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REIVINDICACIONES

Molécula de acido nucleico representada por una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleotidos que codifican para un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:1 a lo largo de toda
su longitud,

ii. secuencias de nucleotidos que comprenden una secuencia de nucleétidos
que tiene al menos el 50% de identidad de secuencia con la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO:2 a lo largo de toda su longitud,

iii. secuencias de nucleétidos cuya hebra complementaria se hibrida con una
molécula de acido nucleico de secuencia de (i) o (i) y

iv. secuencias de nucledtidos que difieren de la secuencia de una molécula de
acido nucleico de (iii) debido a la degeneracion del codigo genético,

para su uso como adyuvante cuando dicha molécula de acido nucleico esta
operativamente unida a una secuencia de nucle6tidos que codifica para un
antigeno.

Molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 1, en la que la secuencia de
acido nucleico esta operativamente unida a una secuencia de nucleétidos que
codifica para el antigeno.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1 y/o 2, estando dicha
molécula de acido nucleico libre de una secuencia que codifica para un
polipéptido que es idéntica a SEQ ID NO: 3 a lo largo de toda su longitud.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2 6 3, codificando la
molécula de acido nucleico identificada en cualquiera de las reivindicaciones 1
para un polipéptido que puede provocar una respuesta inmunitaria especifica de
antigeno en un sujeto.

Molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 - 4, en la
gue dicho antigeno se origina a partir de cualquier organismo conocido que esté
asociado con una enfermedad o un estado en un sujeto.

Molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, en la
que dicho antigeno es un autoantigeno o se origina a partir de virus o un
microorganismo tal como una bacteria, una levadura, un hongo o un parasito.

Polipéptido codificado por una molécula de &cido nucleico segun la
reivindicacion 1.

Polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 6.

Constructo de acido nucleico que comprende una molécula de acido nucleico
segun la reivindicacion 1.



10

15

20

25

30

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

2

Constructo de &cido nucleico que comprende una molécula de &cido nucleico
segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

Composicién que comprende una molécula de &cido nucleico segun la
reivindicacion 1 y/o un polipéptido segun la reivindicacién 7 y/o un constructo
nucleico segun la reivindicacién 9.

Composicién que comprende una molécula de &cido nucleico segun cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 6 y/o un polipéptido segun la reivindicacién 8 y/o un
constructo nucleico segun la reivindicacion 10.

Molécula de &cido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6,
polipéptido segun la reivindicacion 8, constructo de &cido nucleico segun la
reivindicacion 10 y/o composicion segun la reivindicacion 12 para su uso como
medicamento, siendo preferiblemente el medicamento una vacuna.

Uso de una molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 1, un polipéptido
segun la reivindicacion 7, un constructo de acido nucleico segun la
reivindicacion 9 y/o una composicion segun la reivindicacion 11 para la
fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad o un estado
asociado con un antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

Uso de una molécula de acido nucleico segun las reivindicaciones 2 a 6, un
polipéptido segun la reivindicacion 8, un constructo de acido nucleico segun la
reivindicacion 10 y/o una composicidbn segun la reivindicacibn 12 para la
preparacion de un medicamento que es una vacuna para tratar una enfermedad
0 un estado asociado con el antigeno.

Método de tratamiento de una enfermedad o un estado asociado con un
antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho
tratamiento comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion
1, un polipéptido segun la reivindicaciébn 7, un constructo de &cido nucleico
segun la reivindicacion 9 y/o una composicion segun la reivindicacion 11.

Método de tratamiento de una enfermedad o un estado asociado con un
antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho
tratamiento comprende una vacuna que comprende una molécula de acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 de 6, un polipéptido segun
la reivindicacién 8, un constructo de acido nucleico segun la reivindicacion 10
y/o una composicion segun la reivindicacion 12.
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1
DESCRIPCION

NUEVO ADYUVANTE

Campo de la invencion

La invencidn se refiere a un nuevo adyuvante y a su uso como vacuna en combinacién
con un antigeno.

Antecedentes de la invencioén

Los adyuvantes se definen como sustancias cuyo papel es reforzar o dirigir respuestas
inmunitarias especificas de antigeno cuando se usan en combinacion con antigenos
especificos (Wack, A., et al. (2005) Curr. Opin. Immunol. 17, 411-418.). Habitualmente,
los adyuvantes combinados con antigenos, como es el caso con todas las vacunas
comerciales disponibles actualmente, no inducen respuestas inmunitarias contra ellos
mismos. Debido a las malas propiedades inmunogénicas de la mayoria de los
antigenos, se usan adyuvantes para potenciar, activar y dirigir las respuestas
inmunitarias adaptativa e innata frente a esos antigenos. El concepto de adyuvantes se
ha extendido a portadores que interaccionan con moléculas de superficie en células
especificas del sistema inmunitario que funcionan en el punto de contacto entre el
sistema inmunitario del huésped y el antigeno administrado (Segal BH, et al., Drug
Discov Today. 2006 Jun; 11(11-12):534-40.). Al hacer esto, los adyuvantes ayudan a
estimular el sistema inmunitario y aumentan la respuesta al antigeno administrado
conjuntamente. Por tanto, los adyuvantes se han usado ampliamente para el desarrollo
de vacunas.

Los adyuvantes pueden clasificarse segun sus propiedades fisicoquimicas o
mecanismos de accion. Las dos clases principales de adyuvantes incluyen compuestos
gue actuan directamente sobre el sistema inmunitario tales como toxinas bacterianas
que estimulan respuestas inmunitarias, y moléculas que pueden facilitar la
presentacion de antigenos de una manera controlada y que se comportan como un
portador. En la actualidad, se usan un gran nimero de adyuvantes para aumentar las
caracteristicas inmunoldgicas de antigenos incluyendo aceites, sales de aluminio,
proteinas y acido nucleico (Steven G. Reed, et al. (2003) Expert Rev. Vaccines 2, 167-
188.).

En principio, debido al hecho que la respuesta contra el antigeno y la calidad de la
respuesta inmunitaria dependeran en gran medida de la pureza y naturaleza del
adyuvante. El adyuvante ideal debe estar quimica y fisicamente bien definido de tal
manera que facilite el control de calidad. Puesto que en la mayoria de casos los
antigenos estan bien definidos, el control de la especificidad del adyuvante garantizara
un desarrollo reproducible de la respuesta inmunolégica especifica de antigeno final.
En este contexto, los adyuvantes pueden no sélo provocar una respuesta inmunoldgica
contra el antigeno sino también dirigir la respuesta inmunitaria que el antigeno provocé
en el huésped. Si la respuesta inmunitaria va en la direccion apropiada, la naturaleza
del adyuvante influirA sustancialmente en el valor del antigeno como producto
terapéutico. Ademas de ayudar a la induccién de una respuesta inmunolégica (humoral
o mediada por células) contra antigenos, el objetivo del adyuvante es provocar
efectores inmunitarios que den como resultado la produccién de citocinas especificas.
Ademas, puesto que la especificidad y magnitud de las respuestas inmunitarias
inducidas por el constructo de antigeno-adyuvante pueden depender en gran parte de
la naturaleza de las células inmunitarias del huésped, la potencia de los adyuvantes no
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puede analizarse sin referencia al huésped. Por tanto, las respuestas inmunitarias
inducidas por un antigeno pueden variar dependiendo de la naturaleza del adyuvante y
de la naturaleza del sistema inmunitario del huésped.

Siempre existe una necesidad de nuevos adyuvantes puesto que estan
desarrolldndose nuevas vacunas y casi siempre se necesitan adyuvantes con el fin de
obtener una induccién eficaz de una respuesta inmunitaria. Los nuevos adyuvantes
también pueden conferir nuevas propiedades atractivas a las vacunas. Por ejemplo,
pueden influir en el tipo y direccion de la respuesta inmunitaria inducida.

Descripcion de la invencion

Se muestra sorprendentemente que la fusion genética de fragmentos de proteina
particulares que se originan a partir de una especie de Leishmania con un antigeno
definido puede aumentar significativamente la potencialidad inmunogénica del antigeno
fusionado cuando la proteina quimérica resultante se administra in vivo a ratones.
También se muestra que la proteina resultante de la expresion in vivo del gen
quimérico presente en un plasmido de ADN también induce una respuesta humoral alta
contra el antigeno fusionado genéticamente mientras que la administracion del
plasmido que contiene el gen que codifica para el antigeno solo no la induce.

Molécula de acido nucleico

En un primer aspecto se proporciona una molécula de acido nucleico representada por
una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleétidos que codifican para un polipéptido 0 un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50% de identidad o
similitud de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,

ii. secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene
al menos el 50% de identidad o similitud de secuencia con la secuencia de nucleotidos
de SEQ ID NO:2 ,

iii. secuencias de nucle6tidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula
de acido nucleico de secuencia de (i) o (ii) ¥

iv. secuencias de nucleétidos que difieren de la secuencia de una molécula de &acido
nucleico en (iii) debido a la degeneracion del codigo genético.

Dicha molécula de acido nucleico es preferiblemente para su uso como adyuvante
cuando dicha molécula de acido nucleico esta operativamente unida a una secuencia
de nucleétidos que codifica para un antigeno tal como se define mas adelante en el
presente documento.

Una molécula de &cido nucleico descrita en esta invencion es atractiva puesto que la
proteina codificada puede usarse como adyuvante. Un adyuvante se define en el
presente documento como una molécula que puede presentar un antigeno al sistema
inmunitario de tal manera que se provogue una respuesta inmunitaria, 0 un aumento de
la misma, contra dicho antigeno cuando el antigeno se administra en combinacion con
el adyuvante. Para analizar la respuesta inmunitaria provocada especifica de antigeno,
dicha respuesta inmunitaria se compara con la respuesta inmunitaria inducida en
presencia del antigeno sin el adyuvante. La induccién se evalia en un sujeto o en
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células de un sujeto.

En este contexto, la respuesta inmunitaria provocada especifica de antigeno es
sinénimo de la respuesta inmunitaria inducida contra dicho antigeno o el aumento en la
induccién de una respuesta inmunitaria contra dicho antigeno o una respuesta
inmunitaria detectable contra dicho antigeno. Provocar una respuesta inmunitaria
especifica de antigeno puede reemplazarse por inducir, potenciar o aumentar una
respuesta inmunitaria contra un antigeno.

Una respuesta inmunitaria puede ser una respuesta de células B y/o T. Una respuesta
inmunitaria puede ser una respuesta de células B, es decir produccion de un
anticuerpo especificamente dirigido contra dicho antigeno. Un anticuerpo es
preferiblemente un anticuerpo de IgG, mas preferiblemente un anticuerpo de 1gG2a y/o
IgG1l. Una respuesta inmunitaria puede ser una respuesta de células T,
preferiblemente una respuesta Thl, una respuesta Th2 o una respuesta Th1/Th2
equilibrada. El experto sabe que dependiendo de la enfermedad, puede requerirse la
induccién de una respuesta de células B y/o T para controlarla. La produccion de dicho
anticuerpo podria evaluarse por ELISA, preferiblemente tal como se lleva a cabo en los
ejemplos. Alternativamente, dicha respuesta inmunitaria puede detectarse midiendo la
produccién de citocinas tales como, por ejemplo, IFN gamma, IL-6, TNF alfa o IL-10. La
produccion de tales citocinas podria evaluarse por ELISA, preferiblemente tal como se
lleva a cabo en los ejemplos.

En una realizacion preferida, la deteccién de la respuesta inmunitaria provocada
especifica de antigeno significa que dicha deteccion se produce tras al menos una,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce horas o mas o tras al
menos un dia de la administracion de dicho adyuvante y antigeno, o al menos dos
dias, o al menos tres dias, o al menos cuatro dias 0 mas. La deteccion se evalta en un
sujeto o en células de un sujeto, preferiblemente tal como se lleva a cabo en los
ejemplos.

En el contexto de la invencion, la respuesta inmunitaria provocada especifica de
antigeno preferiblemente significa una respuesta inmunitaria detectable contra dicho
antigeno. Un aumento detectable es preferiblemente un aumento de al menos el 5% de
la cantidad de un anticuerpo y/o de una citocina tal como ya se identificd en el presente
documento, o el 10%, el 15%, el 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%,
el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 100%, el
150%, el 200% o mas tras al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, once, doce horas o mas o tras al menos un dia de administracion de dicho
adyuvante y antigeno, o al menos dos dias, o al menos tres dias, o al menos cuatro
dias o0 mas. La deteccibn se evalla en un sujeto o en células de un sujeto,
preferiblemente tal como se lleva a cabo en los ejemplos.

Preferiblemente, se dice que dicha secuencia de aminoacidos y/o secuencia de
nucleétidos que tiene al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 81%, el 82%, el
83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%,
el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% de identidad o similitud con
una secuencia de nucleotidos y/o aminoacidos identificada especifica tal como se
definio anteriormente en el presente documento (SEQ ID NO:1 respectivamente SEQ
ID NO:2) son funcionales cuando el polipéptido codificado se califica como adyuvante.
Dicho polipéptido, representado por dicha secuencia de aminoacidos, puede provocatr,
inducir, potenciar 0 aumentar una respuesta inmunitaria contra un antigeno cuando se
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usa con dicho antigeno en al menos cierto grado. En “al menos cierto grado” significa
preferiblemente que al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el
80%, al menos el 90% o el 100% de la respuesta inmunitaria especifica de antigeno se
detecta usando SEQ ID NO:1. Provocar, inducir, potenciar o aumentar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno se ha definido anteriormente en el presente documento.

Una molécula de &cido nucleico tal como se define en el presente documento es
preferiblemente una molécula que comprende al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 o mas nucledtidos contiguos de SEQ ID NO:2, y cuyo
polipéptido codificado puede provocar, inducir, potenciar 0 aumentar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno cuando se usa con un antigeno tal como se define
anteriormente en el presente documento. En una realizacion preferida, dicha molécula
de acido nucleico tal como se define en el presente documento es preferiblemente una
molécula que comprende al menos 762, 765, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840
850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, 1000 o
1110 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 2. En una realizacion preferida, dicha
molécula de acido nucleico tal como se define en el presente documento es
preferiblemente una molécula que comprende como maximo 1110, 1000, 990, 980,
970, 960, 950, 940, 930, 920, 910, 900, 890, 880, 870, 860, 850, 840, 830, 820, 810,
800, 790, 780, 770 o 765 nucledtidos contiguos de SEQ ID NO: 2.

Un polipéptido tal como se define en el presente documento es preferiblemente un
polipéptido que comprende al menos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42 0
mas aminoacidos contiguos de SEQ ID NO:1 y que puede provocar, inducir, potenciar
0 aumentar una respuesta inmunitaria contra un antigeno cuando se usa con un
antigeno tal como se define anteriormente en el presente documento. En una
realizacion preferida, dicha molécula de &cido nucleico tal como se define en el
presente documento es preferiblemente una molécula que comprende al menos 254,
260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360 6 370 aminoacidos contiguos de
SEQ ID NO: 1. En una realizacion preferida, dicha molécula de &cido nucleico tal como
se define en el presente documento es preferiblemente una molécula que comprende
como maximo 370, 360, 350, 340, 330, 320, 310, 300, 290, 280, 270, 260 6 254
aminodcidos contiguos de SEQ ID NO: 1. El polipéptido que consiste en SEQ ID NO:1
también se denomina AAP (proteina aumentadora y activadora).

Una secuencia de nucleétidos o aminoacidos, abarcada por la presente invencion,
puede derivarse de una de las secuencias identifiadas en el presente documento
sustituyendo, insertando, delecionando o afiadiendo uno, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
nucleétidos o aminoéacidos, respectivamente. Una secuencia de aminoacidos, abarcada
por la presente invencién, puede derivarse de una de las secuencias identificadas en el
presente documento afiadiendo restos quimicos o aminoacidos N- o C-terminales
adicionales para aumentar la estabilidad, solubilidad e inmunogenicidad. En una
realizacion, una secuencia de aminoacidos abarcada por la presente invencién se
deriva de SEQ ID NO:1 mediante sustituciéon conservativa de al menos un aminoacido
presente en SEQ ID NO:1. Dicho aminoécido que puede reemplazarse puede ser una
histidina. El experto sabe que la histidina puede sustituirse por asparagina o glutamina
(es decir sustitucién conservativa tal como se define mas adelante en el presente
documento). Por tanto en una realizacién, una secuencia de aminoécidos abarcada por
la invencién se deriva de SEQ ID NO:1 y comprende 1, 2, 3, 4, 5 6 6 histidinas como
méximo. Por consiguiente, en una realizacion, una secuencia de acido nucleico
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abarcada por la invencion se deriva de SEQ ID NO:2 y codifica para una secuencia de
aminoacidos que comprende 1, 2, 3, 4, 5 6 6 histidinas como maximo. En una
realizacion, dicha secuencia de aminoécidos no comprende ninguna histidina y/o dicha
secuencia de acido nucleico correspondiente codifica para una secuencia de
aminodcidos que no comprende una histidina.

Por consiguiente, en una realizacion, una molécula de 4cido nucleico se representa por
una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleétidos que codifican para un polipéptido 0 un péptido que
comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos el 50% de identidad o
similitud de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1,

ii. secuencias de nucledtidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene
al menos el 50% de identidad o similitud de secuencia con la secuencia de nucleotidos
de SEQ ID NO:2 ,

iii. secuencias de nucle6tidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula
de acido nucleico de secuencia de (i) o (ii) ¥

iv. secuencias de nucleétidos que difieren de la secuencia de una molécula de &cido
nucleico en (iii) debido a la degeneracion del cddigo genético

y en la que dicha molécula de acido nucleico codifica para una secuencia de
aminoacidos que comprende 1, 2, 3, 4, 5 6 6 histidinas como méaximo. Preferiblemente
dicha molécula de acido nucleico codifica para una secuencia de aminoacidos que no
comprende una histidina. Preferiblemente en dicha molécula de acido nucleico, al
menos un codon que codifica para histidina o al menos 2, 3, 4, 5 6 6 codones que
codifican para histidinas se han sustituido por un codén que codifica para asparagina o
glutamina.

En una realizacion preferida, una molécula de acido nucleico de la invencién que esta
representada por una secuencia de nucledétidos tal como se definié anteriormente en el
presente documento comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica
para un antigeno. Se encontr6 que la respuesta inmunitaria provocada por un
adyuvante de la invencién era O6ptima cuando la secuencia de nucleétidos
correspondiente que codifica para un antigeno estaba comprendida dentro de, o
fusionada a, o operativamente unida a, una molécula de &cido nucleico que codifica
para el adyuvante tal como se definié anteriormente en el presente documento. Por
tanto, el adyuvante de la invencién se usa preferiblemente de tal manera que su
secuencia de nucleétidos codificante esta fusionada a u operativamente unida con una
secuencia de nucledtidos que codifica para un antigeno.

En una realizacion preferida, dicha molécula de acido nucleico de la invencion esta
libre de o no comprende una secuencia que codifica para un polipéptido que es
idéntica o es al menos el 99%, el 98%, el 97%, el 96%, el 95%, el 94%, el 93%, el 92%,
el 91%, el 90%, el 89%, el 88%, el 87%, el 86%, el 85%, el 84%, el 83%, el 82%, el
81%, el 80%, el 79%, el 78%, el 77%, el 76%, el 75% a SEQ ID NO: 3 a lo largo de
toda su longitud.

Un antigeno se define en el presente documento como una molécula que puede
reconocerse por un anticuerpo producido contra dicho antigeno cuando dicha molécula
esta presente en un sujeto. Un antigeno que puede inducir una respuesta inmunitaria
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especifica de un sujeto cuando dicho antigeno esta presente en dicho sujeto se dice
que es inmunogénico o que es un inmunégeno. Una respuesta inmunitaria es
preferiblemente tal como se defini6 anteriormente en el presente documento. Un
antigeno es preferiblemente un polipéptido o un péptido. Un péptido puede comprender
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30 aminoacidos o mas. Un antigeno puede ser un fragmento de proteina o una
proteina de longitud completa que se origina a partir de un organismo tal como se
identifica més adelante en el presente documento. También es posible usar varios
antigenos del mismo organismo con el fin de ser més eficaz al combatir al organismo.
Un antigeno también puede definirse mediante la referencia a una molécula de 4cido
nucleico codificante representada por una secuencia de &cido nucleico.

La fuente de un antigeno puede ser una proteina, un digesto de la proteina y/o un
fragmento de la misma, que puede estar en una forma purificada o puede estar
comprendida dentro de una composicién bruta, preferiblemente de origen bioldgico, tal
como un lisado bacteriano, lisado parasitario, lisado de levaduras, lisado viral, lisado
fungico, sonicado o fijado. Alternativamente, un antigeno puede sintetizarse
quimicamente o producirse enzimaticamente in vitro. La fuente de una proteina, o
fragmento de la misma como antigeno, también puede ser un acido nucleico que
codifica para dicho, o fragmento del mismo, a partir de un molde de ADN o ARN. Las
moléculas de ARN o ADN puede ser ADN ‘desnudo’, preferiblemente comprendidas en
vesiculas o liposomas, o pueden estar comprendidas en un constructo o un vector de
acido nucleico. El vector puede ser cualquier vector de ADN o ARN (recombinante)
conocido en la técnica, y preferiblemente es un pldsmido; en el que los genes que
codifican para antigenos de latencia estan operativamente unidos a secuencias
reguladoras que confieren expresion y traduccion de los mensajeros codificados. El
vector también puede ser también cualquier virus de ADN o ARN, tal como, pero sin
limitarse a, adenovirus, virus adenoasociado (VAA), un retrovirus, un lentivirus, virus
Vaccinia Ankara modificado (MVA) o virus de la viruela aviar, o cualquier otro vector
viral que pueda conferir expresion de un polipéptido en un sujeto escogido. Los
vectores de ADN pueden ser de no integracion, tales como vectores de replicacion
episomal, o pueden ser vectores que se integran en el genoma del huésped mediante
integracion aleatoria o mediante recombinacién homéloga.

Las moléculas de ADN que comprenden genes que codifican para una proteina de
antigeno, o fragmentos de la misma segun la presente invencion, opcionalmente
incrustadas en un vector tal como un virus o plasmido, pueden integrarse en un
genoma de un sujeto. En una realizacion preferida de la invencion, un huésped de este
tipo puede ser un microorganismo. Preferiblemente un microorganismo recombinante
de este tipo es un Mycobacterium, por ejemplo de las especies M. tuberculosis, M.
smegmatis o M. bovis y lo méas preferiblemente M. bovis bacilo Calmette Guerin (BCG)
0 M. smegmatis, que pueden suministrar a un huésped los polipéptidos o fragmentos
de los mismos segun la invencion (tal como se describe en Yue. Y. et al., (2007), J.
Virol. Meth., 141: 41-48, Cayabiyab Y. et al., (2006), J. Virol., 80: 1645-1652). Se
conocen en la técnica BCG recombinante y métodos para la recombinacién; por
ejemplo, en el documento W0O2004094469. Un microorganismo recombinante de este
tipo puede formularse como una vacuna atenuada viva y/o recombinante viva, tal como
se muestra en Jacobs et al. 1987, Nature, 327(6122):532-5. El vector también puede
estar comprendido en un huésped de origen bacteriano, tal como, pero sin limitarse a,
bacterias Salmonella o Shigella recombinantes y/o vivas-atenuadas.

En el contexto de la invencién, un sujeto significa un ser humano o un animal. Un
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animal que se abarca dentro del alcance de la invencion incluye un mamifero,
preferiblemente un perro.

Un antigeno puede originarse a partir de cualquier organismo conocido que esté
asociado con una enfermedad o un estado en un sujeto. Un antigeno puede originarse
a partir de un microorganismo tal como una bacteria, una levadura, un hongo, un
parasito. Alternativamente, un antigeno puede originarse a partir de un virus. Un
antigeno también puede ser un autoantigeno tal como, por ejemplo, los asociados o
vinculados con céancer o un antigeno tumoral. Los antigenos también pueden estar
asociados con o vinculados a enfermedades alérgicas.

