infeccidn) infeccidn) -

Ninguno 30 Si 30+ I N/A N/A
(100%)

Ninguno 30 No 30+ N/A N/A
{100%)

WB9B10 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

WB9B10 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WB1267 30 Si 30- N/A N/A
(0%)

WB1267 30 No |[29- 1+ N/A N/A
(3.3%)

WBAG 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

WBAG 30 No 29+ 1k N/A N/RA
(100%)

Dicer-AS 90 Si 29- 1+ 27- 2+ 1k 29- 1+
(3.3%) (6.6%) (3.3%)

Dicer-AS 90 No 27- 3+ 24- 2+ 4k 29- 1+
(10%) (10%) (3.3%)

RARP-AS 90 Si 28- 2+ 29~ 1+ 28- 2k
(6.6%) {3.3%) {0%)

RARP-AS S0 No 26- 3+ 1k 29- 1+ 30-
(10%) (3.3%) {0%)

Dicer-AS & 90 Si 29- 1+ 29- 1+ 29- 1k

RARP-AS (3.3%) (3.3%) (3.3%)

Picer-AS & 90 No 29- 1k 29- 1+ 25- 1+

RARP-AS (0%) (3.3%) (3.3%)

BiP 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

BiP 30 No 30+ N/A "‘N/A
(100%)

Tabla 9: Desafio de la infeccién con quistes y porcentaje
de jerbos infectados (entre paréntesis)

Inmunizacidn | Cantidad | MNZ | Desafio al Desafio al |Desafio al

con VSPs o de mes 2 mes 4 ' mes 12 '

Bip i jerbos (B de . | (% de (% de

. w].infececién) ‘- | infeccidn) - - |'infececién) -

Ninguno 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

Ninguno 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WBSB10O 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)

WB9B10 30 No 29+ 1k N/A N/A
{100%)

WB1267 30 Si 30+ N/A N/A
(100%)
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WB1267 30 No 30+ N/A N/A
(100%)
WBAG 30 Si 29+ 1- N/A N/A
(96.6%)
WBAG 30 No 30+ N/A N/A
{100%)
Dicer-AS 90 si | 27- 3+ 27- 3+ 28- 2+
(10%) {10%) {6.6%)
Dicer-AS 90 No 25- 3+2k 23- 2+ 5k 30-
(10%) (10%) (0%)
RARP-AS 90 Si 30- 28- 1+ 1lk 29- 1+
' {0%) (3.3%) (3.3%)
RARP-AS a0 No 28- 2+ 27- 1+ 2k 29- 1+
{6.6%) (6.6%) (3.3%)
Dicer-AS & 90 Si 29- 1+ 29- 1+ 29- 1k
RARP-AS | (3.3%) (3.3%) {0%)
Dicer-AS & a0 No 29- 1+ 29- 1k 29- 1k
RARP-AS (3.3%) (0%) (0%)
BiP 30 No 30+ N/A . N/A
' (100%)
BiP 30 No . | 30+ N/A N/A
(100%)
Es interesante sefialar que aungque la infeccidén con
Giardia muestra a veces ausencia de inflamacidn, el

intestinc de los jerbos infectados mostraba un aumento en
el tamafio de las placas de Peyer y en los neutroéfilos,
infiltrantes del epitelio

mastocitos, y linfocitos

intestinal (Fig. 16} . Las alteraciones macro 1%
microscdpicas del intestino delgado‘supérior no se hicieron
evidentes en los jerbos inmunizados (Fig. 16).

Estos resultados indican que tanto la infecciodn
inicial como la inmunizacién con los preparados de VSPs son
capaces de conferir a los animales una proteccion inmune
capaz de prevenir la infeccidn posterior con quistes de
Giardia o clones obtenidos de las muestras de heces de
personas infectadas.
aplicakle, d

En todos los casos N/A significa no

significa animales sacrificados para la deteccion de

parasitos en el intestino.
vacunas de la

Los .protozeoos modificados y las

invencién incrementan la inmunidad de cualquier mamifero
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contra infecciones producidas por protozoos -rque muestran
mecanismos de variacién antigénica para superar 1la
respuesta inmune del huésped. Es evidehte que los parasitos
pueden se de cualquier tipo de protozoarioc que nmuestre
dicho mecanismos, por ejemplo Plasmodium, Trypanosoma,

Babesia, etc.,

Tanto los  protozoos de tipo salvaje como los
modificados o silenciados generaron una infeccidn con un
pico de excrecién de quistes en el dia 15 y se
autorresoivié el dia 30.

Los animales tratados o no con metronidazol mostraron
un patrén de proteccién similar a las subsiguientes
infecciones.

Los quistes generados por ambos tipos de trofozoitos,
silvestres y modificados (silenciados} son infecciosos para
los jerbos nativos.

Los jerbos infectados con Giardia vivas gue expresan
solamente una de las VSPs en su superficie estan protegidos
contra las infecciones posteriores del mismo clon.

Los jerbos infectados con Giardia vivas que expresan
solamente una de las VSPs en su superficie no estan
protegidos contra infecciones posteriores de clones
diferentes.

Los jerbos infectados con trofozoitos de Giardia vivas
que expresan todo el repertorio de VSPs, por ejemplo por
silenciamiento de Dicer y/oRdRP, estan protegidos contra
uria posterior infecciédén con diferentes poblaciones
clonales. '

Los jerbos infectadbs con trofozoitos de Giardia vivos
gue expresan todo el repertorio de VSPs, por ejemplc por
silenciamiento de Dicer y/oRdRP, estan protegidos contra
una posterior infeccién con gquistes obtenidos a partir de
muestras de materia fecal humanas.

Los Jjerbos inmunizados con trofozoitos de Giardia
muertos . que expresan todo el repertorio de VS3Ps, por

ejemplo por silenciamiento de Dicer y/o RdRP, estan
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protegidos contra una posterior infeccidn de las diferentes
poblaciones clonales.

Los jerbos inmunizados con VSPs purificadas estén
protegidos contra una infeccién posterior de las diferentes
poblaciones clonales.

Lo jerbos inmunizados con un antigeno intracelular
purificado no estdn protegidos contra ' una infeccidn
posterior.

La infeccitén primaria con células que expresan todo el
repertorio de VSP genera una respuesta inmunoldégica que
protege a los animales de infeccicnes posteriores
(proteccién entre el 87 y el 100%). _

Ninguna formulacién de la vacuna ha demostrado efectos
téxicos sobre los animales.

Esta invencidén se encuentra mejor ilustrada segun los
- siguientes ejemplos, los cuales no deben ser interpretados
como una limitacién impuesta al alcance de la misma. Por el
contrario, debe entenderse claramente gque puede recurrirse
a otras realizaciones, modificaciones y equivalentes de la
misma que luego de leerse la presente descripcidn, puede
sugerir a aquellos entendidos en el tema sin apartarse del
espiritu de la presente invencién y/o alcance de las

reivindicaciones anexas.

Ejemplos

éjemplo 1: Cultivo vy clonado del parésito: Se
cultivaron trofozoitos de Giardia en medio TYI-33
suplementédo con suero bovino adultc y bilis bovina {(Lujan,
H. D., Mowatt, M. R., Conrad, J. T., Bowers, B. & Nash, T.
E. J. Biol. Chem. 270, 29307-29313 ({1995). La clonacidn
continua de los trofozoiteos se 1llevdé a cabo mediante
dilucién limitante y la seleccién se basd en ensayos de
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo monoclonal
anti VSP correspondiente. La enquistacién se realizd segun
un reporte previo (Lujan, H. D., Mowatt, M. R., Conrad, J.

T., Bowers, B. & Nash, T. E. I, J. Biol. Chem. 270, 29307-
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29313 (1995). Se utilizaron trofozoitos de Giardia lamblia,
cepa WB clones 9B10, 1267 y A6, y cepa GS clon H7.

PCR: E1 ADN total de trofozoitos de G. lamblia fue

aislado como se _deséribe en (Mowatt, M. R. L., H. D.:;

Cotten, D. B.; Bowers, B.; ;Yee, J.;Nash, T. E.; Stibbs, H.
| H. Mol Microbiol 15, 955-63 (1995),

a: cebadores sentido $1 (5'-CVT GTG CHR RST GCA A-3 ')

(SEQ ID N°® 113), S2 (5'-TGC ACS RSC TGC YAB CC-3'} (SEQ ID
N°® 114), S3 (5'-TAG TGY DSY VMV TGY AA-3 ') (SEQ ID N° 115)
y 54 (5'-CGA TCA TGA CGG GCT TCT-3') (SEQ ID N° 11i6).

Cebadores antisentido R1 (5'-CCB ACG AGG CCY CCS ACG AC-3'})
(SEQ ID N° 117) y R2 (5'-CGC CTT CCC KCK RCA KAY GA-3 ')
(SEQ ID N° 118). Las <condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacién a 94°C durante 40 s, hibridacién a 53°C
durante 40 s y elongacién a 72°C durante 90 s, utilizando
Tag polimerasa High Fidelity (Invitrogen) para un total de

35 ciclos.

RT-PCR. Cebadores VSP Sentido (S1-54) se afadieron a 1
ng de ARN total y se calienta a 70°C durante 5 min. Las
muestras (2 microlitros) de la reaccidén de transcripcidn
inversa se amplificaron utilizando todos las combinaciones
posibles de cebadores entre sentido / anti- sentido
listadas mas arriba o utilizando cebadores especificos

vspl267 y vsp9Bi0 (1267 F, 5'-ATG TTG TTG ATA GCC TTC TAT

Cc-3') (SEQ ID N° 119); 1267 R, 5'-CTA CGC CTT CCC CCT GCA
TAT G-3' (SEQ ID N° 120); 9B10 F, 5'- ATG TTT GGC AGT TTT
GTT CTC-3' (SEQ ID N° 121); 9B10 R, 5'-TCA CGC CTT CCC TCT
ACA TAT G-3' (SEQ ID N° 122)). Los productos RT-PCR fueron

analizados por electroforesis y purificados mediante el
Qiaex II Gel Extraction Kit (Qiagen). Para estudiar la
expresidn de los diferentes genes durante la diferenciaciodn
de trofozoitos de Giardia o en los experimentos de
silenciamiento se usé RT-PCR con los siguientes pares de

cebadores especificos: gbhicer (645 bp): HL160, 5'-TGG CGG
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CGT CGT ATC AGT TAT =3' (SEQ ID N°® 123), HL16l1l, 5"-TCC CCG
CAC GCA AGA AGA A-3’ (SEQ ID N° 124}; gAgo (912 bp): HL164,
5¢-ATT GCC CCC TAC GGT GTC-3' (SEQ ID N° 125), HL165, 5'-
CTC TGC CGG CCT TCC TAC-3’ (SEQ ID N° 126), gRARP (569 bp):
HL187, 57 -CAT GGG TTG CAG TTT CTIT GAC GA-3' (SEQ ID N°
127), HL188, 5’-AGC CCC TTA TCT GTT GCC TCC TTC-3’ {SEQ ID
N° 128);y el control de la expresion diferencial de CWP1
(533 bp): HL183, 5'-TCG CCC TGG ATG TTT CGG ACAR T-3’ (SEQ
ID N° 129), HL184, 5'-AGG.CGG GTG AGG CAG TA-3’ (SEQ ID N°
. 130), y la expresién constitutiva de GDH (407 pb): HL185,
5'-AGT GGG GCG GGT CTT TAC TCA-3 (SEQ ID_N° 131) ', HL186,
5'-TGT TCG CGC CCA TCT GGT AGT TCT -3' (SEQ ID N° 132). Los
productos de estas reacciones también fueron aislados,
marcados, y utilizados como soridas para Northern blot, tal
como se indica a continuaciédn.

Hibridacidén Northern: E1 ARN total (10-15 ng) se
fraccioné en un gel de agarosa-formaldehido al 1,2%,
afladieron a un Hybond N+ (GE) y fijado con un Crosslinker
UV (UVP) por 1los procedimientos esténdar. El fragmento
conservado C-terminal (anti-sentido cebador RZ2) fue marcado
radiactivamente con el polinucledtido quinasa T4 utilizando
O-[32P]-ATP (5 '-End Labelling System Promega). grdrp, asi
~ como otros fragmentos de ADN, fueron uniformemente
marcados por el "cebado aleatorio (Prime-A-Gene sistema de

etiquetado Promegal.

Andlisis de las corridas nucleares: Se resuspendieron
107-10° células en 1 ml de buffer de lisis (10 mM Tris-HC1
pH 8,4, 1,5 mM de MgCl2, 0,14 M NaCl, y Complete TM codctel
inhibidor de la proteasa) en bafio de hielo a 4°C; 2,25pl de
Nonidet P-40 se han afladido vy la suspensidén se 1incubd
durante 15 minutos en hielo. Los nucleos fueron recuperados
por centrifugacién a 2.000 g durante 1 min y se lavarcon dos
veces en 1 ml de buffer de lavado nuclear frio (20 mM Tris-
HC1l pH 8.4, 140 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20% (V / V) glicerol y
14mM mercaptoetanol) a 4°C. Luego, los nucleos se

resuspendieron en 50 pl de buffer de marcacidén {20 mM Tris-
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. HCl (pH 8,4 a 4°C), 140 mM KCl, 10 mM de MgCl2, 20% (V / V)
de glicerol y 14 mM mercaptoetancl, 1 mM de cada uno de
ATP, GTP y CTP, 10 mM fosfocreatina, 100 ng / ml vy
fosfocreatina quinasa 0,1 pM [32P] UTP, 5000 pCi / ml) y se
incubd 2 durante 40 min a 37°C. Los productos de VSP fueron
generados por RT-PCR y 3 ng de vsp9Bl0, vspl267, vspH7, ¥y
vspA6 clonado en el p-GEM T-easy vector (Promega) fueron
transferidos a Hybond N + utilizando un aparato spot blot
(BioRad). Ademas, los transcripctos sentido y antisentido
generados en la reaccidén de transcripcidén in vitro también
se blotearon en condiciones similares

Deteccidén de ARN pequefios: La deteccidén de ARN de
pequefios fue realizada como se reportd anteriormente (35.
. Hutvagner, G., Mlynarova, L. & Nap, J. P. Detailed, RNA 6,
1445-1454 (2000). Brevemente, 15 pg de ARN total de G.
lamblia fue desnaturalizado por 10 min a 65 °C en buffer de
siembra 1X, y cargadas en un gel 15% de poliacrilamida / 7
. M urea. Después de la separacidn électroforética, el ARN
fue electroblotteado en buffer 0.5X Trisborate-EDTA (pH 8)
-a una membrana Hybond N+ durante 45 min a 100 V en TBE
0.5%, vy, finalmente fijado con UV. Ribosondas marcadas con
[32P] fueron transcriptas in wvitro por T7 o SP6 ARN
polimerasa usando los genes VSPs 9B10, 1267 y H7 clonados
en el p-GEM T-easy vector (Promega). ARN marcado fue
parcialmente hidrolizado durante 1 hora por incubacidén a 60
°C en presencia de 80 mM NaHCOs y 160 mM Na2C0;. Cada
transcripto hidrolizado de VSP se hibridzd en 25%
formamida, 0,5 NaCl, 25 mM EDTA, 1X Solucién de Denhardt y
150 pg / ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén y
se incubdé a 42 °C durante la noche. Después de la
hibridacién las membranas se lavaron dos veces en 2X 55C,
0,5% SDS durante 30 min y una vez en 0.5X S5C, 0,5% 5DS
durante 15 min a 45 °C. Posteriormente, cada uno de los VSP
hidrolizados de transcripcién inversa se hibridaron de
misma manera y las sefiales de las membranas fueron
detectadas por exposicién a Peliculas Kodak XAR al -70 °C o

un phosphoimager (Amersham) . Estdndares de longitud
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provinieron de una fuente comercial (Decade ™ marcadores
de ARN, Ambion).

Actividad de endonucleasa: Actividad Dicer fue
analizada ©por incubacién de las moléculas de ARN
. bicatenario con extractos citoplasmaticos de Giardia WB9B10
clon, WBA6, o WB1267. vsp9BlO, vspl267, vspH7, cwp2, GDH
genes clonados en p-GEM-T easy vector (Promega) fueron
transcriptos in vitro para producir sondas de ARN sentido
de longitud completa marcados con (32P], gque se han
purificado vy probadd para la ausencia de pequefios ARN
contaminantes. Transcriptos de VSP puros o mezclados se
incubaron durante 1 hora a 37°C con extractos de Giardia.
Los dsRNA fueron producidos por annealing in vitro de las
mismas cantidades de transcritos de ARN sentido ¥y
antisentido (vspl267, vsp9Bl0, cwp2 y GDH), marcados o no
con [32P) UTP. Estos ARNdc fuefon resuspendido en Tris-HC1
(pH 7,5) / 20mM NaCl, calentados a 95 °C 1 min y se
enfriados a temperatura ambiente durante 12 h. Los 1lisados
celulares se genefaron a partir de 107-10% células, que se
resuspendieron en 500 pl de buffer (25 mM Tris-HCl1 pH 7,5,
250 mM de Sacarosa, y que contiene un Coctel de Inhibidores
de proteasas. Ccmpletém), se sonicaron, y se centrifugaron
a 2.000 g durante 15 min para separar las células sin
romper y los nucleos y, a continuacidén se incubaron con
ARNdc a 37 ° C durante 1 h. A continuacién, se extrajo el
ARN total, vy se transfirié como se ha indicado
anteriormente para los pequefios ARN. La seleccién de los
ARN de bajdé peso molecular fue realizada por filtracidn a
través de unidades de filtracién Microcon-100. El filtrado,
gue contiene pequefios RNAs, se precipité con 300 mM
NaCl/0.6 ml de isopropancl, cargadas en un gel de
poliacrilamida al 20% / 7 M urea, mpleado com soporte de la
electroforesis. Para determinar los efectos de la ATP en la
actividad endonucleasa, el ATP fue agotado por incubacidn
con extractos citoplasmaticos de Giardia <con 2 mM
glucosa/0.1 U / ul hexoquinasa (Sigma) durante 30 min a 35

°C. Luego, dsRNA [32P] UTPmarcado de vspl267 fue agregado
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en el 1lisado en presencia o ausencia de 10 mM
fosfocreatina, 100 pg / ml fosfocreatina gquinasa, o ambas,
por 1 6 3 horas a 37°C. El ARN total fue extraido usando
Trizol y la muestra de ARN se enriquecieron en ARN de bajo
peso molecular mediante la unidad de filtfaciéﬁ Microcon-
100 como se describe arriba. Las muestras fueron sometidas
a electroforesis y los productos fueron detectados como se
describe arriba. Los productos de procesamiento de ARNdc
utilizando extractos de Giardia se purificaron por gel,
ligados, amplificados, clonados, vy secuenciados (Ngo, H.,
Tschudi, C., Gull, K. & Ullu, E. Proc. Natl Acad. Sci. USA
95, 14687-14692 (1998).

Paré determinar la naturaleza de los pegueriosARNs,
estos fueron tratados con fosfatasa alcalina (para
demostrar la presencia de 5 ‘'fosfatos) o sometide a
oxidacién <con periodato seguida de Peliminacidn (para
confirmar la presencia de 3 ‘'hidroxilos}, como describe
(Elbashir, S. M., Lendeckel, W. & Tuschl, T. Genes Dev 15,
188-200 (2001).

RARP c¢lonacién, secuencilacidén, y actividad: Por RT-
PCR, la sintesis de ADNc se realizé'mediante el ARN total
extraido de trofozoitos y oligo (dT) 20 como cebadores. el
alineamiento de RARPs de varios organismos, en relacidn
con el uso de codones cqnocidos en Giardia, permitid el
disefioc de cebadores moderadamente degenerados: RARP_F: (53'-
T8 (T / C), GT (T / C) TTT AC (T / C) GAT GGC G (C / G) A
GG) -3 ') SEQ ID N° 133 y SEQ ID N° 134; y RARP_R: ({5'-TCA
CC (A / G) TCC AGG TC (G / A) CTG CC) -3 '} SEQ ID N® 135 y
SEQ ID N° 136. El1 producto de PCR generado con los
oligonucledtidos se sometid a electroforesis, purificado
por gel, marcado radiactivamente por el cebado al azar, ¥y
utilizado para una comparar con una biblioteca de DNA de G.
lamblia en Ogt22a como se reporto en (Elbashir, S. M.,
- Lendeckel, W. & Tuschl, T.Genes Dev 15, 188-200 (2001). La
revisién de la biblioteca OZAP gDNA se realizdé como

describe (Elbashir, S. M., Lendeckel, W. & Tuschl, T. Genes

45



Dev 15, 188-200 (2001). Los fragmentos de ADN fueron
clonadcs en pBluescript SKII+ ¥ secuencilados
automaticamente. 3 S5'-RACE se realizdé utilizando un kit
comercial de Invitrogen y los cebadores 5'-CTT GTG CAT AGT
AAA CRA AG-3 ' SEQ ID N°® 137 y 5'-CAA ATG GTC GAT GCT GGG-
3' SEQ ID N° 138. Para la actividad de gRARP in vitro, RdRP
marcada conHA se purificéd de trofozoitos transfectados por
afinidad utilizando &antiHA-sefarosa (Sigma). La actividad
enzimdtica fue ensayada a 35 ° C durante 60 min en 20 pl de
la mezcla de reaccién que contiene 50 mM Hepes pH 7,6, 20
mM de acetato de amonio, 5 mM de MgCl2, 0,1% Triton X-100,
1 mM de cada uno de los cuatro ribonucleédsidos trifosfato
(incluyendo [O-32P] UTP), y 1 U / ul RNasin, mas la adicidén
de sustratos ssARNcs (250 pg / ml), preparado por
transcripcién in vitro como se describe, con o sin la
presencia de cebadores especificos de VSP. Productos de
reaccién fueron analizados por electroforesis en gel de

agarosa seguido de la transferencia y la autorradiografia.

Transfeccidén vy ensayos de Iinmunofluorescencia: El

plasmido PTubPac37 fue modificado para introducir el gRdRP

entero, gDicer, gAgo, y las regiones codificantes de VSPH7

y, cuando correspondié, el epitope de la hemaglutinina de
la Influenza (HA) antes del codon de parada TAA (Touz, M.
C., Gottig, N., Nash, T. E. & Lujan, H. D. J. Bicl. Chem.
277, 50557-50563 (2002). La regién codificante de gAgo se
introdujo en el plasmido pTubNterPac en la que el gen se
introdujo después de la regidén de codificacién de la
hemaglutinina para evitar la posible interferencia de la
etiqueta HA con el dominio PIWI. Este plasmido es una
modificacién de pTubNterPac con la sustitucidén del sitio
miltiple original de clonacidén por una nueva (MCSnewSense:
5°GAT TCC GGG CCC AGATCT ATC GAT ACG CGT ATG CAT TCG CGA
GAT ATC TGC 3° SEQ ID N° 139; MCSnewAntisense: 5°GCG GCC
GCA GAT ATC TCG CGA ATG CAT ACG CGTATC GAT AGA TCT GGG CCC
G 3° SEQ ID N° 140). La transfeccidn de trofozoitos de G.

lamblia fue realizada por electroporaciédn como ya se ha
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descripto {(Yee, J. & Nash, T. E. FProc. Natl Acad. Sci. USA
92, 5$615-5619 (1995). Las células fueron incubadas en hielo
~por 10 minutos, cultivadas en medio de crecimiento durante
la noche a 37°C y seleccionados como células resistentes a
purcmicina. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-HA (Sigma} se
realizé en trofozoitos no enquistados'quince dias después
de la transfeccién como se describe en (Touz, M. C.,
Gottig, N., Nash, T. E. & Lujan, H. D. J. Biol. Chem. 277,
50557-50563 (2002} . Se informd anteriormente gue
anticuerpos monoclonales anti-VSP se utilizaron para probar
la expresién de VSP diferentes en trofozoitos fijados como
se describe en {Touz, M. C., Gottig, N., Nash, T. E. &
Lujan, H. D. J. Biol. Chem. 277, 50557-50563 {2002} . Nuevos
anticuerpos monoclonales generados en esfe estudio se
~utilizaron de manera similar. Imagenes confocales se
recopilaron mediante un microscopio Pascal LSMS Zeiss
Laserscanning equipado con un laser de argén/helio/nedn, y
un objetivo de inmersién en aceite X100 (apertura numérica
= 1,4) (Zeiss Plan Apochromat). Secciones confocales
simples de 0,3 micras fueron tomadas en paralelo a los
cubreobjetos (z secciones). Las imagenes fueron obtenidas
usando una camara Zelss acoplada al dispositivo y procesada
con el LSM y Software Photoshop de Adobe. Para el analisis
funcional de gRdRP, gDicer, y gAgo, y VSP9B10O cebadores
sentido especifico que contiene un sitioc Eco RV y cebadores
antisentido con un sitio Nco I se utilizaron para
amplificacién mediante PCR de una parte de la ORF de cada
~gen. Productos de PCR fueron purificados, restringidos, vy
clonados en el wvector pTubHAPac. Asi, los genes fueron
inversamente insertados dentro de pTubHAPac, dando la
construccidén antisentido que se utilizéd para la inhibicidn
de la expresidén (Touz, M. C., Goﬁtig, N., Nash, T. E. &
Lujan, H. D. J. Biol. Chem. 277, 50557-50563 {2002). Las
secuencias fueron siempre confirmadas por sequenciacion. El
silenciamiento de los de genes fue confirmados por RT-PCR y

gRT-PCR utilizando cebadores especificos para el gen
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indicados anteriormente sobre el ARN total extraido de
trofozoitos transfectados comparados con la células control
transfectadas con el vector solamente o con el mismo vector

que expresa una seifial HA de cada molécula.