Una enfermedad puede ser una enfermedad parasitaria. En este caso, un antigeno
puede originarse a partir de un protozoo que pertenece al phylum kinetoplastidae y/o
apicomplexa (tal como Plasmodium), y en particular miembros de la familia
tripanosomatidae, mas en particular diferentes especies del protozoo tripanosomético
Leishmania. Existen méas de 20 especies conocidas de Leishmania, que incluyen
especies del subgénero Leishmania, que comprende el complejo L. major, que incluye
L. major, el complejo L. Donovani, que incluye L. chagasi, L. donovani y L. infantum, el
complejo L. Mexicana, que incluye L. amazonensis y L. mexicana, asi como la
subespecie Viannia, que comprende el complejo L. braziliensis, que incluye L.
braziliensis y L. peruviana y el complejo L. guyanensis, que incluye L. guyanensis y L.
panamensis. En una realizacién preferida, un antigeno se origina a partir de una
especie de Leishmania, preferiblemente Leishmania major y/o Leishmania infantum. En
otra realizacion preferida, un antigeno se origina a partir de una especie de
Plasmodium. Las especies de Plasmodium de particular interés son Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax.

Por ejemplo, si un antigeno se origina a partir de un parasito, preferiblemente a partir
de una especie de Leishmania que provoca leishmaniasis, dicho compuestos podrian
seleccionarse de un grupo que consiste en una fuente de otras proteinas de un
parasito que provocan una enfermedad parasitaria tal como se describe en la
publicacion de Iborra, S. et al. (Iborra, S., et al.. 2004. Vaccine 22:3865-76). Una fuente
de proteina preferida de antigenos es en este contexto una histona tal como una H2A,
H2B, H3, H4 o una proteina ribosémica tal como LiPO, L2, L7, L8, L16, S6, L3, L5y S4.
Una proteina H2A preferida se representa por SEQ ID NO:3. Un acido nucleico
preferido que codifica para una H2A se representa por SEQ ID NO:4. Una proteina
H2B preferida se representa por SEQ ID NO:5. Un acido nucleico preferido que codifica
para una H2B se representa por SEQ ID NO:6. Una proteina H3 preferida se
representa por SEQ ID NO:7. Un &cido nucleico preferido que codifica para una H3 se
representa por SEQ ID NO:8. Una proteina H4 se representa por SEQ ID NO:9. Un
acido nucleico preferido que codifica para una H4 se representa por SEQ ID NO:10.
Una proteina LiPO preferida se representa por SEQ ID NO:11. Un &cido nucleico
preferido que codifica para una LiPO se representa por SEQ ID NO:12. Una proteina L2
preferida se representa por SEQ ID NO:13. Un &cido nucleico preferido que codifica
para L2 se representa por SEQ ID NO:14. Una proteina L7 preferida se representa por
SEQ ID NO:15. Un &cido nucleico preferido que codifica para una L7 se representa por
SEQ ID NO:16. Una proteina L8 preferida se representa por SEQ ID NO:17. Un acido
nucleico preferido que codifica para una L8 se representa por SEQ ID NO:18. Una
proteina L16 preferida se representa por SEQ ID NO:19. Un &cido nucleico preferido
que codifica para una L16 se representa por SEQ ID NO:20. Una proteina S4 preferida
se representa por SEQ ID NO:21. Un acido nucleico preferido que codifica para una S4
se representa por SEQ ID NO:22. Una proteina S6 se representa por SEQ ID NO:23 .
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Un &cido nucleico preferido que codifica para una S6 se representa por SEQ 1D NO:24.
Una proteina L3 preferida se representa por SEQ ID NO:25. Un acido nucleico
preferido que codifica para una L3 se representa por SEQ ID NO:26. Una proteina L5
preferida se representa por SEQ ID NO:27. Un &cido nucleico preferido que codifica
para una L5 se representa por SEQ ID NO:28.

Otro ejemplo es el uso de poli-proteinas que contienen varios antigenos de pardsitos
como se observo en Stober et al. y Aebischer, et al. y Poot et al. (Stober C.B.U.G., et
al. (2006),. Vaccine., 24: 2602-2616; Aebischer T., et al., (2000) Infection and
Immunity., 68: 1328-1336; y Poot J et al., (2009), Vaccine, 27: 4439-4446).

En parrafos proximos, una proteina histona también puede usarse como fuente de
proteina de antigenos. Los compuestos preferidos incluyen una proteina histona o
fragmento de la misma, o una molécula de acido nucleico que codifica para dicha
histona o dicho fragmento de histona. Mas preferiblemente, una proteina histona es
H2A, H2B, H3 y/o H4 tal como se identifica en el documento EP 1 687 023. Las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 son proteinas nucleares bien conservadas y sus
secuencias se conocen bien en la técnica (Requena, J. M., et al. 2000; Parasitol Today
16:246-50). Preferiblemente, las histonas se obtienen a partir de un organismo que
esta préximo al organismo que causa la enfermedad en el arbol evolutivo. Por tanto, de
particular interés como fuente de histonas que van a usarse en el tratamiento de
enfermedades parasitarias tales como Leishmaniasis son los protozoos, como por
ejemplo Plasmodium. Adicionalmente, de interés son los miembros de la familia
tripanosomatidae, mas en particular diferentes especies del protozoo tripanosomatico
Leishmania.

Otros compuestos preferidos incluyen otra proteina ribosémica o fragmento de la
misma o0 una molécula de acido nucleico que codifica para dicha proteina o fragmento
de la misma. Ejemplos de otras proteinas ribosémicas incluyen L19 y S4.

Otros compuestos preferidos incluyen un extracto de proteinas ribosémicas tal como se
identifica en el documento WO 2009/090175.

Una enfermedad puede incluir, pero sin limitarse a, alergia o un cancer. Cualquier tipo
de antigeno que se sabe que estad asociado o es especifico con un cancer puede
usarse en el contexto de la invencién. Tal tipo de antigeno también puede denominarse
antigeno tumoral. Un antigeno tumoral puede ser un producto de proteina de un
oncogén mutado o un gen supresor de tumores mutado, o un producto de proteina de
cualquier gen o gen mutado que se sabe que se expresa en un tumor 0 en un cancer.
Un antigeno tumoral puede ser un producto de proteina de un gen sobreexpresado o
expresado de manera aberrante. Un antigeno tumoral puede ser un producto de
proteina de un virus oncogénico. Un antigeno tumoral puede ser un producto de
proteina de un gen oncofetal. Los ejemplos de antigeno tumoral incluyen producto de
proteina de los siguientes genes: alfafetoproteina (AFP), antigeno carcinoembrionario
(CEA), antigeno tumoral epitelial (ETA), antigeno asociado a melanoma (MAGE), p53 o
CD20. Un antigeno tumoral tal como se define en el presente documento también
puede ser parte de un producto de proteina, es decir un polipéptido, un péptido
derivado de un producto de proteina de un gen tal como se identifica en el presente
documento.

Un antigeno de cancer preferido incluye CD20 o un fragmento del mismo. CD20 se
expresa en algunos tumores malignos de células B. Una secuencia de aminoacidos
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preferida que representa CD20 se identifica como SEQ ID NO:37. Un antigeno
preferido en este contexto comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 aminoé&cidos contiguos 0 mas de SEQ ID
NO:37 y/o tiene al menos el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95
6 el 99% de identidad o similitud con SEQ ID NO:37.

Un cancer puede ser un adenocarcinoma gastrico y/o tumor de mama. Un antigeno de
cancer preferido incluye una proteina S100A2 o un fragmento de la misma. La proteina
S100A2 es una proteina de union a calcio que se regula por incremento en asociacion
con la evolucion del adenocarcinoma géastrico humano (1) y del tumor de mama (2).
Una secuencia de aminoacidos preferida que representa S100A2 se identifica como
SEQ ID NO: 42. Una secuencia de &cido nucleico preferida que codifica para una
S100A2 preferida se identifica como SEQ ID NO: 43. Un antigeno preferido en este
contexto comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30 aminoacidos contiguos 0 mas de SEQ ID NO:42 y/o tiene al
menos el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95 o el 99% de
identidad o similitud con SEQ ID NO:42.

Una enfermedad puede ser una alergia. Un antigeno también puede estar asociado
con o vinculado a una enfermedad alérgica. Los ejemplos de antigenos alérgicos
preferidos incluyen un alérgeno de una especie de Cupressus, preferiblemente
Cupressus arizonica (Cupa4 o Cupal). Una secuencia de acido nucleico preferida que
representa la codificacion para un Cupa4 preferido se identifica como SEQ ID NO:38.
Una secuencia de acido nucleico preferida que representa la codificacion para un
Cupal preferido se identifica como SEQ ID NO:39. Una secuencia de aminoacidos
preferida que representa un Cupa4 preferido se identifica como SEQ ID NO:40. Una
secuencia de aminoacidos preferida que representa un Cupal preferido se identifica
como SEQ ID NO:41. Un antigeno preferido en este contexto comprende 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 aminoacidos
contiguos o mas de una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO:38 6 39
y/o tiene al menos el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95 o el
99% de identidad o similitud con una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID
NO:38 6 39.

Otro antigeno preferido en este contexto comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 aminoacidos contiguos 0 mas
de una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:40 6 41 y/o tiene al
menos el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90, el 95 o el 99% de
identidad o similitud con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO:40 6 41.

Sin embargo, el experto entenderd que la invencion no se limita a este antigeno
especifico.

Cada uno de los antigenos identificados en el presente documento (es decir proteinas,
partes de las mismas, polipéptido o péptido) se usa preferiblemente con o fusionado a
un polipéptido que es un adyuvante tal como se definié anteriormente en el presente
documento. Significa que en una realizacion preferida, una molécula de acido nucleico
gue codifica para un antigeno esta operativamente unida con una molécula de acido
nucleico de la invencion tal como se definié anteriormente en el presente documento
cuyo polipéptido codificado funciona como adyuvante. En una realizacion mas
preferida, dicha molécula de acido nucleico que codifica para un antigeno que esta
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operativamente unida con una molécula de acido nucleico de la invencién tal como se
definié anteriormente en el presente documento que codifica para un polipéptido que
funciona como adyuvante es una molécula de acido nucleico individual, que codifica
para un polipéptido individual. Dicho polipéptido puede denominarse polipéptido
quimérico. Este polipéptido quimérico comprende o consiste en un antigeno fusionado
a un adyuvante de la invencion. Este polipéptido quimérico puede comprender uno o
mas aminodcidos adicionales en el extremo 5’ y/o en el extremo 3’ y/o entre el antigeno
y el adyuvante.

La invencién proporciona por tanto una molécula de acido nucleico tal como se definié
anteriormente en el presente documento que codifica para un polipéptido que puede
comportarse como un adyuvante para un antigeno dado, cuando esta secuencia de
acido nucleico esta operativamente unida a una secuencia de nucleotidos que codifica
para dicho antigeno. En una realizacién preferida, esta molécula de &acido nucleico
codifica para un polipéptido que puede inducir una respuesta inmunitaria especifica de
antigeno en un sujeto. Por tanto, la invencion abarca dos tipos de moléculas de &cido
nucleico:

- uno que comprende o que consiste en una molécula de acido nucleico que codifica
para un adyuvante,

- uno que comprende o que consiste en una molécula de &cido nucleico que codifica
para un adyuvante fusionado a una molécula de acido nucleico que codifica para un
antigeno.

Dependiendo del tipo de fuente usada (a base de proteina o a base de acido nucleico),
el experto sabra que tipo de formulacion es adecuada. Un antigeno puede
administrarse como tal (acido nucleico o proteina desnuda). Alternativamente, una
fuente a base de &cido nucleico puede administrarse usando un constructo de acido
nucleico tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, se escoge una
formulacion a base de proteina. Mas preferiblemente, se usa un polipéptido quimérico
tal como se identificé anteriormente en el presente documento.

En otra realizacién, un antigeno puede originarse a partir de un virus. Cualquier virus
que provoque una enfermedad en seres humanos de la que se conozcan antigenos
esta abarcada dentro del alcance de la presente invencion.

En otra realizacion, un antigeno puede originarse a partir de una levadura, un hongo,
un alérgeno o una célula cancerosa o cualquier otra célula patolégica. Cualquier
levadura u hongo que provoque una enfermedad en seres humanos de la que se
conozcan antigenos esta abarcada dentro del alcance de la presente invencion.

Por consiguiente, una molécula de acido nucleico de la invencion codifica para un
polipéptido, preferiblemente un polipéptido quimérico tal como se identifica en el
presente documento que puede inducir una respuesta inmunitaria especifica de
antigeno cuando dicha molécula de &cido nucleico comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica para un antigeno.

Polipéptido

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido codificado por una molécula de
acido nucleico tal como se identificd anteriormente en el presente documento. Este
polipéptido comprende un adyuvante y preferiblemente un antigeno tal como se define
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en la seccion previa.

“Polipéptido” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier péptido,
oligopéptido, polipéptido, producto génico, producto de expresion o proteina. Un
polipéptido esta compuesto por aminoacidos consecutivos. El término “polipéptido”
abarca moléculas sintéticas o que se producen de manera nhatural.

Constructo de acido nucleico

En un aspecto adicional, se proporciona un constructo de &cido nucleico que
comprende una molécula de &cido nucleico tal como se identifica la seccién previa.
Este constructo de &cido nucleico puede comprender una molécula de acido nucleico
que codifica para un polipéptido definido como adyuvante en la seccidén previa. Este
constructo de acido nucleico puede comprender una molécula de acido nucleico que
codifica para un polipéptido definido como adyuvante y una molécula de acido nucleico
gue codifica para un antigeno tal como se define en la seccion previa.

La invencién también se refiere a un vector de expresién que comprende un constructo
de &cido nucleico de la invencién. Preferiblemente, un vector de expresion comprende
una secuencia de nucledtidos de la invencion, que esta operativamente unida a una o
mas secuencias control, que dirigen la produccién o expresion del polipéptido
codificado en una célula, un sujeto o un sistema de expresién sin células. Un vector de
expresion puede observarse como un vector de expresion recombinante.

Por consiguiente, una molécula de acido nucleico tal como se define en el presente
documento que codifica para un polipéptido que comprende o0 que consiste en o esta
compuesta por un adyuvante, es preferiblemente para su uso como medicamento, mas
preferiblemente como adyuvante. Por consiguiente, dicho polipéptido es
preferiblemente para su uso como un medicamento, mas preferiblemente como
adyuvante.

Por consiguiente, una molécula de &cido nucleico tal como se define en el presente
documento que codifica para un polipéptido que comprende o0 que consiste en o esta
compuesta por un adyuvante y un antigeno es preferiblemente para su uso como
medicamento, mas preferiblemente como vacuna contra dicho antigeno. Por
consiguiente, dicho polipéptido es preferiblemente para su uso como medicamento,
més preferiblemente como vacuna contra dicho antigeno.

Una vacuna de la invencién puede funcionar como vacuna terapéutica. Normalmente,
existe un periodo de tiempo entre el contacto con un antigeno, es decir, la infeccién y la
aparicion del primer sintoma de una enfermedad asociada con dicho antigeno. En este
caso, una vacuna actuaria como producto inmunitario farmacoldgico que prevendria
y/o trataria la enfermedad y/o retrasaria su evolucién provocando en el huésped una
respuesta inmunitaria que contrarresta el efecto patologico de la enfermedad. Una
vacuna terapéutica difiere de una vacuna profilactica en que una vacuna terapéutica
inducird proteccién en un sujeto que ya tiene la infeccién o la enfermedad. En otra
realizacion, una vacuna es una vacuna profilactica. Una vacuna profilactica puede
administrarse a un sujeto antes de que dicho sujeto se haya puesto en contacto con
dicho antigeno.

Un medicamento tal como se define en el presente documento se administra
preferiblemente por via parenteral, por ejemplo mediante inyeccion o infusién por via
intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intraarterial o intralesional. Un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

12

modo de administracion preferido es subcutdneo. Un medicamento puede combinarse
con un medio o vehiculo de administracion farmacéuticamente aceptable mediante
técnicas convencionales conocidas en la técnica. Por ejemplo, un medicamento puede
disolverse en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Se conocen bien en la
técnica métodos para preparar composiciones administrables por via parenteral y se
describen en mas detalle en diversas fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Ed. AR Gennaro, 202 edicion, 2000, Williams & Wilkins, PA,
EE. UU. Un medicamento se administra preferiblemente en una dosis terapéuticamente
eficaz, es decir, una que aumentard la capacidad del sistema inmunitario animal o
humano para combatir una enfermedad o estado tal como se define en el presente
documento. Preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz de un medicamento de
la invencién prevendra y/o retrasara el desarrollo de dicha enfermedad o estado.
Dependiendo de la enfermedad o el estado, el experto sabra qué pardmetro o sintoma
asociado con el desarrollo de dicha enfermedad escoger con el fin de seguir el
desarrollo de la enfermedad o estado.

La invencién abarca adicionalmente el uso de otro adyuvante conocido distinto ademas
de una molécula de acido nucleico o un polipéptido de la invencién. Cualquier
adyuvante conocido puede usarse en la presente invencién. El experto conoce varios
adyuvantes adecuados. Los adyuvantes se seleccionan lo mas preferiblemente de la
siguiente lista de adyuvantes: péptidos catidnicos (antimicrobianos), saponina y
ligandos del receptor de tipo Toll (TLR) tales como, pero sin limitarse a, poli(l:C),
motivos CpG, LPS, lipido A, lipopéptido Pam3Cys y flagelinas bacterianas o partes de
las mismas, y sus derivados que tienen modificaciones quimicas. Otros adyuvantes
preferidos para su uso en el método y en las composiciones segun la invencién son:
mezclas con BCG muerto o vivo, complejos de inmunoglobulina con dichos antigenos
de latencia o partes de los mismos, IC31 (de www.intercell.com; en el documento
WO003047602), QS21/MPL (documento US2003095974), DDA/MPL (documento
W02005004911), DA/TDB (documento W0O2005004911; Holten-Andersen et al., 2004
Infect Immun. 2004 Mar;72(3):1608-17.) y LAG3 soluble (CD223) (de
www.Immunotep.com; documento US2002192195). Ademas, otro adyuante preferido
incluye el uso de Corynebacterium paryum o Propionobacterium acnes (Aebischer T.,
et al., (2000) Infeccién and Immunity., 68: 1328-1336, Poot J et al., (2009), Vaccine, 27:
4439-4446 y Ferreira J.H. et al., (2008), Vaccine, 26: 67-685) .

Adyuvantes particularmente preferidos son los que se sabe que actian mediante los
receptores de tipo Toll. Los adyuvantes que pueden activar el sistema inmunitario
innato, pueden activarse particularmente bien mediante los receptores de tipo Toll
(TLR), que incluye los TLR 1 - 10 y/o mediante una proteina RIG-1 (gen-1 inducible por
acido retinoico) y/o mediante un receptor de endotelina. Los compuestos que pueden
activar receptores TLR, y modificaciones y derivados de los mismos, estan bien
documentados en la técnica. TLR1 puede activarse mediante lipoproteinas bacterianas
y formas acetiladas de las mismas; TLR2 puede, ademds, activarse mediante
glicolipidos de bacterias Gram positivas, LPS, LPA, LTA, fimbrias, proteinas de la
membrana externa, proteinas de choque térmico de bacterias o del huésped y
Mycobacterial lipoarabinomannans. TLR3 puede activarse mediante ARNbc, en
particular de origen viral, o mediante el compuesto quimico poli(l:C). TLR4 puede
activarse mediante LPS Gram negativo, LTA, proteinas de choque térmico del huésped
o de origen bacteriano, proteinas de la envuelta o cubierta viral, taxol o derivados del
mismo, oligosacaridos que contiene hialuronano vy fibronectinas. TLR5 puede activarse
con flagelina o flagelos bacterianos. TLR6 puede activarse mediante lipoproteinas
micobacterianas y factor soluble termoldbil de Streptococcus grupo B (GBS-F) o
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Staphylococcus modulins. TLR7 puede activarse mediante imidazoquinolinas y
derivados. TLR9 puede activarse mediante ADN CpG no metilado o complejos de
cromatina - 19G. En particular TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9 desempefian un papel
importante en la mediacion de una respuesta inmunitaria innata contra infecciones
virales, y compuestos que pueden activar estos receptores se prefieren particularmente
para su uso en la invencion. Adyuvantes particularmente preferidos comprenden, pero
no se limitan a, compuestos producidos de manera sintética que comprenden ARNbc,
poli(I:C), ADN CpG no metilado que activan receptores TLR3 y TLR9, IC31, un
agonista de TLR9, IMSAVAC, un agonista de TLR4. En otra realizacion preferida, un
adyuvante se une fisicamente a una molécula de acido nucleico tal como se definié
anteriormente en el presente documento. La union fisica de adyuvantes y compuestos
coestimuladores o grupos funcionales a péptidos que comprenden epitopo HLA clase |
y HLA clase IlI, proporciona una respuesta inmunitaria potenciada mediante
estimulacion simultanea de células presentadoras de antigenos, en particular células
dendriticas, cuyo papel es internalizar, metabolizar y presentar antigenos. Otro
compuesto de modificacion inmunitaria preferido es un inhibidor de la adhesion de
células T, mas preferiblemente un inhibidor de un receptor de endotelina tal como BQ-
788 (Buckanovich R.J., et al., (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:4892.). BQ-788 es
N-cis-2,6-dimetilpiperidinocarbonil-L-gamma-metilleucil-D-1-metoxicarboniltriptofanil-D-
norleucina. Sin embargo, cualquier derivado de BQ-788 o compuesto BQ-788
modificado también se abarca dentro del alcance de esta invencion.

Otros adyuvantes incluyen MPL-SE (Glaxo Smithkline Biologicals, Bélgica) o EM005
(IDRI, EE. UU.).

En una realizacion preferida, un adyuvante es un adyuvante que promueve Th; (como
un adyuvante que comprende un motivo de ODN CpG). Un adyuvante que promueve
Th1 se ha definido en la bibliografia (Liu N., et al. (2003), Nature Immunology, 687-693)
como un adyuvante que puede promover, o desencadenar, o inducir, o inducir un
aumento de, una respuesta inmunitaria Th; contra un antigeno dado cuando se usa
junto con este antigeno tal como se detecta en sobrenadantes de esplenocitos de un
sujeto tratado cuando se cultiva con el antigeno. Como control, la promocién, o
desencadenamiento, de una respuesta inmunitaria Thl se evalla en una poblacién de
esplenocitos del mismo sujeto que no se ha tratado con el antigeno y el adyuvante, o
con la misma poblacion sélo tratada con el antigeno. Desencadenamiento o promocién
de una respuesta inmunitaria Th; se define preferiblemente por la induccién de IFNy tal
como se detecta mediante el cultivo de esplenocitos de un sujeto tratado con el
antigeno y/o induciendo la produccion de inmunoglobulinas IgG2a especificas de
antigeno. La evaluacion de la induccion de esta citocina y de IgG2a ya se ha definido
en el presente documento. En una realizacion preferida, un adyuvante que promueve
Th-1 es, o comprende, o consiste en, un oligodesoxinucleétido. Mas preferiblemente,
un oligodeoxinucleotido (ODN) comprende, o consiste en, CpG en el que la C no esta
metilada (ODN de CpG): 3'purina-CpG-5’pirimidina. Un oligodeoxinucleotido preferido
es, o comprende, o consiste en, una secuencia de ODN modificada con fosforotioato.
El uso de oligodeoxinucleétidos que tienen tal modificacion es ventajoso puesto que los
oligodeoxinucleotidos asi usados son mas estables que los oligonucle6tidos no
modificados y por tanto no se degradaran facilmente una vez que estén en el torrente
sanguineo. Un adyuvante que promueve Th-1 preferido consiste en, o comprende, al
menos un motivo CpG, al menos dos, o al menos tres. Secuencias preferidas del ODN
inmunoestimulador (5° a 3) eran TCAACGTTGA (SEQ ID NO:29) vy
GCTAGCGTTAGCGT (SEQ ID NO:30). El experto no se limita a las secuencias
descritas explicitamente en el presente documento. Puede disefiar otras secuencias
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gue porten la propiedad de promocion de Th-1 tal como se definié anteriormente en el
presente documento.