Ejemplo 2Z:

Produccién de anticuerpos monoclonales contra la cola
de 5 amincacidos de VSPs y VSPs individualeé: Ratones
BALB/c hembras de 6 semanas fueron inmunizados por via
subcutanea con 200 mg de (a) una preparaciédn purificada por
HPLC del péptido NH2-CRGKA-COOH conjugado a KLH utilizando
sMBS como cross-linker, o (b) miltiples péptido antigénicos
sintéticos [NH2-CRGKA] 8 - [K] 7-Bala-OH {obtenidos de
Biosintesis, Inc.), o el extracto de proteinas del cultivo
trofozoitos derivados del aislado de_WB, emulsionades en
sistema adyuvante (Sigma). Los ratones fueron estimulados
por via subcutédnea después de 21 dias con 200 mg de la
misma preparacién, y 20 dias después reestimulados por via
intravenosa con 100 mg de la preparacién del antigeno. Tres
dias después, los ratones fueron sacrificados y las células
del bazo fuercn utilizadas pafa la fusidén con células de
mieloma HNSO. Los hibridomas secretores de anticuerpos
fueron examinados por ELISA con los péptidos originales y
por inmunofluorescencia indirecta utilizando trofozoitos no
engquistados y enquistados (Jambhekar, A. D. et al. RNA 13,
625-642 (2007} y Aggarwal, A., Merritt, J. W., Jr. & Nash,
T. E. Cysteinerich; Mol Biochem Parasitol 32, 39-47
{1989)). Los anticuerpos monoclonales contra VSP se
generaron utilizando trofozoitos enteros como se reportd
antes (Mowatt, M. R. L., H. D.; Cotten, D. B.; Bowers, B.;
;Yee, J.;Nash, T. E.:; Stibbs, H. H. Mol Microbiol 15, 955-
63 (1995).

Metilacidén del ADN: ADN del clon 1267 de G. lamblia
fue purificado por extraccion con fenol, y
cloroformo/alcohol isoamilico {24/1% v/v), incubados con

ARNasa (Roche) para eliminar la contaminacién con ARN, vy
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precipitado con etanol. La presencia de
desoxirribonucledsidos de metilo se determind por HPLC (45,
46). La separacidn de los desoxirribonucleésidos se realiié
en una Phenomenex Luna 5 micras €18, 4.6 x 150 mm. EI
método fue calibrado scobre 1la base de la absorcidon de

desoxirribonucledsidos estandar de concentracidn conocida.

Ejemplo 3: Preparacién de las diferentes vacunas Yy
ensayos de proteccidn

1. Pardsitos: La cepa WB de Giardia lamblia (ATCC
" 30957) fue aislada de un paciente sintomatico gue se cree
que ha adquirido la Giardiasis en Afganistan {(Antigenic
analysis of Giardia lamblia from Afganistan, Puerto Rico,
Ecuador, and Oregon. Smith PD, Gillin FD Kaushal NA and
Nash TE. Infect. Immun. 1982 May; 36(2): 714-9), y la cepa
GS/M fue aislada de un paciente sintomatico de los EE.UU.
(Antigenic analysis of Giardia lamblia from Afganistan,
Puerto Rico, Ecuador, and Oregon. Smith PD, Gillin FD
Kaushal NA and Nash TE. Infect. Immun. 1982 May; 36(2):
714-9), los <clones derivados de la cepa WB, y los
trofozoitos transgénicos fueron cultivados a 37°C en medio
TYI-S-33 suplementado con 20% de suero adulto (Invitrogen),
bilis de bovino (Sigma), y una solucidn
antibiético/antimicético (Invitrogen) en tubos de cristal
de borosilicato de 12 ml con tapa a rosca (Methods for
cultivation of luminal parasitc protists of clinicla
importance. Clark CG, Diamond LS. Clin Microbiol Rev. 2002
Jul; 15(3):329-41). Los clones de Giardia que expresaban
diferentes proteinas de superficie se obtuvieron mediante
dilucién limitante en placas de de cultivo 96 pozos
(Deltalabs) en una camara anaerdbica (BD) vy seleccicnados
por ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
monoclonales especificos (A new method for cloning Giardia
lamblia, with a discussion of the statistical
considerations of limiting dilution. Baum KF, Berens RL,
Jones RH, Marr JJ. J Parasitol. 1988 Apr; 74(2): 267-9 ).

. Los clones reactivos fueron amplificados durante la noche
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en medio de cultive y se comprobdé la homogeneidad antes de
.usarlos. Los clones WB 1267 (Mab 5Cl), 9B10 (Mab 5B10), A6
(Mab 6E7) y GS/M/H7 (Mab G10/4) fueron utilizados en los
experimentos de control y en las infecciones (Nash, T.
Surface antigen wvariability and variation in Giardia

lamblia. Parasitol Today 8, 229-234 (1992).

Generacidén de trofozoitos transgénicos que expresan
todo el repertorio de VSPs: Las secuencias complementarias
de los genes que codifican para las enzimas de Giardia RdRP
y Dicer se clonaron en el pléasmido pTubHA.pac (Sorting of
- encystation-specific cysteine protease to lysosome-like
peripheral vacuoles in Giardia lamblia requires a conserved
.tyrosine—based motif.Touz MC, Lujan HD, Hayes SF, Nash TE.
J Biol Chem. 2003 Feb 21;278(8):6420-6. Epub 2002 Dec 3.
Esto permitié la expresidn constitutiva y estable de los
genes en los trofozoitos de G. lamblia debide a la
presencia del promotor de la 0 tubulina y de la seleccién
con el antibidético puromicina. Los genes que codifican las
enzimas Dicer y RdARP fueron amplificados por PCR a partir
del cDNA del clon WB/9B10 usando Platinium HiFi Tag ADN
polimerasa (Invitrogen), usando sondas de oligonucledtidos
que contienen los sitios de restriccidn Necol y EcCoRV y
luego clonado en el vector. Los cebadores fueron DAF: 5'-
AGT TGA AAC TAT CAT GGT TGC TCC CGA A-3' SEQ ID N° 141,
DAR: 5'-CCA CCA TGG TTG AAC GCC GAAR TCC AAC-3' SEQ ID N°
'142, RAF: 5'-GCG ATA GGT TGC AGT TCC ATG ACG TTC TTG A-3'
SEQ ID N° 143, y RAR: 5'-CCA CCA TGG TCG CTA CCT TAG CAT
CAT CC-3' SEQ ID N°® 144. Las construcciones fueron
verificadas por digestién con enzimas de restriccidén vy
secuenciacién posterior. La verificacién del silenciamiento
de estas enzimas se realizd por qRT-PCR como fue descripto

mas arriba.

Transfeccidén de Giardia lamblia: La transfeccién de

Giardia se llevdé a cabo por electroporacidén esencialmente

50



como informé (Transient transfection and expression of
firefly luciferase in Giardia lamblia. Yee J, Nash TE. Proc
Natl Acad Sci USA. 1995 Jun 6:;92(12):5615-9 ). En pocas
palabras, cultivos de trofozoitos del clon WB/9B10
creciendo a confluencia en tubos de 12-ml (aproximadamente

107 células), se resuspendieron en 0,3 ml de medio TYI -S-
33 completo, en cubetas de 0,4 cm. Luego 10-15ug del

pléasmido fueron afiadidos a un velumen final de 100 pl. La
mezcla se incubd durante 10 minutos en hielo. Las células
fueron electroporadas a 350V, 1000pFr vy 7000 en un
electroporador BTX. Después de la incubacién sobre hielo
durante 10 minutos, las células fueron transferidas a un
tubo que contienia 12 ml de medio completo y se incubbd
durante la noche a 37°C en anaerobiosis. Al dia siguiente,
el medio fue complementado con puromicina y los trofozoites
fueron incubados durante 7-10 dias a 37°C. Para obtener
lineas de células clonales, se llevdé a cabo dilucidn

limitante en placas de 96 pocillos.

Tnmunofluorescencia y microscopia confocal: Los
trofozoitos se desprendieron de los tubos por enfriamiento
durante 20 minut6s en hielo. Las células fueron recogidas y
se resuspendieron en un medio de crecimiento, aplicados a
portaobjetos de vidrio y se incubaron a 37°C en una céamara
humeda durante 1 hora para permitir gue los trofozoitos se
volvieran a adherir. Las preparacilones fuercn lavadas con
medic tibio tres veces més dos lavados en PBS tibio. Las
células entonces fueron hechas permeables mediante la
fijacidén con 1l:1 acetona / metanol durante 30 minutos a -
20°C y se bloquean en 1X PBS/0.05% Tween 20, BSA 2,5%
durante 30 min. Las c¢élulas fueron incubadas primero con
Mab contra distintos VSPs diluidos en 1X PBS/0.05 Tween 20,
BAS 2,5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los diferentes
VSPs fueron: mAb 9B10 {(anti VSP-9B10B), mAb 5C1 (anti-VSP
1267}, mAb 6E7 (anti-VSP A6), mAb 1BZ (anti-VSP S1), mAb
2D5 (anti-VvSP S2), mAb 2E1 (anti-VSP S3), mAb 2G10 (anti-

51



VSP S4), MAb 6F8 (anti-VSP S5}, mBb 7AS9 (anti-VSP S6), mab
7B8 (anti-VSP S$7), mAb 7C2 {anti-VSP S8}, mAb 7C9 (anti-VS3P
S9), mAb 7C1l0 (anti-VvSP S510), mAb 7D4 (anti-VSP S511), mAb
2D4 (anti-vSP S12), mAb 3B8 (anti-vVSP 513), mAb 4AZ (anti-
VSP $14), mAb 7F4 (anti-VvSP S15), Mab 7HZ2 (anti-VSP S§16).
Después de la incubacidén con el anticuefpo monoclonal
correspondiente, los portaobjetos se lavaron dos veces con
1x PBS/0.05 Tween 20, y después fueron incubados con un
segundo anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina de ratédn
marcado con FITC o TRITC en una dilucidén 1/200 durante 1
hora en solucién de  blogueo. Los nacleos fueron
contrastados con DAPI. Se obtuvieron imagenes confocales
mediante un microscoplo laser LSM5 Zeiss Pascal confocal

equipado con un laser argédn/helic/nedn, y un objetivo de

inmersién en aceite X100 (apertura numérica = 1,4) (Zeiss
Plan Apochromat). Se tomaron secciocnes confocales de 0,3
micras paralelas al cubrecbjetos (secciones z). Las

imdgenes fueron obtenidas utilizando una cdmara Zeiss junta
al dispositivo y procesada con el LSM y el software Adobe
Photoshop. Porcentaje de células que expresan un VSPs
particular se calculd mediante el recuento de 500 células
en los experimentos por triplicado o por Citometria de

Flujo.

Produccidén de anticuerpos monoclonales contra la cola
dcida 5-amino de VSPs: La produccién de anticuerpos
monoclonales contra la cola acida 5-amino de VSPs se llevd

a cabo tal como se describe mas arriba en el ejemplo 2.

2. Electroforesis en gel de poliacrilamida y Western
Blotting: Los extractos proteicos de trcfozecitos fueron
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) v Western Blot comé se informé (Lujan, H.D., Mowatt,
M.R., Conrad, J.T., Bowers, B. & Nash, T.E. Identification
of a novel Giardia lamblia cyst wall.protein with leucine-
rich repeats. Implicatiocns for secretory granule formation

and protein assembly into the cyst wall. J Biol Chem 270,
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29307-29313 (1995).

Animales: Todos los procedimientos realizados en
animales se llevaron a c¢abo de acuerdo con los protocolos
aprobados por el Comité Institucional de cuidado y uso de
animales de la Universidad Catélica de Coérdoba y la pauta
de inmunizacién fue bien tolerada por todos los animales.
Jerbos machos endocriados, especimenes libres de patdgenos
(SPF) de 6-semanas de edad ({(Meriones unguiculatus) se
obtuvieron del Bioterio de animales de investigacidn de la
Universidad Catdlica de Coérdoba y fueron alojades
individualmente en cajas con aire acondiciocnado (18-22 ° C,
" 40-50% de humedad) (Techniplast) con un ciclo de 12-horas-
luz, 1l2-horas-oscuridad. Se les dio comida autoclavada vy
agua estéril, complementada con una solucién mezcla de
vitaminas esterilizada por filtracién, ad libitum. En este
estudio, sélo los animales nacidos en nuestras
instalaciones - fuercn utilizados para asegurar gdgue nunca
fueron infectados con el parésito Giardia o cualguier otro
relacionado. Todos 1los animales fueron mantenidos bajo
condiciones de laboratorio SPF de acuerdo a la norma y los
reglamentos del Consejo Argentino de Cuidado de Animales vy
las normas de atencién internacional de los animales. Antes
‘de la infeccidén, se ensayd en los jerbos la negatividad de
los anticuerpos séricos contra los antigenos o proteinas de
- Giardia por ELISA utilizando un preparado de proteinas
totales extraidoé de trofozoitos y guistes. Después de las
infecciones, algunos grupos de animales control fueron
tratados oralmente con 20 mg de metronidazol durante 3
dias, 10 dias antes de desafios, para descartar cualguier
posible presencia de bajos niveles de Giardia en sus

intestinos

Eliminacién de los pardsitos protozoarios a través de
tratamiento con metronidazol: Para iniciar el tratamiento,
los animales fueron colocados en jaulas estériles con aire

filtrado, el agua y alimentos fueron esterilizados en

53



autoclave. Se prepard una solucién de trabajo de 100 mg/ml
de Metronidazol. 500 pl de esta solucidén fue dada a los
animales por via oral en una sola dosis por dia durante
tres dias consecutivos. Los cuatro dias siguientes, 1los
animales ho recibieron antibidéticos. El tratamiento
continud durante dos dias con 500 pl de la solucidn de
trabajo de metronidazol. El tratamiento se complementd con
la adicién de 2 ml de metronidazol en 400 ml de agua
potable autoclavada gque es la Unica agua que los animales
puedan ingerir durante todo el tratamiento (los animales
ingieren esta solucién diluida metronidazeol durante nueve

dias). Las heces se recogieron diariamente durante todoc el

tratamientc y el control microscépico por ensayos de

inmunofluorescencia con el anticuerpoc meonoclonal 7D2 (anti-
proteina 2 de la pared del quiste {Identification of a
novel Giardia lamblia cyst wall protein with leucin-rich
' repeats. Implications for secretory granule formation and
protein assembly into the cyst wall. Lujan HD, Mowatt MR,
Conrad JT, Bowers B, Nash TE. J Biol Chem. 1925 Dec
8;270(49):29307-13 ) todos los dias pafa determinar la
presencia de quistes. La flora normal del animal sufrid
durante el tratamiento un aumento de las levaduras,
regresando a su estado normal pocos dias después de

terminado el tratamiento.

3. Infeccicnes: Las infecciones fueron inducidas en 1los
Jerbos por inoculacidn orcgéstrica de 2 x 10° trofozoitos o
de 1 x 102 quistes resuspendidos en 0,5 ml de sclucién
buffer de fosfatos (PBS}. Algunos animales control
recibieron 0,5 ml de PBS por la misma ruta. Se utilizaron
quistes frescos recogidos de los jerbos infectados para
evitar la rapida pérdida de la viabilidad e infectividad
que se produce en las muestras obtenidas de pacientes
infectados. La recoleccidn de maferia fecal de los Jjerbos
infectados se realizé diariamente desde el dia 0 hasta el
dia 30. Los <gquistes o trofozoitos se identificaron

visualmente por microscopia 0 por ensayocs de

54

ol



inmunofluorescencia utilizando antigenos especificos del
quiste (Mab 7D2) o del trofozoito (BIP; Mab 9C9.

4.Periédidamente,. los Jjerbos seleccionados al azar
fueron sacrificados y el intestino delgado fue aislados, se
abrid® una rendija longitudinalmente y se suspendido en el
medio de cultivo a 4°C durante 30 min. Los sobrenadantes
fueron recogidos y analizados para trofozoitos de Giardia
por microscopia clasica y de fluorescencia o colocados en
medio de cultivo hasta seis dias segun lo informado por
{Gottstein, B.,- Deplazes, P. & Tanner, I. In vitro
synthesized immunoglobulin A from nu/+ and reconstituted
nu/nu mice against a dominant surface antigen of Giardié
lamblia. Parasitol Res 79, 644-648 (1993)).

Los quistes Giardia excretados por los jerbos fuercn
cuantificados por recoleccién de las heces de los animales
alojados individualmente durante un periodo de 24 horas.
Las muestras de heces fueron pesadas, resuspendidas en 2 ml
de PBS, y se filtraron a través de 3 capas de gasa. EI
filtrado sé centrifugé a 250 g durante 10 min en una
centrifuga refrigerada (Beckman). Después de 3 lavados, se
‘suspendié el pellet en 2 ml de PBS; los quistes tefiidos con
FITC marcado con Mab 7D2, y contados en un hemacitdmetro.
Los ijerbos fueron considerados no infectados si no se
encontré un quiste en las heces b si no se detectaron

trofozoitos después de 6 dias en cultivo.

Purificacién de VSPs de Dicer-AS y RDRP-AS de
trofozoitos transgénicos: El1 repertorio completo de VSPs
expresados en estos trofozoitos transgénicoes generados tal
como se describidé fueron purificados por inmuncafinidad
utilizando el Mab 12F1 de la invencidén generado contra los
5 aminoé&cidos de la cola conservada de las VSPs. Para
aislar las inmuncglobulinas del liquido ascitico de ratédn
" producido por la inyeccién IP de un cultivo de células de
hibridomas se utilizé proteina A/G-Sepharose (GE). El Mab
purificado se unidé a esferas magnéticas (Dynal) vy las

esferas se utilizaron para purificar 1las VSPs de los
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trofozoitos tratados con buffer RIPA. Las VSPs purificadas
se resuspendieron en PBS con 0,01% de Tween 20,

cuantificadas, y se utilizaron para inmunizar a los jerbos

por via oral. Las VSPs fueron purificadas por el mismo.

método utilizando Mab especifico.

Purificacidén de Giardia GRP?S/BiP: Los trofozoitos de
G. lamblia aislados del clon 9B10 WB fueron transfectados
con el plésmido pTubHA.pac gue contienen la secuencia de
longitud completa de la chaperona BiP/GRP78 del reticulo
_endoplasmico de la Giardia (Increased expression of the
molecular chaperone BiP/GRP78 during differentation of a
primitive eukaryote. Lujan HD, Mowatt MR, Conrad JT, Nash
TE. Biol Cell.. 1996:;86(1):11-8 ) y tres copias de este
epitope sefializado con Hemaglutinina  (HA-BIP). Los
trofozoitos transgénicoé fueron lisadeos con el buffer RIPA
y la proteina BIP aislada utilizando el Kit de

immunopurification anti-HA (Sigma).

Inmunizaciones orales: Los animales fueron inmunizados
con tres administraciones orales sucesivas de 200 pg de
proteinas del parasito suspendidas en PBS5/0.01% de Tween 20
estériles, tres dias de diferencia entre cada
~administracidn. La misma cantidad de proteinas se
administré a los jerbos cuando se utilizaron BIP,
preparados de membrana, o} VSPs purificadas COomo

inmunogenos.

Muestras de sangre: Las muestras de sangre fueron
recolectadas después del primer dia de 1la infeccidn o
inmunizacién para detectar la presencia de anticuerpos
circulantes como se describe a continuacidén. Los -jerbos
fueron anestesiados con éter y sangrado del plexo orbital o
punciodn intracardiaca. El suero fue recogido por
centrifugacién de la muestra de sangre a 800 xg durante 15

4]

min y almacenados a -70 C hasta su uso. Los jerbos fueron

sacrificados con didxido de carbono gaseoso.
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5. Contenidos intestinales: Las secreciones del intestino
delgado de los Jjerbos infectados, no infectados e
inmunizados se recogieron como se realizdé en ratones
(Heyworth, M.F. Relative susceptibility of Giardia muris
trophozoites to killing by mouse antibodies of different
isotypes. J Parasitol 78, 73-76 (1992).

En resumen, los jerbos ayunaron durante un dia con el
acceso al agua y luego fueron sacrificados. Se extrajo el
intestino delgado desde el ducdeno hasta el ciego y su
contenido aspirade <con una Jjeringa y redogidos por
separado. En algunos casos, el contenido intestinal se
centrifugd a 5.000 Xg a 4°C para celdas'separar células,
restos, y bacterias. En algunos experimentos, se lavd el
- lumen del intestino delgado, cinco veces con 3 ml de PBS
frio y se centrifugd como se describe mas arriba. Los
sobrenadantes fueron esterilizados por filtracién vy

o

mantenidos a -70 C hasta su uso.

Ensayos de aglutinacidn: Los ensayos fueron realizadecs
en placas de 96 huecos de fondo-plano. Aproximadamente 5 x
10° trofozoitos fueron incubades a 4°C for por 1 h con
varias diluciones de las secreciones intestinales de los
animales, suero, o liquido ascitico que contenia
anticuerpos especificos contra VSPs (todos inactivados por
calor) en el medio TYI-S-33 sin suero bovino adulto. Se
mezclaron y se ensayd la aglutinacién de los trofozoitos
mediante microscopia. La union de 1los anticuerpos a la

- superficie del parasito se demostrd con inmunoglobulinas de

cabra anti ratdn marcadas con TRITC.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Conicet

Lujan, Hugo

<120> Protozoo modificado que expresa al menos dos proteinas variables

de superficie (VSP), vacuna que lo comprende,

procedimientos, usos y métodos

<130> Conicet
<160> 144

<]170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 1

gttitgttct cgegggggta ctegt

<210> 2

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 2

agagegegeg getcaatgeg cag -

25

23

58



<210> 3

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 3

gattgcatgg geaggaaaag caa

<210> 4

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 4

tctcgatgta acacaggatt gt

- <210> 5

211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
222> (16)..(17)

<223> nisa,c, g, ort
<400> 5

ggacaatgtg cagacnnaga agg

<210> 6

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 6

aaagatgget ccggaggega taca

10> 7
211> 24

23

23

23

24

59



<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 7

cagacctgtg gacagtgcge cgag

<210> 8

<211> 23

212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 8

ctttcatgta caagggegge tat

<210> 9

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> nisa,c, g,ort
<400> 9

cgaagcance cageageccg gacag

<210> 10

<211> 23

<212> DNA

<213> (hardia intestinalis
<400> 10

gcaaggatac ttcgtgeege cgg

<210> 11

211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 11

24

23

25

23

60



accaateggt cataccatge ggag

<210> 12

<211> 25

<212> DNA

<213> @Giardia intestinalis
<400> 12

acgataaaaa gtacaagggc gtgct

<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 13

accggcacca agacgtgeaa gac

<210> 14

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 14
tgcgacgtge gagaagggceg ccga

<210> 15

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(1D)

<223> nisa,c, g,ort
<400> 15

gecegaceen hagtgcaaca ccece

<210> 16
<211> 24

24

25

23

24

25

61



<212> DNA
<213> Giardia intestinalis

<400> 16
getgcaagac gtgeagtgag coga

<210> 17

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(21)

<223> nisa,c,g,ort
<400> 17

agacaagcaa ggaggtgtgc nca

<210> 18

<211> 23

<212> DNA-

<213> Giardia intestinalis

<400> 18
acggttgtga geacctggaa ggc

<210> 19

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 19

cctgtgecaa gtgeaatace teg

<210> 20

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 20
agctacgaag gagagggcac gggg

24

23

23

23

24

62



<210> 21
211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis -

<400> 21

tcggeecgea cagectectg ceag

<210> 22

<211> 24

<212> DNA _
<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> nisa,c, g ort
<400> 22

acgaaacgac caanctcect ggaa

<210> 23

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 23

tgaataatgg cgegetcate acttg

<210> 24

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 24

gatgtaagac gtgcaccagc cag

<210> 25
<211> 23

24

24

25

23

63



<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 25

tactacctgt ccaaagaaaa gtg

<210> 26

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 26

cceccaacca acaataaagg gec

<210> 27

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220> |
<221> misc_feature
<222> (16)..(17)

<223> nisa,c,g,ort
<400> 27

acctcataca gaacannaac agg

<210> 28

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 28

ggeatcteeg tegetgtcat cge

<210> 29

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<220>

64

23

23

23

23



<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> nisa,c, g,ort
<400> 29

tgetggtegt teatatgtag ngg

<210> 30

<211> 22

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 30

gcaageactc ttgcaggage tt

<210> 31

211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 31

_ gétctacgac tcaggctaat tgt

<210> 32

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 32
caacggggtg tgtgaageag ccge

<210> 33

<211> 23 _

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 33 )

gtaagaagtg ccttctgeaa acce

<210> 34

23

22

23

24

23

65



<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 34
caaaccttca'tgttcaaggg cgg

<210> 35

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 35

tgatgctgec tetggtacta ctgg

<210> 36
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 36
geggcetgata ccacggatte ctgt

<210> 37

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 37
caactggggt cacgattggt gag

<210> 38

<211> 24

212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> nisa,c, g,ort



<400> 38

actaattgcg ttnngtgtac caaa -

<210> 39

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 39

gagtgtgctt ccaatctgta tetg

<210> 40

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 40

gaaacttgea agacaggata tttcc

<210> 41

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)

<223> nisa,c, g ort —
<400> 41

tttcentaat gataacgcetg ata

<210> 42
<211> 24
<212> DNA
© <213> Giardia intestinalis
<400> 42
ccggtoctat tcttatcacce tgea

<210> 43

24

24

25

23

24

67



<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 43

gcaaggacga caacactgeg gee

<210> 44

<211> 23

<212> DNA

<213> (uardia intestinalis
220>

<221> misc_feature -
<222> (22)..(22)

<223> nisa,c, g, ort
<400> 44

gtatcgcaga gtgcacggga ang

<210> 45

Q11> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 45

ggcagtgcac agctageata geag

<210> 46

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 46 _
cctttgegtg tcggccgaaa cag

<210> 47
<211> 25
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

23

23

24

23

68

%



<400> 47
taaaaccaac ggagtttgea clgee

<210> 48

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 48

ctatcaggct gagaagtttc ctg

<210> 49

211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 49
gcaggaaagt gcacgacctg tgeg

<210> 50

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 50

ggaaaccttg gtaggattat ttge

<210> 51
<211> 24
<212> DNA

<213> @Giardia intestinalis

<400> 51
aatgctaatc tgtacctgaa gget

<210> 52
<211> 23
<212> DNA

25

23

24

24

24

69



<213> Giardia intestinalis

<400> 52
ggcatagatg ggtgetetge atg

<210> 53

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 53

acaaagggaa catgcattge aga

<210> 54

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)

<223> nisa, ¢, g,ort
<400> 54

acgecggata anaccaacgg agtt

<210> 55

<211> 22

<212> DNA.