En una realizacion preferida, una medicina (o preparacion médica o composicion
farmacéutica o medicamento) tal como se define en el presente documento se usa
para aumentar la capacidad del sistema inmunitario de un sujeto para combatir una
infeccion y/o una enfermedad, mas preferiblemente una infeccion parasitaria y/o una
enfermedad parasitaria. En particular, puede usarse para su administracion a un sujeto
humano o animal. Una medicina tal como se define en el presente documento se
administra preferiblemente por via parenteral, por ejemplo mediante inyecciébn o
infusion por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intraarterial,
intranasal o intralesional. Un modo de administracion preferido es subcutaneo. La
invencidn no se limita a un modo especifico de administracién de un medicamento o
una molécula de acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un
polipéptido tal como se define en el presente documento. Un modo de administracion
preferido es administracion oral usando una capsula o0 un comprimido.
Alternativamente, un medicamento o una molécula de acido nucleico o un constructo
de acido nucleico o un péptido o un polipéptido tal como se define en el presente
documento puede administrarse localmente mediante un catéter o una bomba, o un
supositorio. Alternativamente, un medicamento o una molécula de &cido nucleico o un
constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido tal como se define en el
presente documento puede administrarse por via topica. La formulacion de un
medicamento o una molécula de acido nucleico o un constructo de &cido nucleico o un
péptido o un polipéptido tal como se define en el presente documento o de una
composicion que comprende dichos compuestos depende del modo de administracion
y aplicacion (terapéutica) pretendido. Un portador farmacéutico puede ser cualquier
sustancia compatible, no téxica adecuada para suministrar dicho compuesto a un
sujeto. Por ejemplo agua estéril, 0 sélidos o excipientes inertes pueden usarse como
portador, habitualmente complementado con adyuvantes farmacéuticamente
aceptables, agentes de tamponamiento, agentes de dispersién y similares. Las
composiciones 0 bien estardn en forma liquida, por ejemplo una suspension
estabilizada de dicho compuesto, o una composicion que comprende dicho compuesto,
o en formas secas y/o solidas: por ejemplo polvo. Para administracion oral y rectal,
dicho compuesto puede administrarse en formas farmacéuticas soélidas, tales como
capsulas, comprimidos, supositorios y polvos, o en formas farmacéuticas liquidas, tales
como elixires, jarabes, cremas, pomadas, enemas y suspensiones. Otras forma puede
ser una forma semi-liquida o semi-sélida en la que dicho compuesto esti presente
como una forma liquida en, o sobre, un soporte sélido tal como un parche.

Una medicina puede combinarse con un medio o vehiculo de administracion
farmacéuticamente aceptable mediante técnicas convencionales conocidas en la
técnica. Por ejemplo, un medicamento o una molécula de acido nucleico o un
constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido tal como se define en el
presente documento, y opcionalmente un segundo adyuvante, pueden disolverse en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Los métodos para preparar
composiciones administrables por via parenteral se conocen bien en la técnica y se
describen en més detalle en diversas fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, Ed. AR Gennaro, 202 edicion, 2000, Williams & Wilkins, PA,
EE. UU. Una medicina se administra preferiblemente en una dosis terapéuticamente
eficaz, es decir, una que aumentara la capacidad del sistema inmunitario animal o
humano para combatir una infeccion y/o una enfermedad tal como se define en el
presente documento. Preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz de una
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preparacion médica de la invencion puede provocar una respuesta inmunitaria tal como
se define en el presente documento: una dosis es terapéuticamente eficaz cuando
puede provocar o inducir la respuesta inmunitaria apropiada, o inducir un aumento de
la respuesta inmunitaria apropiada contra un antigeno especifico en un sujeto tratado
tal como se define en el presente documento. Incluso mas preferiblemente, la
respuesta inmunitaria provocada o inducida es una respuesta inmunitaria protectora.
En una realizacion preferida, una medicina tal como se define en el presente
documento es una vacuna. En una realizacion mas preferida, al menos 5, 10, 15 6 20
microgramos de una molécula de &cido nucleico o un constructo de acido nucleico o un
péptido o un polipéptido tal como se define en el presente documento estd usandose
en una vacuna. Dicha vacuna puede administrarse al menos una vez, dos veces, tres
veces, cuatro veces 0 mas. Una vacuna, tal como se define en el presente documento,
puede ser una vacuna terapéutica o profilactica. El volumen en el que una molécula de
acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido tal como
se define en el presente documento puede disolverse puede oscilar entre 100-500
microlitros.

Composicién

Adicionalmente, se proporciona una composicion que comprende una molécula de
acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido y
opcionalmente un segundo adyuvante, preferiblemente un adyuvante que promueve
Th;. Cada caracteristica de dicha composicion ya se ha definido en el presente
documento. En una realizacion preferida, esta composicidon consiste en una molécula
de acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido tal
como se identifica en el presente documento, un adyuvante que promueve Th
preferido es un ODN CpG. Una composicion preferida comprende o consiste en una
molécula de acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un
polipéptido y opcionalmente un segundo adyuvante, preferiblemente un adyuvante que
promueve Th; disuelto en PBS o un tampén adecuado. Tal como ya se definié en el
presente documento, un antigeno puede estar ya presente estando comprendido
dentro de dicho péptido o polipéptido o estando codificado por parte de dicha molécula
de acido nucleico o estando codificado por parte de la molécula de acido nucleico
presente en dicho constructo de acido nucleico. En una realizacion preferida adicional,
también se abarca por la presente invencion que una molécula de &cido nucleico o un
constructo de &cido nucleico o un péptido o un polipéptido y opcionalmente un segundo
adyuvante, preferiblemente un adyuvante que promueve Thl se administren
secuencialmente. Por tanto, cada componente no necesita estar fisicamente presente
en una unica composicion siempre que ambas se administren a un sujeto.

Tal composicion puede comprender ademas un adyuvante y/o portador
farmacéuticamente aceptable.

Tal composicion es preferiblemente para su uso como medicina o0 como medicamento.
La medicina es preferiblemente una vacuna. Medicina, adyuvante y vacuna ya se han
definido extensamente en el presente documento.

Una composicion puede estar en la forma liquida, solida o semi-liquida o semi-sélida
tal como ya se defini6 en el presente documento.

En una realizacién preferida, se usan otros compuestos secuencial o simultaneamente
con una molécula de acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o
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un polipéptido con el fin de mejorar la especificidad del tratamiento profilactico o
terapéutico. Es ventajoso por ejemplo usar otros compuestos que potenciaran
adicionalmente la respuesta inmunitaria del sujeto tratado. Mas preferiblemente, tales
compuestos no estan presentes en una Unica composicion junto con una molécula de
acido nucleico o un constructo de acido nucleico o un péptido o un polipéptido.

Uso

Por consiguiente, se proporciona adicionalmente el uso de una molécula de &cido
nucleico tal como se identifica en el presente documento que codifica para un
adyuvante y una molécula de acido nucleico que codifica para un antigeno, un péptido
correspondiente, un polipéptido correspondiente, un constructo de acido nucleico
correspondiente y/o una composicion correspondiente para la fabricacion de un
medicamento para tratar una enfermedad o un estado asociado con un antigeno tal
como se identifico anteriormente en el presente documento.

Por consiguiente, se proporciona adicionalmente el uso de una molécula de &cido
nucleico tal como se identifica en el presente documento que comprende una molécula
de &cido nucleico que codifica para un adyuvante operativamente unido a una molécula
de &cido nucleico que codifica para un antigeno, un péptido correspondiente, un
polipéptido correspondiente, un constructo de acido nucleico correspondiente y/o una
composicion correspondiente para la fabricacion de un medicamento que es una
vacuna para tratar una enfermedad o un estado asociado con el antigeno.

Cada caracteristica de este uso ya se ha definido en el presente documento.

Método de tratamiento

En un aspecto adicional, se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad
0 un estado asociado con un antigeno, en el que dicho tratamiento comprende una
molécula de &cido nucleico que codifica para un adyuvante y una molécula de acido
nucleico que codifica para un antigeno, un péptido correspondiente, un polipéptido
correspondiente, un constructo de acido nucleico correspondiente y/o una composicion
correspondiente.

Por consiguiente, se proporciona adicionalmente un método de tratamiento de una
enfermedad o un estado asociado con un antigeno tal como identifica en el presente
documento, en el que dicho tratamiento comprende una vacuna, comprendiendo dicha
vacuna una molécula de acido nucleico tal como se identifica en el presente
documento que comprende una molécula de acido nucleico que codifica para un
adyuvante operativamente unido a una molécula de acido nucleico que codifica para un
antigeno, un péptido correspondiente, un polipéptido correspondiente, un constructo de
acido nucleico correspondiente y/o una composicién correspondiente.

Cada caracteristica de este método ya se ha definido en el presente documento.
Definiciones

Identidad de secuencia

“Identidad de secuencia” se define en el presente documento como una relacién entre
dos o mas secuencias de aminoacidos (péptido, polipéptido o proteina) o dos o mas
secuencias de &cido nucleico (nucleétido, polinucleétido), tal como se determina
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comparando las secuencias. En la técnica, “identidad” también significa el grado de
relacién de secuencia entre secuencias de acido nucleico 0 aminoacidos, como puede
ser el caso, tal como se determina por el apareamiento entre hebras de tales
secuencias. La “similitud” entre dos secuencias de aminoacidos se determina
comparando la secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de aminodcidos
conservados de un péptido o polipéptido con la secuencia de un segundo péptido o
polipéptido. En una realizacién preferida, la identidad o similitud se calcula con
respecto a la SEQ ID NO completa tal como se identifica en el presente documento. La
“identidad” y “similitud” pueden calcularse facilmente mediante métodos conocidos, que
incluyen pero no se limitan a los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk,
A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press,
Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic
Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M
Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math.,
48:1073 (1988).

Se disefian métodos preferidos para determinar la identidad para proporcionar el
apareamiento mas largo entre las secuencias sometidas a prueba. Los métodos para
determinar la identidad y similitud estan codificados en programas informéticos
disponibles publicamente. Los métodos de programas informéticos preferidos para
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen por ejemplo el
paquete de programas GCG (Devereuy, J., et al., Nucleic Acid Research 12 (1): 387
(1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al.,, J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990). EI programa BLAST X esta publicamente disponible del NCBI y
otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894;
Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). También puede usarse el algoritmo
de Smith Waterman bien conocido para determinar la identidad.

Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen
los siguientes: Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz
de comparacion: BLOSSUM62 de Hentikoff y Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915-10919 (1992); penalizacion por hueco: 12; y penalizacion por longitud de
hueco: 4. Un programa Util con estos parametros esta disponible publicamente como el
programa “Ogap” de Genetics Computer Group, ubicado en Madison, WI. Los
parametros mencionados anteriormente son los parametros por defecto para
comparaciones de aminoacidos (sin penalizacion para huecos finales).

Los pardmetros preferidos para la comparacion de acido nucleico incluyen los
siguientes: Algoritmo: Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de
comparacion: apareamientos=+10, apareamientos erroneos=0; penalizacion por hueco:
50; penalizacion por longitud de hueco: 3. Disponible como el programa Gap de
Genetics Computer Group, ubicado en Madison, Wis. Se facilitan anteriormente los
parametros por defecto para comparaciones de &cido nucleico.

Opcionalmente, al determinar el grado de similitud de aminoacidos, el experto también
puede tener en cuenta las denominadas sustituciones de aminoécidos “conservativas”,
como estara claro para el experto. Las sustituciones de aminoacidos conservativas se
refieren a la capacidad de intercambio de residuos que tienen cadenas laterales
similares. Por ejemplo, un grupo de amino&cidos que tiene cadenas laterales alifaticas
es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene
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cadenas laterales alifaticas-con hidroxilo es serina y treonina; un grupo de aminoacidos
gue tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y
triptéfano; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales bésicas es lisina,
arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que
contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucion de aminoacidos
conservativa preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes de sustituciéon de la
secuencia de aminodcidos dada a conocer en el presente documento son aquellas en
las que al menos un residuo en las secuencias dadas a conocer se ha eliminado y un
residuo diferente se ha insertado en su lugar. Preferiblemente, el cambio de
aminodcidos es conservativo. Sustituciones conservativas preferidas para cada uno de
los aminoé&cidos que se producen de manera natural son las siguientes: Ala a ser; Arg
a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; GIn a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a
ash o gln; lle aleu o val; Leu aile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met,
leu o tyr; Ser a thr; Thr a ser; Trp atyr; Tyr a trp o phe; y Val a ile o leu.

Condiciones de hibridacion

Las condiciones de hibridaciéon para una molécula de &cido nucleico pueden tener
rigurosidad baja o media o alta (procedimientos de transferencia de tipo Southern).
Condiciones de rigurosidad baja o media o alta significa prehibridacion e hibridacién a
42°C en 5X SSPE, SDS al 0,3%, ADN de esperma de salmén fragmentado y
desnaturalizado 200 pg/ml, y formamida o bien al 25%, al 35% o bien el 50% para
rigurosidades baja 0 media o alta respectivamente. Posteriormente, la reaccion de
hibridacién se lava tres veces durante 30 minutos cada una usando 2XSSC, SDS al
0,2% y o bien 55°C, 65°C o bien 75°C para rigurosidades baja o medio o alta
respectivamente.

Constructo de acido nucleico, vector de expresion, operativamente unido, expresion,
secuencias control

Un constructo de acido nucleico se define como una molécula de acido nucleico que
estd aislada de un gen que se produce de manera natural o que se ha modificado para
gue contenga segmentos de &cidos nucleicos que se combinan o yuxtaponen de una
manera que de otra forma no existiria en la naturaleza. Una molécula de &cido nucleico
esta representa por una secuencia de nucle6tidos. Opcionalmente, una secuencia de
nucleotidos presente en un constructo de &cido nucleico esti operativamente unida a
una o mas secuencias control, que dirigen la produccién o expresion de dicho péptido o
polipéptido en una célula o en un sujeto.

“Operativamente unida” se define en el presente documento como una configuracion
en la que una secuencia control se coloca apropiadamente en una posicion en relacién
con la secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido de la invencion de
manera que la secuencia control dirige la produccion/expresion del péptido o
polipéptido de la invencion en una célula y/o en un sujeto.

“Operativamente unida” también puede usarse para definir una configuracion en la que
una secuencia (es decir, definida como un adyuvante) se coloca apropiadamente en
una posicién en relacién con otra secuencia que codifica para un antigeno de manera
que se forma un polipéptido quimérico (es decir, que comprende un adyuvante
fusionado a un antigeno) en una célula y/o en un sujeto.
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“Operativamente unido” se refiere a la fusibn genética de una secuencia que codifica
para una proteina que puede comportarse como un adyuvante tal como se define en el
presente documento con una secuencia que codifica para un antigeno tal como se
define en el presente documento dando como resultado una secuencia quimérica de
acido nucleico que codifica para una proteina quimérica.

Expresion se entenderd que incluye cualquier etapa implicada en la produccion del
péptido o polipéptido incluyendo, pero sin limitarse a, transcripcién, modificacion
postranscripcional, traduccion, modificacion postraduccional y secrecion.

Secuencia control se define en el presente documento que incluye todos los
componentes que son necesarios 0 ventajosos para la expresion de un polipéptido.
Como minimo, las secuencias control incluyen un promotor y sefiales de terminacion
de la transcripcion y la traduccion. Opcionalmente, un promotor representado por una
secuencia de nuclebtidos presente en un constructo de &cido nucleico esti
operativamente unido a otra secuencia de nucleotidos que codifica para un péptido o
polipéptido tal como se identifica en el presente documento

Un vector de expresibn puede ser cualquier vector que puede someterse
convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y puede propiciar la
expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido de la
invencion en una célula y/o en un sujeto. Tal como se usa en el presente documento, el
término “promotor” se refiere a un fragmento de &cido nucleico que funciona
controlando la transcripcion de uno o méas genes o &cidos nucleicos, ubicados en el
sentido de 5’ con respecto a la direccion de transcripcién del sitio de iniciacién de la
transcripcion del gen. Estd relacionado con el sitio de unién identificado por la
presencia de un sitio de unién para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de
iniciacion de la transcripcion y cualquier otra secuencia de ADN, incluyendo, pero sin
limitarse a, sitios de unidn de factores de transcripcion, sitios de unién de proteinas
activadoras y represoras, y cualquiera otra secuencia de nucleétidos conocida por el
experto en la técnica que actia directa o indirectamente regulando la cantidad de
transcripcion del promotor. Dentro del contexto de la invencion, un promotor
preferiblemente termina en el nucle6tido -1 del sitio de inicio de la transcripcién (TSS).

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo “comprender” y sus
conjugaciones se usan en su sentido no limitativo significando que los objetos que
siguen a la palabra se incluyen, pero los objetos no mencionados especificamente no
se excluyen. Ademdas el verbo “consistir” puede reemplazarse por ‘“consistir
esencialmente en” significando que un producto o una composicién o una molécula de
acido nucleico o un péptido o polipéptido de un constructo de acido nucleico tal como
se define en el presente documento puede comprender componente(s) adicional(es)
que los especificamente identificados; no alterando dicho(s) componente(s) adicionales
la caracteristica Unica de la invencién. Ademas, la referencia a un elemento mediante
el articulo indefinido “un” o “una” no excluye la posibilidad de que mas de uno de los
elementos esté presente, a menos que el contexto claramente requiera que haya uno y
s6lo uno de los elementos. El articulo indefinido “un” o “una” por tanto significa
habitualmente “al menos uno”.

Todas las referencias de bibliografia y de patentes citadas en la presente memoria
descriptiva se incorporan por el presente documento como referencia en su totalidad.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para fines ilustrativos sélo, y no pretenden limitar el
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alcance de la presente invencion de ninguna manera.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Kmpll en fase sélida. Respuesta humoral contra Kmpll y contra Q. A:
Respuesta de IgG contra Kmp11 tras la administracion i.p. y s.c. de Kmp11 (20 ug). B:
Respuesta de IgG contra Kmpll tras la administracién i.p. y s.c. de KAAP (5 ug) y
Kmpll (1 ug). C: Respuesta de IgG contra Q tras la administracion i.p. y s.c. de KAAP
(5 ug). D: Respuesta de IgG contra Kmp1l1 tras la administracion i.p. y s.c. de Q (5 pg)
+ Kmp11 (20 ug). E: Respuesta de IgG contra Q tras la administracion i.p. y s.c. de Q
(5 pg) + Kmpll (20 pg). Las barras indican la variabilidad de la respuesta entre los
animales dentro de un grupo.

Figura 2. Kmpll en fase sélida. Respuesta humoral contra Kmpll y contra Q. A:
Respuesta de IgG humoral contra Kmpl1l tras la administracion de KAAP(1 ug) y
Kmpll (0,25 pg) i.p. y s.c.. B: Respuesta humoral contra Q tras la administracion de
KAAP (1 pg) i.p. y s.c.. C: Respuesta de IgGl e IgG2a contra Kmpll tras la
administracion i.p. y s.c. de KAAP (1 ug). D: Respuesta de IgG1 e IgG2a contra Q tras
la administracion i.p. y s.c. de KAAP (1 ug). Las barras indican la variabilidad de la
respuesta entre los animales dentro de un grupo.

Figura 3. Kmpll en fase sélida. Respuesta humoral contra Kmpll y contra Q. A:
Respuesta de IgG contra Kmpl1 tras la administracion s.c. de pRcKmp11l (20 ug),
KAAP (3 pg) y pRcKAAP 20 ug). B: Respuesta de IgG contra Q tras la administracion
s.c. de KAAP (3 pg) y pRcKAAP (20 pg). C: Respuesta de IgG1 e IgG2a contra Kmpll
tras la administracion s.c. de pRcKmpl1l (20 ug), KAAP (3 pg) y pRcKAAP (20 pg). D:
Respuesta de IgG1l e IgG2a contra Q tras la administracion s.c. de KAAP (3 ug) y
pRCcKAAP (20 pg). Las barras indican la variabilidad de la respuesta entre los animales
dentro de un grupo.

Figura 4. Kmpll en fase sdlida. Produccion de citocinas en células de bazo
estimuladas con KAAP y en no estimuladas de ratones a los que se les inyecté PBS,
KAAP y pRcKAAP. Las barras indican la variacion entre determinaciones por triplicado.
Las unidades indicadas en el eje Y se facilitan en pg/ml. En el eje X se indican los
grupos vacunados.

Figura 5. Kmpll en fase sdlida. Produccion de citocinas en células de bazo
estimuladas con Kmp11 y en no estimuladas de ratones a los que se les inyecté PBS,
KAAP y pRcKAAP. Las barras indican la variacion entre determinaciones por triplicado.
Las unidades indicadas en el eje Y se facilitan en pg/ml. En el eje X se indican los
grupos vacunados.

Figura 6. Cup a 4 en fase sélida. Se inmunizaron los animales con tres dosis de PBS, 5
[lgde CAAP; 2 (ljgde Cupa4y?2igde Cupa4+3igdeAAP. Una semana tras la
administracion de la tercera dosis, se recogieron los sueros y se analizaron para
detectar reactividad contra Cup a 4. 1A-: Reactividad de IgG. 1B-: Reactividad de IgGL1.
1C-: Reactividad de 1gG2a. Los sueros se sometieron a prueba a una dilucion de
1/2000 para IgG y 1/1000 para IgGl e IgG2a. Las estrellas indican diferencias
estadisticas.

Figura 7. Cup a 4 en fase so6lida. Se inmunizaron los animales con dos dosis de PBS, 5
[lg de CAAP; 2 [lgde Cup a4y 2 (lg de Cup a 4+3 [Ig de AAP. Una semana tras la



10

15

20

25

30

35

40

21

administracion de la segunda dosis se recogieron los sueros y se analizaron para
detectar reactividad contra Cup a 4. 2A-: Reactividad de IgG; 2B-: Reactividad de IgG1;
1C-: Reactividad de 1gG2a. Los sueros se sometieron a prueba a una dilucion de
1/1600 para IgG y 1/400 para IgGl e IgG2a. Las estrellas indican diferencias
estadisticas.

Figura 8. Cup a 4 en fase solida. Reactividad de IgG de los sueros de animales
inmunizados con una unica dosis de PBS, 1,25 [ig de CAAP; 0,51gde Cupa4yO0,5
flg de Cup a 4 + 0,75 [g de AAP. Una semana tras la administracion de la dosis se
recogieron los sueros y se analizaron para detectar reactividad contra Cup a 4. Los
sueros se sometieron a prueba a una dilucion de 1/100. Las estrellas indican
diferencias estadisticas.

Figura 9. Cup a 4 en fase solida. Animales inmunizados con dos dosis de PBS, 1,25 [ig
de CAAP; 0,571gde Cupa4y0,57igde Cupa4+0,75 [lg de AAP. Una semana tras
la administracion de la segunda dosis se recogieron los sueros y se analizaron para
detectar reactividad contra Cup a 4. 4A-: IgG; 4B-, 1gG1; 4C-, IgG2a. Los sueros se
sometieron a prueba a una dilucion de 1/4000 para IgG y 1/100 para IgG1 e IgG2a. Las
estrellas indican diferencias estadisticas.

Figura 10. S100A2 en fase solida. Reactividad contra S100A2 (en unidades de D.O.).
Se inmunizaron cuatro grupos de animales (N=5) con una Unica dosis de S100AAP
(1,05 pg), S100A2 (0,3 pg), AAP (0,75 pug de AAP) y S100A2 + AAP (0,3 pug + 0,75 pg).
Se administr6 tampon PBS a otro grupo de animales usados como controles. Los
sueros se obtuvieron 15 dias tras la administracion de las proteinas. Los sueros se
analizaron a una dilucion de 1/100.

Figura 11. S100A2 en fase solida. Reactividad contra S100A2 (en unidades de D.O.).
El mismo grupo de animales indicado en la figura 1 se inmuniz6 con S100AAP (1,05
ug), S100A2 (0,3 ug), AAP (0,75 ug de AAP) y S100A2 + AAP (0,3 ug + 0,75 pg) 15
dias tras la administracion de la primera dosis. Los sueros se obtuvieron una semana
después. (A) Reactividad de IgG. (B) Reactividad de IgG1. (C) Reactividad de IgG2.
Los sueros se analizaron a una dilucién de 1/200. Las estrellas indican diferencias
estadisticas altas.

Figura 12. Vector de expresion Cup a 4 AAP
Figura 13. Vector de expresion S100A2 AAP

Figura 14. Reactividad contra S100A2 (en unidades de D.O.) tras una tercera
immunizacién. EI mismo grupo de animales indicado en la figura 1 se inmunizé con
S100AAP (1,05 pg), S100A2 (0,3 ug), AAP (0,75 pg de AAP) y S100A2 + AAP (0,3 ug
+ 0,75 ug) 15 dias tras la administracion de la segunda dosis. Los sueros se obtuvieron
una semana después. (A) Reactividad de IgG. (B) Reactividad de 1gGl. (C)
Reactividad de IgG2a. Los sueros se analizaron a una dilucion de 1/6400. Las estrellas
indican diferencias estadisticas (p< 0,05).

Ejemplos
Seccion |

Materiales y métodos
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Animales e inmunizacién. Se adquirieron ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad
hembras de Harlan Interfauna Ibérica S.A. (Barcelona, Espafia). Se realizd la
inmunizacién de los animales mediante una via intraperitoneal (i.p.) o subcutanea (s.c.)
tal como se indica en las leyendas de las figuras incluidas en la seccién de resultados.
Se extrajo sangre de los ratones mediante puncién del plexo orbital.

Construccion del plasmido de ADN que expresa el gen quimérico Kmpl11AAP.

Se eliminaron las secuencias de ADN que codifican para los extremos amino y
carboxilo terminales de los determinantes antigenicos de H2A del clon quimérico pPQ
(Soto M, et al. J Clin Microbiol. Enero de 1998;36(1):58-63.) mediante digestion con
Bam HI. La secuencia de acido nucleico de PQ o Q se representa por SEQ ID NO: 46.
La secuencia de aminoacidos de PQ o Q se representa por SEQ ID NO: 47. El clon
resultante sin las secuencias que codifican para determinantes de H2A se denomind
pAAP (SEQ ID NO:2). Se obtuvo la secuencia de ADN que codifica para la proteina
Kmpl1 mediante amplificacién por PCR de la secuencia de ADN que codifica para esa
proteina presente en el plasmido pBLs-KMP-11 (Fuertes M.A., et al., J Biol Inorg Chem
6 (2001) 107-117.) usando como cebadores los oligonucledtidos directo
5’CGGGATCCTTTAATGGCCACCACGTACGAGGAG3' (SEQ ID NO: 31) e inverso
5’ CGGGATCCCCCCTTGGATGGGTACTGCGCAGCS3' (SEQ ID NO: 32). Entonces, se
digirié el producto de PCR que codifica para la proteina Kmpll con Bam HI y se
insertd en pAAP (el clon de pPQ digerido con Bam HI que carece de los determinantes
de H2A) (SEQ ID NO:33). El clon resultante, denominado pKmp11AAP, se transformo
en E. coli (cepa M15). La proteina purificada quimérica expresada por el clon
pKmMpllAAP se denomind KAAP (SEQ ID NO:34). En la posicion 1023-122, se incluyo
un triplete TTA para evitar la seleccion de clones que tienen una insercion de la
secuencia que codifica para Kmpl1l en la orientacion inversa. En la posicion 92-112, se
introdujo un triplete que codifica para glicina para proporcionar flexibilidad a la
interseccioén entre la proteina Kmp1l1 y el fragmento de proteina codificado por pAAP.

Construccion del plasmido pRcKAAP.

Para construir el plasmido de ADN que contiene la secuencia de ADN que codifica para
la proteina KAAP, se amplific6 por PCR el plasmido pKmpllAAP indicado
anteriormente usando como cebadores el directo 5-
CCCAAGCTTATGGCCACCACCTACGAGGAG-3 (SEQ ID NO:35) y el inverso 5'-
CATTACTGGATCTATCAACAGG-3' (SEQ ID NO:36). Se inserto la secuencia de ADN
en un plasmido pRc/CMV digerido con Hind 1ll. El pldsmido pRC esta disponible
comercialmente de Invitrogen. Se purificaron los plasmidos de ADN mediante un kit de
preparacion Giga libre de endotoxinas (Qiagen, Hilden, Alemania).

Purificacion de proteinas.

Se realiz6 la purificacion de la proteina KAAP recombinante, expresada por el clon
pKmpl11AAP, asi como las proteinas Kmpll y Q recombinantes (Soto M, et al. J Clin
Microbiol. (1998) enero;36(1):58-63, y Planelles L, et al., Immunol Cell Biol.
(2002);80(3):241-7.), en columnas de resina de acido nitrilotriacético en condiciones de
desnaturalizacion, segun el método proporcionado por el proveedor (Qiagen).

Expresion de las proteinas Kmpll y KAAP mediante pRcKAAP.

Se transfectaron células COS7 con 20 pg de los plasmidos pRcKmpllAAP o
pRcKmpll usando el reactivo Lipofectin® (Gibco, BRL) segun el protocolo del
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fabricante. En resumen, se sembraron 3 x 10° células competentes sobre placas de
100 mm en medio de Eagle modificado por Dulbecco mas FCS al 5% y se
transfectaron cuando alcanzaron un 50-75% de confluencia. Setenta y dos horas tras la
transfeccion, se recogieron las células, se lavaron dos veces con PBS helado y se
lisaron inmediatamente afiadiendo tampdn de Laemmli. Se resolvieron las proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y
se transfiieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham, Aylesbury, RU). Se
estudiaron con sonda las transferencias con un suero de ratones inmunizados con la
proteina KAAP. Se observdO que una banda de proteina del tamafio esperado
reaccionaba con anti-KAAP en las transferencias.

Analisis de la respuesta humoral.

Se analizaron muestras de suero para detectar anticuerpos especificos contra Q o
Kmpl1l1. En resumen, se recubrieron los pocillos de las placas de ELISA convencional
durante la noche a temperatura ambiente con 100 pl de PBS que contenia Q o Kmp1ll
2 pg/ml. Se realiz6 el andlisis especifico de isotipo e IgG usando anticuerpo anti-
inmunoglobulinas de raton conjugado con peroxidasa del rdbano (Nordic
Immunological Laboratories, Tilburg, Paises Bajos): dilucién de anti-lgG y anti-lgG1
(1:1000) y anti-lgG2a (1:500). Se uso diclorhidrato de ortofenilendiamina -OPD- (Dako,
A/S, Glostrup, Dinamarca) como sustrato. Tras 15 min., se detuvo la reaccion
afadiendo 100 pl de H,SO, 1 M. Se leyo la absorbancia a 450 nm.

Andlisis de citocinas.

Se extirparon los bazos de los ratones una semana tras la Ultima inmunizacion en
condiciones asépticas en una placa estéril que contenia medio DMEM. Se prepararon
suspensiones de células individuales triturando el bazo usando una malla esterilizada
en autoclave. Se afadieron 5-10 ml de medio DMEM a esto y se mezcld el contenido
hasta la homogeneidad. Se extrajo lentamente mediante pipeteo el sobrenadante
transparente. Se sedimentaron las células mediante centrifugacion a 4°C a 250 ¢
(centrifuga Sorvall RC-5, rotor HB-4) durante 10 min. Se recogié el sedimento que
contiene eritrocitos y esplenocitos. Se lavé el sedimento una vez con cloruro de amonio
al 0,9% para lisar los eritrocitos. Se reunieron los esplenocitos de cada ratén en un
grupo y se resuspendieron a una densidad de 10’ células/ml en RPMI que contenia
FCS al 10% y 2-mercaptoetanol 0,05 mM, entonces se dividié en alicuotas de 200 ml
(5x10° células) en tubos eppendorf de 1,5 ml. Se reestimularon los esplenocitos con
KAAP o Kmpll 12 pg/ml. Se incubaron las células durante 48 h a 37°C en una
atmosfera que contenia un 5% de CO, y un 95% de humedad. Se reunieron los
sobrenadantes de los ratones de cada grupo (N=4). Se realizaron todas las
determinaciones por triplicado. Para controlar la proliferaciébn celular se midié la
cantidad de IFN-y e IL-2 en los sobrenadantes de células tratadas con ConA (3 pg/ml).
Se detectaron altas cantidades de IFN-y (1000 veces) e IL-2 (200 veces) en células
tratadas con ConA en relacion con células sin tratar.

Determinacién de citocinas. Se determinaron las concentraciones de IL-4, IL-6, IFN-y,
TNF-a, IL-17 e IL-10 en sobrenadantes de cultivo celular usando un kit CBA (BD
Biosciences, Singapur) segun las instrucciones del fabricante. Se adquirieron los
resultados usando FACS CALIBUR (BD Biosciences, Singapur) y se analizaron usando
el software FCAP.

Resultados
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Con el fin de conocer si la proteina codificada por la secuencia de aminoacidos SEQ 1D
NO:1 (AAP) puede aumentar o modificar la respuesta humoral frente a un antigeno
covalentemente unido tal como Kmpll, se administré una proteina KAAP expresada
por un gen quimérico formado por la fusién genética de los ADN de Kmpll y APP a
ratones. La secuencia de AAP se deriva de la secuencia Q descrita anteriormente con
la excepcion del ADN que codifica para los fragmentos de aminoacidos amino y
carboxilo terminales correspondiente a los antigenos de H2A que tienen un 75% de
identidad. En la proteina KAAP quimérica, la proteina Kmpll representa 1/4 de la
proteina completa. Se disefié un ensayo en el que se inyectaron a dos grupos de 5
ratones cada uno tres dosis de 20 ug de Kmp1l1l, 5 ug de KAAP y 20 pug de Kmpll - 5
ug de Q en el dia 0, 15° y 30°. Se administraron las proteinas a los ratones mediante
una via subcutanea (s.c.) o intraperitoneal (i.p.). Una semana tras la administracion de
la tercera dosis se determinéd la reactividad de 1gG contra Q y Kmpll mediante una
prueba de ELISA. La figura 1A muestra que la proteina Kmpll provocaba alta
reactividad contra Kmpll cuando se administraba mediante una via i.p. pero que no
podia desencadenar una respuesta inmunitaria cuando se administraba mediante una
via s.c.. Se observo que tras la administracion i.p. de 5 pg de KAAP la respuesta contra
Kmpll también era alta y similar a la observada cuando se administraban 20 ug de
proteina Kmpll sola y que, ademas, se desencadend una respuesta alta tras la
administracion s.c. en contraposicién a la falta de respuesta cuando se administraron
20 ug de Kmpl1 (figura 1B) sola mediante la misma via. Se observé una respuesta alta
contra Q cuando la proteina KAAP se administro o bien i.p. o bien s.c. (figura 1C).

Puesto que se provocd una respuesta alta contra Kmpll cuando se administraron 5 g
de KAAP y la cantidad de Kmp11 en 5 ug de KAAP es equivalente a aproximadamente
1 pg de Kmpll, se sometié a prueba si 1 pg de Kmpll también podia inducir una
respuesta serolégica. La figura 1B muestra que la proteina puede inducir una
respuesta humoral ligera contra Kmpll cuando se administra i.p. (DO media=0,3) pero
gue la respuesta era significativamente inferior a la provocada tras la administracion de
5 pg de KAAP. Puede observarse, ademas, que, tal como se esperaba, no hubo
ninguna reactividad contra Kmpl1 tras la administracion s.c. de 1 ug de Kmpl1l pero
gue, por el contrario, la respuesta fue alta tras la administracion de la misma cantidad
de Kmpl1 presente en 5 ug de KAAP.

Con el fin de saber si el aumento en reactividad contra Kmpll era debido a la
administracion conjunta de Kmpll con los fragmentos de proteinas presentes en la
proteina Q, se administro la proteina Kmpll mezclada con Q. Se observé que la
reactividad contra Kmp1l1 disminuia cuando la mezcla se administraba i.p. y que no se
observaba ninguna respuesta contra Kmpll cuando la mezcla se administraba s.c.
(figura 1D), como indicacién de que los fragmentos de proteinas presentes en Q no
provocan ningun efecto adyuvante sobre Kmpll. Se observé reactividad seroldgica
alta contra Q (figura 1E).

Debido a la respuesta serolbgica alta observada tras la administracion de 5 pg de
KAAP, se analizé la respuesta contra Q y Kmpl1 tras la administracion de 1 ug de
KAAP. Se inyectaron s.c. cinco ratones en la almohadilla plantar en el dia 0 y 15°. Se
analizé la respuesta de IgG e IgG1l/lgG2a una semana tras la administracién de la
segunda dosis. Como control, se administraron 0,25 [Jg de Kmp11, que es la cantidad
presente en 1 ug de KAAP, a los ratones. La figura 2A muestra que la respuesta alta
contra Kmpll se obtuvo tras la administracion de 1 pg de KAAP mediante
administracion o bien i.p. o bien s.c. pero que no se obtuvo respuesta tras una
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administracion o bien s.c. o bien via i.p. de 0,25 (g de Kmpl1l. Se observé respuesta
humoral alta contra Q cuando se administr6 KAAP o bien i.p. o bien s.c. (figura 2B). La
respuesta fue similar a la observada tras la administracion de 3 ug y 5 ug de KAAP
(datos no mostrados). El tipo de respuesta fue de manera predominante de un tipo de
IgG1 contra o bien Kmpl1 o bien Q (figuras 2C y D) siendo la razon de 1gG1/lgG2a de
aproximadamente 0,5.

Con el fin de conocer si la proteina KAAP puede provocar una respuesta humoral tras
la administracién a ratones de un ADN de plasmido que contiene el gen que codifica
para KAAP, se analiz6 la respuesta humoral de IgG, IgG1 e IgG2a contra Q y Kmp11.
Se inyectaron a grupos de 7 ratones en la almohadilla plantar 20 pg de pRcKQ1, 20 ug
de pRcKmplly 3 pug de KAAP en el dia 0, 15° y 30°.Se administré PBS a los animales
control. La figura 3 muestra que se detectd reactividad alta de IgG contra Kmpll
(figura 3A) y Q (figura 3B) tras la administracion de pRcKAAP y que era similar a la
detectada tras la administracién de la proteina KAAP. Sin embargo, no se obtuvo
respuesta tras la administracion del plasmido de ADN que contiene el gen que codifica
para la proteina Kmp11 sola. Se detectd una razon de 1gG1/IgG2a equilibrada cuando
se analizé la reactividad contra Q (figura 3D) o bien tras la administracion de KAAP o
bien de pRcKAAP. Se observé una ligera predominancia de la reactividad de IgG1
media cuando se someti6 a prueba contra Kmp11 (figura 3C).

Se analiz6 la producciéon de citocinas en células de bazo estimuladas con Kmpll y
KAAP y en no estimuladas de ratones a los que se les inyect6 KAAP y pRcKAAP. Se
observd un aumento de la produccion especifico de antigeno de IFN-y, IL-6, TNF-a e
IL-10 en células estimuladas con KAAP aisladas de animales inmunizados con
pRcKAAP. No se detectaron diferencias en la produccién de citocinas mediante células
estimuladas con KAAP de ratones inmunizados con PBS y KAAP. Puesto que se
detecto un aumento similar en IL-6, TNF-a e IL-10 en células estimuladas con KAAP de
ratones inmunizados con PBS y KAAP, lo mas probable es que el aumento en la
produccion de citocinas en relacion con células no estimuladas sea debido a una
estimulacion no especifica de las células del bazo en lugar de a una estimulacion de
células especificas de KAAP. Se observé una produccion similar de IL-17 en células de
bazo de ratones inmunizados con PBS, KAAP y pRcKAAP estimulados con KAAP
(figura 4). Se observo también un aumento de la produccion de IFN-y e IL-17 tras la
estimulacion con Kmpl1 de células de bazo de animales inmunizados con pRcKAAP.
Se observo también un aumento en la produccion de IL-17 en células de ratones
inmunizados con KAAP. Ademds, se observé una produccién no especifica de TNF-a,
IFN-y e IL-6 en los cultivos de células estimuladas con Kmpl1 en relacion con células
no estimuladas (figura 5).

Conclusion:

El potencial inmunogénico de Kmpll es mucho mayor cuando se fusiona
genéticamente a una proteina quimérica formada por fragmentos de las proteinas
Lip2a, Lip2b y PO de Leishmania infantum. Una proteina quimérica que contiene la
mezcla de fragmentos de Lip2a, Lip2b y PO (pero no fusionados a) con Kmpll no
aumenta el potencial inmunogénico de Kmpl1.

La proteina Kmp11, cuando se administra como ADN fusionado a los fragmentos de
ADN que codifican para los determinantes antigénicos de las proteinas Lip2a, Lip3b y
PO de Leishmania infantum, provoc6 una respuesta humoral alta. La proteina Kmp11,
cuando se administra sola como ADN, no provoca una respuesta humoral detectable.
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Se observé un aumento de produccién especifico de antigeno de IFN-y, IL-6, TNF-a e
IL-10 en células estimuladas con KAAP aisladas de animales inmunizados con
pRCKAAP. También se observd un aumento de produccion de IFN-y tras la
estimulacion con Kmpll. Este tipo de aumento de produccion no se detectd en células
estimuladas con KAAP aisladas de animales inmunizados con KAAP.

La proteina resultante de la traduccion in vitro de la secuencia de ADN de AAP puede
usarse como herramienta para promover la generacién de anticuerpos contra una
proteina genéticamente fusionada. La secuencia de ADN de AAP puede usarse como
un vector para promover el potencial inmunogénico de un antigeno cuando se
administra como ADN.

La proteina AAP puede usarse como portador y como adyuvante para provocar una
respuesta inmunitaria contra un antigeno genéticamente fusionado.

Seccion Il
Materiales y métodos
Construccion del vector de expresion de CAAP (Cup a 4-AAP).

Se habia clonado previamente Cup a 4 dentro del vector pQE-30 y se expreso y
purific6 como una proteina recombinante (Molecular cloning and characterization of
Cup a 4, a new allergen from Cupressus arizonica, Biochem Biophys Res Commun. 22
de octubre de 2010;401(3):451-7. Yago Pico de Coafia, Nuria Parody, Miguel Angel
Fuertes, Jerénimo Carnés, Daniela Roncarolo, Renato Ariano, Joaquin Sastre, Gianni
Mistrello, Carlos Alonso). Entonces, se inserto la proteina en el vector de AAP que se
habia preparado tras la digestion de la proteina quimérica KAAP con Bam HI con el fin
de liberar el fragmento K (Kmpll) (esta patente). El vector de expresion resultante
contiene la proteina quimérica AAP mas el alérgeno de C. arizonica Cup a 4 (figura
12). La proteina se denomina CAAP.

Expresion y purificacion de la proteina CAAP.

Se transformé el vector que codifica para la proteina CAAP (proteina indicadora) en la
cepa de expresion de E. coli M15 (Qiagen). Se llevdo a cabo la expresién en
condiciones convencionales tras afiadir IPTG 1 mM durante 5 horas al cultivo
bacteriano que se habia transformado con el vector de CAAP. Se realizé la purificacion
de la proteina tal como se describié anteriormente para KAAP.

Resultados

En una seccion previa se mostré que la respuesta inmunitaria de una proteina
escasamente inmunogénica es mucho mayor cuando se fusiona al fragmento de AAP.
Con el fin de saber si el fragmento de AAP podria servir también como adyuvante v,
por tanto, aumentar el potencial inmunogénico de una proteina que es altamente
inmunogénica incluso en ausencia de adyuvante, se construyo el vector de CAAP. La
Cup a 4 es una proteina alergénica de Cuppressus arizonica. Se ha descrito que en el
10% de los pacientes alérgicos a Cuppressus se desencadena una respuesta de IgGE
intensa contra Cup a 4. Para someter a prueba si AAP fusionada a Cup a 4 aumenta la
inmunogenicidad de Cup a 4, se inyectaron a un grupo de ratones (N=5), cada uno, 5
ug de la proteina CAAP recombinante equivalente a 3 y 2 ug de AAP y Cup a 4,
respectivamente. Se inyectdé a un segundo grupo de ratones (N=5) cada uno una
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mezcla formada por 3 ug de AAP y 2 u de Cup a 4. Se inyectaron a un tercer grupo de
ratones (N=5) cada uno 2 pg de la proteina Cup a 4. A un cuarto grupo se le
administraron 3 pg de AAP. Se disolvieron todas las proteinas en PBS y se
administraron a los ratones s.c. en ausencia de cualquier adyuvante.

Se determind la reactividad de IgG contra Cup a 4 a una dilucion de 1/2000. Tal como
se esperaba, una semana tras la administracion de una tercera dosis de PBS o AAP no
se observé ninguna respuesta contra Cup a 4 (datos no mostrados). Los resultados de
la respuesta de IgG una semana tras administrar la tercera dosis de Cup a 4, CAAP,
Cup a 4 + AAP y AAP se muestran en la figura 6A. Puede observarse que en los
animales inmunizados con Cup a 4 se provoco una respuesta de 1gG contra Cup a 4 tal
como se esperaba a partir de una proteina altamente inmunogénica. La respuesta era
variable oscilando entre 0,9 y 2,3 con un valor medio de 1,4 DO. Se observé una
pequefia disminucion en la reactividad contra Cup a 4 en los animales inmunizados con
Cup a 4 + AAP. Esto indica que la administracion de AAP mezclada con Cup a 4 no
aumento la inmunogenicidad de Cup a 4 sino que al contrario AAP compite con Cup a
4. El valor medio fue 0,95 DO. Sin embargo, cuando la proteina Cup a 4 se administrd
fusionada a AAP (CAAP), se observé un aumento en la respuesta en la mayoria de los
animales. La respuesta oscilé entre 1,1 y 2,9 DO con un valor medio de 2,2 DO, a
diferencia de 1,4 DO detectado en los animales inmunizados con Cup a 4. Se observé
un comportamiento similar con respecto a la respuesta de IgG contra Cup a 4 en los
sueros de los animales con Cup a 4, Cup a 4 + AAP y CAAP y AAP una semana tras la
administracion de la segunda dosis (figura 7A) como indicacién adicional del caracter
inmunogénico intenso de Cup a 4. Con el fin de saber si la AAP tiene alguna influencia
en la modulacién de la respuesta IgG1 e IlgG2a provocada contra Cup a 4, se analizé la
respuesta de isotipo de IgG1 e IgG2a en los animales inmunizados con Cup a 4, Cup a
4 + AAP y CAAP (dilucion de los sueros 1/400) una semana tras la administracion de la
segunda y tercera dosis.