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(9)
<223> nisa,c,g,ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> nisa,c,g,ort
<400> 55

tgtgcaanng ataacactaa na

70

23

23

24

22



<210> 56

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 56

ctcgtegget tectetgetg gig

<210> 57

<21i> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 57

acccecgega gaacaaaact gee

<210> 58

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> S8

tcctgeccat geaatctgga cga

<210> 59

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 59

attgagccgce gegetetgtt gottt

<210> 60

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 60

atgcttccte tgegeaatta gtgt

71

23

23

23

25

24



<210> 6!

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 61

caatacaatt faccaccgat cag

<210> 62
211> 23
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 62

tgcacattgt ccattgatag gaa

<210> 63

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 63

ctgatcagct gtatcgecte cgg

<210> 64

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 64

gtaacageeg cecltgtaca tga

<210> 65

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (12).(12)

23

23

23

23

72

=%



<223> nisa,c,g,ort
<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(18)

<223> nisa,c,g,ort

<400> 65

catctgeege cngacanntg gic

<210> 66

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 66

cceggeggea cgaagtatee ttg

<210> 67

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia ihtestinalis
<400> 67

accgattggt gagaggegtc tge

<210> 68

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 68

actttttatc gttcttaact gtta

<210> 69

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 69
tgtgogagep taacaccgag tge

23

23

23

24

23

73

=



<210> 70

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 70

cacgcagtac acgtggeggc ctt

<210> 71

Q11> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 71
cacgeaggag gtggctgagt cct

<210> 72

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 72
gtgceggtgc actcttette tgt

<210> 73

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 73

ttgtttgget ggaccettett att

<210> 74

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 74

23

23

23

23

74



gcactcaceg tetecegggea cttt

<210> 75

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 75

gettettegt geacceggtg ¢ce

<210> 76

211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
222> (17N..(18)

<223> nisa,c, g,ort
<220>

<221> misc_feature
Q22> (22).(22)

<223> nisa,c, g, ort
<400> 76

ctggtgcect cgtagtnnec tnce

<210> 77

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 77

tgaggacctg cttaggctcg cag

<210> 78
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

75

24

23

24

23



<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223> nisa,c, g, ort
<400> 78

citcttgacn cacacgecgt tete

<210> 79

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 79

tagcagcccc cgttcatgeg gaa

<210> 80
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 80

acctecteac agacgetctt teca

<210> 81

<211> 23

Ql2> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 81
gettgtatee gteggecgga gic

<210> 82

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 82

cactcggage acccagtgge gea

24

23

24

23

23

76



<210> 83‘

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 83
cacttggtgg cglegtecge attg

<210> 84
<211> 25
<212> DNA

<213> QGiardia intestinalis

<220>

<221> misc_feature

<222> (1.7

<223> nisa,c,g,ort
<400> 84

acagegnegg agatceecge tatgg

<210> 85

<211> 22

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 85

agaggaagec cacgaggeecc cc

<210> 86

<211> 22

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 86

ggcaattaat taatagaaac at

<210> 87
<211> 23

77

24

22

25

22



<212>
<213>
<400>

DNA
Giardia intestinalis

87

gctattagge aattaattaa tag

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

88

23

DNA

Giardia intestinalis

88

ttccgeaaca caattagect gag

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

89

23

DNA

Giardia intestinalis
89

tgcactttgt attactactg geg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

90

23

DNA

Giardia intestinalis
90

geacttctta caagtetgat cag

210>
211>
<212>
213>
<220>
<221>
<222>
<223>

91
23
DNA

Giardia intestinalis

misc_feature

(14)..(15)

nisa,c,g,ort

78

23

23

23

23



<400> 91

ttaaattacc aginnetecc get

<210> 92

211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 92

attactctca ccaatcgtga cecc

<210> 93

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)

<223> nisa,c, g, ort
<400> 93

gcgtnatcat tagggaaata tee

<210> 94

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
222> (8)..(9)

<223> nisa,c,g,ort

<400> 94
ttaagggnnc tcaggctatt cgtg

<210> 95
<211> 23
<212> DNA

79

23

24

23

24



<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223> nisa,c, g, ort

<400> 95
tcaggacaga ccengggtag cag

<210> 96

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 96

cgteggegea gititceaaa tac

<210> 97

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 97
agtgcaaact ccgttgpttt tatcc

<210> 98

<211> 23

<212>= DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 98

geatcggctg tegtgeacaa cgt

<210> 99

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (12).(12)

23

23

25

23

80



<223> nisa,c, g ort
<400> 99
gecegetggte tngacgtage agg

<210> 100

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 100

agtcgtagag caagctectg caag

<210> 101

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 101
acccegttga tgggcacata gttt

<210> 102

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(12)

<223> nisa,c, g ort
<400> 102

cttcegtett nnaaataate ctacc

<210> 103

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 103

gaalcgtaac cccggttgeg tég

81

23

24

24

25

23

0



<210> 104

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 104

acttagcaca accggecaca cee

<210> 105
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 105

cttatcagec gtactacagg taag

<210> 106

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 106
acggtgctag ccctagttgt aga

<210> 107

<211> 25

<212> DNA

<213> Qiardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)

<223> nisa,c,g,ort
<400> 107

cgttettcaa ggnnctcaga ttgtt

<210> 108
<211> 22

23

24

23

25

82
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<212> DNA

<213> (nardia intestinalis
<400> 108

ctctgeaatg catgttcect tt

<210> 109

<2i1> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 109
cgacccgggt ggtgeegete ttge

<210> 110

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (13).(13)

<223> nisa,c, g, ort
<400> 110

ccattgetgt ctntatcilg cee

<210> 111

<211> 22

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
<222> (11).(11)
<223> nisa,c, g, 'ort
<400> 11t

gtgttatctt ngcacacgat ge

22

24

23

22

83



<210> 112

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 112
gacgggagta gaactctgag gaga

<210> 113

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador sentido S1
<400> 113

cvtgtgchrr stgcaa

<210> 114

11> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador sentido S2
<400> 114

tgcacsrsct geyabee

<210> 115

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador sentido 83
<400> 115

tagtgydsyv mvtgyaa

24

16

17

17

84



<210> 116

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador sentido S4

<400> 116

cgatcatgac gggcttct 18

210> 117
211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<0>

<223> cebador antisentido R1
<400> 117

ccbacgaggc cyccsacgac . 20

<210> 118

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador antisentido R2

<400> 118
cgectteeck ckreakayga 20

- <210> 119

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador sentido para vsp1267

<400> 119

atgttgttga tagecttcta tc 22

85



<210> 120 -

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador antisentido vspl1267
<400> 120

ctacgcctic ccectgeata tg

<210> 121

211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador hacia adelante vsp9B10 -

<400> 121
atgtttggca gttttgtict ¢

<210> 122

211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador antisentido vsp9B10
<400> 122

tcacgcecttc cctetacata tg

<210> 123

211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL.60 gDicer
<400> 123

86

22

21 -

22



tggeggegte gtatcagita t

<210> 124

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL161 gDicer
<400> 124

tccecgeacg caagaagaa

<210> 125

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220> _

<223> cebador HL.164 gAgo
<400> 125

attgccccect acggtgte

<210> 126

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL165 gAgo
<400> 126

ctetgeegge cttectac

<210> 127

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL187 gRdRP

21

19

18

18
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<400> 127
catgggttge agtttettga cga

<210> 128

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL188 gRdRP
<400> 128

agccccttat ctgttgecte ctic’

<210> 129

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL 183 CWP1
<400> 129

tegecctgga tgtticggac a

<210> 130

<2i1> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HLL184 CWP1
<400> 130

aggegggtea gecagta

<210> 131

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL.185 GDH
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<400> 131
agtgggpcgg gtetitacte a

<210> 132

211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador HL186 GDH
<400> 132

tgttegegee catetggtag ttet

<210> 133

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador F RdRP_F
<400> 133

tatgtittta ctgatggege agg

<210> 134

211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador RARP_F 2
<400> 134

tacgtcttta ccgatggegg agg

- <210> 135

<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<220>

<223> cebador RARP_R

<400> 135

tcaccateca ggtegetgee ’ 20

<210> 136

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador RARP R 2

<400> 136

tcaccgtcca ggteactgec 20

<210> 137

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> cebador de secuenciamiento F

<400> 137

cttgtgcata gtaaacaaag 20

<210> 138

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

- <220>

<223> cebador de secuenciamiento R

<400> 138 '

caaatggtcg atgctggg 18

<210> 139

<211> 51
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220>

<223> MCSnewSense

<400> 139

gattccggge ccagatctat cgatacgegt atgeattcge gagatatctg ¢

<210> 140

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> MCSnewAntisense
<400> 140

geggecgeag atatctegeg aatgcatacg cgtatcgata gatctgggec cg

<210> 141

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador DAF

<400> 141

agttgaaact atcatggtte cteccgaa

- <210> 142

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> cebador DAR
<400> 142

ccaccatggt tgaacgecga atccaac
<210> 143

<211> 31
<212> DNA
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado 1la
naturaleza de la presente invencidén y la forma como la
misma ha de ser llevada a la practica, se. declara

reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Protozoo parasito modificado, caracterizados porque
comprende la expresidén simultanea en su superficie de méas
de una proteina variable de superficie.

2. Protozoo de acuerdo con lé reivindicacién 1,
caracterizado porque comprende la expresidn simultanea en
su superficie del repertorio completo de proteinas
variables de superficie.

3. Protozoo de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque comprende la expresidén reducida de las
enzimas seleccionadas del grupo comprendido por Dicer, ARN
polimerasa RNA dependiente (RdRP) y ambas.

4. Protozooc de acuerde con la reivindicaciéon 1,
caracterizado porque el gen RdARP ha sido silenciado.

5. Protozoo de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el gen Dicer ha sido silenciado.

6. Protozoo de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque los genes RdRP y Dicer han sido
silenciados.

1. Protozoco de acuerdo con la reivindicacidon 1,
caracterizado porque dicho protozoo comprende un mecanismo
de variacién antigénica.

8. Protozoc de acuerdo con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porgque dicho protozoo es seleccioconado del

grupo comprendide por Giardia, Plasmodium, Babesia Y

Trypanosoma.
9. Una vacuna contra infecciones producidas ~por
protozoos, caracterizada porque comprende al menos

protozoos modificados que expresan en su superficie al més

de una proteina variable de superficie.
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10. La vacuna de acuerdo con la reivindicacién 9,
caracterizada porque el protozoo expresa en su superficie
el repertorio completo de protéinas variables de
superficie.

11. La wvacuna de acuerdo con la reivindicacién 9,
caracterizada porque el protozoo comprende la expresioén
reducida de las enzimas seleccionadas del grupo comprendido
por Dicer, ARN polimerasa RNA dependiente (RdRP) y ambas.

12. La wvacuna de acuerdo con la reivindicacidn 9,
caracterizada porque el porque el gen RARP del protozoo ha
sido silenciado. '

13. La wvacuna de acuerde con la reivindicacidén 9,
caracterizada porgue el gen Dicer del protozoo ha sido
silenciado.

14. La vacuna de acuerdo .con la reivindicacién 9,
caracterizada porgque los genes RdARP y Dicer del protozoo
han side silenciados.

13, La wvacuna de acuerdc con la reivindicacidén 9,
caracterizada porgque el porgue dicho protozoo comprende un
mecanisme de variacién antigénica.

i6. La wvacuna de écuerdo con la reivindicacidén 9,
caracterizada porque el porque dicho protozoo es
seleccionado del grupo comprendido por Giardia, Plasmodium,
Babesia y Trypanosoma.

17. La wvacuna de acuerdo con 1la reivindicacién 9,
caracterizada porque comprende ademas excipientes vy/o
adyuvantes.

18. Un procedimiento para purificar el repertorio
total de ©proteinas de superficie variable (VSP} de
protozoos, caracterizado porque comprende:

a) unir un anticuerpo que reconoce la secuencia de
aminoacidos CRKGA de las VSP a un soporte sé6lido;

b} contactar el soporte sélido con un protozoo; vy

c) separar el repertorio total de proteinas de
superficie variable (VSP).

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién

18, <caracterizado porgue el protozoo es una mezcla de
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clones de protozoos salvajes, en donde cada clon expresa
una proteina de superficie variable diferente.

20. El1 procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
18, caracterizado porgue el protozoo es un clon que
expresan mas de una VSP diferentes, en donde dicho clon es
un  clon de protozoos modificado que comprende el
silenciamiente de los genes seleccicnados del grupo
consistente en RdJRP, Dicer y ambos.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
18, caracterizade porgue el protozoo es un clon que
expresan 1la totalidad del repertoric de VSPs, en donde
dicho clon es un clon de protozoos modificado gue comprende
el silenciamiento de 1los genes seleccionades del grupo
consistente en RARP, Dicer y ambos.

22. El1 procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
18, caracterizado porgue el protozoo es seleccionadoe del
grupo comprendido por Giardia, Plasmodium, Babesia y
I'rypanosoma.

23. Una vacuna, caractérizada porque comprende mas de
una proteina variable de superficig de protozoos, en donde
cada una de dichas proteinas es diferente; excipientes y/o
adyuvantes,

24. La wvacuna de acuerdo con la reivindicacidén 23,
caracterizada porgue comprende el repertorio completc de
proteinas variables-de la superficie de protozoos, en donde
cada una de dichas proteinas es diferente.

25. La vacuna de acuerdo con la reivindicacién 23,
caracterizada porque el protozoo es seleccionado del grupo
" comprendido por Giardia, Plasmodium, Babesia y Trypanosbma.

26. Una wvacuna, caracterizada porque comprende el
repertorio completo proteinas variables de superficie
{VSP), en donde dichas proteinas son obtenidas empleando el
procedimiento de la reivindicacidén 18.

27. Un método de inmunizacidn, caracterizado porque
comprende' administrar a un mamifero una cantidad de una
vacuna que comprende protozoos modificados que expresan al

menos deos protelnas de superficie variable (VSP).
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28. El1 método de acuerdo con la  reivindicacidén 27,
caracterizado porque el protozoo expresa el repertorio
completo de VSPs.

29. El méteodo de acuerdo con la reivindicacidn 27,
caracterizado porgue se administra en la forma
seleccionada del grupc consitente en oral, subcutanea,
endovenosa e intramuscular.

30. El método de acuerdo con la reivindicacidén 27,
caracterizado porque el protozoo es un protozoo modificado
que comprende el sileciamiento de los genes seleccionados
del grupo consistente en RdARP, Dicer y ambos.

31. El método de acuerdo con la reivindicacién 27,
caracterizade porque comprende inmunizar un mamifero contra
la infeccidn de protozoarios, en donde dichos protozoarios
tienen un mecanismo de variacidén antigénica.

32. Un método de inmunizacidén, caracterizado porgue
comprende administrar a un mamifero una cantidad de una
vacuna gue comprende una combinacidén de proteinas variables

de superficie de protozoos.
| 33. El método de acuerdo con la reivindicacién 32,
caracterizado porque se administra en la forma seleccionada
el grupo consitente en oral, subcutdnea, endovenosa e
intramuscular.

34. El método de acuerdo con la reivindicacién 32,
caracterizado porque la combinacién de proteinas variables
de superficie se aislan de un protozoo modificado que
comprende silenciados a los genes seleccionados del grupo
consistente en RARP, Dicer y ambos.

35. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 32,
caracterizado porque comprende inmunizar un mamifero contra
la infeccidn de protozoarios, en donde dichecs protozoarios
tienen un mecanismo de variacién antigénica.

36. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 32,
caracterizado porque se administra al menos una dosis que
comprende entre 50 y 500 pg de proteinas variables de

superficie.

96



37._Uha secuencia de nucledtidos caracterizada porque
es una secuencia elegida entre las secuencias SEQ ID N° 1 a
SEQ ID N° 112.

38. La secuencia de acuerdc con la reivindicacién 37,
caracterizada porgue s una secuencia de ARNdc.

39. El1 uso de al menos una secuencia élegida entre las
secuencias SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 112 para silenciar al
gen RdRP.

40. El uso de al menocs una secuencia elegida entre las
secuencias SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 112 para silenciar al

gen Dicer.
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RESUMEN

Protozoos parasitos modificados gque comprenden la

expresién simultdnea en su superficie de al menos dos

proteinas vafiables de superficie (VSP). Los proctozoos
modificados pueden también expresar en forma simultdnea el
repertorio completo de proteinas variables de superficie.
Los protozoos muestran una expresidén reducida de las
enzimas Dicer, ARN polimerasa RNA dependiente (RdRP} o
ambas, en donde el gen RdRP Y/o el gen Dicer ha sido
silenciado. El1 protozoo puede ser cualguier protozoo gue

presente un mecanismo de variacién antigénica.
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TR), OAPL (BF, Bl, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, 8N, TD, TG).

(84)

[Continued on next page]

(54) Title; MODIFIED PROTOZOAN EXPRESSING AT LEAST TWO VARIABLE SURFACE PROTEINS (VSF), A VAC-
CINE COMPRISING IT AND PROCEDURES, USES, AND METHODS THEREOF

{57) Abstract: Modified protozoa parasites
comprising simultancous expression on its sur-
face of at least two varable surface proteins
{VSP). The modified protozoa may also simul-
tanecusly express the complete repertoire of
variable surface proteins. Protozoa show re-
duced cxpresston of Dicer, RNA-dependant
RNA-polymerase (RARP) enzymes or both,
wherein the RARP gene and/or the Dicer gene
has been silenced. The protozoan may be any
protozoan showing an antigenic variation
mechanism.
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MODIFIED PROTOZOAN EXPRESSING AT LEAST TWO VARIABLE SURFACE
PROTEINS (VSP), A VACCINE COMPRISING IT AND PROCEDURES,
USES, AND METHODS THEREOF

The present invention refers to modified protozoa
expressing more than one variable surface protein (VSP), a
vaccine comprising it, a hybridoma 1line, a protein-
recognizing monoclonal antibody, procedures, uses, and
methods thereof. More specifically, it refers to modified
parasite protozoa comprising simultanecus surface
expression of more than one variable surface protein (VSP).
Modified protozoa may ‘also simultaneously express the
complete repertoire of variable surface proteins. Protozoé
show reduced expression of Dicer, RNA-dependant RNA-
pelymerase (RARP) enzymes or both, where the RdARP gene
and/or the Dicer gene have been silenced. The protozoan may
be any protozoan having an antigenic variation mechanism
and the expression may be silenced by molecules regulating

this mechanism.
BACKGROUND

The antigenic wvariation is a clone phenotypical change
developed by pathogenic microorganisms involving surface
exposed antigenic determinants. These organisms  use
different mechanisms to change their surface antigen
expression, thus being able to maintain a chronic infection
under the continuous immune pressure generated by the host
(Deitsch, K., W., Moxon, E. R. & Wellems, T. E. Microbicl.
Mol. Bicl. Rev. 61, 281-293 (1997)). Giardia lamblia (alsc

runwayd Giardia intestinallis or Gilardiea duodenalis) is one
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of the most commen human intestinal parasites. Protozoan G.
lamblia also shows antigenic variation (Adam, R. D. Clin.
Microbicl. Rev. 14, 447-475 (2001) and Nash, T. E. Phil.
Trans. R. Soc. Lond. B 352, 1369-1375 (1937)), in a process
"that allows the parasite to develop <chronic and/cr
recurrent infections. From a repertcire of about 190 genes
codifying variable surface proteins (VSPs), Giardia only
expresses one VSP on the surface of each parasite at a
particular time, but spontaneously switches to a different
VSP by an unknown mechanism. 1In @Giardia, antigenic
variation is responsible for the variable and/or persistent
course of some infections, as well as the tendency to
multiple infections, and involves a protein family known as
VSPs (Adam, R. D. Clin. Microbicl. Rev. 14, 447-475 (2001}
and Nash, T. E. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 352, 1369-1375
{1997).

VSPs line the complete trophozoite surface and are the
main antigens recognized by the host immune response. VSPs
range in size between 30 kDa and 200 kDa; they possess a
variable cysteéine-rich amino-terminal region and a
conserved carboxy-terminal region that includes = a
hydrophobic transmembrane domain ‘and & short cytosolic tail
comprising only 5 amino acids (CRGKA). The parasite genome
encodes a repertecire of ~190 genes codifying VSPs
(Morrison, ﬁ. G. et al. Science 317, 1921-1926 (2007), but
only one VSP is expressed at any given time on the surface
of each trophozoites. Switching to the expression of
another VSP occurs conce every 6-13 generations, even in the
absence of any immunbloqical pressure (Nash, T. E., Alling,
D. W., Merritt, J. W. Jr & Conrad, J. T. Exp. Parasitol.
71, 415-421 (1990). Similarly toc the rest of G. lamblia
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genes, the VSPs codifying genes have no introns and their
upstream regions are relatively short and have bheen found
to have limited or  no sequence conservation. Moreover,
there are no typical eukaryotic promoters present in these
regions. The non-translated 3’ regions o¢f messenger RNA
including Giardia VSPs genes alsc tend to ke short,
typically .0—30 nucleotides long. So far, neither gene-
rearfangement processes nor .promoter—depehdent switch-
on/switch-off mechanisms have been demonstrated to be
invelved in Giardia‘’s antigenic switching (Adam, R. D.
Clin. Microbiol. Rev. 14, 447-475 (2001); Nash, T. E. Phil.
Trans. R. Soc. Lond. B 352, 1369-1375 (1997) and Nash, T.
E., Alling, D. W., Merritt, J. W. Jr & Conrad, J. T. Exp.
Parasiteol. 71, 415-421 (1550).

BRIEF DESCRIPCION OF THE INVENTION

Modified parasite protozoa comprising simultaneous
surface expression of mcocre than one variable surface
protein (VSP) are provided. In a preferred embodiment the
protozoa comprise the simultaneous surface expression of
the complete repertoire of variable surface proteins.
Protozoa show a reduced expression of the Dicer, RNA-
dependant RNA-polymerase (RdRP) or both, where the RdRP
gene or the Dicer gene has been silenced, or a mixture
thereof. The protozoan may be any protczoa showing an
antigenic . wvariation mechanism, where its antigenic
variation mechanism may be unregulated by silencing any of
its components.

A wvaccine against infections produced by protozoa

comprising at least & modified protozoan expressing con its
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surface at least two variable surface proteins (VSP) 1is
provided. In a preferred emboediment the proteozea comprise

simultaneous expression of the complete repertoire of

variable surface proteins on its surface. Protozoa show

reduced expressicen of the Dicer, ENA-dependant RNA-
polymerase (RARP) enzymes or both, where the RARP gene or
the Dicer gene has been silenced, c¢r a mixture thereof. The
protozoan may be any protozoan showing an antigenic
variation mechanism. The vaccine may also comprise
excipients and/or adjuvants.

A procedure to purify the complete repertoire of
protozoan variable surface proteins (VSP) is provided,
comprising: _

a) linking an antibedy recognizing the VSP CRKGA amino
acid sequence of to a solid support;

b) contacting the solid support to protozoa; and

c) separating the complete repertoire of variable
surface proteins (VSP). The protozoa may be a mixture of
wild protozca <clones, where each c¢lone expresses a
differebt wvariable surface protein or may be a clone
expressing the complete VSPs repertoire

A vaccine comprising more than one protozoan variable
surface protein is provided, where each c¢f said proteins is
different; and excipients and/or adjuvants. In a preferred
embodiment the vaccine comprises the complete repertoire of
protozcan variable surface proteins, where each of said
proteins is different.

An immunization method comprising administering to a
mammal an amount of a vaccine comprising modified protozoan
expressing at least dos variable surface proteins (VSP) or

expressing simultaneously the complete repertoire of
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protozoan VSPs is provided. The method is applied in order
to immunize a mammal against infections produced by
protozoa, where said protozeca have an antigenic variation
mechanism. _

In additicen, an immunization method comprising
administering to a mammal an amcunt of a vaccine comprising
a combination of protozecan variable surface proteins is
provided, where the combination of variable surface
proteins is isolated from a modified protozeoan comprising
silenced RARP genes, Dicer genes or both. The method is
applied tc immunize a mammal against infections produced by
protozoa, where said protozeoca have an antigenic variation
mechanism. In an embodiment, the administered vaccine dose
comprises between 50 and 500 pg of protozoan variable

surface proteins.

A nucleotide sequence is provided, wherein said

sequence may be chosen between anyone of sequences SEQ ID
N° 1 a SEQ ID N° 112, wherein said sequences are ARNdc.

The use of at least a sequence chosen between anyone
of sequences SEQ ID N® 1 a SEQ ID N° 112 is provided to

silence the RARFP gene or to silence the Dicer gene.

DESCRIPTION OF FIGURES

Figure 1 shows that several VSP genes in Giardia are

simultaneously transcribed; a: nuclear run-on assay using
recently isclated Giardia nuclei induced to transcribe in
vitro in the presence of [32P] UTP; b: Northern blot test
of total RNA extracted from clones WB9Bl0 and WB1267 using
a probe comprising the preservedn region present in all

V3Ps; c¢: sense and antisense transcripts (vspSB1l0, wvspll2é7,
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vspAb6b, vspH7, cwp2 and GDH} generated in vitro, were
bleotted and hybridized with the assay products of nuclear
run on in the same conditions as figure la; d: Comparison
between PCR products generated from clone WB9B10
trophozoites with specific primers (9B1OF/9BLOR and
1267F/1267R) on the genomic DNA (runways 1 and 5), or cDNA
generated either with reverse probe R2 (runways 2 and 6) or
sense #robe 81 (runways 3 and 7), runway 4 is a reaction
contrel withecut RT, the white arrow indicates the vsp9BLli
fragment, which is present in a genomic DNA and in sense
¢DNA but not in antisense c¢DNA, the black arrow indicates
the vspli267 fragment present in genomic DNA, in sense cDNA

and in antisense cDNA. M means molecular marker.

rigure 2 shows the new tools to study antigenic
variation in &. lamblia. a: Suitable oligonucledtides to be
amplified by PCR to a great amount of VSP codifying genes
were generated; sequences of four G. lamblia VSPs isolated
from (VSP1267, VSPSBl0, and VSPA6) and GS (VSEFH7) were
selected, these four VSP segquences were aligned and fhe
four preserved regions were used to design primers; the
arrcws below oligonucleotide seguences dencte sequences
were generic VSP primers (S1-54 and R1-R2) were designed;
b: combination of four sense primers ($1-54) and dos
reverse primers (R1, RZ2) was used in PCR test of genomic
DNA from Giardia WB9B10 clone, which only expresses VSP9B10
on its surface, several DNA fragments were amplified
independently of the primer combinations used and fifty-
nine main products of these reactions were isolated, cloned
and sequenced, revealing that they all codified VSP

fragments, several of these products (labeled 1 to 8 1in
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white) were subsequently used as probes for the scrutiny of
a genomic DNA library, which allowed tc identify ORFs (open
reading frameworks) codifying new proteins with Giardia VSP
typical  features (VSPS1-58, GenBank  access numbers:
AY142122 to AY142129), size markers in nt (nucleotides) are
shown at the left-hand side. c: to verify if Giardia VSP
transcript silencing implied VSP antisense ARN, these
molecules were searched feor in ARN preparations isolated
from trophozoites expressing a uniquel VSP, RT-PCR were
carried out with the same VSP primer combinations
previcusly used in the genomi¢ DNA but using sense'primers
during the reverse transcription reaction (RI), sense
primers (81 to S4) are shown on top, runways {a}) to (h)
indicate primer combinations used in each PCR reaction: (a)
S1-R1, (b) S2-R1, (¢} S3-Rl, (d) S4-R1l, {(e) S1-R2, (f) 8Sz-
RZ2, (g) S$3-R2, and (h) S4-RZ2; in additicn, negative
controls without reverse transcriptase (RT-) are shown. In
these conditions thirty eight amplified products were
isolated, cloned and sequenced, demonstrating antisense
codifying VSPs, twelve of these products (marked 1 to 12 in
target) were also used as probes in a genome library, which
allowed to obtain the complete sequence of new VSP genes
{VSPAS1-VSPAS1Z, GenBank access numbers AY143130 -
AY142141), indicating functiconal targets of VSP genes

antisense transcripts.

Figure 3 shows a: immunolocation of the gRARP version
lakbeled with a HA epitope expressed in WB9BlQ clone
trophozoites, the la enzyme (in red) 1is localized in a
region surrounding both parasite nuclei; this regicn mainly

refers to rough endoplasmic reticulum (yellow) as seen by

AL\
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co-immunclocation with <¢haperone ER-BiF (Mab 9C9, in
green); b: RJIRP activity, wherein different RNA substrate
combinations were used (A, B, and D; vsp%Bl0 and vspl267; C
and E; vsp9Bl9, vsp1267, and vspH7), in absence (A-C) or in
presence of primer R1 (D) or RZ (E), A is a control without
purified RdARP. <¢: immunolocaticn of a gDicer version
labeled with a HA epitope expreésed in WB9Bl( clone
trophoczoites, the enzyme (in green) localizes in the cell
cytoplasm, nucleli are stained with DAPI (blur); d:
immunolocation of a gAgo version signaled with a HA
epitope, which 1is expressed in WB9B10.clone trophozoites,
the enzyme (in green) 1is localized in the cell cytoplasm,
nuclei are stained with DAPI (blue}; e: Northern blot with
probes for gRdRP, gAgo, gDicer, GDH and CWPl on total RNA
extracted from WB9B1l0 clone ftreophozoites induced to cyst
formation during 4, 6, or 12 h, and trophozoites maintained
in a normal growth medium (NT) for 12 h., results show the
constitutive expression of these PTGS compeonents (post

transcriptional gene silencing).

Figure 4 shows Dicer activity and detection of small
VSP RNA in Giardia. a: generation of small RNAs from dsRNA
by Giardia extract demonstrating-a Dicer-type activity. For
vspl267dsRNA, both strands (runway 1), sense RNA strand
only (runway 2) or antisense only (runway 3) were
radicactively labeled. For vsp9B10 and gdh, both strands
were labeled, Double-strand RNAs were incubated with a
Giardia extract from WBSB10 clone at 37°C for 1 h; then,
total RNA was isolated and used for electrophoresis. In
all cases, small RNA were obtained; b: effect of the

presence of ATP in dsRNA processing by Giardia, runways 1

NV
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and 2 show non-treated controls: incubaticn of wvspl2e?
dsRNA with Giardia cytoplamic lysates without wasting ATP
(l1h and 3h incubation, respectively), ATP reduction by
addition of 2 mM glucose and 0.1 U uL™ of hexo-kinase
{runway 3). ATP regeneration using phosphocreatine (CP,
runway 4), creatine kinase (CK, runway 5), or both (runway
6); <¢: generation of small RNAs by incubation of VSP
riboprobes with extracts form Giardia WB9B10 cleone. One,
two or three different VSP RNAm (vsp9Bl0, vspl2é67, vspH7)
were blended with the Giardia extracts. Formation of small
RNAs occurred in the presence of more than one transcript.
- gdh was used as non-related gene control, RNA size markers
in nuclectides are on the left-hand side; d: total WB9B10
clone RNA and of WBl267 clone trophozoites, as well as low
mclecular weight WB1267 c¢lone RNA (LMW-low molecular
weight) were subjected to electrophoresis, blotted and
hybridized wusing partially digested vspSBl1(0 RNA prokes
transcribed in-vitro. No small RNA was found in the WB9B10
clone; in contrast, small vsp3Bl0 RNAs were present in the
WB1267 clone (arrow), which does not express VSPIRO.
Curiously, 70-nucleotides long RNAs (asterisk) were found

which could represent partially digested RNAm.

Figure 5 shows generation of small RNAs by incubation
of VSP riboprobes with Giardia WB1267 clone extracts; one,
two, or three RNam of different VSP (vsp9B1l0, vspl2e7,
vspHT) were blended énd confronted to the Giardia
trophozoite extracts, small [32P) marked RNA were generated
when more than one transcript was present, RNA size markers

in nuclecotides are on the left-hand side.

A
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Figure 6 shows an antigenic commutation in WB9B1O
trophozoites overexpressing VSPHT. a: WB9B10 clone
trophozoites were transfected with pTubCWPl.Pac vector or
with pTubH7.Pac vector, directing CWPl or VSPH7 expression
under control of the w—-tubulin promoter, with controls from
trophozoites from the G5 strain expressing VSP H7Y
transfected with control vector (pTubCWPl.Pac) indicated by
inverted triangles, squares showing WB9B10 trophozoites
transfected with ceontrol vector, VSP 9Bl0 expression
diminishes with time due to spontanecus exchange of the
surface proteins, with WB9Bl0 trophozoites constitutively
expressing vspH7 showing that the VSP8Bl0 (circles) or
VSPH7 (triangles) expression diminished faster than the
respective control. Results represent average percentage of
three independent experiments + SD. D: Representative image
of WB9B10 trophozoites expressing VSPH7 on time 0, all
cells simultaneocusly expressing VSP9B1Q and VSPH7on its
surface; c: representative image of WB9B10 trophozoites
expressing VSPH7 after 15 days culture, some cells express
VSPO9B10 and VSPH7 on its surface, others VSP9B1(Q or VSPHY
only and other neither one; nuclei were marked with DAPT in

blue;

Figure 7 shews antigenic commutation in  WB9B1O
trophozoites expressing vsp9Bl( antisense fragments. a:
WB9B10 clone trophozoites were transfected with vector
pTubCWPl.Pac vecter (sguares) or pTubPac vector including
antisense sequences of the mean portion media of wvsp9%B1l0
gene 5'{(circle} or 3' (triangle); results represent average
value of three independent experiments = S5SD and indicate

that the amount of VSP 9B10 positive trophozoites diminish

AN
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faster than control; b: representative image of WB9BLO
trorphozoites transfected with a different VSP gene, with
all cells expressing VSP9B10 cn its surface; C:
representative image of WBY9B1l0 trophozoites expressing the
antisense fragment 3' of wvsp9Bl0 after 15 days culture,
VSPY9B10 is present in about 50% of population; nuclei were

marked with DAPI in blue.

Figure 8 shows that wvariations in concentration of
different transcripts may determine which one evades the
silencing system. VSP codifying 1267, wvsp9%Bl0,. and cwpl
genes were cloned in pGEM-T-easy vector and transcribed in
vitro in phe presence or absence of 32P-UTP, different
concentrations of non-marked vsp9B10 and CWP1 transcripts
were generated during different periods of time with WB1267
cytoplasmic extracts centaining a fixed cencentration of
vepl2é? radiocactively marked RNA, runway 1: marker of
dozens of nuclectides (Decade-Ambion), runways Z, 3 and 4:
“incubation of 750 ng vsp9Bl0 and 250 ng vspl267 (ratio
3:1), 1,. 5 and 24 h, respectively, runways 5, 6 and 7:
incubation equal amounts of vsp9Bl0 and vsplZ267 (250 ng
each; ratio 1:1), 1, 5 and 24 h, respectively, runwayvs 8
and %: incubation cf 750 ng CWPl and 250 ng vspl267, 5 and
24 h, respectively, runway 10: incubation of 250 ng vspi267
transcript, in short incubation periods (1 h) there 1is
little wvsplle7 degradation in WB1267 clone, independently
of the amount of vsp9Bl0 added to the mixture (runways 2
and 5). In contrast, after longer incubations (5 hs) the
appearance of small radiolabeled wvspl267 RNAs increases by
the presence of vsp9Bl0 (compare runway 10 with runways 3,

6 and 8), the presence of CWPl transcripts (not related)
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has no effect, including at high concentration (runway 8).
At 24 hs incubation, most radiolabeled transcripts are

totally broken down;

Figure 9 shows the results of silencing the Dicer and
RARP gene in Giardia trophozeites, wherein Giardia Dicer-—AS
and RdARP-AS clones present a reduction of RNA messenger
levels of between 65% and 75% in comparison with non-
transfected WB9B1l0 trophozcites measured by densitometry
assays of bands obtained by RT-PCR and Northern blot
performed five times, where results represent average value

+ g.d.

Figure 10 shows the expression of differents VSPs in
transgenic Glardia trophozoltes with silenced RARP and
Dicer enzymes, a: direct of immuncfluorescence assays in
Dicer~AS transfected trophezoites (lower panel) or empty
vector (top panel} using TRITC cconjugated to 5C1 monoclonal
antibody (VSP1267; right panel) and FITC conjugated to 9B10
monoclonal antibedy (VSP9B10; left panel), when Dicer
expression in Giardia was silenced, trophozoites expressing
surface VSP9Bl0 also expressed VSP1267 (fused 1image;
central panel); b: percentage of Giardia trophozoites
expressing a particular VSP, as determined by flow
cytometry assays using specific monoclonal antibodies
{VSP9B10D, 9B10 monoclonal antibody; VSP1267, 5C1 monoclonal
antibody; VSPA6, 6E7 monoclonal antibody) in 9B10, 1267,
clones and with transfected cells with antisense
constructions for Giardia RdARP (RARP-AS} or Dicer (Dicer-
AS), as negative control were. used anti-rat goaf

immunoglobulins; c¢: Western blot test of protein extracts
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of wild type WBSB1l0 and trophozoites WB9B10 wherein Dicer
gene has been knocked out, after electrophoresis and
transference to nitrocellulose, filters were hybridized
with: (1) 12r1 monoclonal antibody G3 clone of the
invention (generated against the CRGKA preserved domain in
all VSPs) eor (2) 9B10 monocleonal antibodies (specific for

VSPSB10) .

Figure 11 shows the expression of V3Ps in wild. type
Giardia clones and in Giardia modified with deregulation of
antigeﬁic variation; confocal immunofluorescence images of
trophozoites are shown, where Dicer (a) or RdARF (b} have
‘been silenced and representative images of indirect
immuncfluorescence assays usiné anti-VSP monoclonal
antibodies {green) un contrast with DAPI (blue), WB9B1l0
{(d), WB1267 {e), and GS/M-H7 {(f), and (c)
imnuncfluorescence image of an isolated non-cloned WB
population stained with anti-CRGKA 12F1 monocleonal antibody
of the invention (green) and counterstained with DAPI

(blue) .

Figure 12 shows detection and quantification of
Giardia cysts in deposition samples from gerbils infeéted
with different populations of wild type and transgenic
trofozitos, and challenged with WB%B10 and WBl267. (a)
Gerbils initially infected with clone populations of
WBSBLl0, WB1267, or transgenic trophozoites silenced for the
expression of Dicer (DAS) or RARP (RAS) and mixtures 1:1 of
both. (b?e) Gerbils previously infected with Giardia WB9B10
{(b), WB1267 (c), DAS (d) and RAS ({e) were challenged two

months after primary infection with clone populations of

A
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WB9B10 and WB1267; the amcunt of cyst released by the
animals were counted. Figures represent el mean value of

five different experiments;

Figure 13 shows the results of the challenge of
gerbils with trophozoites expressing a particular VSP
continuing the primary infection with Giardia trophozeoites
expressing complete repertoire of VSPs. Gerbils previcusly
infected with WB9B10, WB1267, DAS, or RAS clones (a-d} were
challenged with peopulations of WB9B10 (e-h), WBl267 clones
(i-1), or purified cysts (m-p). The figure shows
representative images of immuncfluorescence assays in
gerbil feces using monoclonal antibodies conjugated with

antil-CWP2 FITC {(green}.

Figure 14 shows that serum and intestine content of
gerbils infected with transgenic trophozoites expressing
the complete repertoire of VSPs are capable of
agglutinating different Giardia clones in vitro.
Representative images are shown of phase contrast
microscopy of WBSB10 (1-2), WBl267 (3-4)}, and GS/M H7
cleones (5-6) challenged with serum {1b, 3f, and 5f) or
intestinal content (2b, 4f, and 6f) of animals infected
with WB9Bl0 clones; serum (2b and 1f), or intestinal
centent (3b and 2f) of animals infected with WB1267 clones;
serum or Iintestinal content of animals infected with GS/M-
H7 c¢lones (5b and 6b); Mab specific for VSPYB1I0 {(lc and
2c), Mab for VSP1lZ6e7 (3c and 4c), Mak for VSPH7 (5¢ and
6c), serum of non-infected animals (ia, 2a, 3a, 4a, 5a, and
6a), serum of animals infected with knocked DAS (ld, 24,

3d, 4d, 5d, and 6d), and serum of animals infected with RAS
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{(le, 2e, 3e, 4e, 5he, and 6e).

Figure 15 shows detection and quantification of
Giardia cysts in feces samples of gerbils previously
immunized with purified VSPs from different clone
populations of wild type and/or transgenic Giardia
trophozoites of the invention. Feces pf immunized gerbils
were monitored daily for a month using anti-CWPZ moncclonal
antibodies to wverify cyst release. Gerbils were infected
with clone populations of WBS%B10 or WB1267 trophozoites.
Immunizations were carried out using purified VSPs from
transgenic trophozoites DAS, RAS of the invention (and
mixtures thereof); the animals were previcusly immunized
with purified DAS (a), RAS (b) VS5Ps, or a mixture thereof
(c); these animals were protected against subseguent
infections by WB9BL0 or WB1267 clones, control animals (d)
or those immunized with intracellular protein (e) were not
protected against subsequent infections. The figures

represent mean valor of 5 independent experiments;

Figure 16 shcws photographs cof gerbil small intestine
mcrphology during the infecticn and the challenge; top
panel shows small intestine of experimental animals: (a)
gerbil intestine during primary infection with trophozoites
expressing complete repertoire of V5Ps (DAS) 15 days after
inoculaticn; an increase of size 1in Peyer patches is
chserved (arrows) in comparison with control animals ({(b}.
(cy is the intestine during the challenge of gerbils
immunized with purified VSPs of DAS trophozoites; lower
panel shows experimental animals small intestine

microscopic examination: {d) infected gerbils  show
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enlargement c¢f Peyer patches and moderate infiltrative
inflammation in mucosa and submucosa. Some Giardia
trophozcites were seen in the intestine lumen (asterisks;
400X); (e} are non-infected contrel /no vaccinated gerbils
(400%); (f) are vaccinated gerbils showing histologically
normal intestinal mucosa (400X), insertions show a general

small intestine morpholegy at 250X.

DETAILED DESCRIPTION

In the present application, trophozoite means a cell
of a particular stage of a unicellular parasite, for
example of a protozoan., To the effects of the present
application, it is understood that the terms trophozeite,
parasite, parasite cell, or protozcan have the same meaning
and are interchangeable,.

In the present application, the transgenic or modified
parasite, trophozoite or protozoan of the invention may be
a protozoan wherein the Dicer gene or the RIRP gene, or a
mixture of transgenic protozoa thereof, have been silenced.
These protozoa and interchangeably known in the present
application as transgenic, transfected, or modified
trophozeoltes, proetozoa or parasites. When silenced, the
trophozoite or protozoan Dicer gene of the invention may
also be known as Dicer-AS or DAS. When silenced, the
trophozeoite or protozeoan RARP gene of the invention may
alsc be known as RARF-AS or RAS. When using a mixture of
transgenic trophozoites or protozoa, they may be known as
Dicer-AS + RARP-AS 6 DAS + RAS.

In the present applicaticon, trophozoites or protozoa

expressing complete repertoire cf variable surface proteins

b@
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may be any protozeoan parasite or pathogen wherein the
antigenic variation mechanism has been deactivated.

It is shown that V3Ps expression regulation in Giardia
includes a system comprising RNA-dependant RNA-polymerase,
Dicer and Argonaute, components of the RNA interference
machinery. Clones expressing a single surface antigen
{protein) in surface, efficiently transcribe several VSP
codifying genes, but only accumulate transcripts encoding
the VSP t£o be expressed in the cell surface.

Detection of antisense RNAs corresponding te the
silenced VSP genes and small RNAs from the silenced
proteins silenciadas but not for the expressed VSP imply a
RNA interference pathway in the antigenic variation
regulation. Clearly, the silencing of Dicer enzyme and RNA-
dependent - RNA polymerase leads to a change from single to
multiple VSP expression in individual parasites.

Nuclear run assays were performed to determine if the
VSP expression regulation is controlled at the
transcripcional or post-tanscripcional ‘level. Then the
existence ¢of RNA was studied in trophozoites, at sense and
antisense, codifying VSP by the reverse transcription
pelymerase chain reacticon (RT-PCR) and for the activity of
enzymes involved in the synthesis and degradation of
double-~stranded (dsRNA) in higher eukaryotes, such as RNA-
dependent RNA polymerase (RdRP), Dicer and Argonaute. The
characterization involved <cloning and expressing these
genes as well as the analysis of small RNAs generated from
VSPs codifying dsRNAs. Additionally, expressicn of
different VSPs was evaluated after silencing the components
of the Giardia RNA interference (RNAi} pathway.

Disruption of the antigenic variation mechanisms to
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generate cells expressing complete repertoire of variable
surface proteins in pathogen co¢rganisms has not been
described yet. The complete repertoire expression of
surface proteins 1in pathogenic organisms to generate
parasites which may be used as vaccines, or complete
repertoire purificaticn of wvariable surface proteins for
immunoprophylaxis of the diseases caused by these pathogens

has not bkeen possible yet.

Transcription of VSPs in Giardia:

Transcription of VSP genes was analyzed by nuclear
run-on assays using RNA isolated from nuclei from WBY9RB1G
clone trophozoites (Fig. 1la); said clone 'expresses only
VSPI9B10 (GenBank accession number AAK27086) on its surface.
The results indicate that most of genes codifying VSPs were
simultaneously transcribed. In contrast, when total RNAs
extracted from two different Giardia clones (WB9B10 and
WB1l267) were incubated with an oligonucleotide used as
probe corresponding to the conserved 3" end of VSP genes,
only one transcript of the molecular size corresponding to
the VSP expressed on the surface of these clones was
detected (Fig. 1b). Additionally, very low-molecular-weight
bands, suspected to be degradation products, were seen.
Accumulation of only one VSP transcript was observed in
different Giardia cloneé using VSP-specific probes (see
Nash, T. E. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 3532, 1369~1375
(1997). This demonstrates that only one VSP transcript
accumulates, where more than one VSP is transcribed in the

parasite nucleus.