La figura 7B muestra que una semana tras la administracion de la segunda dosis de
Cup a 4 también se detectdé una intensidad dispersa en la reactividad de IgG1
oscilando entre 0,18 y 2,4 DO (valor medio de 1,1). La reactividad de IgG1 contra Cup
a 4 en los animales inmunizados con Cup a 4 + AAP era un tanto inferior y uniforme,
alrededor del valor medio de 0,7 DO. En contraposicién, el valor medio de la
reactividad de IgG1l contra Cup a 4 en los animales inmunizados con CAAP era
superior (valor medio de 2 DO) a la observada en los animales con Cupa4yCupa4 +
AAP como indicacion adicional de que la AAP se comportaba como un adyuvante
cuando se fusionaba al antigeno. También se observaron diferencias similares cuando
se analizé la reactividad de 1gG1 contra Cup a 4 una semana tras la administracion de
la tercera dosis (figura 6B), en particular cuando se comparé con la mezcla de Cup a 4
+ AAP administrada. Cuando se analizé la intensidad de la reactividad de 1gG2a contra
Cup a 4 en los sueros de animales inmunizados con Cup a 4, CAAP y Cup a 4 + AAP
una semana tras la tercera dosis se observO que en los sueros de los animales
inmunizados con Cup a 4 y Cup a 4 + AAP (figura 6C) la reactividad era uniforme
alrededor de un valor medio de 0,8 y 0,6 DO, respectivamente. Las respuestas de
IgG2a observadas en el grupo de CAAP, con valores que oscilaban entre 1,1y 2,9 DO
y un valor medio de 1,9 DO, eran superiores a los detectadas en los animales con Cup
a4ycon Cup a4+ AAP. Se detectd una observacion similar cuando se analizaron los
sueros, obtenidos una semana tras la segunda dosis, de los animales con Cup a 4,
Cup a4 + AAP y CAAP (figura 7C).

Para tener pruebas adicionales de la capacidad adyuvante temprana de AAP, se
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inmunizé un grupo de animales con 1/4 de las dosis de proteina de Cup a 4, CAAP y
Cup a 4 + AAP usadas en el experimento mostrado anteriormente (equivalente a 0,5
Mg de Cup a 4, 1,5 ug de CAAP y 0,5 ug de Cup a 4 + 0,75 ug de AAP,
respectivamente). Se recogieron los sueros una semana tras la primera dosis. Se
determind la reactividad de IgG contra Cup a 4 a una dilucién 1/100. Los resultados se
muestran en la figura 8. Se observo que mientras que no hubo ninguna respuesta
contra Cup a 4 en ninguno de los animales inmunizados con Cup a 4 o Cup a 4 + AAP,
se observaron respuestas positivas en todos los animales inmunizados con CAAP. De
nuevo, se observd que la respuesta era variable oscilando entre 0,16 y 1,7 DO. Por
tanto, con la excepcién de un animal la respuesta era alta en la mayoria de los
animales en esa etapa temprana tras la inmunizacién. Tras la administracion de una
segunda dosis también se observo un resultado interesante. En el grupo de Cup a 4+
AAP la respuesta desencadenada por AAP compite con la respuesta desencadenada
por Cup a 4. De hecho, no se detectd reactividad contra Cup a 4 (figura 9A). De
manera interesante, esta competencia no se produjo cuando el antigeno estaba
fusionado a AAP. Con el fin de discriminar en detalle la capacidad de adyuvante de
AAP se analizaron los sueros a una dilucién de 1/4000 (figura 9A). La DO media de los
sueros de los animales inmunizados con CAAP era de 0,45 DO mientras que era de
0,15 DO en los sueros de los animales con Cup a 4. En este grupo la reactividad de los
sueros contra Cup a 4 de dos animales estaba cerca del nivel de fondo. Todos los
sueros del grupo de CAAP de animales eran positivos. La diferencia entre la
reactividad contra Cup a 4 en ambos grupos era estadisticamente diferente (p < 0,05).
Cuando se analizdé la respuesta de IgGl y de IgG2a (dilucién 1/100) los datos
mostrados anteriormente (figuras 7B y 7C) se confirmaron (figura 9B y 9C). La AAP,
cuando se fusiona al antigeno, dirige la respuesta hacia IgG2a. El valor de p de la
reactividad de la respuesta contra Cup a 4 debida a la administracion de CAAP en
relacién con Cup a 4 fue de 0,055 y en relacion con Cup a 4 + AAP fue de p < 0,05).

Por tanto, los datos presentados indican que el fragmento de la proteina APP, cuando
se administra fusionado a Cup a 4, puede no sé6lo aumentar la respuesta inmunitaria
contra una proteina altamente inmunogénica, tal como Cup a 4, sino que también
puede modular el tipo de respuesta provocada, en particular hacia una respuesta de
lgG2a. Ese tipo de actividad adyuvante no se observa cuando se administr6 AAP
mezclada con proteina Cup a 4. Por el contrario, AAP parece competir con la actividad
inmunitaria del antigeno.

Seccion Il
Preparacion del vector de expresion S100AAP

Tras la amplificacion por PCR del fragmento de ADN de S100A2 en el vector pDEST-
17 de Invitrogen (mezcla madre de laboratorio), usando los cebadores 5'-
AAGGATCCATGTGCAGTTCTCTGGAG-3 (SEQ ID NO: 44) y 5'-
AACTTAAGCAGGGTCGGTCTGGGCAG-3' (SEQ ID NO: 45), se subcloné en un
vector pST Blue-1 (los sitios de restriccion Bam HI y Afl Il se muestran en cursiva).
Entonces, se subclon6d en un vector de APP modificado (en un vector PQE30) que se
habia sintetizado incluyendo los sitios de restriccidn necesarios. El vector de expresion
resultante contiene los tres fragmentos de la proteina quimérica AAP mas el fragmento
de ADN de S100A2 (figura 13). Se transformé este vector en la cepa de expresion de
E. coli M15 (Qiagen). Se llevd a cabo la expresion en condiciones convencionales:
Induccién de un cultivo con D.O.ss50,m de 0,8 con IPTG 1 mM durante 5 horas. El vector
final se denomin6é S100AAP. Se expresé la proteina S100A2 en el vector PQE30.
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En secciones previas se mostré que la respuesta inmunitaria contra una proteina
escasamente inmunogénica de parasitos (Kmpll) es mucho mayor cuando se fusiona
a la secuencia de ADN de AAP y que la respuesta inmunitaria contra una proteina
altamente inmunogénica vegetal (Cup a4) también aumenta cuando se fusiona a la
secuencia de ADN de AAP. También se mostr6 que la capacidad de AAP para
aumentar la inmunogenicidad de la proteina indicadora era solo eficaz cuando la
proteina indicadora estaba genéticamente fusionada a AAP. Con el fin de saber si el
fragmento de AAP también podria servir como un adyuvante y, por tanto, aumentar el
potencial inmunogénico de una proteina de mamifero, se construyo el vector SI00AAP.
La proteina S100A2 es una proteina de unién a calcio que se regula por incremento en
asociacion con la evolucién del adenocarcinoma géastrico humano (1) y del tumor de
mama (2). Para someter a prueba si AAP fusionada a S100 aumenta la
inmunogenicidad de la proteina indicadora, se inyectaron a un grupo de ratones (N=5),
cada uno, 1,05 ug de la proteina S100AAP recombinante equivalentes a 0,75 ug y 0,3
pHg de AAP y S100A2, respectivamente. Se inyecto a un segundo grupo de ratones
(N=5) cada uno una mezcla formada por 0,75 ug de AAP y 0,3 pg de S100A2. Se
inyectaron a un tercer grupo de ratones (N=5) cada uno 0,3 pg de S100A2. A un cuarto
grupo se le administraron 0,75 pg de AAP. Se disolvieron todas las proteinas en PBS y
se administraron a los ratones s.c. Como control se inyecté a otro grupo de ratones
(N=5) cada uno una disolucion de tampon (PBS). La figura 10 muestra la respuesta de
lgG total contra S100A2 a una dilucién de 1/100 una semana tras la administracion de
la primera dosis. Tal como se esperaba se observd que ninguno de los sueros de los
ratones inmunizados con AAP o con PBS mostraron ninguna reactividad positiva contra
S100A2. Con la excepcion de un ratén, la reactividad contra S100A2 disminuyé cuando
la proteina se administré mezclada a la AAP tal como se notificd previamente para Cup
a4 como indicacion del efecto competitivo entre dos proteinas inmunogénicas cuando
se administran como una mezcla (la reactividad del suero de un animal era negativa).
Los datos de los ratones inmunizados con la proteina S100A2 sola indicaban que esa
proteina también es inmunogénica en ratones en ausencia de adyuvante puesto que
incluso la baja cantidad de proteina administrada pudo inducir una respuesta baja
aunque positiva (DO media = 0,41). A pesar de eso se observé que no habia ninguna
competencia inmunitaria entre AAP y S100A2 en ratones inmunizados con S100AAP
pero que, por otro lado, la reactividad contra S100A2 aumentaba (30%) cuando la
proteina administrada estaba fusionada a AAP (DO media =0,54).

Tal como se muestra en la figura 11A, la capacidad adyuvante de AAP cuando se
fusiona a la proteina indicadora se observé claramente tras la administracion de una
segunda dosis de S100AAP, S100A2, AAP + S100A2 y AAP (1,05 [1g de S100AAP;
0,3 (g de S100A2; 0,75 pg de AAP mas 0,3 pg de S100A2 y 0,75 g de AAP). Se
detecté una diferencia estadisticamente significativa en la reactividad contra S100A2
entre los sueros de los animales inmunizados con S100AAP y de los inmunizados con
la proteina S100A2 sola. De acuerdo con las observaciones indicadas anteriormente
con respecto a la reactividad contra Kmpl1l y Cup a4 tras la administracion de AAP no
fusionada a las proteinas indicadoras, se detecté que la AAP no tenia ninguna
capacidad adyuvante cuando no se fusiona a la proteina S100A2 indicadora. Por otro
lado, también parece que se produce una competencia inmunitaria entre ambas
proteinas. Por tanto, puede deducirse una caracteristica inmunolégicamente
interesante de los tres disefios experimentales puesto que AAP necesita estar
fusionada a la proteina indicadora para ejercer el efecto adyuvante. En otras palabras,
esto significa que la capacidad adyuvante incorporada de AAP es relevante cuando
estd genéticamente fusionada a la proteina indicadora. El efecto adyuvante se observé
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adicionalmente cuando se analizo el tipo de respuesta (figura 11B). Se detecté que no
s6lo la reactividad de IgG contra S100A2 aumentaba tras la administracién de la
S100AAP en relacion con la reactividad contra S100A2 tras la administracion de
S100A2 o AAP + S100A2 sino que este aumento en reactividad también se observé
cuando se analizé el tipo de IgG2a. La razén de reactividad de 1gG1/lgG2a observada
tras la administracion de S100A2 tenia un valor medio de 2,1 mientras que era de 0,95
cuando se inmunizaron los animales con S100AAP como indicacibn de que la
capacidad adyuvante de AAP cuando se fusiona a la proteina indicadora desencadena
la respuesta de 1gG1-lgG2a hacia IgG2a. De acuerdo con las observaciones indicadas
anteriormente con respecto a la respuesta de IgG cuando se inmunizaron los animales
con una mezcla de proteinas, se observo que la reactividad de 1gG1 de los sueros de
los animales inmunizados con S100AAP era significativamente superior a la de los
sueros de los animales inmunizados con AAP+S100A2. La media de la respuesta de
lgG2a en ambos casos era similar, como indicacion adicional de la capacidad de AAP
para revertir hacia IgG2a sélo cuando se fusiona a la proteina indicadora.

1- Identification of potential biomarkers for early and advanced gastric adenocarcinoma
detection. Economescu MC, Necula LG, Dragu D, Badea L, Dima SO, Tudor S,
Nastase A, Popescu |, Diaconu CC. Hepatogastroenterology. Noviembre-diciembre de
2010;57(104):1453-64.

2- McKiernan E, McDermott EW, Evoy D, Crown J, Duffy MJ. The role of S100 genes in
breast cancer progression. Tumour Biol. 2011 Jun;32(3):441-50

La capacidad adyuvante de AAP en relacion con S100A2 se observa, incluso mas
claramente, tras la administracion de la tercera dosis tal como se indica:

Como indicacién adicional de la capacidad adyuvante de AAP, se analizaron los sueros
de los mismos animales obtenidos tras la administracion de una tercera dosis de los
antigenos. La figura 14 muestra la respuesta contra S100A2. Tras una curva de
titulacion de la dilucién de los sueros usados para el andlisis, se escogié una dilucion
de 1/6400 puesto que es la dilucion que mejor discrimina la capacidad adyuvante de
AAP. Se detectd claramente que la reactividad contra S100A2 de los sueros de los
animales inmunizados con S100AAP es significativamente superior a la observada en
los sueros de los animales inmunizados con cualquier mezcla de la proteina S100A2.
Con el fin de saber si la AAP modula la respuesta humoral, se analizé la respuesta de
IgG1l e IgG2a. Se observdé un aumento en ambos tipos de respuestas. Cuando la
proteina se administré sola, la razén media entre 1gG2a/lgGl era de 0,45. Sin
embargo, la raz6n media entre 1gG2a/lgG1 era de 1,6 cuando AAP se fusionaba a
S100A2 como una indicacion de que AAP modula la respuesta hacia IgG2a. Debe
observarse, ademas, que AAP también modula la respuesta hacia 1gG2a cuando se
administra mezclada con S100A2 (razén media entre IgG2a/lgG1 equivalente a 1,1).

SEQ ID NO:2

GGATCCTCTAGACCCATGTCCACCAAGTACCTCGCCGCGTACGCTCTGGCC TCC
CTGAG

CAAGGCGTCCCCGTCTCAGGCGGACGTGGAGGCTATCTGCAAGGCCGTCCA CA
TCGACG

TCGACCAGGCCACCCTCGCCTTTGTGATGGAGAGCGTTACGGGACGCGACG TG
GCCACC
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CTGATCGCGGAGGGCGCCGCGAAGATGAGCGCGATGCCGGCGGCCAGCTCT GG
TGCCGC

TGCTGGCGTCACTGCTTCCGCTGCGGGTGATGCGGCTCCGGCTGCCGCCGCTGC
TAAGA

AGGACGAGCCGGAGGAGGAGGCCGACGACGACATGGGCCCCTCTAGAGTCG A
CCCCATG

CAGTACCTCGCCGCGTACGCCCTCGTGGCGATGTCTGGCAAGACGCCGTCG AA
GGCGGA

CGTTCAGGCTGTCCTGAAGGCCGCCGGCGTTGCCGTGGATGCCTCCCGCGT GGA
TGCCG

TCTTCCAGGAGGTGGAGGGCAAGAGCTTCGATGCGCTGGTGGCCGAGGGCC GC
ACGAAG

CTGGTGGGCTCTGGCTCTGCCGCTCCTGCTGGCGCTGTCTCCACTGCTGGTGCC
GGCGC

TGGCGCGGTGGCCGAGGCGAAGAAGGAGGAGCCCGAGGAGGAGGAGGCCGA T
GATGACA

TGGGCCCCGTCGACCTGCAGCCCGCCGCTGCCGLCGLCGGLLGLLLCCTAGLCG CC
GCTGCC

AAGGAGGAGCCGGAGGAGAGCGACGAGGACGACTTCGGCATGGGCGGTCTC TT
CTAA

SEQ ID NO:1

GSSRPMSTKYLAAYALASLSKASPSQADVEAICKAVHIDVDQATLAFVMES VTGRDV
AT

LIAEGAAKMSAMPAASSGAAAGVTASAAGDAAPAAAAAKKDEPEEEADDDM  GPSR
VDPM

QYLAAYALVAMSGKTPSKADVQAVLKAAGVAVDASRVDAVFQEVEGKSFDA LVAE
GRTK

LVGSGSAAPAGAVSTAGAGAGAVAEAKKEEPEEEEADDDMGPVDLQPAAAA PAAP
SAAA KEEPEESDEDDFGMGGLF



RESUMEN

La invencién se refiere a un nuevo adyuvante y a su uso en combinacion con un
antigeno.
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Tyr A a

du A a
30

Al a Phe

Ala Gu

Ala Al a

Ala Al a

95

Met Ay
110

Leu

I'le

Val

Ay

Al a

80

Al a

Pro



Ser Arg

Met Ser
130

Ala Al a
145

d u Vval

Lys Leu

Ala Al a
225

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

<220>
<223>

<400>

ggat cctcta gacccatgtc caccaagtac ctcgccgecgt acgctctgge ctccctgage
aaggcgtccc cgtctcaggc ggacgtggag gctatctgca aggccgtcca catcgacgtc
gaccaggcca ccctcgectt tgtgatggag agegttacgg gacgcgacgt

at cgcggagg gcgccgcgaa gatgagcgcg at gccggcgg ccagcetct gg tgccgcet get

Val
115

Ay

dy

Val

du

Al a

Ser

2
765
DNA

Asp

Lys

Val

dy

Asp

Pro

Thr

Lys
165

Ser

Pro

Artificial

pAAP

2

Met A n

Pro Ser

135

Val Asp

150

Ser Phe

Ay Ser

Ay Ala

Asp Asp

215

Asp Asp

Tyr
120

Lys

Val

200

Asp

Pro

Phe

Leu Al a

Al a Asp

Ser Arg

Al a Leu

170

Ala Pro

185

Ala Qu

Met Ay

Ser Al a

Ay Met
250

Val

Val

155

Val

Pro

Tyr

Ay

Lys

Val

220

Al a

Ay

Lys

205

Asp

Lys

Leu

Leu Val

Val Leu

Val Phe

Ay Arg

175

Val Ser

190

Au du

Leu A n

Au du

Phe

Al a

Lys

Thr

Thr

Pro

Pro

Pro
240

ggccaccctg



ggcgt cactg
gagccggagg
ct cgccgegt
gctgtcctga
gaggt ggagg
tctggctctg
gccgaggcega
gacct gcagc
gaggagagcg
<210> 3

<211> 132
<212> PRT
<213>
<400> 3

Met Ala Thr
1

Lys Ser

Met Met Arg

35

Val Tyr Leu

50

Leu Ser Val

65

Asn Pro Arg

Thr Leu Leu

cttccgetgce
aggaggccga
acgccct cgt
aggccgecegg
gcaagagct t
ccgctcectgce
agaaggagga
ccgecegetge

acgaggacga

Pro
5

Lys
20

Arg

Al a

Lys

Thr Val

85

Lys
100

Cys Ay Leu

Ay @n Tyr

Al a Val

Met

Asn Val

gggt gat gcg
cgacgacat g
ggcgat gt ct
cgttgecgtg
cgatgcgctg
t ggcgctgtc
gcccgaggag
cgcgccggece

cttcggcatg

Lei shmani a i nfant um

Arg Ser Ala Lys

Al a
40

Leu
55

Ala Ala Ala @n
70

Leu

Thr Leu

gct ccgget g

ggcccctcta
ggcaagacgc
gat gcct ccc
gt ggccgagg
tccactgctg
gaggaggccg

gcccct ageg

ggcggt ct ct

Lys Al a Val

10

Phe Pro Val

25

Arg Arg

Tyr Leu Thr

Ser Ay Lys

75

Ala Arg
90

Ser
105

H s Ser

ccgecgcet ge
gagt cgaccc
cgt cgaaggc
gcgtggat gc
gccgcacgaa
gt gccggegce
at gat gacat
ccgct gccaa

tctaa

Arg Lys

Val
30

Ay Arg

Al a
45

Ay

Al a
60

Leu

Lys Arg

Asp Asp Asp

Val Val

110

Ay

t aagaaggac
cat gcagt ac
ggacgt t cag
cgtcttccag
gct ggt gggce
tggcgeggt g
gggcccecgtc

ggaggagccg

Ay Ser

15

Ay Ay

Al a

Ay

Leu

Leu
80

Arg

Ay

300

360

420

480

540

600

660

720

765



Il e Ser

Thr
130

<210> 4

<211> 691
<212>
<213>

<400> 4
gcct catccg

cccat cgcag
aagt ccgcga
ggccagt acg
tacct gacgg
cggt gccgece
acgcttctga
at ggcaaaga
cct gacagcg
gcgat gaggc
gaccacttgg
acgagt cagg
<210> 5

<211> 111
<212> PRT
<213>

<400> 5

Met Ala Ser Ser Arg Ser Ala Pro Arg Lys Ala Ser

1

Ser

DNA
Lei shmani a i nfant um

Pro Ser Al a

tcatccgtca
ccat ggct ac
aat gt ggt ct
ct cgccgcat
cggagct gct
t gaacccgcg
agaacgt gac
agaagggcgg
cacacgcgcc
gcat cat acc

ttcttcctge

gt aggct cgg

5

20

120

tctttgtgct
t cctcgcagce
gatcttcccg
cggt gcct ct
ggagct gtcc
caccgtgatg
cttgtctcac
caagaagggc
gctgtattgt
t ccat agaga
ctttgtttgg

aCaaaaaaaa

Lei shmani a i nfant um

acagctttac
gccaagaagg
gt gggccgceg
ggcgccegt gt
gt gaaggcgg
ct ggcegegce
agcggegttg
aaggcgacac
gcgcegt gege
ccctatcttt
tttgtttctc

a

10

Hs Arg Lys Pro Lys Arg Ser Trp Asn Val
25

125

tctcactccc
ccgtccgcaa
t cggcgggat
acct ggccgce
ccgcgcagag
gccacgacga
t gccgaacat
cgagcgcgt a
gcgggt cccg
tgttttatgg

tcctcccectce

Tyr Val
30

Lys Ala Met Ala Lys Lys Lys Ay Gy Lys Lys Ay Lys Ala
115

ctccaaccta
gagcggct cc
gat gcgccgce
cgt gct ggag
cgggaagaag
cgacat cggc
cagcaaggcg
agt cct ccgg

act ggggccg

cttctcagat

cgccgaggat

Hs Ala Hs Lys

15

Gy Arg Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

691



Leu Lys Ala Ile Asn Ala G n Met Ser Met Ser
35 40

Ile Val Asn Ser Tyr Val Asn Asp Val Met Gu
50 55

Ala Ala Ser Ile Val Arg Ala Asn Lys Lys Arg

65 70 75

Au Val dn Thr Ala Val Arg Ile Val Leu Pro

85 90
Hs Ala Mt Ala Gu Ay Thr Lys Ala Val Ser
100 105

<210> 6

<211> 894

<212> DNA

<213> Lei shnmani a i nfantum

<400> 6

ccaagccagc caaatccttc gcactttcac gectgtccctc

accat ggcct
aagccgaagc
at gt cgat gt
cgcatctgca
cgcgaggt gc
gct gagggca
tccacgectc
cgccgt gggt
tgtctcgtcc
gaggcagcgg
cttctcegtce
gtacctcgtg

acggtttgtc

cttctcgcetce
gct cgt ggaa
cgcaccgcac
t ggaggccgce
agacggcggt
cgaaggccgt
ggccgt gt gt
tttcatagag
tttgctggag
cggcgcgaga
tctttctcce
gtgcgcegegt

ttctatctca

tgctcceegce
cgtgtacgtg
gat gagcat c
gt cgatcgtt
gcgcattgtg
gt cgagcgeg
ccggggtgtg
atttattgtt
t gcgt gccgg
cggt gaaggg
ttctctgcat
ctcccgcetcg

gaacgagt ga

aaggcttccc
ggccgct cge
gt gaact cgt
cgcgcgaaca
ct gccggegy
tcggcttgag
gggt accctc
tctttttcga
gt t cgcgggc
gaggagaggc
tcgcect cge
ccgt ccgegce

cacacacgtt

Hs Arg Thr
45

Arg Ile Cys
60

Thr Leu Ay

Ala du Leu

Ser Al a Ser
110

ctttccaacc
acgcgcacaa
t gaaggcgat
acgt gaacga
agaagcgcac
agct cgcgaa
cggctcagtt
aact cccctc
ttctctttcc
ggt agaaagc
gggccgaaag
tgctcctctc
cacgct gcac

ttcttgttce

Met Ser

Met Qu

Ala Arg
80

Al a Lys
95

aacccacatc
gt cgcaccgc
caacgcccag
cgt gat ggag
gttgggtgcg
gcacgccat g
agagggtttg
tccccgecta
tt gaaggt ga
agcggcggag
cacagat gcg
t gat gccctc
agaggcgtgc

cccctcceccecc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



cttcgtcatc gcttcttcgt tttcgttgtc gtctcgacgc ccaaaaaaaa aaaa 894

<210> 7

<211> 129

<212> PRT

<213> Lei shnani a i nfantum

<400> 7

Met Ser Arg Thr Lys Qu Thr Ala Arg Ala Lys Arg Thr Ile Thr Ser
1 5 10 15

Lys Lys Ser Lys Lys Ala Pro Ser Ay Ala Ser Ay Val Lys Arg Ser
20 25 30

Hs Arg Arg Trp Arg Pro Gy Thr Cys Ala lle Arg Au Ile Arg Lys
35 40 45

Phe A n Lys Ser Thr Ser Leu Leu Ile dn Cys Ala Pro Phe G n Arg
50 55 60

Leu Val Arg Gy Val Qu Arg @n Lys Qu Ay Leu Arg Phe @ n Ser
65 70 75 80

Ser Ala Ile Met Ala Leu An Gu Ala Thr Au Ala Tyr Ile Val Ser
85 90 95

Leu Met Ala Asp Thr Asn Leu Ala Cys Ile Hs Ala Lys Arg Val Thr
100 105 110

I[le dn Pro Lys Asp Ile Gn Leu Ala Leu Arg Leu Arg Gy Gu Arg
115 120 125

Hi s

<210> 8

<211> 587

<212> DNA

<213> Lei shnani a i nfantum

<400> 8
gtttcactac cgccatccaa ccccctgecca ctcccacccc caccgcacca ccatgtcccg 60



caccaaggag

gagcggggceg

ccgcgagat ¢

accgcccgceg

tccggegt ga

cgcaagttcc

cgaagcgcac
agaggt cgca

agaagagt ac

cat cacgt cg
tcgccgcet gg

gagcctgctg

gcgcect ggt g cgaggt gt cg agcggcagaa ggagggcectg
catggcgctg caggaggcga cggaggcgta cattgtgtcg
cgcctgcatc cacgcgaagc gcgtgacgat ccagccgaag
cctgecgeggt gagcgccact agggcgggcc cgctctcccc
tttgtttcect ttcttttcge cttccctaag tcgtgcacgce
gagagt gaga gggtcattga acctctagag cccgccaaaa
<210> 9
<211> 100
<212> PRT
<213> Lei shmani a i nfantum
<400> 9
Met Ala Lys Ay Lys Arg Ser Thr Asp Ala Lys
1 5 10
A@n Lys Lys Val Leu Arg Asp Asn Ile Arg Ay
20 25
Val Arg Arg Met Ala Arg Arg Ay dvy Val Lys
35 40
Val Tyr Gu du Val Arg Arg Val Leu Lys Ala
50 55
Val Arg Cys Ser Thr Ala Tyr Thr Au Tyr Ala
65 70 75
Thr Ala Cys Asp Val Val Thr Ala Leu Arg Lys
85 90
Tyr Ay Tyr Ala

aagaagagca
cgcccgggea
at ccagt gcg
cgcttccaga
ct gat ggcgg
gacat ccagc
cccct cat ag
tgccct geeg

aaaaaaa

Ay dn

Ile Thr Arg

30

Arg Ile Ser

Tyr Val

60

Arg Lys Lys

Ay Hs

agaaggcgcc
cct gcgcgat
cgccgttcca
gcagcgct at
acacgaacct
t ggcgct gcg
ataccatgtt

cggcagccga

Arg
15

Arg

Ay

Thr

Asp

Thr Val

80

Leu

120

180

240

300

360

420

480

540

587



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

10
531
DNA

<400> 10

Lei shmani a i nfant um

gctccctttc ttgecctcctc tccecececccac

aagggcaagc
gacaacat cc
aagcgcat ct
gacattgtgc
tgcgatgttg
ct cgcagagc
gctttcttgg
cacccttccc
<210>
<211>