Post-transcripcional gene silencing in Giardia (PTGS):
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A key step of PIGS is the production of dsRNAs that
are homologcus with the silenced gene. RT~PCR assays
designed to specifically amplify sense or antisense VSP
products revealed, after cloning and sequencing these
fragments, that RNAs of both strands are present in
trophozoites (Fig. 2). To evaluate the possible
simultaneous transcription of sense and antisense RNAs for
VSP-coding genes, & second nuclear run-cn experiment was
carried out using specific sense and antisense probes (Fig.
lc}. In this assay, it was impossible to detect VSP-
antisense RNAs, indicating that those mbleculgs could be
generated post-transcripticonally. Products generated by PCR
from the WB9B1l0 clone using vsp9Bl0 and wvspl267 specific
primers were also analyzed (Fig. 1d}. The band
corresponding to vspY9Bl0 was present in genomic DNA and

sense complementary DNA but poorly in antisense cDNA. In

contrast, vspl267, which is not expressed on the surface of

WBSB1(0 clone, could be amplified from dgenomic¢c DNA, and
equally amplified from both s$ense and antisense cDNAs.
These results demonstrate that VSPs are transcribed
simultaneously (further supporting the results of the
nuclear run-on experiments), and that there is a low
abundance of antisense VSP transcripts that are expressed
and a presence of antisense VSPs RNAs that are transcribed

but not translated.

Components of the Giardia RNALI machinery:

RdARP-mediated, unprimed production c¢f dsRNAs from
aberrant mRNAs and primed/unprimed production of dsRNA
guided by short interfering RNAs (siRNAs) is necessary for

triggering RNAi in some organisms. A Giardia homologue -of
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RARP was identified. This RARP gene encodes a basic protein
of 135,257 Da that shares high homelogy with other
eukaryotic RARPs and greatly differs from the one encoded
by the Giardia virus 16, indicating the protozoan nature of
the identified gene.

Giardia RdJRF transéription was verified by RT-PCR and
ncrthern blotting, and 1its localization assessed by
haemagglutinin-tagged expression (HA). Giardia RdARP is
probably associated to riboscmes present on the cytoplasmic
side of the endoplasmic reticulum. Morecover, the enzyme is
"active in trophozoites, because it was capable of forming
high—molecular—weiéht RNAs in vitro in the presence of
homologous VSP RNAs (Fig. 3). A characteristic of RNAi is
the degradation of dsRNA into 21-25-nucleotide siRNAs by
the dsRNA-specific Dicer RNase. Previously, a Giardia Dicer
homclogue was identified, its structure solved, and the in
vitro Dicer activity of the recombinant protein
demenstrated {(Macrae, I. J. et al. Science 311, 195-198
(2006} .

Using the Dreosophila Dicer-1 sequence to search for
homologous genes in the Giardia genoma database, several
clones with high degree of homology with the Dicer domains

‘were identified. By PCR and later comparison with the
genomic library, two independent ORF were observed,
Cohtaining domains present in the known Dicer enzymes: an
Argonaute protein with PIWI and PAZ domains {gAgo, GenBank
access number AY142142), and bidented RNase III ({gDicer,
GenBank access number AY14Z2144) containing a PAZ domain and
a leucine zipper motif probably implied in the enzyme
interaction with other components of RISC and RNA,

respectively.
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According to what is shown in figure 3, the Dicer

enzyme expresses constitutively during the complete Giardia
life cycle, with cytoplasmic leocation (Fig. 3). To evaluate
the Giardia Dicer

activity, in vitro essays were done,

wherein radiolabeled dsRNA were exposed to a post-nuclear

Giardia extract. The results (Fig. 4a), demonstrated that,
regardless o¢f the gene and the strand that 1is labeled
(sense, antisense, or both), dsRNAs are processed into

small RNA fragments of 20-30 nucleotides this processing is
favored,

(Fig.4b).

as in higher eukaryotes, by the presence of ATP
small RNAs obtained from those experiments were
able to be cloned similar to siRNAs that have 5°-P and 37-
OH ends. Sequencing of those siRNAs indicated that they
derived from the input VSP genes and that they are 22-25

nucleotides in length (Table 1}.

Table 1:
VSPI9B1l0 sense small RNAs VSPY9R10 antisense small
RNAS
GITTTGTTCTCGCGGGGGTACTCGT {SEQ | ACCCCCGCGAGAACAMAMACTGCC (SEQ
ID N°® 1) . ID N° 57)
AGAGCGCGCGGCTCAATGCGCAG {SEQ ID | TCCTGCCCATGCAATCTGGACGA (SEQ
N° 2) iD N° 58)
GATTGCATGGGCAGGAARAAGCADM (SEQ ID|ATTGAGCCGCGCGCTCTGTTGCTTT (SEQ
N° 3) ID N° 59)
TCTCGATGTAACACAGGATTTIGT {SEQ ID|ATGCTTCCTCTGCGCAATTAGTGT (SEQ
N° 4) ID N° 60)
GGACAATGTGCAGACNNAGAAGG (SEQ ID | CAATACAATTTACCACCGATCAG (SEQ
N° 5) ID N°® 61)
AAAGATGGCTCCGGAGGCGATACA (SEQ ID | TGCACATTGTCCATTGATAGGAA (SEQ
N° &) ID N® 62) :
CAGACCTGTGGACAGTGCGCCGAG (SEQ ID | CTGATCAGCTGTATCGCCTCCGG (SEQ
N® 7) ID N° 63)
CTTTCATGTACAAGGGCGGCTGT (SEQ 1ID | GTAACAGCCGCCCTTGTACATGA (SEQ
N° 8) ID N°® 64)
CGAAGCANCCCAGCAGCCCGGACAG (SEQ { CATCTGCCGCCNGACANNTGGTC (SEQ
ID N 9) ID N°® 65}

AN
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GCAAGGATACTTCGTGCCGCCGG  (SEQ ID
N° 10)

CCCGGCGGCACGAAGTATCCTTG (SEQ
ID N° 66)

ACCAATCGGTCATACCATGCGGAG (SEQ 1ID
N¢ 11)

ACCGATTGGTGAGAGGCGTCTGC (SEQ
ID N° 67)

ACGATAAAAAGTACAAGGGCGTGCT {SEQ
ID N° 12)

ACTTITTATCGITCTTAACTGITA (SEQ
ID N° 68)

ACCGGCACCAAGACGTGCARAGAC (SEQ ID
N° 13)

TGTGGGAGCGTAACACCGAGTGC  (SEQ
ID N° 69)

TGCGACGTGCGAGAAGGGCGCCGA (SEQ ID
N° 14)

CACGCAGTACACGTGGCGGCCTT (SEQ
ID W° 70)

GCCCGACCCNNAGTGCAACACCCCC (SEQ
ID N° 15)

CACGCAGGAGGTGGCTGAGTCCT {SEQ
ID N° 71)

GCTGCAAGACGTGCAGTGAGCCGA (SEQ ID
N° 16)

GTGCCGGTGCACTCTTCTTCTGT (SEQ
ID N° 72)

AGACAAGCAAGGAGGTGTGCNCA
N° 17)

(SEQ ID

TTGTTTGGCTGGACCTTCTTATT (SEQ
ID N° 73)

ACGGTIGTGAGCACCTGGAAGGC (SEQ ID
N°® 18)

GCACTCACCGTCTCCGGGCACTTT (SEQ
ID N° 74)

CCTGTGCCAAGTGCAATACCTCG (S8EQ ID
N® 19)

GCTTCTTCGTGCACCCGGTGCCC (SEQ
ID N® 75)

AGCTACGAAGGAGAGGGBCACGGGG (SEQ ID
N° 20}

CTGGTGCCCTCGTAGTNNCCTINCC (SEQ
Il N°® 76)

TCGGCCCGCACAGCCTCCTGCCAG (SEQ ID
N° 21}

TGAGGACCTGCTTAGGCTCGCAG (SEQ
ID N® 77)

ACGAAACGACCAANCTCCCTIGGAA (SEQ ID
N° 22}

CTTCTTGACNCACACGCCGTTCTC (SEQ
ID N° 78)

TGAATAATGGCGCGCTCATCACTTG {SEQ
ID N°® 23)

TAGCAGCCCCCGTTCATGCGGAA {SEQ
ID N° 79)

GATGTAAGACGTGCACCAGCCAG (SEQ 1D
N® 24)

ACCTCCTCACAGACGCTCTTTCCA (SEQ
ID N° 80)

TACTACCTGTCCAAAGAAARAGTG (SEQ ID
N° 25)

GCTTGTATCCGTCGGCCGGAGTC {SEQ
ID N° 81)

CCCCCAACCAACAATAAAGGGCC (SEQ ID
N° 26)

CACTCGGAGCACCCAGTGGLGCA (SEQ
ID N° 82)

ACCTCATACAGAACANNAACAGG (SEQ ID
N°® 27)

CACTTGGTGGCGTCGTCCGCATTG  (SEQ
iD N° 83)

GGGATCTCCGTCGCTGTCATCGC (SEQ ID
N°® 28)

ACAGCGNCGGAGATCCCCGCTATGG{SEQ
ID N° 84)

| TGCTGGTGGTTCATATGTAGNGG (SEQ 1D
N°® 29)

AGAGGAAGCCCACGAGGCCCCC (SEQ
ID N° 85)

VSP1267 sense small RMAs

VSP1l267 antisense small RNAs

GCAAGCACTCTTIGCAGGAGCTT {SEQ ID
N° 30) '

GGCAATTAATTAATAGAAACAT (SEQ
ID N° 86)

GCTCTACGACTCAGGCTAATTIGT
N® 31)

(SEQ ID

GCTATTAGGCAATTAATTAATAG {SEQ
ID N° 87)




WO 2010/064204
23

PCT/1IB20:19/055470

CAACGGGGTGTGTGAAGCAGCCGC (SEQ ID ] TTCCGCAACACAATTAGCCTGAG (SEQ
N° 32) ID N° 88)
GGCTGCTAATGGTAGTGATAACG (SEQ ID | TGCACTITGTATTACTACTGGCG (SEQ
N° 32) ID N° 89)
GTAAGRAGTGCCTITCTGCARBACC  (SEQ ID | GCACTTCTTACAAGTCTGATCA (SEQ
N°® 33) : ID N° 90) :
CAAACCTTCATGTITCAAGGGCGG  (SEQ  ID | TTAAATTACCAGTNNCTCCCGCT (SEQ
N° 34) ID N? 91)
TGATGCTGCCTCTGGTACTACTGGE (SEQ ID | ATTACTCTCACCAATCGTGACCCC (SEQ
N°® 35) ID M° 92)
GCGGCTGATACCACGGATTCCTGT (SEQ  ID | GCGTNATCATTAGGGARATATCE (SEQ
N°® 36) ID M°® 93)
CAACTGGGGTCACGATTGGTGAG (SEQ ID | TTAAGGGNNCTCAGGCTATTCGTG (SEQ
N°® 37) ID N° 94)
ACTAATTGCGTTNNGTGTACCARA (SEQ ID | TCAGGACAGACCCNGGGTAGCAG (SEQ
N 38) ID N° 95)
GAGTGTGCTTCCAATCTGTATCTG  (SEQ ID | CGTCGGCGCAGTTTTCCAAATAC (SEQ
N°® 39) ID N° 96)
GAAACTTGCAAGACAGGATATTTCC (SEQ | AGTGCARACTCCGTTGGTTTTATCC (SEQ
ID N° 49) ID W° 97)
TTTCCNTRATGATAACGCTGATA (SEQ  ID | GCATCGGCTIGTCGTGCACAACGT (SEQ
N° 41) ' 1D N° 98)
CCGGTGCTATTCTTATCACCTGCA (SEQ ID | GCCGCTGGTCTMNGACGTAGCAGG  (SEQ
Ne a2) ID N° 99)
GCAAGGACGACAACACTGEGGCC  (SEQ  ID

N® 43)

GTATCGCAGAGTGCACGGGAANG (SEQ ID

N° 44)

GGCAGTGCACAGCTAGCATAGCAG (SEQ ID

N° 45)

CCTTTIGCGTGTCGGCCGARRCAG  (SEQ  ID

N° 46)

TAARACCAACGGAGTTTGCACTGCC (SEQ

ID N® 47)

CTATCAGGCTGAGAAGTTTCCTG (SEQ ID

N° 48)

GCAGGAAAGTGCACGACCTGTGCG (S5EQ ID

N° 49)

VSPH7 sense small RNAs VSPFH7 antisense small RNAs
GGAAACCTTGGTAGGATTATTTGC (SEQ ID |AGTCGTAGAGCAAGCTCCTGCAAG (SEQ
N° 50) ID N°® 100
AATGCTAATCTGTACCTGAAGGCT (SEQ ID | ACCCCGTTGATGGGCACATAGTTT {SEQ
N° 51) ' ID N°® 101)
GGCATAGATGEGTGCTCTGCATG  {SEQ ID | CTTCCGTCTTINNAAATAATCCTACC (SEQ
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N® 52) ID N° 102)
ACAAAGGGAACATGCATTGCAGA (SEQ ID | GAATCGTAACCCCGGITGCGTCG (SEQ ID
N° 53) N° 103)
ACGCCGGATAANACCAACGGAGTT (SEQ ID | ACTTAGCACAACCGGCCACACCC (SEQ ID
N° 54) N°® 104)

TGTGCAANNGATAACACTAANA (SEQ ID | CTTATCAGCCGTACTACAGGTAAG (SEQ
N°® 55) ID N° 105)

CTCGTCGGCTTCCTCTGCTGGTG

NO

56)

(SEQ ID | ACGGTGCTAGCCCTAGTTGTAGA (SEQ ID

N° 106)

CGTTCTTCAAGGNNCTCAGATTGTT (SEQ
ID N° 107)

CICIGCAATGCATGTTCCCTTT (SEQ 1ID
N° 108)

CGACCCGGGTGGTGCCGCTCTTGL (SEQ
ID N° 109)

CCATTGCTGTCTNTATCTTIGCCC (SEQ ID
N°® 110}

GTGTITATCTIN-GCACACGATGC (SEQ ID

N° 111)

ID N° '112)

GACGGGAGTAGAACTCTGAGGAGA (SEQ

The results show that a single Giardia Argonaute
protein (Giardia AGO) could be identified, with PIWI and
PaZ domains. Its expression was evaluated by northern
blotting and its cellular localization determined by
expressing a haemagglutinin tagged version of the protein.

Gilardia AGO localizes to the cytoplasm.

Regulation of VSP expression:

In the experiments, occurrence of multiple, homologous
VSP transcripts could direct the generation of antisense
RNAs by Giardia RARP after transcription of several V8P
genes took place. Moreover, the presence and activity of
Dicer, and probably of AGO, suggests that an RNAi-like
mechanism might be inveolved in regulaticn of the expression

of surface antigenic variants in Giardia.
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It was analyzed whether the Giardia PTGS machinery
could discriminate the presence of different VSP mRNAs by
mixing Giardia cytcplasmic extracts with one, two or three
different VSP transcripts generated in vitro. When two or
more labeled V3P mRNAs were incubated with trophozoite
extracts containing the RNAL machinery, small VSP RNAs were
produced, with an identical pattern to the Dicer activity
assay products {compare Fig. 4a and Fig. 4c). In contrast,
whenever a single transcript was incubated, no mRNA
degradation took place. Additiconally, if the unrelated
genes cwp2 (which encocdes the cyst wall protein 2) or gdh
{(which encodes glutamate dehydrogenase) were added to a
single radiolabeled VSP mRNA, no degradation to small RNAs
was ~ detected (Fig. 4c), indicating that Ithe silencing
machinery specificaliy processes homologue RNAs. Similar
results were obtained when wusing cell extracts from
different Giardia clones (for example, WBAS5, WBl267 or
GSH7): vsp9Bl0 RNA was processed to small RNAs only when
combined with other homologue VSP genes but not when it was
the only VSP added to the reaction (Fig. 5). Tt is evident
that the presence in the tfophozoite extracts of endogenous
SiRNAs and various sense and antisense VSP RNAs certainly
does not interfere with the silencing process. Because the
VSP mRNAs used in these experiments were synthesized in
vitro, it 1is obvious that the silencing mechanism can
discriminate among homologocus mRNAs in the absence of any
possible post—transcriptibnal RNA modificaticn. Considering
that sense and antisense VSP transcripts were found in
Giardia and that Dicer activity was demonstrated
experimentally, small RNAs resulting from VSP dsRNA

degradation were searched for.
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Using partially a digested vsp9Bl0 RNA probe for
northern blot assays in Giardia WB9B10 and WB1267 clones,
small RNAs for VSPs that are not expressed (VSP1267 in this
case) were detected, but not for the VSPSBLl0, which is
expressed on the surface of the WB9B1l0 clone (Fig. 4d).
These results raise the questicon of how a single VSP
transcript bypasses this silencing process and is
translated and expressed at the surface cof the parasite.

To prove if the different VSP transcription
concentration has a role in the antigenic change, the V&SP
expression in vive was unbalanced by the cone expression of
both vsp9BRl0 and vspH7 (GenBank register number, AAAL18202),
or constructions containing vsp9Bl0 antisense regicns under
control c¢f a strong promotor such as de o-tubulin gene
(Touz, M. C., Gottig, N., Nash, T. E. & Lujan, H. D. J.
Biol. Chem. 277, 50557-50563 (2002) and Elmendori, EH. G. et
al. Mol. Biochem. Parasitol. 113, 157-169 (2001)). VSPH7
showed variable expression, even under the pressure of the
selecticon drug, and VSP9Bl0 alsc decreased over the time
(Fig. 6). Besides, when VSP9Bl0 was knocked down, 1its
ekpression on the parasite’s surface diminished faster than
in the control (Fig. 7}. These results suggest that the
promoter region of V3Ps has little or no influence on VSP
expression and, therefore, that a PTGS mechanism must be
involved in Giardia antigenic variation.

Additional in vitro experiments in which the
concentration of different VSP transcripts was unbalanced
demonstrated that mRNA concentration may be relevant for a
given VSP to circumvent the silencing machinery and be
translated (Fig. 8). These results suggest that the Giardia

extract is programmed to maintain a particular VSP
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transcript unmodified, but can initiate RNA degradation
than when a different VSP is in higher concentraticon (the
processing of a given transcript may depend of the relative

cyteplasmic concentration for each VSPs).

Silencing of Giafdia RARP, Dicer and AGO:

Since specific gene silencing is not possible in
Giardia owing to 1its polyploidy and the presence of two
nuclei, direct tests to show the involvement of the
characterized RNAL1 components during antigenic variation by
knocking down the expression of Giardia Dicer, RdRP and AGO
by constitutive expression in trophozoites of part of their
antisense transcripts were conducted. When a reduction of
the expression of RARP (RARP-AS} or Dicer (Dicer-AS) toock
place (Fig. 9), trophozoites that express mcre than one VSP
in their surface were generated, as determined by
immunofluorescence assays using specific monoclonal
antibedies (Fig. 10a and Table 2), flow Cytometry'(Figure
10b) and Western Blot (Fig. 10c). Silencing of Giardia AGO
did not produce any viable clone, suggesting that this
molecule is essential for the parasite. Trcphozoites of the
invention in which Dicer or RdARP were knocked down
proliferate and encyst in culture as normal, and no
deleterious effect on VSP regulation when a silencing or
knocking procedure was applied (Table 2). From the
teachings disclosed hére, it is obvious Dicer, RdARP or both
can be silenced or knocked out to obtain a modified
protozoan, for example a modified Plasmodium, Trypanosoma
protozoan, or any other protozoan showing an antigenic
variaticn mechanism, with all of them within the scope of

the present invention.

\o
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Table 2
Quantitative analysis of vsp expression in Giardia with

knocked down or silenced RARP (RAEP-AS) and Dicer (Dicer-

AS)

V3P None Mock Giardia Giardia

RARP-AS Dicer-AS
VSPIB10 99+0.5 98+1.2 90+0.6 1842.0
VSP1267 0 0.5%x0.1 56x0.2 22+0.,9
VSPAG 0 0 48+2.3 17+41.3
VSPS1 0 0 62+4.,1 36%2.1
V5PSs2 0 0 332+1.1 28+3.9
VSPS7 0 0 73£0.3 65+4.4

The table shows percentages of Giardia trophozoites
expressing a particular VSP as determined by
immuncfluorescence assays using specific monoclonal
antibodies (Mab) (for VSP9B10, Mab 9B10 was used; for
VSP1267, 5Cl; for VSPA6, 6A7; for VSPSl, 1B2; for VSPS2,
7B8; for VSPS7, 6F8) in WB9BI0 trophozoites tranfected with
antisense constructs of Giardias genes codifying for RdARP
and Dicer, such as the empty plasmid alone (mock) or noct
tranfected (none) after S days culture. Goat anti-mouse
immunoglobulins were used as control and showed no
reaction. Data are presented as average 3D of 3
independent experiments, each conducted in duplicate.
Results indicate, Jjudging from the addition of each
percentage, that many different VSP may be expressed by a
single trophozoite.

As can be obsarved in figure 10b, the clones showed
clear single VSP expression patterns, while RdRP-AS and
Dicer-AS trophozolites evidenced the expression of more than
one VSP per trophozoite,

As shown in figure 10c, specific monoclonal antibody
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anti-vSP9B1l0 only recognizes one band in the 9B10 clone and
in modified trophozecites, while 12F1 monoclonal antibody of
the invention reacts with many protein species in modified
trophozoites, indicating that many VSPs may be expressed
simultaneously in Giardia when the RNAi pathway has been
interrupted or silenced.

In summary, a PFIGS system (comprising at least RdRP
and Dicer) is implicated in the regulation of surface
antigen expression in G. lamblia. Because a humoral immune
response in both experimental and natural Giardia-infected
hosts coincides with the glimination of the original VSP, a
functicnal reole for cells and antibodies in the selection
of phenotypic wvariants and on the course of infection was
proposed. Given that parasite protection against specific
immune responses relies on switching the expression between
immunologically distinct surface proteins, one way in which
hosts can prevent infections with a specific immunological
response 1is by producing antibodies againét all surface
antigenic¢ determinants. These results would demonstrate
that the diminished regulation of the RNA1I machinery
components conducts to expression of more than one surface
protein in trophozoites or protozoa, where these modified
protozeca constitute a fundamental tool for the generation
of a vaccine against important human or animal pathogens,
or against any pathogenic microorganism having antigenic
variability, for example Plasmodium or Trypanosoma.

It 1is evident that independently of the silencing
procedure used, any protozoan modified in a way of
expressing complete repertoire of surface proteins is
enclosed in the scope of the present inventioen.

Likewise, the present invention encloses in its scope
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any RARP and/or Dicer silencing procedure in protozoa.

To determine if modified Giardia trephozoites
expressing all VSPs repertory could be used as wvaccines,
studies in an experimental gerbil giardiasis model were
conducted. Firstly, trophozoites were generated WB from
isolations expressing complete VSP repertcoire by knocking
down Giardie Dicer (DAS) or Giardia RdARP (RAS) expression
as shown in the examples. Additionally, trophozoite
populations expressing conly surface VSP were cobtained by
limiting dilution in WB and GS c¢ell isolations controlled
by the use of Mab against given VSPs. Figure 11 shows that
trophozoites where Dicer (Fig. lla) or RARP (Fig. 11lb) Qere
silenced express many VSPs on their surface, for example as
seen in the direct immunoflucorescence assays showing co-
localization (yellow) of VSP9B10 (green) and VS5P1267 (red).
As can be seen, most trophozoites express more than one VSP
on its surface. Percentage of c¢ells expressing different
VSPs on their surface was determined by the use cof a panel
of monoclonal antibodies directed against different VSP
{Table 3)

Table 3

“Control 0 0 0 0

9B10 - ek 78 67 75
5C1 Q ' 96 51 93
6E7 - 0.1 _ 89 93 84
G10/4 0 0 0 0
9Cc9 0 0 0 0
1B2 0 66 92 91
7B8 0 89 74 84
6F g 0 87 46 71

N
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7G8 0 90 89 88
iB4 0 77 52 68

These percentages demonstrate that the cells are

simultanecusly expressed on a great amount of VSPs on their

surface (> 100%). These modified trophczoites grow and
encyst 1iIn wvitre as wild-type c¢ells, indicating that
silencing of these enzymes does not interfere with other
cell processes. In culture, trophozoites spentaneously
switch from one VSP to another, and therefore, the
populations of cells expressing a specific VSP on their
surface are maintained exclusively in culture for 24 hs
after cloning and selecticn, in order to insure population
homogeneity. Fig. 1llc shows that all trophczoites of a
non-cloned culture of WB iscolates may be labeled (after
permeabilization) with the monoclonal antibody of the
invention specific for the CRKGA cytoplasmic tail common to
all known VSPs. Clonal populations of trophozoites
expressing only one VSP (VSP9B10, VSPl267, VSPA6), as
determined by indirect immunoflurescence assays contrasted
with DAPI, may be cbserved in figure 1d-f (Mab 9B10, Mab
5C1, Mab 6E7, respectively). These Giardia populations were
initially wused to infect SPF gerbils. Infection was
initiated orogastric trophozoite inoculation and c¢yst
release, clearly indicating animal infecticn. Giardia cysts
were assessed and identified in  feces samples by
immuncflucrescence assays with a specific CWP2 monoclonal
antibody {(Mab 7D2). In addition, the amount of cysts per
gram of feces generated by these animals was counted in
order to determine infectivity and wvirulence of each
modified type and wild type cell population. Fig. 12a shows

that all populations could establish infection in healthy

G
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gerbils. Onset of cyst appearance in feces samples and the
amount of Cysts varied slightly between different
trophozcites used. Some animals were sacrificed and the
intestinal content was recovered in order to verify the
presence of trophozoites in small intestine. Infected
animals showed scme diarrhea episodes during tﬁe second
infection week, and some of them lost weight. In order to
prevent the likelihoed of scome chronically infected animals
with small amocunt of trophozoites, half of the animals were
treated with metronidazole. to cure any non-detectable
infection.

In order to determine if primary infection with
ftrophozoites expressing a particular VSP (VSPSB10 and
VSP1267) or with trophozoites expressing compléte V5Ps
repertoire (DAS, RAS, DAS + RAS) protected the animals
against later infections, the same animals were inoculated
with a «c¢lone populaticon of trophozoites expressing a
specific VSP (VSP9Bl0 or VSP1267) 2 months after self-
curing the primary infection. Figs. 1Z2b and 12¢ show the
results of cyst elimination in animals previously infected
with WB9B1D or WB1267, respectively. Figs. 12d and 1l2e show
the results of animals previocusly infected with DAS or RAS
trophozeoites, respectively. Results c¢learly indicate that
{(a) animals infected with trophozocites expressing one
single VSP were refractory to a second infection with cells
expressing the same VSP, suggesting the development cf a
strong immune response during the original infection
against a given surface protein (Figs. 12a and 12b), ({b)
animals infected with cells expressing a particular VSP
were easily re-infected with trophozoites expressing a

different VSP, suggesting that, similarly to human

\(/)‘E’,
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infection observations, re-infecticns are common after cure
or medical treatment (Figs. 12b and 12c¢). (¢) In contrast,
animals infected with populaticons of trophozoites
expressing complete VSPs repertolire were protected against
later infections with clone populations expressing only one
V3P on their surface (Figs. 12d and 1l2e}. The same
experimental challenges were performed 2, 4, 6 and 12
months after the original infection, with identical results

(Tables 4 and 5}).

Table 4; Challenge with WB9B1l0 c¢clone trophozoites and
percentage infected gerbils (between bracket:s).

N/B

None 30 Yes | 30+
(100%)

None 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WB9B10 30 Yes | 30- N/A N/A
(0%)

WB9B10 30 No 29- 1+ N/A N/A
(3.3%)

WB1267 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

WB1267 30 No 29+ 1k N/A N/A
{(100%)

WBAG 30 Yes | 30+. N/4 N/4
(100%)

WBAG 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

Dicer-AS 90 Yes {27- 3+ 20— 30-
(10%) (0%) (0%)

Dicer-aAS |90 No 29- 1k 28- 2k 27- 3k
{0%) (0%) (0%)

RARP-AS 90 Yes | 29- 1+ 29- 1k 29- 1k
(2.3%) (0%) (0%)

RARP-AS 90 No 28- 2+ 28- 2k 29~ 1k
(6.6%) (0%) (0%)
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Dicer-AS 90 Yes | 28- 1+ 1k 30- 29- 1+
& (3.3%) (0%)- (3.3%)
RARP-AS
Dicer-AS 90 No 29- 1k 29- 1+ 30-
& (0%) (3.3%) (0%)
RARP-AS .

Table 5:

percentages of infected gerbils

Challenge with WB1267 clone trophozoites and

{(between brackets).

None 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

None 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WB9B10 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

WB9B10 30 No 30+ N/A N/A

' {(100%)

WBl267 30 Yes | 30- N/A N/A
{(0%)

WB1267 30 No |29- 1+ N/A N/A
{(3.3%)

WBAG 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

WBAG 30 No 30+ N/A N/A
(100%) .

Dicer-AS 90 Yes [28- 2+ 28- 1+ 1k 30-
{(6.6%) (3.3%) (0%)

Dicer-AS8 90 No 29- 1+ 29- 1d 29— 1k
{(3.3%) (0%) (0%)

RARP-AS 90 Yes {29- 1+ 29- 1+ 29- 1+
(3.3%) (3.3%) {(3.3%)

RARP-AS 90 No 28- 1+ 1k 28- 2k 30~
(3.3%) (0%) {0%)

Dicer-AS 90 Yes | 28- 2+ 29- 1+ 29- 1k

& (6.6%) (3.3%) (0%)

RARFP-AS

Dicer-AS G0 No 30- 30~ 30-
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&

RARP-AS

(0%) (0%) (0%)

Immuncfluorescence assays carried out on feces of
selected animals using a monoclonal antibody targeted
against Giardia CWP2 clearly show cyst release infected
animals and absence in those protected (Fig. 13). As can
be observed, animals previcusly infected with WB9B1l0 clone
were refractory to subsequent infection with the same clone
{no cysts were found in feces) but they were infected with
tropheczoites expressing VSP1267 (a high number of cysts was
detected). Gerbils previously infected with DAS or RAS
trophozoites were protected against subsequent infections
with WB9Bl0 or WB1267 clones (no. cysts were found 1in

samples of feces).

To determine if the cysts obtained in original
infections (o0of unknown VSP of released trophozoites) could
infect these animals, gerbils previously infected with
populations DAS, RAS, and DAS + RAS were inoculated with a
great amount of cysts. Table 6 results show that, 1like
animals inoculated with particular trophozoites
populations, the animals were refractory to infection, in
comparison with contrel gerbils. Altogether, these results
firmly show that an immune response to all VSPs is

necessary to prevent generation of new infections.

Takle 6: Challenge c¢f cyst infection and percentage of

infected gerbils (between brackets)

(St
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None 30 Yes |30+ N/A N/A
(100%)

None 30 No 30+ N/A N/A

: (100%)

WB9B10 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

WBS9B10 30 No 2%+ 1k N/A N/A
(100%)

WB12¢67 30 Yes | 30+ N/A N/A
{100%)

WB1267 30 No |29+ 1k N/B N/A
{96.6%)

WBa6 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%) '

WBAG 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

Dicer-AS S0 Yes | 30— 30- 30-
(0%) {0%) | (0%)

Dicer-AS 90 No 29- 1k 30- 29- 1k
(0%) {0%) . (0%)

RARP-AS 90 Yes | 29- 1+ 29- 1k 29- 1k
(3.3%) {(0%) (0%)

RARP-AS 90 No 29- 1+ 28- 1+ 1k 29- 1k
(3.3%) (3.3%) (0%)

Dicer-AS 90 Yes | 29- 1+ 30- 30-

& {3.3%) {0%) (0%)

RARP-AS

Dicer-AS 90 No 29- 1+ 29- 1+ 29- 1k

& {3.3%) {3.3%) (0%)

RARP-4S3

o

In addition, symptoms observed during the primary
infection disappeared during challenge infection. These
results again indicate the need on immune response against

all VS8Ps to prevent new infections.

On the cother hand, serum and intestinal content was
obtained from infected animals and from control animals,
and they were placed in vitro with trophozoites expressing

one or several VS8Ps. Serum or intestinal content of non-
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infected animals had no effect on parasite morphology,
viability, or motility (Fig. 14). In contrast, when a clone
population of trophozoites expressing a single VSP was
incubated with Mab targeted against said preotein or with
serum or intestinal content of animals infected with said,
disattachment and 1a agglutination of the whole populafion
occurred, indicating the presence of antibodies against the
surface protein. Incubation with serum or intestinal
content of gerbils infected with a different clone showed
ne significant effect (Fig. 14). When a clone population
was faced serum or intestinal content from gerbils infected
with silenced Dicer or RARP cells, strong trophozoite
agglutinaticn occurred (Fig. 14). These results indicate
that infected gerbils were able to develop strong immune
response to VSPs present in trophozoites, and other
antigens that might be presént in the cell surfaces are
irrelevant, no only for antibody production but also to
confer protection against later infections,

In addition, fluids against trophozoites of isolated
GS/M (assembly B). In this case, serum and intestinail
content of infected animals with DAS and RAS trophozoites
showed partial cell agglutination (between 30 and 40%)},
indicating that these assemblies may share some commcn
epitopes in their VSPs,

On the other hand, hybridoma lines producing
monoclonal antibodies against VSP cytoplasmic tail with the

CRKGA aminco acid sequence were obtained.

Gerbil imnmunization with purified VSP
The complete VSPs repertoire was purified from medified

CAS and RAS trophozoites (see examples) using the
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mcnoclonal antibody reacting against the cytoplasmid tail
of 5 amino acids present in all VSPs. As contrel, a Giardia
intracellular antigen GRP78/BiP was over-expressed and
immunopurified. The animals were then immunized with thises
protein preparations, without adjuvant, by in three doses
orogastric administration for 3 days. In all cases,
vaccination did not cause symptoms of disease, indicating
that VSPs alone are not texic for the animals. After 2
months, the animals were inoculated with parasites
expressing particular VSPs. The animal infection was
menitored by counting cysts in feces and in some cases
sacrificing animals in order to observe the presence of
trophozoites in small intestine. Oral immunization with
complete VSPs repertolre geéeneratées sStrong immune response,
which prevents animal infection; similar results were
observed during primary infections. In additicn, control
animals inoculated with wvehicle or GPR78/BiP promptly were
infected with clone trophozoite populations (Fig. 15}).
Individual purified VSPs used as immunogens showed results
identical to those observed in infection experiments
described above. Protection generated by preparation of
complete VS8Ps repertoire remained for at least a vyear

(Tables 7, 8 and 9).

Table 7: Challenge with WB9B10 clone trophozoites and
percentage of infected gerbils (between brackets) after
immunization with purified VSPs.

(100%)
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None 30 Nc 30+ N/A N/A
(100%)
WBSB10 30 Yes | 30- N/a N/B
{0%)
WRBO9B10 30 No 28- 2+ N/& N/A
(6.6%)
WBiz2e7 30 Yes 30+ N/A N/A
(100%)
WB1267 30 No 30+ N/A N/A
(100%)
WBAG 30 Yes |30+ N/A N/2&
(100%)
WBAG 30 No 30+ N/A N/a
(100%) '
Dicer-AS 90 Yes | 25- 5+ 27- 3+ 28— 1+ 1k
(16.6%) (10%) (3.3%)
Dicer—AS 90 No 26— 3+ 1k 25— 1+ 4k 27— 3+
(10%) (3.3%) (10%)
RARP-AS 90 Yes | 28- 2+ 28- 1+ 1d 28- 1+ 1k
' (6.6%) (3.4%) (3.3%)
RARF-AS 90 No 26— 2+ 2k 27- 2+ 1k 30-
(6.6%) (6.6%) (0%)
Dicer-AS & 90 Yes | 29- 1+ 29- 1+ 30-
RARP-AS (3.3%) (3.3%) (0%)
Dicer-AS & 990 No 29- 1k 29- 1+ 29- 1k
RARP-AS (0%) (3.3%) (0%)
BiP 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)
BiP 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

Table 8: Challenge with c¢lone WB1l267 trophozoites and
percentage of infected gerbils (between brackets) after
immunization with purified VSPs.

N/A

None 30 Yes
(100%)

None 30 No 30+ N/A N/&
(100%)

WB9B1{ 30 Yes | 30+ N/A N/&
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(100%)

WB9B10 30 NO 30+ N/a N/A
(100%)

WB1267 30 Yes | 30- N/A N/A
(0%) .

WR1267 : 30 No 29- 1+ N/A N/A
(3.3%)

WBAS 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%) :

WBAG 30 No 29+ 1k N/A N/A
(100%)

Dicer-AS 90 Yes |29- 1+ 27- 2+ 1k 29- 1+
(3.3%) (6.6%) {3.3%)

Dicer—-AS 90 No 27~ 3+ 24— 2+ 4k 29- i+
(10%) (10%) {3.3%)

RARP-AS 90 Yes | 28- 2+ 29- 1+ 28— 2k
(6.6%) {(3.3%) {0%)

RARP-AS 90 No 26— 3+ 1k 2%9- 1+ 30-
(10%) (3.3%) (C%)

Dicer-a5S & 90 Yes | 29- 1+ 29~ 1+ 29- 1k

RARP-AS (3.3%) (3.3%) {3.3%)

Dicer-AS & 90 No 29- 1k 29- 1+ 29- 1+

RARP-AS : (0%) (3.3%) (3.3%)

BiP 30 Yes | 30+ N/A N/A
(100%)

BiP 30 No 30+ N/A N/a
(100%)

Table 9: Challenge of cyst infection and percentage of
infected gerbils (between brackets)

None 20+
{(100%)

None 30 No 30+ N/A N/a
(100%)

WB9B10 30 Yes | 30+ N/A N/A
{100%)

WBY9B10 30 No 29+ 1k N/A N/A
(100%)

WB1l267 30 Yes | 30+ N/& N/&
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(100%)

WB1267 30 No 30+ N/A N/A
(100%)

WBAG 30 Yes 29+ 1- N/A N/A
(96.6%)

WBAG 30 No 30+ - N/A N/A
(100%)

Dicer—-AS 90 Yes | 27— 3+ 27- 3+ 28— 2+
(10%) (10%) (6.6%)

Dicer-AS 90 No 25— 3+2k 23- 2+ b5k 30-
(10%) (10%) {(0%)

RARP-AS 90 Yes 30~ 28- 1+ 1k 29- 1+
(0%) (3.3%) (3.3%)

RARP-AS 90 No 28— 2+ 27- 1+ 2k 29— 1+
(6.6%) (6.6%) (3.3%)

Dicer-AS 90 Yes | 29- 1+ 29— 1+ 29~ 1k

RARFP-AS {3.3%) (3.3%) (0%)

Dicer-AS 90 No 29- 1+ 29- 1k 29- 1k

RARP-AS (3.3%) (0%) (0%)

BiP 30 No 30+ N/A N/A
{100%)

BiP 30 No 30+ N/A N/A
(L00%)

Interestingly, it must be pointed out that although

Giardia infection sometimes shows no inflammation,

infested

gerbil intestines showed increase of size in Peyer patches

and in infiltrating neutrophiles, mast cells, and
lymphocytes in intestinal epithelia (Fig. 16). Gross and
microscopic alterations of higher small intestine were not
evident in immunized gerbils (Fig. 16).

These results indicate that both initial infection

and immunization with VSP preparations can confer immune

protection to animals, capable to prevent later infection
with Giardia cysts or c¢lones obtained from infected

person’s feces samples.

In all <c¢ases, N/B means not applicable, d means
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sacrificed animals to detect intestinal parasites.

Modified protozoa and the vaccines of the invention
increase la immunity of any mammal against infections
produced by protozoa having antigenic variation mechanisms
to overcome heost immune response. Evidently, parasites may
be any type of protozoa having said mechanism, for example

Plasmodium, Trypanosoma, Babesia, etc.

Both wild type and modified or silenced protozoa
generate- an infection with peak cyst excretion on day 15
and self-resoclved on day 30.

Animals treated or not with metronidazcle showed
similar protection pattern to subsequent infections.

Cysts generated by both types of trophczoites, wild
and modified (silenced) are infective for native gerbils.

Gerbils infected with live Giardia expressing only one
VEP on its surface are protected against later infections
by the same clone.

Gerbils infected with live Giardia expressing only one
VSP on its surface are not pretected against later
infections of differeat clones.

Gerbils infected with live qurdia trophozoites
expressing complete VSPs repertoire, for example by
silencing Dicer and/orRdRP, are protected against later
infection with different clone populations.

Gerbils infected with 1live Giardia trophozoites
expressing complete VSPs repertoire, for example Dby
silencing Dicer and/orRdRP, are protected against later
infection with cysts obtained from humdn feces samples.

Gerbils immunized with dead Giardia trophozoites

eXpressing cdmplete VSPs repertoire, for example by

¢
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silencing Dicer and/orRdRP, are protected against later
infection with different clone populations.

Gerbils immunized with purified VSPs are protected
against later infection with different clone populations.

Gerbils immunized with a purified intracellular
antigen are not protected against a later infection.

Primary infection with cells expressing complete VSFs
repertoire generates an immunologic response protecting
animals against later infections (protecticn between 87 and
100%) .

No wvaccine formulation has showq. toxic effects on
animals.

This invention is better illustrated by the following
examples, which must not be construed as a limitation te
its scope. On the contrary, it must be clearly understood
that other of its embodiments, modifications and
equivalents may be referred to, which after reading the
present description, may be suggested to those skilled in
the art without parting from the spirit of the present

invention and/or scope of the enclosed claims.

Examples

Example 1: Parasite <culture and cloning: Giardia
trophozoites were cultured in TYI-33 medium supplemented
with adult bovine serum and bovine bile (Lujan, H. D.,
Mowatt, M. R., Conrad, J. T., Bowers, B. & Nash, T. E. J.
Biol. Chem. 270, 29307-29313 (1995). Cecntinuous cloning of
trophozecites was carried out by limiting diluticen and
selection based on immuncofluorescence assays using the
corresponding anti-VSP monoclonal antibody. Encystation was

carried out as previously reported (Lujan, H. D., Mowatt,
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M. R., Conrad, J. T., Bowers, B. & Nash, T. E. I, J. Biocl.
Chem, 270, 2%307-29313 (199%). Giardia lamblia trophozoites
of WB clone strains 9B10, 1267 and A6, and GS clone strain

H7 were used.

PCR: Teotal &. lamblia trophozoite DNA was isolated sas
described in (Mowatt, M. R. L., B. D.; Cotten, D. B.;
Bowers, B.; ;Yee, J.;Nash, T. E.; 8tibbks, H. H. Mol
Microbiol 15, 955-63 (193%5).

a: sense primers S1 (5'-CVT GTG CHR RST GCA A-3 ')
(SEQ ID N® 113), 52 (5'-~TGC ACS RSC TGC YAB CC-3') (8EQ ID
N® 114}, S3 (5'-TAG TIGY DSY VMV TGY AA-3 ') (SEQ ID N° 115)
and S4 (3'-CGA TCA TGA CGG GCT TCT-3') (SEQ ID N° 1ll6),
Antisense primers Rl (5'-CCB ACG AGG CCY CCS ACG AC-3")
(SEQ ID N° 117) and R2 (5'-CGC CTT CCC KCK RCA KAY GA-3 ')
(SEQ ID N° 118)., PCR conditions were: denaturalizatfion a
£94°C for 40 s, hybridizaticen at 53°C for 40 s and
elongation at 72°C for 90 s, using Taq polymerase High

Fidelity {(Invitrogen} for a total of 35 cycles.

RT-PCR. VSP sense primers (51-5S4) were added to 1 pg
of total RNA and heated a t70°C for 5 min. Reverse
transcription reaction samples {2 microliters) were
amplified using all ©possible primer sense/antisense
combinations listed above or using specific wvspl267 and
vsp9B1l0 primers (1267_F, 5'-ATG TTG TTG ATA GCC TTC TAT C-
3') (SEQ ID N° 119); 1267_R, 5'~CTA CGC CIT CCC CCT GCA
TAT G-3' (SEQ ID N° 120); 9B10_F, 5'- ATG TTT GGC AGT TIT
GTT CTC-3' (SEQ ID N° 121); SBI10_R, 5'-TCA CGC CTT CCC TCT
ACA TAT G-3° (SEQ ID N° 122)). RTI-PCR products were
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analyzed by electrophoresis and purified by Qiaex II Gel
Extractien Kit (Qiagen}. To study expression of different
genes during Giardia trophozoite differentiation or in
silencing experiments, RT-PCR was used with the following
specific pairs of primers: gDicer (645 bp): HL160, 5'-TGG
CGG CGT CGT ATC AGT TAT -3' (SEQ ID N° 123), HL161l, 5'-TCC
CCG CAC GCA AGA AGA A-37 (SEQ ID N° 124); gAgo (%12 bp):
HL164, 5’-ATT GCC CCC TAC GGT GTC-3°7 (SEQ ID N° 125),
HL165, 5'-CTC TGC CGG CCT TCC TAC-3' (SEQ ID N° 126), gRdRP
{569 bp): HL1B87, 5'-CAT GGG TTG CAG TTT CTT GAC GA-3’ (SEQ
ID N° 127}, HL188, 5’;AGC CCC TTA TCT GTT GCC TCC TTC-3°
(5BQ ID N° 128); y CwPl differential- expression control
{533 bp): HL183, 5'-TCG CCC TGG ATG TTT CGG ACA T-3' (SEQ
ID N°® 129), HL184, 5’'-AGG CGG GTG AGG CAG TA-3° (SEQ ID N°
130), and GDH constitutive expression (407 pk): HL185, 5'-
AGT GGG GCG GGT CTIT TAC TCA-3 (SEQ ID N°® 131) ', HL186, 5'-
TGT TCG CGC CCA TCT GGT AGT TCT -3' (SEQ ID N° 132),
Products of these reactions were alsc isclated, labeled,
and used as probes for Northern blot, as indicated belowe.
Northern Hybridation: Tetal RNA (10-15 ug) was
fractionated on a 1.2% agarose-formaldehyde gel,
transferred to a Hybond N+ (GE) and fixed with a UV
Crosslinker (UVP) by standard procedures. The conserved C-
terminal end fragment ‘ (anti-sense primer R2} wWas
radicactively labeled with T4 polynucleotide kinase using

y—[32P]-ATP (5'-End Labelling System Promega). grdrp, as

well as other DNA fragments, were uniformly labeled by

random priming (Prime-A-Gene Labelling System Promega}l.

Nuclear run-on analysis: cells were resuspended in 1 ml of

ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.4, 1.5 mM MgClz,

\7\9\
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0.14 M NaCl, and CompleteTM protease inhibitor cocktail) at
4°C; 2.25 nl of Nonidet P-40 were added and the suspension
was incubated for 15 min on ice. Nuclel were recovered by
centrifugation at 2,000g for 1 min and washed twice in 1 ml
of ice-cold nuclei wash buffer (20 mM Tris- HC) pE 8.4, 140
mM KC1, 10 wM MgCl2, 20% (V/V) glycerol and 1l4mM (-
mercaptoethancl) at 4°C. Then, nuclei were re-suspended in
50 ul of labeling buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.4 at 4° C),
140 mM XCl, 10 mM MgCle, 20% (V/V) glycerol and 14 mM B-
mercaptoethancl, 1 mM each of ATP, GTP, and CTP, 10 mM
pnosphocreatine, 100 pg/ml phosphocreatine kinase and 0.1
uM  [32P]UTP, 5000 pCi/ml) and incubated 2 for 40 min at
37°C., VSP products generated by RT-PCR and 3 ug of vsp9B10,
vsplZ67, vspH7, and vspAé cloned into p-GEM T-easy vector
(Promega) were transferred onto Hybond N+ using a slot blot
apparatus (BioRad}). Additionally, sense and antisense
transcripts generated in the in wvitro transcription
reaction were also blotted under similar conditions.
Detection of small RNA: The detection ¢f small RNA was
performed as previously reported (35. Hutvagner, G.,
Mlynarova, L. & Nap, J. F. Detailed, RNA &, 1445-1454
{2000). Briefly, 15 unug of G. lamblia total RNA was
denatured for 10 min at 65°C in 1X lcading buffer, and
lecaded on a 15% polyacrylamide/7 M urea gel. After
electrophoretic separation, RNA was electroblotted in 0.5X
Trisborate- EDTA buffer (pH 8) onto a Hybond N+ membrane
for 45 min at 100 Vv in TBE 0.5X, and finally UV fixed.
[32P]-labeled riboprobes were transcribed in vitre by T7 or
SP6 RNA polymerase using VSPs genes 9B10, 1267 and H7
clened into p-GEM T-easy vector (Promega). Labeled RNA was

partially hydrolyzed during 1 h by incubation at 60°C in
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the presence of 80 mM NaHCOZ and 160 mM Na2C0Os;. Each
hydrolyzed VSP transcript was hybridized in 25% formamide,
0.5 NaCl, 25 mM EDTA, 1X Denhardt’s solution and 150 pg/ml
denatured salmon sperm DNA and incubated at 42°C overnight.
After hybridization the membranes were washed twice in 2X
8S8C, 0.5% SDS for 30 min and once in 0.5X S88C, 0.5% SbSs for
15 min at 45°C. Subsequently, each reverse hydrolyzed vsp
transcript was hybridized in the same way and the membranes
signals were detected by expocsure to Kedak ¥XAR films al -
70° C or a phospheoimager (Amersham). Length standards were
from a commercial source (Decade ™ RNA markers, Ambion),
Endonuclease activity: Dicer activity was analyzed by
incubating dsRNA molecules with cytoplasmic extracts of
Giardia c¢lone WB9B10, WBA&, or WB1267. vsp9Bl0, vsplZé7,
vspH7, cwpl2, and gdh genes cloned into p-GEM T-easy vectior
{Prcomega) were transcribed in vitro to produce full-length
sense [32P)}~ labeled RNA prches, which were purified and
tested for the absence of small RNA contaminants. Pure or
mixed vsp transcripts were incubated for 1 h at 37°C with
Giardia extracts. dsRNA was produced by annealing equal
amounts In vitro transcribed sense and antisense RNAs
(vsplZ267, vsp9B10, cwpZ and gdh), labeled or not wit [32P)
UTP. These dsRNAs were re-suspended in Tris-HCl (pH
7.5} /20mM NaCl, heated at 925°C for 1 min and cooled down at
room temperature for 12 h. Cell lysates were generated from
1 % 107-1 x 108 cells, which were re-suspended in 500 ul of
buffer (25 mM Tris-HC1 pH 7.5, 250 mM Sucrose, and
containing CompleteTM protease inhibitor cocktail),
sonicated, and centrifuged at 2,000g for 15 min to separate
unbroken cells and nucleil, and then incubated with dsRNA at

37°C for 1 h. Then, total RNA was  extracted,
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electrophoresed, and transferred as indicated above for
small RNA. Selection of low molecular weight RNAs was made
by filtration through Microcon-100 filter units. The
filtrate, containing small RNAs, was precipitated with 300
mM NaCl/0.¢ ml of isopropanol, loaded orn a 20%
pclyacrylamide/7 M urea gel, and electrophoresed. To
determine the effects of ATP on the endonuclease activity,
ATP was depleted by incubating Giardia cytoplasmic extracts
with 2 mM glucese/0.1 UG/pl hexokinase (Sigma) for 30 min at
35 °C. Then, [32PJUTP-labeled vspl267 dsRNA was added to
the 1lysate in the ©presence or absence of 10 mM
phosphocreatine, 100 ng/ml phosphocreatine kinase, or both,
for 1 or 3 h at 37°C. Total RNA wag extracted using Trizol
and the RNA sample was RNA samples were enriched for low
meclecular weight RNAs wusing the Microcon-100 filtration
unit as described above. Samples were electrophoresed and
products detected as described above. The products of dsRNA
processing using Giardia extracts were gel purified,
ligated, amplified, cloned, and segquenced (Ngo, g.,
Tschudi, C., Gull, K. & Ullu, E. Proé. Natl Acad. Sci. USA
95, 14687-14692 (1998).