<212>
<213>

11
323
PRT

<400> 11

Met
1

Pro Ser

Asp Cys Leu

Val Arg Ser

35

Ala Au
50

Phe

Lys Arg
65

Asp G n

gttccactga
gcggcat cac
cgaccgaggt
gct gcagcac
t gaccgcgct
cgct gcacac
ttttcgactt

tactcat cgc

Ile Thr Th
5

Thr
20

Lys Ty

dn dn Va

Met Met G

Adn Ala Ly
70

GQu du Ty

t gccaagggc
t cgcggcet gc
gt acgaagag
ggcct acacc
gcgcaagcaa
t cat agat ac
cccttccccce

tgtttgctga

Lei shmani a i nfant um

r Ala Lys

r Ser

Cys

H s Asp

y Lys Lys

55

s Asp Ala

r Asn Leu

gcctcctccce
agccagaggc
gt ccgccgea
gtgcgecegtg
gagt acgcgc
ggccacatcc
accttctttg
cact at ggct

aggcagt aca

AQu
10

Arg Tyr

Val
25

Leu Phe

Val Ay Arg

Thr Leu A n

Pro

Ser

Leu Ser

ttcacatatc
gccagaagaa
t ggcgcegcecg
t gct gaaggc
gcaagaagac
t gt acggct a
ttcatgccgt
tttctttcgt

gaacgaagcg

Gu du Arg

Val Met

30

Ay

Al a Leu

45

Arg

Ay Lys

Al a Lys

Asn Thr Gy

caccat ggcc
ggt gct gcgce
cggtggcgt g
ct acgt ggag
cgtgacggcy
cgcgt aaat g
cgtttcgttg
ct cgt gct gg

g

Leu Val

15

Asp Asn

Al a Lys

Val

Phe Asn

80

Leu Ile

60

120

180

240

300

360

420

480

531



Phe

Arg

Phe

145

Ser

Al a

Thr

Val

Val

130

Val

Thr

Val

Asp

210

Leu

Ser

Val

Leu

Asn

Lys

115

Al a

Al a

Thr

Al a

Asn

195

Leu

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Al a

Asn

100

Arg

Al a

Leu

Thr
180

Val

Met

Val
260

du

85

Lys

165

Leu

Leu

Met

Val

Al a

Pro

Val

Al a

Ser

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

Thr

Al a

Al a

dn

Arg

Thr

135

Al a

Val

dn

Val

Ser

I'le

AQu

Val

120

Ay

Thr

Leu

Lys

Trp

200

Asp

Leu

Tyr

Asn
280

Met

Lys

Ser

Leu

185

Asp

Met

Val

90

Thr

Val

170

Arg

Val

Leu

Asp

250

Phe

Leu

Pro

Ser

Ile

Pro

Leu

Al a

Val

Ser

Thr

140

Lys

Asp

Ser

Val

Lys

220

Al a

Phe

du

Al a

Leu

Pro

125

Ay

Lys

Pro

Leu

205

Ay

Lys

Asp
110

Cys

Thr

Val

Phe

190

Phe

Leu

Asn
270

Ser

95

Val

175

Tyr

Thr

Pro

Leu
255

Ay

Hi s

Val

Phe

Tyr

Arg

Thr

240

Leu

Lys

Ser

Al a



Ala Lys Gu Au Pro Qu Gu Ser Asp Gu Asp Asp Phe Gy Met Ay
310

305

Gy Leu Phe

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

12
3790
DNA

<400> 12

at gcgcgcegce
ccectcettetce
tgttcecettt
at acccaccc
aacgat gccg
gaccaagt ac
cgat gt cggc
gggcaagat c
caacgat cag
caacgctgtc
t gt cggagceg
gacccagacg
ggagat cgt g
gacgctgctg
gt gggaccge
gaagat gct g
gacgtcttcg
t gt ggcgacc
caacggcctg

cgcccct age

gcgcgcgaga
tgctctctgce
ctatttcctc
acaaat cgtt
tctat cacca
agctgcgtgce
cgt gcgctge
gt ggagaagc
t gt gaggagt
caggagat ca
atttccccgt
tccttcttcce
acggagaaga
caaaagct ga
ggt gt gct gt
at ggaaggcc
acgat t ggcc
t cgt acgagt
ct ggccggcet

gccgetgeca

Lei shmani a i nfant um

gagcat gt at
tttctgctce
gggttttggc
gcttcacggce
ct gccaagcg
t gttcgt ggg
gcgcgaaggc
gcgcgcaagce
acaacct gct
cgt ct gt gct
gt gacgt gat
aggcgct gaa
aggt gct gag
acat cagccc
t cacccgcga
t gagcaacgt
cgat gct ggt
t cgaggagca
cttgctcggce

aggaggagcc

315

ccctgegtgce
gt cccct aat
aaccttcctt
ct cccct cgt
cgagt acgag
cat ggacaac
cgagttcatg
caaggacgcg
gagcggcaac
t gacgcgcac
t gt cgct gct
cattgcgacg
cgt cggcgac
gttctactac
ggacct gat g
tgcggcgat g
ggacgccttc
caacggcaag
tgctgcggag

ggaggagagc

cttcaat gga
tacctt gact
at gcgcccaa
gctttgcage
gagcgcct cg
gt ccgct cgce
at gggcaaga
agccccgagg
accggcctca
cgcgt gaagce
ggcagcaccg
aagattgcca
aaggt ggaca
caggt gaat g
at gacggagg
gcget gggt g
aagaacct gc
gagct gcgeg
ccecgeeget g

gacgaggacg

320

gactt gacac
gccttttact
cacccacaac
tccctttage
t cgact gcct
agcaggt gca
agacgct gca
cgaagcact t
tcttcacgaa
gcgeggegeg
gcat ggagcc
agggt at ggt
act cgacggc
t gct gt ccgt
acat ggt gga
ct ggcat ccc
tggctgtctc
aggccgcgat
ccgecgecggce

act t cggcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



gggcggtctc

tctcgetctg

cacccacctc

gggaagtctc

ggcaggt acg

cagcat ccgt
gt accgct gt
tcggtagttt
gcagcat gag
gcgcat gggt
ccecceecgce
gectttcttt
t cgt gt cgca
acat gcgt gc
agtgtcttgc
t gct gccgeg
agcgagt agc
ccttttcagt
tcattat gag
cggagt t aac
caactccctc
accact cgcc
gt ccgt gcca
acagat agcc
gagt acgagg
at ggacaacg

gagttcat ga

ttctaagcga
cttctccttg
t cccacccct
t ct gggt ggc
t cggaccact
ccggcgcaac
gaacggagga
attcttcatt
t ggcgecegt t
tgctatctga
aacgacgacg
gcgt cgcaca
cgaaggt gt g
at cggcaccg
t gct ccaggt
ctgctttcct
ct ct gaggt t
gttotgtgtg
ccgcttgeeg
gcgt gcacgce
tcggtccgtc
tcgcatattc
caacccggcg
aaggctattg
agcgcct cgt
tccgct cgeca

t gggcaagaa

ct cgccat ct
cagtgttggc
ttgctctacg
agt gggt aag
t aaacaaaca
agcaacgtcc
gggggggact
ttccgtctca
gcaat cgggg
tggatggttg
t ccggt cgag
gcacct at cg
ctgtctgtga
gat cgcggt c
gact gat gac
ccagcacgaa
gt gcgt agge
gaacacaggg
agcgt gcgeg
tgt gt cccct
tttctcgegt
cgcgt gccca
cacacttcgg
caagt ct cac
cgact gcctg
gcaggt gcac

gacgct gcag

cttagcctcc
t gact ct agc
cgctcgcatg
cttgt gagga
aacacacaca
gccgecgcegaa
cttcgetttt
act caaaaaa
acggt ggcgg
cact gct gct
t cgcgggegt
t cgt cgt cgg
ggacgcttcc
gggt aggttc
caaggccat a
gcgagcacag
gacacgt cgt
t cggcgcacg
cgacccccgg
gt gt aaagac
tcattctctc
at at cccact
cacacgaaaa
aagat gccgt
accaagt aca
gat gt cggcc

ggcaagat cg

ttgtggtgcg
gggt at gt gt
cgcaat ccgt
aagaggt gt g
cacacggaaa
gcagagcgcg
ttetttttct
cagcacaaaa
cgcaacgcgt
cgaacacagg
gt ggccgt ga
cact cct cat
gt gt gagt ag
cacgctcctg

tcctcacgca

gggcacgggt
gt gccagt gg
ctgtcttcgg
cccctectca
agcttccccce
ttcttcgtga
cactccctta
acaccttccc
ct at caccac
gct gegt get
gtgcgcetgeg

t ggagaagcg

cttgaggtgc
cgtcgcatta
gaat cat cga
tgtgtgagceg
gact cacgt a
tgcgctcatt
tttttttott
acgcggaaac
cgt ggcaact
t ggacct ccc
gcacagggt a
cacat ctccc
gt gcgt gcaa
gagggt cgea
acaccttcac
gggggcggca
gcact gcgca
tgatgctttc
cctcct cgeg
acccccttgt
acgaaacacg
cacat gcatt
cgaccccacg
t gccaagcgc
gt t cgt gggc
cgcgaaggcc

cgcgcaagcc

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



aaggacgcga
agcggcaaca
gacgcgcacc
gtcgctgcetg
at t gcgacga
gt cggcgaca
ttctactacc
gacct gat ga
gcggegat gg
gacgccttca
aacggcaagg
gct gcggage
gaggagagcg
ccact gagca
cccttggatc
cattagtttt
caacgaagac
<210>
<211>

<212>
<213>

13
260
PRT

<400>

13

1

d n Val

Met Ay Lys Thr Val
5

gccccgaggce
ccggcct cat
gcgt gaagcg
gcagcaccgg
agattgccaa
aggt ggacaa
aggt gaat gt
t gacggagga
cgct gggt gc
agaacct gct
agct gcgcga
ccgecegetge
acgaggacga
ccgtcgagtg
at caggaagc

ggat cgccgt

20

gaagcacttc
cttcacgaac
cgcggcegegt
cat ggagccg
gggtatggtg
ct cgacggcg
gctgtccgtg
cat ggt ggag
t ggcat cccg
ggct gt ct ct
ggccgcgat ¢
cgcgccggece
cttcggcatg
ttcgtgtgtt
aactctctcc

gcgct gcgea

Lei shmani a maj or

Asp Tyr Ala GQu Arg His Ay Tyr

35

40

aacgat cagt
aacgctgtcc
gt cggagcga
acccagacgt
gagat cgt ga
acgctgctgce
t gggaccgcg
aagat gct ga
acgtcttcga
gt ggcgacct
aacggcctgc
gcccct ageg
ggcggt ct ct
cgcagggt gg
ctttctctct

tcgctcagtt

10

Met Arg Gy Val

gt gaggagt a
aggagat cac
tttcccegtg
ccttcttcca
cggagaagaa
aaaagct gaa
gt gt gct gt t
t ggaaggcct
cgatt ggccc
cgtacgagtt
t ggccggcetc
ccgct gccaa
t ct aagcgac
acagcggcga
gtgttcttcg

ctcatttata

Leu Ser Cys Arg Lys Ay Asn Ay Ser Val

30

Val
45

Lys Ser

caacctgctg
gtctgtgett
t gacgt gat t
ggcgct gaac
ggt gct gagce
cat cagcccg
cacccgcgag
gagcaacgtt
gat gct ggt g
cgaggagcac
ttgctcggct
ggaggagccg
tcgccatctc
gcgtgtgatg
tttecttettt

t caat aacaa

Tyr
15

Hs Ay Hs Lys Arg Leu Gy Pro Ala Lys Leu Arg Il e Leu
25

I'le

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3790



Hi s
65

Ay

Val

Al a

Arg

145

Thr

Lys

Arg

Hi s

Val

225

Arg

Hi s

H s
50

Pro

Met

Cys

Ser

130

Thr

Ser

Pro

Pro

210

Ser

Arg

Pro

du

Tyr

Phe

Ay

Asn

115

dy

Arg

Arg

Val

Cys

195

H s

Arg

Thr

du

Lys

Thr

Asn

100

Val

Asp

Leu

Leu

180

Trp

dy

H s

Ay

dy

Phe

Ay

85

Val

Tyr

Lys

Met

165

Lys

Pro

dy

Ser

Arg
245

Arg

Leu

Leu
150

Lys

Ay

Pro
230

Ay

Arg

Ser

Pro

Lys

Gy

Ay

Val

Asn

215

Pro

Arg

Ala Al a

Val

Val

Leu

Pro

120

Ser

Arg

200

Hi s

Gy

Ay

Lys

Phe

Ser
185

Ay

Ay

Leu

Cys

90

Asp

Ser

Ser

170

Phe

Val

Hi s

Lys

Lys
250

Al a

Leu

75

Ay

Arg

Lys
155

Ay

Tyr

Val
235

Arg

Met

Thr

Ay

Asn

140

Lys

Ay

Arg

Arg

Ay

Val

Val

Val

Lys

Thr
125

Ay

Phe

Asn

205

Leu

Lys

du

Al a

Val

Arg

Arg

190

Pro

Pro

Ay

Phe Arg
Pro Qu

80

Pro Leu
95

Thr Ay

Pro Ser

160

Ay Lys

Val du

Ser Thr

Ala Al a

Ala Trp
255



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

14
783
DNA

<400> 14

at gggt aaga
cacaagcgcc
atgcgeggt g
gt ggagttcc
ggcatgttca
gt gctgcccce
ggt gaccgceg
cacgagacag
acgagccgcg
aaggccggt a
ggt gt t gccc
cacccgt cga
cgt cgcaccg
taa

<210>
<211>

<212>
<213>

15
252
PRT

<400> 15

Met Ala Thr
1

260

ct gt gct gag
ttggcceege
t ggt gaagt c
gccacccgt a
ccggcecagt c
tt ggccagat
gcacgct ggc
gccgcacgeg
cgat gat cgg
actcgttcta
gcaacccggt
cggt gt cgcg

gccgtattcg

H s Ser Val

5

Lei shmani a nmaj or

ct gccgt aag
caagct gcgc
gat cgagcac
caagttccgc
ggtgttctgce
cacggagggc
gcgegegt cc
cct gaagct g
cat cat cagc
ccgcttccege
ggagcacccg

ccact cgccg

cggt ggt aag

Lei shmani a maj or

ggcaacggct
attct ggact
gaggct ggcc
cgcgt gaagg
ggccagaagg
tgcatt gt gt
ggcgact act
ccgagcggge
ggcggt ggece
ggcaagcgca
cacggt ggt g
ccgggccaga

gct gt caagg

10

ccgt gt acca
acgccgagceg
gcggtgcggce
agct gat ggt
cceccgcet cge
gcaacgt gga
gcat cat cat
agaagaagt ¢
gcat cgagaa
act gct ggcc

gt aaccat ca

aggt gggt ct

gcgcgtggeca

ggt gcacggc
ccacggct ac
gct ggcgegce
ggcgcecggag
gat cggcaac
ggcgaagccc
ct cgcacaac
cgt gccgagce
gccegtget g
caaggt gcgt
gcacat t ggc
gat cgct gcc

cccggaggag

Tyr Ay Asn Ala Ser Asp Met Pro Al a Val

15

Pro Ala Pro Qu Ser Ala lle Lys Arg Ala Ala Phe Lys An @n dn

Thr du Ser

20

Phe Lys Lys Ala Val

Val

25

30

Ala Arg Lys Ala Ala Lys Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

783



Al a

Tyr

65

Ser

Thr

Leu

Met

Asp

Thr

Arg

225

Asp

Leu

50

Arg

H s

Arg

Asn

130

Tyr

Ay

Met

Met

H s

210

Thr

35

Lys

dy

Ay

Leu

115

Lys

Ay

Tyr

Val

195

Ay

Lys

Leu

Lys

Arg

100

Leu

Pro

Tyr

Leu

Lys

180

Met

Arg

Thr

Tyr

85

Ay

Arg

Met

Pro

Lys

165

Asp

Trp

Arg

Asn
245

Lys
70

Tyr

Leu

Ser
150

Pro

Hi s
230

Arg

Tyr

55

Lys

Leu

Al a

Arg

Asn

135

Leu

Asn

Tyr

Tyr

Phe

215

Phe

Phe

40

Leu

Leu

Lys

Thr

200

Lys

Val

Leu

Arg

Val

Val
105

Leu

Thr

Asn
185

Leu

Al a

Thr

Lys

90

Asn

Phe

Arg

Val

Arg

170

Val

Ay

Al a

Ay

Arg
250

Arg

Leu

75

Pro

Pro

Arg

155

Val

Asp

Lys

Pro

Lys

60

Arg

Lys

Lys

Thr

Val

140

Lys

Pro
220

Asp

45

Tyr Ser

Arg @n

Val Al a

Adn Arg
110

Val Phe
125

du Pro

Met Val

Il e Thr

Val Cys

190

Phe Arg
205

Ala dy

Tyr Ay

Arg

Val

95

Lys

Val

Tyr

Tyr

Asp

175

Thr

Ay

Al a
80

Val

Lys
160

Val

Met

Arg
240



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

16
759
DNA

<400> 16

at ggccacac
tccgcgat ca
gt ggccagaa
tact cccgceg
tctcacggta
ggt at cgcca
atcttcaaca
gagccctaca
cgcggct acc
gat aagt aca
t gcggcaagc
gccggt ggea

gacaccttga

actcagttta
agcgt gctgc
aggct gccaa
agt accgcgg
act act acct
aggt gaaccc
cggtgtttgt
t cgcgt acgg
t gaagat caa
acaacgt gga
acttccgcac
t gcgccagaa

t caaccgctt

Lei shmani a nmaj or

cggcaacgca

gt t caagcag

ggctgccctg
t gcggagaag
ggaggcgaag
gaagcagcgc
gaagat gaac
ctacccgtcc
cggccagcegce
cattgtgtgt
ggt gacgcac
gcgcecgt cac

cct cgeccgce

tccgacat gc
cagcagacgg
aagaagaccg
aagct ggt ga
ccgaaggttg
aagattcttc
aagccgat gg
ct ggccaccg
gt gaagat ca
gccgaggat a
ggcat gt ggc
ttcgtggagy

at gat ct ga

<210> 17

<211> 264

<212> PRT

<213> Lei shrmani a maj or

<400> 17

Met Pro Ay Lys Au Val Lys Lys Val Thr Gn

1 5 10

Ser Pro Tyr Lys Lys Pro Ala Val Ala Ser Hi s

20 25

Lys Asn Phe Ay Ile Ay A@n Asp Val Pro Tyr
35 40

Arg Phe Met Arg Trp Pro Thr Phe Val Thr Met

ccgectgtccce
agagct t caa
cctacctgcg
cgct gcgecg
ccgt ggt gac
agttgctgcg
agaacat gct
t ccgcgegat
ccgacaacca
t ggt gaacca

ccttcaagct

gt ggcgact a

t gcccct gag
gaaggccgt g
t gcccgcaaa
ccaggccgcce
t cgcat ccgc
cct gcgecag
gcgtgegatg
ggt gt acaag
gat gat caag
gat ct acacc
ggcccct ccg

t ggt aaccgc

Pro Ala Lys Ala Al a

15

Phe Ala Ala Arg Pro

30

Ala Arg Asp Leu Ser

45

Gn Arg Lys Lys Arg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



Val

65

Lys

Lys

Val

Al a

Pro

Arg

Ser
225

Leu

Val

50

Leu

Val

Pro
130

Lys

Tyr

Lys

Arg

Arg

Asp

dn

Leu

Leu

Lys

Leu

Thr

195

Thr

Ser

Ser

Al a

Arg

Asp

Pro

100

du

Al a

Val

Al a

Leu

Asp

Arg

Lys

Val

Leu

165

Val

Thr

Lys

Val

Leu

70

Al a

Thr

Lys

Val

Arg

150

Trp

Lys

I'le

55

Lys

Ser

Arg

Lys

Thr

135

Met

Asp

Val

Leu

215

Arg

Leu

I'le

Val

Arg

Lys

Asp

120

Ay

Val

Pro

Met

Arg

Arg

Pro

Pro

Leu

Val

Leu

Arg

Lys

Pro

AQu

90

Arg

Lys

dn

I'le

Leu

170

Arg

Thr

Ser

Trp

Lys
250

Al a

75

Al a

Arg

Lys

Leu

Asp

Val

60

Leu

Leu

du

Thr

Val

140

Asn

Arg

Ay

Val

Asn

220

Ay

Al a

Lys

Arg

Val

125

Thr

Asp

Asn

205

Leu

Arg

Leu

Leu

110

Arg

Val

Asn

Phe

Thr

Asp

Lys

175

du

Phe

Leu

Thr

80

Lys

Lys

Lys

I'le

Pro

160

Ay

Asp

Leu

Ser
240



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

18
795
DNA

<400> 18

at gcccggcea
aagcccgcecg
gt gccgt acg
cgcaagaagc
aaggt gct gg
gagacccgca
ccgaagaaga
acgcgcgega
gt ggagct cg
gt gaaggaca
ct caccgacg
gctcgettct
ct gcgat ccc
gccatcatcc
<210>
<211>