To determine the nature of the small RNAs, they were
treated with alkaline phosphatase (tc demonstrate the
presence o©of 5’ ©phosphates) or subjected to pericdate
oxidation followed by Pp-elimination (to confirm the
presence of 3’ hydroxyls), as degscribed (Elbashir, 8. M.,
Lendeckel, W. & Tuschl, T. Genes Dev 15, 188-200 (2001).

RdRP c¢loning, sequencing, and activity: For RT-PCR,
cDNA synthesis was performed using total RNA extracted from

trophozoites and oligo(dT)20 as primers. Alignment of the

&
-
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known RdARP from several organisms, in conjunction with
codon usage knowledge in Giardia, allowed the design of
moderately degenerated primers: RARP_F: (5'-Ta (T / C), GT
(T / C). TTT AC (T / C) GAT GGC G (C / G) A GG) -3 ') SEQ ID
N® 133 and SEQ ID N° 134; and RAERP_R: ({5'-TCA CC (A / G}
TCC AGG TC (G / A) CTG CC) -3 ') SEQ ID N® 135 and SEQ ID
N® 136, The PCR product generated using those
oligonucleotides was electrophoresed, gel purified,
radiclabeled by random priming, and used to screen a G.
lamblia c¢DNA library in Agt22a as reported (Elbashir, S.
M., Lendeckel, W. & Tuschl, T.Genes Dev 15, 188-200 (2001).
AZAP gDNA library screening was performed as described
(Elbashir, S. M., Lendeckel, W. & Tuschl, T. Genes Dev 15,
188-200 (2001). DNA fragments were cloned intc pBlueScript
SKII+ and submitted for autcmatic sequencing. 3 5'-RACE was
performed using a commercial kit from Invitrogen and
primers 5'-CTT GTG CAT AGT AAA CAA AG-3 ' SEQ ID N° 137 and
5'-CAA ATG GTIC GAT GCT GGG-3' SEQ ID N° 138.. For ¢gRARP
activity in vitro, HA-tagged RdRP was purified from
transfected tropheozoites by affinity using antiHA-sepharose
(Sigma) . Enzyme activity was assayed at 35°C for 60 min in
20 pl reaction mixture containing 50 mM Hepes pH 7.6, 20 mM
ammenium acetate, 5 mM MgClz, 0.1% Triton X-100, 1 mM each
of four ribonucleoside triphosphate (including [a-32P)
UTP), and 1 wu/pl RNasin, plus the addition of ssRNA
substrates (250 ug/ml) prepared by in vitre transcription
as described, with or without the presence of VSP specific
primers. Reaction products were analyzed by agarose gel

electrophoresis followed by transfer and autoradiography.

Transfection and Immunofluorescence assays: Plasmid

)
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PTubPac37 was modified to introduce the entire gRdRP,
gDicer, gAgo, and VSPH7 coding regions and, when
corresponding, the Influenza Haemaglutinin epitope (HA)
before the TAA stop codon (Touz, M. C., Gottig, N., WNash,
T. E. & Lujan, H. D. J. Bicl. Chem. 277, 50557-50563
(2002). gAgo cocding regicnh was introduced into the plasmid
pTubNterPac in which the gene 1s introduced after the
Haemaglutinin cecding region to avoid possible interference
of the HA tag with the PIWI domain. This plasmid is a
modification of the pTubHAPac with the substitution cof the
original multiple cleoning site by a new one (MCSnewSense:
5°GAT TCC GGG CCC AGATCT ATC GAT ACG CGT ATG CAT TCG CGA
GAT ATC TGC 3° SEQ ID N° 139; MCSnewAntisense: 5 GCG GCC
GCA GAT ATC TCG CGA ATG CAT ACG CGTATC GAT AGA TCT GGG CCC
G 3° SEQ ID N°® 140}. La transfection of trophozoites of &,
lamblia was done by electroporation as already described
(Yee, J. & Nash, T. E. Proc. Natl Acad. Sci. USA 92, 5615-
5619 (1995). Transfection of &. lamblia trophozoites was
done by electroporation as previously described3B. Cells
were incubated on ice for 10 min, cultured in growth medium
overnight at 37°C and selected as puromycin-resistant
cells. Indirect immunofluorescence assays using an anti-HA
monoclonal antikody (Sigma) was performed on non-encysting
trophozeoites fifteen days after transfection as described
(Touz, M. C., Gottig, N., Nash, T. E. & Lujan, H. D. J.
Biol. Chem. 277, 50557-50563 (2002). Previously reported
anti~VSP monoclonal antibodies were used to test the
expression on different VSP on fixed trophozoites as
described elsewhere (Touz, M. C., Gottig, N., Nash, T. E. &
Lujan, H. D. J. Biel. Chem. 277, 50557-50563 (2002). Novel

monoclonal antibodies generated in this study were used
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similarly. Confocal images were collected using a Zeiss
LSM5 Pascal laserscanning confocal microscope equipped with
an argon/helium/neon laser and a X100 (numerical aperture =
1.4) o0il dimmersion objective (Zeiss Plan-Apochromat).
Single confocal sections of 0.3 pm were taken parallel to
the coverslip ({(z sections). Images were acquired using a
Zeiss charge-coupled device camera and processed with LSM
and Adcbe Pheotoshop software. For functional analysis of
gRARP, gDicer, and gAgo, and VSP9B1l0 specific sense primers
containing an Eco RV site and antisense primers with an Nco
I site were used to amplify by PCR the a poertion of the ORF
of each gene. PCR products were purified, restricted, and
cloned intc the wvector pTubHAPac¢. In this manner, genes
were inversely 1nserted inside pTubHAPac, giving the
antisense construct that was then used for inhibition of
expression (Touz, M. C., Gettig, N., Nash, T. E. & Lujan,
H. D. J., Biol. Chem. 277, 50557-50563 (2002). Sequences
were always confirmed by dye terminator cycle sequencing.
Gene knock-downs were confirmed by RT-PCR and gRT-PCR using
the gene specific primers indicated above on total RNA
extracted from trensfected trophozoites and compared to
control of cells transfected with vector only or with the
same vector expressing an HA-tagged vwversion of each

molecule,

Example 2:

Production of monoclonal antibodies to the VSPs 5
amino acid of and to individual VSPs: Six week-old female
BALB/c mice were immunized subcutaneously with either 200
mg of (a} an HPLC purified preparation of NHZ-CRGKA-COOH

peptide conjugated to KLH using the sMBS cross-linker, or
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{b}) the synthetic multiple antigen peptide [WH2-CRGKA]8-
[K] 7-bAla-0R (both from Biosynthesis, Inc.), or protein
extract of cultured <¢rophozoites derived from the WB
isglate, emulsified in Sigma adjuvant system (Sigma). Mice
were boosted subcutaneously after 21 days with 200 mg of
the same  preparation, and 20 days later boosted
intravenously with 100 mg of the antigen preparation. Three
days later, the mice were euthanized and the spleen cells
used for fusion to NSO myeloma cells. Hybridomas secreting
antibodies were screened by ELISA using the original
peptides and by indirect immunoflucrescence using
nonencysting and encysting trophozoites (Jambhekar, A. D.
et al. RNA 13, 625-642 (2007) and Aggarwal, A., Merritt, J.
W., Jr. & Nash, T. E. Cysteinerich; Mol Biochem Parasitol
32, 39-47 (1989)). Monoclonal antibedies against V3P were
generated using entire trophozoites as previously reported
(Mowatt, M. R.VL., H. D.; Cotten, D. B.; Bowers, B.; ;Yee,
J.;Nash, T. E.; Stibbs, H., H. Mel Microbiol 15, 955-63
{1995).

DNA methylation: from G. lamblia clone 1267 was
purified by extraction with phenol and chloroform/isoamyl
alcohol (24/1 % v/v), incubated with ARNase (Roche) to
eliminated ARN contamination, and precipitated with
ethanol. The presence oc¢f methyl deoxyribonucleosides was
determined by high-performance liquid chromatography HPLC
{45, 46). The separation of deoxyribonucleosides was
performed on a Phenomenex Luna 5 um Cl8, 4.6 x 150 mm. The
method was calibrated based on the absorption of standard

deoxyribonucleosides of known concentration.
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Example 3: Preparation of the different vaccines and
protection assays

1. Parasites: Giardia lamblia WC strain (ATCC 30957}
was isolated from a symptomatic patient believed to have
acquired glardiasis in Afghanistan (Antigenic analysis of
Giardia lamblia from Afghanistan, Puerto Rice, Ecuador, and
Oregon. Smith PD, Gillin FD Kaushal NA and Nash TE. Infect.
Immun. 1982 May; 36(2): 714-9), and the GS/M strain was
isolated from a symptomatic patient from USA -(Antigenic
analysis of Giardia lamblia from Afghanistan, Puerto Rico,
Ecuador, and Oregon. Smith PD, Gillin FD Kaushal NA and
Nash TE. Infect. Immun. 1982 May; 36(2): 714-~9), clones
derived from WB strain, and the transgenic trophczoites
were cultured at 37°C in TYI-S5-33 medium supplemented with
20% adult serum ({Invitrogen), bovine bile (Sigma), and a
antibicotic/antimycotic solution (Invitrogen) in 12 ml
borosilicate glass tuber with threaded cap (Methods for
cultivation of 1luminal parasitc protists of c¢linical
importance. Clark CG, Diamond LS. Clin Microbiol Rev. 200z
Jul; 15(3):329-41). Giardia clones expressing different
surface proteins were obtained by limiting dilution in 96-
well culture plates (Deltalabs) in an anaercbic chamber
(BD}) &nd selected by immunofluorescence assays using
specific moncclonal antibodies (A new method for c¢lcning
Giardia lamblia, with a discussion of the statistical
considerations of limiting diluticon. Baum KF, Berens RIL,
Jones RH, Marr JJ. J Parasitcl. 1988 Apr; 74(2): 267-9}).
Reactive clones were amplified overnight in culture medium
and homogeneity was verified before use. WB 1267 (Mab 5&1),
9B10 ({(Mab 9B10), A6 (Mab 6E7} and GS/M/H7 (Mab G10/4)

clones were used in control experiments and in infections
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(Nash, T. Surface antigen wvariability and variation in
Giardia lamblia. Parasitol Today 8, 229-234 (1992).

Generation of transgenic trophozoites expressing
complete VSPs repertoire: Complementary sequences to the
genes codifying for Giardia RdRP and Dicer enzymes were
cloned in pTubHA.pac plasmid (Sorting of encystation-—
specific cysteine protease to lysosome-like peripheral
vacuoles in Giardia lamblia requires a conserved tyrosine-
based motif.Touz MC, Lujan HD, Hayes SF, Nash TE.

J Biol Chem. 2003 Feb 21;278(8):6420-6. Epub 2002 Dec 3.
This allowed for constitutive and stable gene expression in
G. lamblia trophozoites due to the presence of o-tubulin
premotor and selection with the antibioctic puromycin. Genes
codifying Dicer and RdARP enzymes were amplified by PCR from
WB/9B10 clone ¢DNA using Platinium HiFi Tag DNA polymerase
(Invitrogen), using oligonucleotide probes containing Ncol
and EcoRV restriction sites and then cloning the vector.
Primers were DAF: 5'-AGT TGA AAC TAT CAT GGT TGC TCC CGA A-
3" SEQ ID N° 141, DAR: 5'-CCA CCA TGG TTG AAC GCC GAA TCC
ARC~3' SEQ ID N° 142, RAF: 5'-GCG ATA GGT TGC AGT TCC ATG
ACG TTC TTG A-3' SEQ ID N°® 143, and RAR: 5'-CCA CCA TGG TCG
CTA CCT TAG CAT CAT CC-3' SEQ ID N° 144. Constructions were
verified by digestion with restriction enzymes and later
sequencing. Enzyme silencing verification was carried out

by gRT-PCR as described above.

Giardia lamblia transfection: Glardia transfection was
performed by electroporation, essentially as reported
{Transient transfection and expression of firefly

luciferase in Giardia lamblia. Yee J, Nash TE. Proc Natl



WO 2010/064204 PCT/AB2009/055470

Acad Sci USA. 1995 Jun 6;92{12):5615-9). Briefly, WB/9BLO
clone trophczoite cultures growing until confluence in 12-

ml tubes (abcut 107 cells) were re-suspended in 0,3 ml
complete TYI-S-33 mediuvm, in 0,4 cm plates. Then, 10-15ug

plasmid were added to a final volume of 100 ul. The mixture
was incubated for 10 minutes on @ ice. Cells were
electroporated at 350V, 1000pFr and 7000 in a BTX
electroporator. After incubation on ice for 10 minutes, the
cells were transferred to a tube containing a 12 ml
complete medium and incubated overnight at 37°C in
anaerobiosis. Next day, the medium was complemented with
purcmycin and treophozoites were incubated for 7-10 days at
37°C. To obtain clone cell lines, limiting diluticn “was

performed in 96 well plates.

Confocal immunofluorescence and microscopy:
Trophoioites were detached from the tubes by ccoling down
for 20 minutes in ice. The cells were recovered and re-
suspended in growth medium, applied on glass slide p se
incubated at 37°C in humid camera for 1 hour to allow for
trophozoites re—-adhering. Preparations were washed with
warm medium three times, plus two washings in warm PBS.
Then, cells were turned permeable by fixaticn with 1:1
acetone/methancel feor 30 minutes at -20°C and blocked in 1X
PB5/0.05% Tween 20, BSA 2,5% for 30 min. Cells were firstly
incubated with Mab against different VSPs diluted in 1X
PBS/0.05 Tween 20, BAS 2,5% for 1 hour at room temperature.
Monoclonal antibodies targeted against different VSPs were:
mab SB10 (anti VSP-9Bl(B), mAb 5Cl (anti-vSP 1267), mAb 6E7
(anti-vsSP A6), mab 1BZ2 (anti-V5P S1), mak 2D5 (anti-VSP
52y, mAb 2E1 (anti-vsSP $3), mAb 2G10 (anti-VSP S4), MAb 6F8
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(anti-VSP S$5), mAb 7A9 (anti-VSF 56), mAb 7B8 {(anti-V3P
S$7), mAb 7C2 (anti-VSP $8), mAb 7C9% (anti-VSP 59}, mAb 7C10
{anti-VSP $10), mab 7D4 (anti-v$P S$S11), mAb 2D4 (anti-v§P
S12), mAb 3BS (anti—VSP 513), mAb 442 (anti-VSP S14), madb
7F4 {(anti-vSP  $15), Mab 7THZ (anti-VSP  S16). After
incubation with the appropriate mcnoclonal antibody, the
slides were washed twice with 1x PBS/0.05 Tween 20, and
then incubated with a second goat anti-mouse
Simmunoglobuline antibody labeled with FITC or TRITC in a
1/200 dilution for 1 hour in blocking solution. Nuclei were
contrasted with DAPI. Confocal images were obtained by a
laser ccnfocal microscope LSMS Zeiss Pascal equipped with a
argen/helium/neon laser, and an o©il immersion objective
X100 (numerical aperture = 1,4) (Zeiss Plan Apochromat).
0.3 micron confocal sections were taken parallel to the
cover slide (sections z). Images were obtained_ using a
Zeiss camera by the device and processed with LSM and Adcbe
Photoshcp software. The percentage of cells expressing a
particular VSPs was computed by counting 500 cells in

triplicate experiments or by flow cytometry.

Production of moneoclonal antikodies against 5 amino
acid VSPs tail: Production of monoclonal antibedies to the
S5-amino acid VS8Ps tail was carried out as described above

in example 2.

2. Polyacryiamide gel electrophoresis and Western
Blotting: Protein trophozoite extract were subjected to
poelyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western
Blot as reported (Lujan, H.D., Mowatt, M.R., Conrad, J.T.,

Bowers, B. & Nash, T.E. Identification of a novel Giardia
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lamblia c¢yst wall protein with leucine-rich repeats.
Implications for secretory granule formation and protein
assembly into the cyst wall. J Biol Chem 270, 25307-29313
{1595).

Animals: All procedures carried out in animals were
performed in accordance with protocols approved by the
Institution Commission of Care and Use of Animals of
Universidad Catélica de Coérdoba and the immunization
guideline was well tolerated by all animals. Male
endogenously breed gerbils, 6-weeks o0ld pathogen free
specimens (SPF) (Meriones unguiculatus) were obtained from
Bioterio de animales de investigacidén of Universidad
Catdlica de Cérdoba and individrvally housed in an air-
'conditioned {18-22 °C, 40-50 % humidity} bkiochazard rack
(Techniplast) with a 12-hour-light, 1lZ2-hour-dark cycle.
They were given autoclaved food and sterile water
supplemented with a mixture of filter-sterilized wvitamin
solution ad libitum. In this study, only animals born in
our premises were used, in order to assure that they were
never infected with the Giardia parasite or any other
related. BAll animals were kept wunder SPF laboratory
conditions according to the zrules and rulings of the
Argentine Council of Animal Care and internaticnal animal
attention rules. Before infection, gerbils were tested for
negativity of serum antibodies against Giardia lamblia or
proteins of Giardia by ELISA using a preparation of total
proteins extracted from trophozoites and cysts. After
infections, some control groups of gerbils were orally
treated with 20 mg Metronidazole for 3 days, 10 days antes

before challenges to rule out any possible presence of low
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level of intestinal Giardia

Elimination of protozoa parasites by treatment with

metronidazele: To initiate treatment, the animals were

placed in sterile cages with filtered air; water and food
were sterilized in autoclave. A 100 mg/ml Metronidazole
working solution was prepared. 500 pl of this solution was
given orally to the animals in one daily dose for three
consecutive days. The .animals did not receive antibiotics
the fecllowing four days. Treatment continued for dos days
with 500 pl of metronidazole working solution. Treatment
was complemented by the addition of 2 ml metronidaz¢le in
400 'ml of autoclaved drinking water, which was tﬁe only
water the animals could drink during the whole treatment
{animals 1ingest this diluted metronidazole solution for
nine days). Feces were collected daily during the whole
ftreatment and microscopic c¢ontrol by immunofluorescence
assays were done with monoclonal antibody 7DZ {(cyst wall
anti-protein 27 (Identification of a novel Giardia lamblia
cyst wall protein with leucin-rich repeats. Implications
for secretory granule formation and protein assembly into
the c¢yst wall., Lujan HD, Mowatt MR, Ceonrad JT, Bowers B,
Nash TE. J Biol Chem. 1995 Dec 8;270(49):29307-13) every
day in order to determine the presence of cysts. During the
treatment, the normal animal .flora suffered increase of
yeasts, and recovered its normal status few days after

finishing treatment.

3. Infections: Infections were induced in gerbils by
orogastric inoculation of 2 x 10° trophozoites or cysts

resuspended in 0.5 ml of phosphate-buffered saline (PBS).
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Some control animals received 0.5 ml of PBS by the same
route. Freéh cysts collected from infected gerbils were
used 1in order to prevent rapid loss of wviability and
infectivity produced 1in samples obtained from infected
patients. Fecal collection from infected gerbils was
performed daily from day 0 teo day 30. Cysts or trophozoites
were identified wvisually by light microscopy or by
immunofluorescence assays using cyst (mAb 7D2) or
trophozoite-specific antigens (BIP; Mab 9C9).

4. Periodically, randomly selected gerbils were
sacrificed, the small intestines were iscolated, slit opened
longitudinally and suspended in culture medium at 4 °C for
30 min. The supernatants were collected and examined for
Giardia trophozcites by light and flucorescence microscopy
or placed in culture medium up to six days as reported
(Gottstein, B., Deplazes, P. & Tanner, I. In vitro
synthesized immunoglobulin A from nu/+ and reconstituted
nu/nu mice against a dominant surface antigen of Giardia
lamblia. Parasitol Res 79, 644-648 (1993)).

Gilardie cysts excreted by gerhils were gquantified by
collecting stool pellets from individually housed animals
over a 24-hour period. The stool samples were weilghted,
resuspended in 2 ml of PBS, and filtered through 3 layers
of cheesecloth. Filtrate was centrifuged at 250 g during 10
min in a refrigerated centrifuge (Beckman). The filtrate
was centrifuged at 250g for 10 min in a refrigerated
centrifuge (Beckman) at 4 °C. After 3 washes, the pellet
was suspended in 2 ml of PBS; cysts stained with FITC-
labeled 7D2 mAb, and counted in a hemacytometer. Gerbils
were deemed ncot infected if no cyst was found in feces or

if no trophozoite was detected after 6 days culture.
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Purification of VSPs from Dicer-AS and RDRP-AS
transgenic trophozoites: Complete repertoire o©of VSPs
expressed in these transgenic trophozoites generates as
described were purified by immuncaffinity using Mab 12F1 of
the invention generates against the 5 amino acids of the
conserved VSP tail. Protein A-Sepharcse (Amersham) was used
to isolate the mouse immuncglobulins from ascites fluid
produced by IP injection of a culture of hybridoma cells.
Purified mab was 1linked to magnetic beads {Dynal) and
utilized to purify VSPs from plasma membrane-containing
microscomal fractions of trophozecites. Purified VSPs were
re-suspended in PBS containing 0.01 % Tween 20, quantified,
and used to immunize gerbils crally. Individual VSPs were

purified by the same methodology using specific mAbs.

Purification of Giardia GRP78/B1iP: G. lamblia
trophozoites isolated from 9BLlC WB clone were transfected
with plasmid pTubHA.pac containing the complete length of
Giardia endoplasmic reticulum chaperone BiP/GRPT78
{(Increased expression of the molecular chaperone BiP/GRP78
during differentiation of a primitive eukaryote. Lujan HD,
Mowatt MR, Conrad JT, Nash TE. Biol Cell. 1996;86{(1):11-8 )
and three copies o¢f this epitope was labeled with
Haemagglutinin (HA-BIP) . Transgenic trophozoites were
lysated with buffer RIPA and the isolated BIP protein using

anti~HA immunopurification kit (Sigma).

Oral immunization: The animals were immunized with
three successive oral administrations c¢f 200 pg parasite

proteins suspended in sterile PBS/0.01% Tween 20, with

AN
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three days difference between each administration. The same
amount of proteins was administered to the gerbils when
BIP, membrane preparations, or purified VSPs were used as

immunogens.

Blood samples: Blceood samples were collected after the
first day of infection or immunization to detect the
presence of circulating antibodies as described below.
Gerbils were anesthetized with ether and blood was taken
from the orbital plexus or by intracardial puncture. Serum
was collected by blcod sample centrifugation at 800 xg for
15 min and stored at -70°C until use. Gerbils were

sacrificed with gaseous carboen dioxide.

5. Intestinal contents: Small intestine secreticns of
infected, not infected and immunized gerbils were collected
as 1in mice (Heyworth, M.F. Relative susceptibility of
" Giardia muris trophozoites to killing by mouse antikodies
of different isotypes. J Parasitol 78, 73-76 (1992).

In summary, gerbils fasted during a day with access to
water and then sacrificed. The small intestine was excised
from duodenum to cecum and its content was aspirated with a
syringe and separated. En some cases, the intestinal
content was centrifuged at 5,000 xg at 4°C to separate
cells, rests, and bacferia. En some experiments, the small
intestine lumen was washed five times with 3 ml of cold PBS
and centrifuged as described above. Supernatants were
sterilized by filtration and stored at -70°C until use.

Agglutination assays: Assays were performed in 96-well
plain bottom plates. About 5 x 10° trophozoites were

incubated at 4°C for 1 h with several dilutions of animal

!
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intestinal secretions, serum, or ascetic fluid containing
specific antibodies against V5Ps (all heat-inactivated) in
TYI-S-33 medium without adult bovine serum. They were mixed
and trophozoite agglutination was assayed by microscopy.
Linking of antibodies to the parasite surface was
demonstrated with goat anti=mice immunoglobulins labeled

TRITC.
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LIST OF SEQUENCES
<110> Conicet
Lujan, Hugo
<120> Modified protozoan expressing at least two dos
variable surface proteins (V3P), a vaccine comprising it,
and procedures, uses and methods therect
<130> Conicet
<160> 144

<170> PatentIn.version 3.5

<210> 1
<211> 25
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 1

gttttgttct cgcgggggta ctcgt 25
<210>_ 2

<21i> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 2

agagcgogeg gctcaatgeg cag 23
<210> 3

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<4Q0> 3
gattgcatgyg gcaggaaaag caa . 23
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<210> 4

<211> 23

<212> DNA _

<213> Giardia intestinalis

<400> 4

tcitcgatgta acacaggatt tgt 23

<210> 5

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<220>

<221> misc_feature

<222> (1l6)..(17)

<223»> n is a, ¢, g, or t

<400> 5

ggacaatgtg cagacnnaga agg 23

<210> 6

<211> 24

<212> DNA

«213> Giardia intestinalis

<400> 6

aaagatggct c¢cggaggcga taca 24

<210> 7

<211> 24

«212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400>

7

N
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cagacctgtg gacagtgcgce cgag 24

<210> 8

<211> 23

<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> B

ctttcatgta caagggcggc tgt. 23
<210> 9

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 9

cgaagcancc cégcagcccg gacag 25
<210> 10

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 10
gcaaggatac ttcgtgccgc cgg 23
<210> 11
<21l> 24

<21Z2> DNA
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<213> Giardia intestinalis

<400> 11

accaatcggt cataccatgc ggag 24
<210> 12

<211l> 25

<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> 12

acgataaaaa gtacaagggc gtgct 25
<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardiaz intestinalis

<400> 13

accggcacca agacgtgcaa gac 23
<210> 14

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 14 _
tgcgacgtge gagaagggeg ccga : 24
<210> 15
<211> 25

<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature
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<222> (10)..(11)

223> n is a, c, g, or t

<400> 15

gcccgaccecen hagtgcaaca ccccc 25
<210> 1¢

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 16

gctgcaagac gtgcagtgag ccga 24
<210> 17

<2ii> 23

<212> DNaA

<Z13> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 17

agacazagcaa ggaggtgtgc nca 23
<210> 18

<211> 23

<212> L[NA

<213> Giardia intestinalis
<400> 18
acggttgtga gcacctggaa ggc 23

<210> 19
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<211>
<212>
<213>
<400>

68

23
DMNA
Giardia intestinalis

19

cctgtgecaa gtgcaatace tcg

<210>
<Z21l1>
<212>
<213>
<400>

20

24

DA

Giardia intestinalis

20

agctacgaag gagagggcac gggyg

<210>
<211>
<212>
%213>

<400>

21
24
DNA

Giardia intestinalis

21

tcggcececgeca cagcctectg ccag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

22
24
DNA

Giardia intestinalis

misc_feature
(14)..(14)
n is a, ¢, g, or t

22

acgaaacgac caanctccct ggaa

PCT/TB2009/055470

23

24

24

24
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<210> 23

<211l> 25

<212>_ DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 23 _

tgaataatgg cgcgctcatc acttg : 25
- <210> 24

<211> 23

<212> DNA

<213> Gilardia intestinalis

<400> 24

gatgtaagac gtgcaccagc cag 23
<210> 25

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<d00> 25

tactacctgt ccaaagaaaa gtg 23
<210> 26

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 26
cccccaacca acaataaagg gcc 23.
<210> 27

<211> 23



WO 2010/064204 .
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (16})..(17)

<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 27

acctcataca gaacannaac agg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

28

23

DNA

Giardia intestinalis

28

gggatctccg tcgctgtcat cgc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222Z2>
<223>
<400>

29
23
DNA

Giardia intestinalis

misc feature
{21)..(21)
n is a, ¢, g, or t

29

tgctggtggt tcatatgtag ngg

<210>
<21l>
<212>

30
22
DNA

0

PCT/IB2009/055470
23
23
23
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<213> Giardia intestinalis

<400> 30

gcaagcactc ttgcaggagc tt 22
<210> 31

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 31

gctctacgac tcaggctaat tgt 23
<210> 32

<211> 24

<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> 32

caacggggtyg tgtgaagcag ccgce 24
<210> 33

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 33
gtaagaagtg ccttctgcaa acc 23
<210> 34
<211> 23

<212> DNA
<213> Giardia intestinalis

<400> 34
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72

caaaccttca tgttcaaggg cgg

<2105
<211>
<212>
<213>
<400>

35

24

DNA

Giardia intestinalis

35

tgatgctgce tctggtacta ctgyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

36
24
DNa

Giardia intestinalis

36

gcggctgata ccacggattc ctgt

<210>
<211l>
<212>
<213>
<400>

37
23
DNA

Giardia intestinalis

37

caactggggt cacgattggt gag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

38
24
DNA

Giardia intestinalis

misc_feature

(13)..(14)

PCT/1B2009/055470

23

24

24

23
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<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 38

actaattgcg ttnngtgtac caaa 24
<210> 398

<211i> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 39

gagtgtgctt ccaatctgta tctg 24
<210> 40

«211> 25

<212> DNA

<213> Gilardia intestinalis

<400> 40

gaaacttgca agacaggata tttcc : 25
<210> 41

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..{6)

<223»> n is a, ¢, g, or t

<400> 41
tttcentaat gataacgetg ata 23
<210> 42

<211> 24
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<212> DNA

<213»> Giardia intestinalis
<400> 42

ccggtgcetat tettatcacce tgca

<210> 43
<211> 23
<212> DNA

<213> Gilardia intestinalis
<400> 43

gcaaggacga caacactgceg goc

<210> 44
<211l> 23
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223»> n is a, ¢, g, or t
<400> 44

gtatcgcaga gtgcacggga ang

<210> 45
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<4Q0> 45
ggcagtgcac agctagcata gcag

PCT/IB2009/055470

24

23

23

24
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<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 50

ggaaaccttg gtaggattat ttgc

<210> 51
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 51

aatgctaatc tgtacctgaa ggct

. <210> 52
<211> 23
<212> DNa

<213> Giardia intestinalis
<400> 52
ggcatagatyg ggtgctctge atg

<210> 53
<211> 23
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 53

acaaagggaa catgcattgc aga

<210> 54
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

76

PCT/TB200%/055470

24

24

23

23
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77
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 54
acgceggata anaccaacgg agtt 24
<210> 55
<211> 22
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<220>
<221> misc_feature
<222>  (B)..(9)
<223> n is a, ¢, g, or t
<220>
<221> misc_feature
222> (21)..(21)
<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 55
tgtgcaanng ataacactaa na 22
<210> 56
<211l> 23
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 56
ctcgtegget tcoctcectgetg gty 23
<210> 57

<211> 23
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78
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 57
accccogega gaacaaaact gec ' 23
<210> 58
€211> - 23
<212> DNA
<213» Giardia intestinalis
<400> 58
tcctgeccat gcaatctgga cga 23
<210> 59
<211> 25
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 59
attgagecge gegetoctgtt gettt ' 25
<210> 60
<211> 24
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 60
atgcttecte tgecgeaatta gtgt 24
<210> &1
<211> 23
<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis
<400> &1
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79

caatacaatt taccaccgat cag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

62
23
ENA

Giardia intestinalis

62

tgcacattgt ccattgatag gaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

63

23

DN& _

Giardia intestinalis

53

ctgatcagct gtatcgcctc cgg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

64

23

DNA

Giardia intestinalis

64

gtaacagccg cccttgtaca tga

<210>
<éll>
<212>
<213>
<220>
<221>
222>

65
23
DNA

Giardia intestinalis

misc_feature

(12)..(12)

PCT/TB2009/055470

23

23

23

23
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<223>
<220>
<2215
<222>
<223>

<40G0>

80

nis a, ¢, g, or t
misc_feature
(17)..(18)

nis a, ¢, g, or t

65

catctgecege cngacanntg gtc

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

66

23

DNA

Giardia intestinalis

66

cccggcggca c¢gaagtatcce ttg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

67

23

DNA

Giardia intestinalis

67

accgattggt gagaggegtc tgc

<210>
<211>
<212>
<2Z13>
<400>

68

24

DNA

Giardia intestinalis

68

actttttatc gttcttaact gtta

<210>

69

PCT/TB2009/055470

23

23

23

24
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81
<211> 23
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 69 _
tgtgggagcg taacaccgag tgc 23
<210> 70
<21l> 23
<212> ©DNA
<213> CGiardia intestinalis
<400> 70 _
cacgcagtac acgtggcggc ctt _23
<210> 71
«211> 23
<212> DNA
<213> CGiardia intestinalis
<400> 7T1
cacgcaggag gtggctgagt cct 23
<210> 72
<211l> 23
<2}12> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 72
gtgccggtge actcttette tgt .23
<210> 73
<211> 23

<212> DNA
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<213> Giardia intestinalis

<400> 73

ttgtttggct ggaccttctt att 23
<210> 74

<211> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 74

gcactcaccyg tctccgggea cttt 24
<210> 75

«211> 23

€212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> 75

gcttettegt gcacccecggtyg ceco 23
<210> 76

<211> Z4

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (17}..(18)

<223> n is a, c; g, or t
<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(22)

<223»> n is a, c, g, or t
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<400> 76
ctggtgecect ¢gtagtnnec tncc 24
<210> 77
<231> 23
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 77
tgaggacctg cttaggecteg cag 23
<210> 78"
<211> 24
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
223> n is a, ¢, g, or t
<400> 78
cttcttgacn cacacgccgt tctce 24
<210> 79
<211> 23
<212> DHNA
<213> Giardia intestinalis
<400> 79
tagcagceccce cgttcatgeg gaa 23
<210> 80

<211l> 24
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<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 80

acctecctcac agacgcectett teca 24
<210> 81

<211l> 23

<212> ©LDNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 81
gcttgtétcc gtcggccgga gtc 23
<210> 82
<211> 23

<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> 82 _
cactcggagc acccagtggc gca : 23
<210> 83

<211l> 24

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 83

cacttggtgg cgtegtcege attg 24
<210> 84

<211> 25

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
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86
<210> 88
<211> 23
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis

<400>

88

ttccgcaaca caattagect gag

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

89

23

DNA

Giardia intestinalis

89

tgcactttgt attactactg gcg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

90

23

DNA

Giardia intestinalis

90

gcacttctta caagtctgat cag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

91
23
DNA

Giardia intestinalis
misc_feature
(14)..(15)

nis a, ¢, g, or t

91

23

PCT/IB2009/055470

23

23



WO 2010/064204

87

ttaaattacc agtnnctccc gct

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

92

24

DNA

Giardia intestinalis

92

attactctca ccaatcgtga cccc

<210>
<211>
<212
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

93
23
DNA

Giardia intestinalis

misc _feature
(5)..(5)
n is a, ¢, g, or t

93

gcgtnatcat tagggaaata tcc

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

94
24
DNA

Giardia intestinalis
misc_feature
(8)..{(9)

n is a, ¢, g, or t

94

ttaagggnnc tcaggctatt cgtg

PCTAB200%/055470

2

24

3

24

23
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

88

95
23
DNA

Giardia intestinalis

misc_feature
(14)..(14)
n is a, ¢, g, or t

95

tcaggacaga ccengggtag cag

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

96

23

DNA
Giardia - -intestinalis

96

cgtcggcegeca gttttceccaasa tac

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

9.7

25

DNA

Giardia intestinalis

97

agtgcaaact cegttggttt tatcc

<210>
<21i>
<212>
<213>
<4Q0>

98

23

DNA

Giardia intestinalis

98

PCTAB2009/0535470

25

23

23
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89

gcatcggetg tcgtgcacaa cgt

1 <210> 99

<211> 23
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..{(12)

<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 99 _ _
gcegetggte tngacgtagc agg

<210> 100
<211> 24
<21Z2> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 100

agtcgtagag caagctcecctg caag

<210> 101
<211> 24
«<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 101
accccgttga tgggcacata gttt

<210> 102
<211> 25
<212> 'DNA

23

24

PCT/TB2009/035470

23

24
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<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(12)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 102

cttcegtett nnaaataatc ctacc _ 25
<210> 103

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<4(Q0> 103

gaatcgtaac ccecggttgcg tcg 23
<210> 104

<211> 23

<212> DNA

<213> Giardia intestinalis

<400> 104

acttagcaca accggccaca ¢cc 23
<210> 105

<211> 24

<212> DNA

<213>» Giardia intestinalis

<400> 105

cttatcagec gtactacagg taag ' 24

<210> 106
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91
<211> 23
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 106
acggtgctag ccctagttgt aga

<210> 107
<211> 25
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<220>

<221> misc_feature

<222>  (13)..(14)

<223»> n is a, ¢, g, or t
<400> 107

cgttcttcaa ggnnctcaga ttgtt

<210> 108
<211> 22
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 108
ctctgcaatg catgttccct tt

<210> 109
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 109
cgacccgggt ggtgocogete ttge

PCTAB2009/055470
23
25
22
24
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92
<210>. 110
<211> 23
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<220>
<221> misc_feature
2<222»  (13)..(13)
<223> n is a, c, g, or t
<400> 110
ccattgctgt ctntatcttyg ccce 23
<210> 111
<211l»> 22
<212> DNA
<213> Giardia intestinalis
<220>
<221> misc_feature
<222>  (11)..(11)
<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 111
gtgttatctt ngcacacgat gc 22
<210> 112
<211> 24
<212> DNA

<213> Giardia intestinalis
<400> 112
gacgggagta gaactctgag gaga 24



WO 2010/064204

<212Z2> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> primer sentido 5S4
<400> 116

cgatcatgac gggcttct

<210> 117
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> primer antisentido Ri

<400>. 117

cchbacgagge cyccsacgac

<210> 118
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<Z223> primer antisentido R2Z

<400> 118

cgccttcecck ckrcakayga

<210> 119
<211> 22
<212> ©DN&A

<213> Artificial Seguence
<220>

94

18

20

20

PCTAB2009/055470
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<223> primer sentido para vspl2e7

<400> 119

atgttgttga tagccttcta tc 22

<210> 120

<211> 22

<212> DNA

<213>» Artificial Sequence

<220>

<223> primer antisentido vspl2é7

<400> 120

ctacgcctte cccctgeata tg 22

<210> 121

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> primer hacia adelante vsp9Bl0

<400> 121

atgtttggca gttttgttct c 21

<210> 122

<211»> 22

<212> DHNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> primer antisentido vsp2Bl0

<400> 122

tcacgccttc cctctacata tg 22

A



WO 2010/064204
9

<210> 123
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> primer HL&60 gDicer
<400> 123

tggcggegte gtatcagtta t

<210> 124
<211> 19
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> primer HL161 gDicer
<400> 124

tcccocegeoacg caagaagaa

<210> 125
<211> 18
<2i2> DNA

<213> Artificial Seguence
<220>

<223> primer HL164 gAgo
<400> 125

attgecccececect acggtgtc

<210> 126
<211> 18

21

19

18

PCT/TB2009/055470
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<212> DNA

<213> Artificial Seguence
<220>

<223> primer HL165 gAgo
<400> 126

ctectgcegge cttectac

<210> 127
<211> 23
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> primer HL187 gRARP
<400> 127

catgggttgc agtttcttga cga-

<210> 128
<211> 24 .
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> primer HL188 gRARP
<400> 128

agcccecttat ctgttgceccte cttc

<210> 129
<21i> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220> '
<223> primer HL 183 CWP1

97

18

24

23

PCT/1B2009/055470
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<400>

129

tcgcecectgga tgtttecggac a

<210>
<21il>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

130
17
DNA

Artificial Sequence

primer HL184 CWP1
130

aggcgggtga ggcagta

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
223>

<400>

131
21
DNA

Artificial Sequence

primer HL185 GDH

131

agtggggcgg gtctttactc a

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

132
24
DNZA

Artificial Sequence

primer HL186 GDH
132

tgttcgcocgec catctggtag ttct

PCT/TB2009/055470
98

21

17

21

24
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100
«213> Artificial Seguence
<220>
<223> primer RARP_R 2
<400> 136
tcaccgtcca ggtcactgce 20
<210> 137
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
«223> primer of sequencemiento ¥
<4(0> 137
cttgtgcata gtaaacaaag 20
<210> 138
<21l1> 18
<212> DNA
<213> Artificial Segquence
<220>
<223> primer of sequencemiento R
<400> 138
caaatggtcg atgctggg 18
<210> 139
<211> 51
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> MCSnew3ense
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<400>

gattccggge ccagatctat cgatacgegt

51

<210>
<211=>
<212>
<Z213>
<220>
223>
<400>

101

138

140
52
DNA

Artificial Sequence

MCSnewAntisense

140

PCT/1B2009/0554 70

atgcattcgc gagatatctg c¢

gcggccygcayg atatctcgcg aatgcatacg cgtatcgata gatctgggcce cg

52

<2lb>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

141
28
DNA

Artificial Sequence

primer DAF
141

agttgaaact atcatggttg ctcccgaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

142
27
DNA

Artificial Sequence

primer DAR
142

ccaccatggt tgaacgccga atccaac

28
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CLAIMS

1. Modified protozoan parasite, characterized by
comprising simultaneous expression on its surface of more
than one variable surface protein.

2. Protozoan of claim 1, characterized by comprising
simultaneous expression on its surface of the complete
repertoire of variable surface proteins.

3. Protozoan of claim 1, characterized by comprising
the reduced expression of ehzymes selected from the group
comprising Dicer, RNA-dependant RNA-polymerase (RARP) and
both.

-4, Protozecan of claim 1, characterized in that RdJRP
gene has been silenced.

5. Protozoan of c¢laim 1, characterized in that Dicer
gene has bheen silenced.

6. Protozoan of claim 1, characterized in that RdRP
genes and Dicer have been silenced,

7. Protozoan of claim 1, characterized by said
protozcan comprising an antigenic.variation mechanism.

8. Protozoan of c¢laim 1, characterized by said
protozoan is selected from the group comprising Giardia,
Plasmocdium, Bakesia and Trypanosoma.

9. A vaccine against infections produced by protozoa,
characterized by comprising at least meodified protozoan
expressing on its surface more than one variable surface
protein.

10. The vaccine of claim 9, characterized by the
protozoan expressing on its surface the complete repertoire
of variable surface proteins.

11. The vaccine of claim 9, characterized by the
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protozoan comprising reduced expression ¢f enzymes selected
from the group comprising Dicer, RNA-dependant RNA-
polymerase {(RdARP) and both.

12. The vaccine of claim 9%, characterized in that the
protozoan RARP gene has been silenced.

13. The wvaccine of c¢laim 9, characterized in that the
protozoan Dicer gene has been silenced.

14. The vaccine of c¢laim §, characterized in that
protczoan RARP genes aﬁd Dicer genes have been silenced.

15. The vaccine of claim 9, characterized in that said
protozoan comprises an antigenic variaticon mechanism,

16. The vaccine of claim 9, characterized in that said
protozoan is selected from the group comprising Giafdia,
Plasmodium, Babesia and Trypanosoma.

17, The wvaccine of «claim §, characterized by
additionally comprising excipients and/cr adjuvants.

18. A procedure to purify the complete repertoire of
protozoan variable surface proteins (V5P), characterized by
comprising:

a} linking an antibody recognizing the V3P CRKGA amino
acid'sequence to a solid support;

b) contacting the solid support with a protozoan; and

c} separating the complete repertoire of variable
surface proteins (VSP).

19, The procedure of c¢laim 18, characterized in that
the protozoan is a mixture of clones of wild protozoea,
wherein each clone expresses a different wvariable surface
protein.

20, The procedure of claim 18, characterized in that
the protozoan is a clone expressing more than one different

V5P, wherein said clone is a clone of modified protoczoa
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comprising silencing of genes selected from the group
consisting in RARP, Dicer and both.

21. The procedure of claim 18, characterized in that

the protozoan is a clone expressing the complete repertoire

of VSPs, wherein said clone is a clone of modified protozoa
comprising silencing of genes selected from the group
consisting in RdARP, Dicer and both.

22. The procedure of claim 18, characterized in that
the protozoan 1is selected from the group comprising
Giardia, Plasmodium, Babesia and Trypanoscma.

23. A wvaccine, characterized by comprising more than
one protozgan variable surface protein, wherein each of
said proteins is different; excipients and/or adjuvants.

24, The vaccine of claim 23, characterized by
comprising the complete repertoire of protozoan variable
surface proteins, wherein each of said proteins is
different.

25. The wvaccine of claim 23, characterized in that the
protozoan 1is selected from the group comprising Giardia,
Plasmodium, Babesia and Trypanosoma.

25, A vaccine, characterized by comprising the
complete repertoire of variable surface proteins (VSP),
wherein said proteins are obtained employing the procedure
of claim 18.

27, An immunization method, characterized by
comprising the administration to a mammal of an amount of a
vaccine comprising modified protozoan expressing at least
two variable surface proteins (VSP).

28. The method of claim 27, characterized in that the
protozoan expresses the complete repertoire of VSPs.

29. The method o¢f c¢laim 27, characterized by being
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administered in the form selected from the group consisting
of oral, subcutanecus, intravenous and intramuscular.

30. The method of claim 27, characterized in that the
protozean is a modified protozoan comprising silencing of
genes selected from the group consisting of RdARP, Dicer and
both.

31. The method of c¢laim 27, characterized by
comprising immunizing a mammal against protozecan infection,
wherein -said protozoa have an antigenic variation
mechanism,

32. An immunization method, characterized by
COmprising administering to a mammal an amount of & vaccine
comprisinq a combination of protozoan variable surface
proteins.

33. The method of c¢laim 32, characterized by being
administered in the form selected from the group consisting
of oral, subcutaneous, intravenous and intramuscular.

34, The method of claim 32, characterized in that the
combination of variable surface proteins are isolated from
a medified pretozoan comprising silencing of the genes
selected from the group consisting of RARP, Dicer and both.

35. The method of claim 32, characterized by
comprising immunizing a mammal against protozoan infection,
wherein said protozoa have an antigenic variation
mechanism.

36. The methed of claim 32, characterized in that at
least a dose comprising between 30 and 500 ug of wvariable
surface proteins is administered.

37. A nucleotide sequence characterized by bheing a
sequence selected between sequences SEQ ID N° 1 a SEQ ID N°

112.
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Doctor(a)

CUESTA QUINTERO JUAN CARLOS
Apoderado(a) y/o Representante de
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CORDOBA

REFERENCIA Radicacion No. 11 082854
Solicitud internacional PCT/US2009/055470
Fecha inicio fase nacional 02/07/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430
Oficic No.

L i \rL
Como resultado del examen de forma, realizado con fundaﬁgenzo ; el artizjlo 38 de la Decisidén 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla

51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el teno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita |la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documentg en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante ¢ a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de 'la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otargados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codige de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segin indiquen claramente una
cesidn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circutar Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del t&rmino
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al conlestar favor indique el nimero de f Sede Cantro: Carrera 13 No. 2700 Pisps 2, 5, 7 v 10 PBX: 5870000
radicacion que @ ancuonira a continuacion Sade CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. Z Tel: 5880070
. Cell Center 5920400. Linea 01800910185
Web; www.sic.gov.co a-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



Conjinuacién radicado Ne: 11 082854

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Prosperidad

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C

El anterior requerimiento fue notifica
adpaii

Al contestar favor indique el nomero de
radicacidn que sé encuentra & continuacidn
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