<212>
<213>

19
222
PRT

<400> 19

Met Ala Phe Pro Ser Arg Lys Asp Al a

1

Ala Lys Lys Hs Arg Pro Gu lle lle
25

Val
35

aggaagt gaa
ttgcgtcgeca
cgcgt gacct
gcgtgct gca
accgcgcgag
aggct cgecg
cggt at cgac
t cgagaagaa
t gct gt ggat
t ggcgcgcect
t gaacgccga
tgtcccgcetce
gcgcggagcet

agt aa

5

20

Lei shmani a nmaj or

gaaggt gacg
tttcgcggcece
gtcccgcettce
gcgecgect g
ccgaaacgag
cgagcgcctg
gaaggct ccc
gcaggct cgc
gccgaacctg
gggcgat gcg
ggat gaggcg
ggacgt gat c

gcgcaagaag

Lei shmani a maj or

Leu Ay Arg Ala Ala Ala Va

40

Val

cagcccgcga
cgcccgaaga
at gcggt ggc
aaggt gccgce
gcgct gaagce
cagaaggttg
ctggctgttg
atggttgtga
tgccgecgega
at cgggcgga
acgct gaaga
cgccgccagt

cat gcccgca

10
Val Ile
Al a Lys

aggccgcegtc
acttcggt at
cgacgttcgt
cggcgct gaa
t gat t aagaa
ccgaggagaa
t gaccggt ct
t cgcgaacaa
acaagat ccc
agacggcgac
acct gat ccg
ggggt ggt ct

acgct ggt gt

Asp Leu
30

Adn Leu
45

t ccgt acaag
t ggccaggat
gacgat gcag
ccagtt cacg
gt acgcgccg
gaagaaggac
gcaggaggtg
cgt ggaccct
gtatgccatc
gtgcgttgceg
ct ccgt gaac
gcagct gt ct

ggacgccgcg

Phe Arg Ala @ n Arg Lys dy

15

Lys Asp His

Leu Leu Ay

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

795



Lys Lys Ile Thr Val Val Arg Cys Gu Gn Leu Asn Ile Ala Gy Thr
50 55 60

GQulle Arg Asn Lys Ile Lys Tyr Leu G n Tyr Leu Arg Lys Arg Lys
65 70 75 80

Leu Thr Asn Pro Thr Lys Gy Pro Phe His His Arg Ala Pro Ser Asp
85 90 95

Val Phe Val Arg Thr Val Arg Ser Met Leu Pro Arg Tyr Thr Lys Arg
100 105 110

Ay Met Lys Ala Leu Asn Ser Leu Val Ala Tyr AQu Ay Ile Pro Pro
115 120 125

Asn Val Val Arg Thr Gy Gy Arg Val Val Ile Pro Arg Ala G n Arg
130 135 140

H's Val Cys Tyr Arg Ser Qu Arg Pro Tyr Thr Val Leu Ay Asn Mt
145 150 155 160

Cys Lys Hs Val Ay Trp Lys Tyr Ser Asp Val Val Ala Asn Leu Qu
165 170 175

Lys Ala Arg Val Qu Lys Ala Ser Arg His Hs Qu Lys Adn Ala Lys
180 185 190

Leu Arg Asp Ala Trp Lys Ser Ala Arg Lys Qu Ala Leu Ala Lys Mt
195 200 205

Pro Lys Hs Asn Val Ju Val Leu Lys Lys Phe Ay Tyr A a
210 215 220

<210> 20

<211> 669

<212> DNA

<213> Lei shrmani a maj or

<400> 20
atggcctttc ctagccgcaa ggatgcgttc cgcgcgcagc gcaagggcgc caagaagcac 60

cgccccgaga tcatcgtgat cgacctgaag gatcacgtgc ttggtcgcge ggcggetgtg 120



gt t gccaagc
attgccggta
ct gacgaacc
act gtgcgca
gt ggcct acg
cgcgcccagce
t gcaagcacg
gagaaggcgt
cgcaaggagg
tacgcgt ag

<210>
<211>

<212>
<213>

21
273
PRT

<400> 21

Met Ala Lys

1

Leu Ser

His Lys

35

Leu Lys

50

Tyr

Leu Val

Ay

Met

Arg Leu

Lys

Leu

Phe

agct gct cct
cggagat ccg
ccacaaaggg
gcat gct gcc
agggaattcc
gccatgtgtg
t gggct ggaa
cccgecacca

cgct cgccaa

Lys

Leu

20

Arg

H s

Met

Tyr

H s Leu

Thr Gy

A u Cys

Leu Asn

gggt aagaag

caacaagat c
tcccttccac
ccggt acacg
gcccaacgt g
ctaccgctcg
gt acagcgac
cgaaaagcag

gat gcccaag

Lei shmani a maj or

Lys Arg

Phe

Val

Pro
40

Leu

Al a
55

Arg

Hi s

Val

Lys Ay

Leu

Al a
25

Leu

Pro

Arg

at caccgt gg
aagtacctgc
caccgt gccc
aagcgcggca
gt gcgcacgg
gagcgt cct t
gt cgt cgcca
gcgaagcttc

cacaacgt gg

Tyr
10

Pro Arg

Leu Val
Ay Gu
Arg

Arg

Pro
90

Lys

Phe Al a

tgcgct gcga gcagct caac
agt acct gcg caagcggaag
cgtccgacgt gtttgtccge
t gaaggcgct taactcgctg

gcgggegegt ggt gat cecg
acacagt gct cggcaacatg
at ct cgagaa ggctcgegtg
gcgacgcgt g gaagt cggcec

aggt gct gaa gaagtttggc

Pro Lys Asp Trp Met
15

Pro Arg Pro Ay Pro

30
Ilelle Arg Asn Arg
45

Met Ile Leu Arg An

60

Asp Ay Lys Tyr Pro

80

Thr Ay Asp Arg Phe
95

Leu Val Asn Leu Ser

180

240

300

360

420

480

540

600

660

669



100 105 110

Gu Ala du Ala @n Ile Lys Leu Met Lys Val Val Asn Leu Tyr Thr
115 120 125

Ala Thr Gy Arg Val Pro Val Ala Val Thr Hs Asp Ay Hs Arg Ile
130 135 140

Arg Tyr Pro Asp Pro His Thr Ser Ile @Ay Asp Thr Ile Val Tyr Asn
145 150 155 160

Val Lys Qu Lys Lys Cys Val Asp Leu Ile Lys Asn Arg A n dvy Lys
165 170 175

Ala Val Ile Val Thr Ay Gy Ala Asn Arg Ay Arg lle Ay Qu lle
180 185 190

Val Lys Val Qu Cys His Pro Ay Ala Phe Asn Ile Ala H s Leu Lys
195 200 205

Asp Ala Ser Ay Ala Qu Phe Ala Thr Arg Ala Ala Asn |l e Phe Val
210 215 220

Ile Ay Lys Asp Leu Asn Asn Leu A n Val Thr Val Pro Lys G n dn
225 230 235 240

Gy Leu Arg Met Asn Val Ile dn GQu Arg Qu Gu Arg Leu lle Ala
245 250 255

Ala Qu Ala Arg Lys Asn Ala Pro Ala Arg Ay Ala Arg Arg Ala Arg
260 265 270

Lys

<210> 22

<211> 822

<212> DNA

<213> Lei shrmani a maj or

<400> 22
at ggccaaga agcacctcaa gcgcttgtat gcgcccaagg actggatgct gagcaagctg 60



accggcgt gt
ctgctggtga
at cctgcgece
gccggtttca
gacgt caagg
at gaaggttg
ggccaccgca
gt caaggaga
accggt ggcg
gcgttcaaca
aacatcttcg
ggcctgecgea
aagaacgcgc
<210>
<211>

<212>
<213>

23
249

<400>

23

Met
1

GQu lle Ser Asp GQu Va

Leu Ay Asn Gu Va

35

Tyr
50

Val
65

PRT
Lei shmani a nmaj or

Pro dy Val

t cgcgecegeg
t cat ccgcaa
agggt ct ggt
t ggacgt ggt
gcecgettcge
t gaacct gt a
t ccgct accc
agaagt gcgt
ccaaccgcgg
ttgcgcacct
t gat cggcaa
t gaacgt gat

cggct cgt gg

Lys Leu Asn Ile Ala Tyr

5

20

Ile Phe Arg Leu Arg Gy

Asp Gy

Leu Al a Ser
70

t ccgegt ccg
ccggct gaag
gcacgt ggac
cgagat cccg
gt t ggt gaac
cacggccacc
ggacccgcac
ggacctgatc
ccgcat cggc
gaaggacgcg
ggacct gaac
ccaggagcgc

t gcccgcagg

Pro

Leu Arg

Al a
40

Ay
55

Ser

Arg

Arg

25

I'le

Ser

Arg

ggt ccgcaca
tacgcgct ga
aaccacccgc
aagacgggcg
ct gt ccgagg
ggccgegt ge
acctccattg
aagaaccgcc
gagat cgt ga
t ccggcgeceg
aacct gcagg
gaggagcgcc

gcccgcaagt

Asn Ay
10

Val

dn

Phe Ay

Asp Lys

Val Ser

75

agct gcgcga
acgcgcgcga
gccgegacgg
accgcttccg
cggaggcgca
cggt cgct gt
gt gacaccat
agggcaaggc
aggt ggagt g
agttcgccac
t aacggt gcc
t gat cgcggc

ga

Thr Val

Leu
30

45

Asp

Leu Leu Val

Lys

G n Asp

d u Phe

Ay Phe

gt gcct geccg
gggt gagat g
caagt at ccc
cctgat gt ac
gat caagct g
gacgcacgac
cgt gt acaac
cgtgatcgtg
ccaccccggt
ccgecgecgeg
gaagcagcag

ggaggcccgce

dn
15

Phe
Tyr Arg
Lys Ay

Pro

Lys

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

822



Gy Alalle Ay Phe Asn Thr Phe Arg Ay Tyr An Ay Gu Arg Arg
85 90 95

Arg Lys Asn Val Arg Gy Cys Val Leu Ala Ser Asp Ile Ala Leu Val
100 105 110

Asn Val Thr Ile Ser Lys Val Ay Asp G@n Pro lle Qu Ay Val Thr
115 120 125

Asp Thr Thr Ala Pro Arg Arg Leu Ay Pro Lys Arg Ala Ser Lys Ile
130 135 140

Arg Lys Leu Phe Asn Leu Ser Arg Thr Qu Asp Val Arg Lys Tyr Val
145 150 155 160

Val Arg Arg Arg Val Val Lys Ser Ay Lys Lys Asp Arg Leu Lys Al a
165 170 175

Pro Lys Ile Gn Arg Leu Ile Thr Pro Arg Val Lys Ala Arg Arg Al a
180 185 190

Lys Lys Ala Lys Asp Ala Ile Ala Lys Val Arg Ala Ser Ala Ala G u
195 200 205

Arg Arg Gu Tyr Leu Arg Leu Ile Ala Ser Asn Arg Arg Ala Leu Arg
210 215 220

G@n Arg Asp His Ser Lys Lys His Thr Arg Lys Val Hs Ala G n Arg
225 230 235 240

Ala u Val Ala Ala Phe G n Lys Lys

245
<210> 24
<211> 750
<212> DNA
<213> Lei shrmani a maj or
<400> 24
at gaagct ca acatcgcgta cccccgcaac gggacggtga agcagttcga gatctcggac 60

gaggt gct cc gccgegt gca getgcaggac taccgect cg gcaacgaggt ggacggcgcec 120



atctttggta
ggtttcccga
ggt gcgat cg
cgcggcetgeg
gaccagccga
gcgagcaaga
gttcgccgece
cgtctgatca
aaggt gcgeg
cgtgcgct gc

gctgaggt gg

gcgagt t caa
t ggt ccct gg
gct t caacac
t gct cgcgag
t cgagggt gt
t ccgcaagct
gcgt cgt gaa
cgccgagggt
cgt ct gcecgce
gccagcgt ga

cagcattcca

gggct acat c
cgtgcttgece
cttccgeggce
cgacattgcg
gacggacacc
cttcaacctg
gagcggcaag
caaggcccgc
t gagcgccegt
ccact ccaag

gaagaagt aa

<210> 25

<211> 419

<212> PRT

<213> Lei shrmani a maj or

<400> 25

Met Ser His Cys Lys Phe Qu His

1 5

Leu Pro Arg Lys Arg Ser Arg Gn

20

Pro Lys Asp Asp Ala Thr @ n Lys
35 40

Phe Lys Ala Ay Met Thr His Ile

50 55

Ser Lys Val Asn Lys Lys du Va

65 70

Ala Pro Pro Met Val Ile Val Ay

85

ttccgectge
tccagccgt g
taccagggt g
ct ggt gaacg
acggct cccc
tcccgcaccg
aaggaccggc
cgt gccaaga
gagt acctgc

aagcacaccc

Pro Arg

10

Arg Ay

Pro Hs Leu

Val Arg Asp

Val Pro

75

I'le

gcggtggcetc
t gt cgct get
agcgccgecg
tgaccatctc
gccgt ct ggg
aagacgt gcg
t gaaggcccc
aggccaagga

gccttatcgce

ggaaggt gca

Ay Leu

Arg Arg

30

Thr Ser

45

Phe

Val
60

Asp Arg

Thr

Val

Tyr Arg

ggacaaggat
ggt gaagcgc
caagaacgtt
caaggt cggt
t ccgaagcgc
gaagt acgt t
gaagat ccag
cgccat cgcc
ct cgaaccgc

cgcccagcgce

Ay Phe

15

Al a Phe

Met Val
Pro

Ay

Au
80

Leu

Thr
95

Pro

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

750



Val

Arg

Ay

Val

Arg

Val

225

Al a

Tyr

dy

Phe

Phe

130

Val

Val

Val
210

Thr

Leu

Arg

115

Ser

Asp

Lys

Leu

H s
275

Ay

Leu

Lys

100

Arg

Arg

Arg

Lys

180

Ser

Ay

Pro

Trp

260

Ay

Arg

Thr

Thr

Arg

Thr

H s
165

Val

H s

Arg

245

H s

Tyr

Ser

Al a

Tyr

Lys

Leu

150

Thr

Hi s

Phe

Lys

Pro

Hi s

Val

Lys

Ay

Tyr

Val

Leu

Thr

Hi s

Thr

Lys

120

Phe

Al a

Leu

dn

AQu

Hi s

Arg

Arg

280

Val

I'le

Val
105

Phe

Arg

Ser

Ay

Arg

Val

265

Thr

Thr

Trp

Trp

Asn

Lys

170

Ser

Val

Pro

Pro

Al a

Lys

Thr

Lys

155

Leu

dn

Leu

Al a

Val

235

Leu

Tyr

Leu

Asn

Met

H s

Lys

140

Lys

Arg

Val

Leu

Cys

220

Lys

Arg

Thr

Ay

Ser
125

Asp

Arg

Lys

Val

Lys

285

Ay

Thr

110

Ay

Ser

Lys

Val

Trp

Val

Lys

Thr

Phe

Lys

Val

Arg

175

Ay

Thr

Val

Val

Leu

Val

Ser

Val

Ser

Val

240

Al a

Tyr

Thr

Ay



305

Tyr Ay

Ay Pro

Thr Ser

Ser Ser

370

Trp

Arg

Lys

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

26

DNA
<400> 26

at gt ct cact
cgct cgegece
ccccacct ga
gat cgccctg
gcgccgecga
acgat cggca
aact ggaagc
gagggcaagg

cgcgt gat cg

Thr Val

Arg

Arg

355

Lys

Phe

Lys

Lys

1260

310

Arg
325

Arg
340

Arg

Leu

I'le

ay

Ay Pro

Val

Lys

Hi s

Leu

Asp Tyr

Met Thr

Lys
360

Arg

Lys Lys

390

405

gcaagttcga
agat ccgcgg
cgagct t cat
gat cgaaggt
t ggt gat t gt
ccgt gt gggc
agt ct gcgca
t cgccgaggce

cgcacacgca

Ala Arg

Lei shmani a nmaj or

gcacccccgce
ccgtgcgegce
ggt gt t caag
gaacaagaag
cggcattgtg
gcaccacacg
actggccttc
gcgcacgcet g

gct gcgcaag

Val

Leu
345

Phe

Asp

315

Met
330

Leu

Arg Arg

Val Leu

dn Thr

Arg Ile
395

Val
410

du

cacggccatc
gcgttcccca
gccggt at ga
gaagt ggt gg
ggct accgcce
agcgt cgagt
tcccgccaga
aacgcgttcg

cttcgcaacc

Lys Ay

Pro

Phe
365

Lys

Lys
380

Lys

Arg Arg

Arg Lys

tcggcet tcct
aggacgacgc
cgcacatt gt
agccggt gac
aaacgccggt
t ccgccgecg
agcagtttgc
cgaagaaggc

accgcgt ggg

Ser Val

320

Ser
335

Pro

Asp Thr

Lys

Gu Arg

400

Lys Al a

415

gccgcgcaag
gacgcagaag
gcgtgatgtc
gat cct ggag
t ggcct gaag
ct act acaag
gaacacgaag
gtccgtcatc

cgt gaagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540



gcgcacgt gc
aagt ccctgc
gacgt gt gct
gcectgect ge
caccct gccce
acgcagct ga
gcgacgacga
t acggt acgg
cgt gt gat ga
at cgtgct ga
aaggagaaga
ct gcgcaagg
<210>
<211>

<212>
<213>

27
328
PRT

<400> 27

Met Cys Thr
1

Thr

Lys Ala Tyr

35

Ay Lys Thr

50

Thr
65

Lys

Leu Ala H s

Lys Phe Ay

Asp Ile lle

aggagat cca
t ggagaagga
ccgt cacgaa
cacgcaagac
gcgtcatgta
acaagaagat
cct acgat ct
t gcgcaacga
cgctgcgecg
agttcat cga
accagt ggt t

agcgcgcet gc

Leu Ala As

Thr Le

20

Phe Lys Ar

Asp Tyr Hi

Ser Pr

70

Ala d

ggt caacggc
ggt gcgegt ¢
aggccacggt
gcaccgcggt
cact gt cgcg
ctaccagatc
gacagccaag
ctacgtgatg
cccgat ggcg
cacgagct cg
cggcccgcetc

ccgcgeegt g

Lei shmani a nmaj or

n Trp Val

u Gu Mt

g Phe Gn
40

s Ala Arg
55

0 Lys Tyr

nlle Val

ggcagegttg
gact ccgt gt
acggagggcg
ct gcgcaagg
cgcgeeggt c
ggccgcet ccg
acgat cacgc
ct gaagggct
ccgcagacgt
aagat cggcc

aagaaggacc

gagcgcaagg

Al a
10

Arg Ile

Pro Phe Val

25

Val Lys Tyr

dn

Arg

Val
75

Arg Leu

A@n Ala Lys

cggcgaagat
tccagcagtc
t ggt gaagcg
tt gcgt gcat
agcacggtta
ttgctgtgga
ccat gggt gg
ccgt gt ct gg
cgcgccagcet
acggccgctt
gcat ccgecg

caaaggccgc

Ile Lys Lys

Val Val

30

Lys

Arg Arg Arg

Val Leu @ n

60

Val Arg lle

Val Gy

cgcgct ggcce
cgaggcgt gc
ct ggggegt t
cggcgcegt gg
ccaccaccgc
gccgaaccag
cttcgtcggc
ccecgegecgce
gaaggagaag
ccagacgaag
cgaggagcgc

gaagaagt aa

H s
15

Ser

Lys

Arg

Asp

Lys

Thr Asn

80

Asp

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



Val

Hi s

Asp

Val

Lys

Phe

Arg

225

Lys

Lys

Lys

Lys

Val

dy

Arg

130

Lys

du

dy

Ay

Pro

210

Asp

Tyr

Lys

Lys
290

Met

Leu
115

Arg

dy

Leu

Ay

Arg

Met

Al a
100

Thr

Thr

Tyr

H s

Lys

85

Al a

Asn

Leu

Asp

Asp

Phe

Ser

245

Al a

Al a

Lys

Tyr

Tyr Al a

Thr

Ay

Lys

Lys

Al a

Al a

Lys
135

Ser

Thr

Gy

Val

I'le

Hi s

Al a

Leu

Tyr

Arg

Thr

Met

200

Lys

Hi s

Pro

Leu

Arg

280

Val

Ay

Ser

Phe

Ser

Val

Asp

Pro

265

Al a

90

Leu

Tyr

Pro
170

Val

Ser

Asp

Hi s

Pro Al a Phe

Al a

Val

155

Phe

Arg

Pro

Leu

Asp

235

Lys

Ser

Pro

Lys

Thr

Asp

140

Arg

Lys

Val

H s

Asp

220

Tyr

Ser

Ser
300

Lys

Thr

Phe

Arg

205

Leu

Val

Lys
285

Tyr

Phe

Lys

Ile

Lys

Lys

Lys

95

Leu

dn

Lys

Leu

175

Val

Asn

Val

Phe
255

Leu

Thr

du

Leu

Ay

Asp

160

Asp

Leu

Arg

Hi s

Val

240

Ser

Tyr

Pro

Lys



Lys Leu Ser Gy Ala Ju Lys Arg Ala Ala Ala Lys Ala Lys Val

305

310

Ala lle Arg Au Arg Leu Gy Lys

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

28
987
DNA

<400> 28

at gt gcacgc
acact cgaga
gt gaagt acc
ct gcaggaca
aaggacat ca
gcgt acgcgce
gcgt acgcga
aagttccagg
gacgagggcg
cgcacgacga
gct gt gccgce
gcgaaggt gc
aaggaggagg
gcgaaggttt
gcggacccgt
t acaagacga
gccat ccgcg
<210>
<211>

<212>
<213>

29
10
DNA

325

tggcaaattg
tgccgttcgt
gccgt cgeeg
agacgaagt t
tt gcgcagat
acgagct gcc
ct ggt ct gct
gcgcgaagga
acgacgagga
ccggcgeccg
accgccccaa
accgcgaccg
cgagct cgaa
t gccggagag
cgaagt cgct
agaagct gag

agcgcct cgg

Artificial

Lei shmani a maj or

ggt acgcgct
caaggtcgtg
cgagggcaag
cggct cgecce
cgt gcaggcg
tgcgttcgge
gct ggegege
ggcggacggce
gcgetttcecg
cgt gt t cggc
ccgcttcccce
catctttggc
ccct gacgag
cat cgagggc
gccgaagaag
cggcgcggag

caagt aa

315

at cat caaga
aagaacaagg
acggact acc
aagt accgcc
aagat cgt cg
att gagcacg
cgcacgct gg
tcgtactctg
tt caaggcga
gt gct gaagg
ggct acaaca
aagcacgt gg
aagtgcgtgc
at gt acaaga
gcgaagaagg

aagagggccg

aacact caac
cgtacttcaa
acgcgcgcecg
ttgttgtgeg
gcgacgaggt
gcct gacaaa
cgaagct ggg
ct gt gcgcac
t cct ggacgt
gcgeggt gga
aggagaagag
cggact acct
agttctcgaa
aggcgcacgc
agggcgt cgc

ccgcgaaggc

Al a
320

act cgcccac
gcgcett ccag
gcagat ggt g
cat cacgaac
ggt gat ggcc
ctacgct gct
cat cgcggac
gaagaaggac
cggcect tgcg
cggcggt at g
ct cgct ggac
gaagcaggt g
gt acat ggcc
ggcgat ccgc
gcacaagagc

gaaggt cgcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987



<220>
<223> adjuvant

<400> 29
t caacgttga 10

<210> 30

<211> 14

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> adj uvant

<400> 30
gctagcgtta gcegt 14

<210> 31

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 31
cgggatcctt taatggccac cacgtacgag gag 33

<210> 32

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 32
cgggat cccc ccttggatgg gtactgecgeca gc 32

<210> 33

<211> 1283
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> pKnpllAAP

<400> 33
at gagaggat ctcatcacca tcaccatcac acggatcctt taatggccac cacgtacgag 60



gagttttcgg

aacgccaagt
cact acgaga
cacgagcact
gcgcagt acc
tacgct ct gg
aaggccgt cc
ggacgcgacg
gccagctctg
gccgceegecg
agagt cgacc
ccgt cgaagg
cgcgtggatg
ggccgcacga
ggtgccggcg
gat gat gaca
gccgcet gecca
ttctaagcga
cttctccttg

tcccacccct

t ct gggt ggc

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

34
361
PRT

<220>

<223>

<400> 34

cgaagct gga
tctttgcgga
agttcgagcg
cggagcact t
cat ccaaggg
cct ccct gag
acat cgacgt
t ggccaccct
gt gccgetge
cgaagaagga
ccatgcagta
cggacgttca
ccgtcttcca
agct ggt ggg
ct ggcgegot
t gggccccegt
aggaggagcc
ct cgccat ct
cagtgttggc

ttgccctacg

agt gggt aag

Artificial

KAAP

ccgcct gggt

caagccggat
cat gat caag
caagcagaag
gggat cct ct
caaggcgt cc
cgaccaggcc
gat cgcggag
t ggcgt cact
cgagcccgag
cctcgecgeg
ggctgtcctg
ggaggt ggag
ctctggct ct
ggccgaggceg
cgacct gcag
ggaggagagc
cttagcctcc
t gact ct ggc
cgctcgcatg

ctt

gaggagttca
gagt cgacgc
gagcacacag
ttcgccgagce
agacccat gt
ccgt ct cagg
accct cgcect
ggcgecgcega
gcttcecgetg
gaggaggccg
tacgccctcg
aaggccgccg
ggcaagagct
gcecgetcct g
aagaaggagg
cccgeeget g
gacgaggacg
ttgtggtgcg
gggt at gt gc

cgcaat ccgt

acaggaagat
t gt cgcccga
agaagt t caa
t gct ggagca
ccaccaagt a
cggacgt gga
tt gt gat gga
agat gagcgc
cgggt gat gc
acgacgacat
tggcgetgtc
gcgttgeegt
t cgat gcgct
ct ggcgct gt
agcccgagga
ccgecgecggce
actt cggcat
ctt gaggt gc
cgtcgcatta

gaat cat cga

gcaggagcag
gat gaaggag
caagaagat g
gcagaaggct
cct cgecgeg
ggct at ct gc
gagcgt t acg
gat gccggcg
ggct ccggcet
gggcccect ct
t ggcaagacg
ggat gcctcc
ggt ggccgag
ct ccact gct
ggaggaggcc
cgcccct age
gggcggt ctc
tctcgetctg

cacccacctc

gggaagt ctc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1283



Thr

Phe

Pro

Phe

65

Hi s

Met

Al a

Ay

Al a

Al a

Pro

Arg

Thr

Asp
50

Ser

Ser

130

Asp

Arg

Met

Al a

dy

Tyr

Arg

35

Arg

H s

Lys

Thr

115

Pro

Val

Asp

Pro

Ser

du

20

Lys

Ser

Met

Ser

Lys

Ser

Asp

Val

H s

Met

Thr

du
85

Al a

Hi s

Phe

dn

Leu

Lys

70

Hi s

dn

Leu

Al a

Ser

Al a

Asp

Hi s

Ser

AQu

Ser

55

AQu

Phe

Tyr

Al a

Asp

135

Thr

Leu

Ser

Pro

Asp
215

Hi s

dn

40

Pro

Hi s

Lys

Pro

Leu

Hs H's
10

Lys Leu

25

Asn Al a

du Mt

Thr du

Adn Lys

90

Ser Lys
105

Tyr Al a

Al a Phe

Ala Au

Ala Al a

Met Ay

Thr

Asp

Lys

Lys

Lys

75

Phe

Ay

Leu

Ile

Val

155

Ay

Al a

Al a

Pro

Asp

Arg

Phe

du

60

Phe

Cys

140

Al a

Ay

Al a

Ser
220

Pro

Leu

Phe
45

du

Ser
125

Lys

Al a

Val

Lys

205

Arg

Leu

Ay

30

Tyr

Lys

Leu

Ser

110

Leu

Lys

Thr
190

Lys

Val

Met
15

Asp

Lys

Leu

95

Arg

Val

Val

Met

175

Asp

Asp

Al a

Lys

Lys

Met

80

Pro

Lys

Hi s

Thr

160

Ser

Ser

Pro



Met

225

Pro

Val

Ser

Ay

Asp

Al a

Asp

dn

Ser

Asp

Phe

Ser
290

Asp

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

<220>
<223>

<400>

cccaagctta tggccaccac ctacgaggag

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

Tyr

Lys

Asp
275

Val

Asp

Pro

Phe

355

35
30
DNA

Leu

Ser
260

Met

Ser
340

Ay

Al a

Asp

245

Arg

Leu

Pro

du

dy

Al a

Met

Artificial

pri mer

35

36
22
DNA

Artificial

Ala Tyr

230

Val A n

Val Asp

Val Al a

Ala Lys

Pro Val

Gy Gy

Lys

Asp

Lys

Leu
360

Leu

Val

Val

265

Ay

Val

Leu

Val

Leu

250

Phe

Arg

Ser

AQu

Al a
235

Lys

Thr

Thr

Pro

315

Pro

Pro

Leu

Al a

du

Ser Ay

Ala Ay

Val du

Leu Val

285

Ay A a

Au du

Ala Al a

du Ser
350

Lys

Val

255

Ay

Ay

Ay

Thr
240

Lys

Ser

30



<220>
<223> prinmer

<400> 36

cattactgga tctatcaaca gg

<210> 37

<211> 297

<212> PRT

<213> honp sapi ens
<400> 37

Met Thr Thr Pro Arg Asn
1 5

Met Lys Ay Prolle Ala
20

Arg Met Ser Ser Leu Val
35

Ser Lys Thr Leu Ay Ala
50

Ala Leu Ay Ay Leu Leu
65 70

Cys Val Thr Val Trp Tyr
85

Ser Ay Ser Leu Leu Ala
100

Val Lys Ay Lys Met Ile

Ser Ay Met Ile Leu Ser

Hi s Phe Leu Lys Met Qu
145 150

Ser

Met

Ay

Val

55

Met

Pro

Al a

Val

dn

Pro

40

dn

I'le

Leu

Thr

Asn

120

Met

Leu

Asn

Ser

25

Thr

I'le

Pro

Trp

Asp

Gy
10

Ay

Met

dy
90

Lys

Leu

Phe

Thr

Pro

Ser

Asn

Ay

75

Ay

Ser

Leu

Phe

Lys

Phe

Ay
60

Leu

Asn
140

Arg

Pro

Pro

Phe

45

Leu

Tyr

Arg

Phe

125

Ile

Al a

Al a

Leu
30

Phe

Tyr

Lys

110

Lys

H s

Phe

Arg

Pro

Al a

Thr

Pro

Arg

du

Ile

I'le

Leu

Ile

Ser

Pro
160

22



Tyr

Ser Pro

Leu

Ser
225

Ser Pro

290

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

<400>

at ggacgaag ttccgtcaag cgacgaatct

gaacaga
aagat ct
gcagagg
caagagt

aaagt gt

Asn

Ser

Ser

195

I'le

Lys

du

Thr

275

I'le

38
498
DNA

Ile Tyr
165

Thr
180

dn

Val

Met

du

Val

Val

Leu

Asp

Thr

d u Asn

Tyr

Leu

Leu
230

Val

Asp

Ser

Val

Phe

Ser
295

Cupressus arizonica

38

gcg
cag
tca
ttg

ttg

Tyr

Phe Al a

200

Trp

Pro
280

Ser

ttcacgaatt ggaagaggtt
gat cagagct tgcagacatc
aggccat gat ggaggaggca
t ggat ct gaa t attaaaggc

at cgggact g taat ggcacc

Pro

Ser
185

I'le

Phe Phe

Lys Arg Thr

Gu du Lys

235

Thr
250

Leu du

Pro lle

Pro Pro

Pro

aagt cggcaa
tt caagaaat
ttgcggtcta
gacacggat g
gctact gt ga

atttcgectg

Pro Ser

Phe
190

Leu

Leu

Cys Ser

220

Arg

Lys Qu

Thr Ser

du

Asp
285

gct ct gggaa
tt gat gcgaa
t gggaagt ga
gt gacggtta
aggatttgaa

ctgagctgtg

Lys Asn

175

Leu Ay

Val Ile

Pro Lys

Thr

du

du Ser

acgggttttg
cggggat gga
agt agacgag
tgttagectg
gaatgctttc

cgagactctc

60

120

180

240

300

360



aaaagcgt gg gcgagccctg caccatcgag gagtctaaga acattattca caacgtcgac

aagaat gggg atggacttat taatgttgaa gaatttcaga caatgatgac aagtgaaatg

act gat aaga

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

39

<400> 39
tctgataatc

aagct cgcag
atttacaccg
t at ggagcaa
ct ccagat gc
catcttggca
ggtttgcata
at t ggt gt gg
aatgcttgga
cttggttcca
ttgttaggac
aatcaatttg
gttgcaaaca
accattctaa
acaaagcgt a
cgagat gct t
at at acaat a
caaaat gct g
<210> 40

<211> 165
<212> PRT

gcaaat ga

1044
DNA
Cupressus arizonica

ccat agacag
act gt gttgt
t cacaagct c
caagagaaaa
ctttgtatgt
at ggcggt cc
tacacggttg
agcctgttca
ttgatcataa
ctggaattac
at gat gat ac
gacccaat gc
at aat t at ga
gt gaagggaa
t agggt gt ga
ttact aat gg
gt aat gaagc

gagt t gt agc

ct gct ggaga
gggat tt gga
agaagat aat
agcactttgg
t aat ggat at
ctgtctgttt
t aat acgagt
t gct caggat
ttctctctcc
tatctccaac
at at gat gat
t gggcaacga
t caat ggaat
tagtttcact
aacaacat ca
agcttatttt
tttcaaagtt

at aa

ggagat t cga
agct cgacca
cctgtgaatc
ataattttct
aagactattg
at gaggaaag
gttttggggg

ggggacgcca

gattgttctg
aat cacttct
gacaaat ct a
at gccaaggg
at at atgcta
gccccaaat g
gcttgtgcga

gt at cat cgg

gagaat ggga

att gggat ca
t gggaggcaa
ct acaccagg
ct cagaat at
acggcagggg
cgagccat gt
atgttttggt
ttactatgcg
at ggtctt at
t caaccat ca
t gaaagt gac
cacgat at gg
ttggtgggag
agagct acaa
actgggtgtg
ggaaagct ga

at gcagct cc

aaacagaat g
aggaggagaa
aactttgcgc
gaat at aaag
agcagat gt t
tattctccat
aagt gagt cc
gaatgttaca
cgatgttaca
t aaagt gat g
agt ggcgttc
act t gt acat
ttcaaat cca
gaaggaagt a
gagat ccaca
agacaccaat

t caatt aaca

420

480

498

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1044



<213>

<400>

Met Asp Qu

1

Lys Arg

Lys Phe

Asp Ile

Al a Met

65

Lys Asn

Pro Al a

Ay Leu

Thr Asp Lys

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

<400>

Cupressus arizonica

40

Val

Asp

35

Leu

Met

Phe

Al a

41
347
PRT

Val

Leu

20

Al a

Arg

du

Val

Phe

100

Leu

Ser

Asn

Ser

Pro

5

du

Asn

Ser

Lys

Val

Lys
165

Ser

dn

Ay

Met

Al a

70

Leu

Val

AQu

Asn

Ser

Ser

Asp

Ay

55

Asp

Asn

Phe

Thr

Cupressus arizonica

41

Asp

Val

dy

40

Ser

Thr

Asp

Leu
120

Phe

Hi s
25

Lys

Asp

Lys

Arg

105

Lys

Hi s

Ser

10

AQu

I'le

Val

Ay

Ay

Asp

Ser

Asn

Thr

Lys

Leu

Ser

Asp

Val

Val

Met
155

Ay

du

60

Ay

Thr

Ay

Asp
140

Met

Al a Ser

du Vval

30

Ser Au

45

Ala du

Tyr Val

Val Lys

Gy Thr

110

Au Pro

Lys Asn

Thr Ser

Ser

15

Phe

Leu

Val

Ay

Lys

Al a

Lys

Leu

80

Leu

Ser

Thr

Asp

Met
160



Ser

Thr

Asp

Arg

65

Leu

Ay

Lys

Thr

Pro
145

Phe

Asp

Asp

Met

Asn
50

Ser
130

Val

Asp

Phe

Asp

Arg

Ay

35

Pro

Lys

Met

Asp

Ser

115

Val

H s

Trp

Val

Asn

195

Asp

Pro

Met

20

Ay

Val

Pro

Val

100

H s

Leu

Thr
180

H s

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

85

H s

Val

Ay

dn

Asp

165

Leu

H s

Ser

Asp

Leu

Ay

Pro

Trp

70

Tyr

Leu

Asp

Asp

150

Hi s

Ay

Lys

Met

Ser

Gy

Thr

55

Val

Ay

Leu

Val

135

Ay

Ser

Val

Lys

Cys

Asp

Adu

40

Pro

Hi s

120

Leu

Asp

Ser

Thr

Met

200

Val

Trp

Cys
25

ay

Phe

Ay

Ay

Val

Leu

Thr

Arg

Val

Tyr

Thr

Ser

Tyr

90

Ay

Leu

Ser

Ser
170

Leu

Val

Ay

Val

Thr

Leu

dn

75

Lys

Pro

Thr

155

Asp

Thr

Ay

Al a

Asp

Ay

Val

Arg

60

Thr

Ser
140

H s

Phe

Phe

Thr

45

Tyr

Leu

Asp
205

Asp

Phe

110

Ay

Ay

Asp

Asn
190

Asp

Ay
95

Val

Val

Thr

Phe

Asp

Ser

Au

Thr

Lys

80

Arg

Arg

Asn

Thr

160

Leu

Hi s

Tyr

Ay



Pro

225

Val

Ser

Thr

Thr
305

Pro

210

Asn

Ser

Ser
290

Tyr

dn

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

<400>

Asn

Ser
275

Leu

42

97
PRT
human

42

Met Cys Ser

1

His Lys Tyr

Au

Met

Lys
35

dy

Asn

Pro

260

Tyr

Cys

Al a

Ser

Thr
340

Ser

Ser
20

du

dn

Asn

245

Thr

Lys

Al a

Tyr

Asn

325

dn

Arg
230

Tyr

Lys

Asn

Phe

310

Asn

215

Met

Asp

Leu

AQu

Trp

295

Val

Al a

Al a

Pro Arg Al a

A@n Trp Asn
250

Ser Au Ay

Val Thr Lys
280

Val Trp Arg

Ser Ser Ay

Phe Lys Val
330

dy Vval Vval
345

Leu Gu Gn Ala Leu Al a

Cys Gn Au

Leu Leu H s

10

Arg
235

Arg

Lys

315

Al a

Val

220

Tyr

Tyr

Thr
300

Leu

Gy Asp Lys Phe Lys

25

Lys A u Leu Pro Ser

40

Ay

Phe

Arg

du

ay

Val

Leu

Phe
45

Leu

Thr
270

Cys

Asp

Asp

Thr

Ser
30

Val

Val His

240

dy dy

Ala Pro

du Thr

Al a Phe

Thr Asn
320

Thr Phe
15

Lys Ay

Gy du



Lys Val
50

Asn Ser Asp @ n dn Val

65

Leu Ile Thr Val Met

Pro

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

<400>

atgtgcagtt ctctggagca ggcgct ggcet

Asp Gu Gu Gy Leu Lys Lys Leu Met Gy Ser

55

70

85

43
291
DNA
human

43

Asp Phe A n Gu Tyr

75

Cys Asn Asp Phe Phe @ n

90

gt gctggtca

t gccaagagg gcgacaagtt caagctgagt aagggggaaa

gagctgccca getttgtggg ggagaaagtg gat gaggagg

agcct ggat g agaacagtga ccagcaggtg gacttccagg

ctcatcactg tcatgtgcaa tgacttcttc cagggctgcc

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

<220>
<223>

<400>

44

26

DNA
artificial

pri mer

44

aaggat ccat gtgcagttct ctggag

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

<220>
<223>

<400>

45

26

DNA
artificial

pri mer

45

Leu Asp du

60
Ala Val Phe Leu Al a
80

Ay Cys Pro Asp Arg
95

ctaccttcca caagtactcc
t gaaggaact tctgcacaag
ggct gaagaa gct gat gggc
agtatgctgt tttcctggca

cagaccgacc ¢

60

120

180

240

291

26



aacttaagca gggtcggtct gggcag

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

46
DNA
<220>
<223> Q

<400> 46
at gagaggat

aacaat aaca
gccaagaagg
gt gggcegeg
ggcgccccca
tgccgcect ga
cttctgaaga
gcaaagaaga
t ct agaccca
tcceegtcetce
gccaccct cg
gagggcgceceg
actgcttccg
gaggaggagg
gcgt acgecc
ct gaaggccg
gagggcaaga
tctgccgcetce
gcgaagaagg
cagcccgcecg

agcgacgagg

1436

artificial

ct caccacca
at aacaacaa
ccgtccgcaa
t cggcgggat
ggatttcaga
acccgcgceac
acgtgacctt
agggcggcaa
t gt ccaccaa
aggcggacgt
cctttgtgat
cgaagat gag
ctgcgggt ga
ccgacgacga
t cgt ggcgct
ccggegttgce
gcttcgatgce
ct gct ggcgce
aggagcccga
ct gccgegece

acgacttcgg

ccaccaccac
cct cgggat c
gagcggct cc
gat gcgccgce
attctccgtg
cgtgatgctg
gt ct cacagc
gaagggcaag
gt acct cgcc
ggaggct at c
ggagagcgt t
cgcgat gccg
t gcggct ccg
cat gggcccc
gt ct ggcaag
cgt ggat gcc
gct ggt ggcc
t gt ct ccact
ggaggaggag

ggccgcccct

cat gggcggt

acggat ccgc
gagggaaggc
aagt ccgcga
ggccagt acg
aaggcggecg
gccgegegece
ggcgtt gtgc
gcgacaccga
gcgt acgcetc
t gcaaggccg
acgggacgcg
gcggccagct
gctgccgeceg
t ct agagt cg
acgccgt cga
tcccgegt gg
gagggccgca
gct ggt geeg
gccgat gat g
agcgccgcetg

ctcttctaag

at gcgagctc
ctttagctac
aat gt ggt ct
ct cgcegeat
cgcagagcgg
acgacgacga
cgaacat cag
gcgcgeccga
t ggcct cect
tccacat cga
acgt ggccac
ct ggt gccgce
ccgcgaagaa
accccat gca
aggcggacgt
atgccgtctt
cgaagct ggt
gcgcet ggecgce
acat gggccc
ccaaggagga

cgact cgcca

gaacaacaac
t cctcgcagc
gatcttcccg
cggt gcct ct
gaagaagcgg
cat cggcacg
caaggcgat g
attcggatcc
gagcaaggcg
cgt cgaccag
cct gat cgcg
tgct ggcgtc
ggacgagccc
gt acct cgcc
t caggctgtc
ccaggaggt g
gggct ct ggc
ggt ggccgag
cgt cgacctg
gccggaggag

tctcttagcc

26

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



tccttgtggt gcgecttgagg tgctctcget ctgettctce ttgcagtgtt ggcetgactct

ggcgggtatg tgccgtcgeca ttacacccac ctctcccacc cctttgecct acgcgetcge

at gcgcaat ¢ cgt gaat cat cgagggaagt ctctctgggt ggcagtgggt aagctt

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

<220>
<223>

<400>

47
412
PRT

artificial

Q
47

Met Arg Ay

1

Ser

Arg

Ay

Ay

65

Ay

Ay

Arg

Hi s

Ay

Pro

Ser
50

Ay

Lys

H s

Ser

130

dy

Leu

35

Lys

Met

Pro

Lys

Asp

115

Ay

Lys

Ser

Asn

20

Ser

Met

Arg

Arg

100

Asp

Val

Lys

H s

Thr

Arg

Asp

Val

dy

Hi s

Pro

Lys

Arg

70

Ser

Arg

Pro

Lys

Hi s

Asn

Arg

Cys

55

Ay

AQu

Leu

Ay

Asn

135

Al a

Hi s

Ser
40

Gy

Phe

Thr

120

Thr

Hi s

Asn

25

Leu

Tyr

Ser

Pro

105

Leu

Ser

Pro

Hi s

10

Asn

Lys

I'le

Val

90

Arg

Leu

Lys

Ser

Thr

Lys

Phe

Arg

75

Lys

Thr

Lys

Asp

Leu

Al a

Pro

60

Arg

Al a

Val

Asn

Met

140

Pro

Pro

Ay

Val

45

Val

Ile

Al a

Met

Val

125

Al a

du

H s

Ile

30

Arg

Ay

Ay

Al a

Leu

110

Thr

Lys

Phe

Al a

15

du

Lys

Arg

Al a

dn

95

Leu

Lys

Ay

Ser

Ay

Ser

Val

Ser

80

Ser

Al a

Ser

Lys

Ser

1320

1380

1436



145

Ser

Leu

Ser

Lys

225

Thr

Lys

Val

Ay

Val

Al a

Arg

Ser

Val

Val

210

Met

Asp

Asp

Lys

290

Val

Ay

Ay

dy

Pro

Lys

H s

195

Thr

Ser

Ser

Pro
275

Thr

Lys

Ser

Met

I'le

Ay

Al a

Al a

Pro

260

Met

Pro

Val

Ser

Ser

165

Ser

Asp

Arg

Ser

Asp

Phe

325

Ser

150

Thr

Pro

Val

Asp

Pro
230

Tyr

Lys

Val

Lys

Ser

Asp

Val
215

Leu

Al a

Tyr

Al a

Al a

Asp

Arg

Leu

Pro

AQu

Leu Al a

Al a Asp

Al a Thr

Thr Leu

Ser Ser

Ala Pro

250

Asp Asp

265

Ala Tyr

Val dn

Val Asp

Val Al a

Ala Ay

345

Ala Lys

155

Val

Leu

Asp

Al a

Lys

Tyr

Al a

Al a

Leu

Val

300

Val

Ay

Val

Al a

Phe

205

du

Al a

Al a

Ay

Val

285

Leu

Phe

Arg

Ser

Leu Al a

Ala Gy

Ala Al a

Pro Ser
270

Al a Leu

Thr Lys
335

Thr Al a
350

Pro Au

160

Ser

Lys

Au

Al a

Val

240

Arg

Ser

Al a

Val

320

Leu

Ay

du



Gu du Ala Asp Asp Asp Met Gy Pro Val Asp Leu dn Pro Ala Ala
370 375 380

Ala Ala Pro Ala Ala Pro Ser Ala Ala Ala Lys Au GQu Pro Au du
385 390 395 400

Ser Asp Qu Asp Asp Phe Ay Met Ay Ay Leu Phe
405 410
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1
REIVINDICACIONES

Molécula de acido nucleico representada por una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleotidos que codifican para un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 50% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:1 a lo largo de toda
su longitud,

ii. secuencias de nucleotidos que comprenden una secuencia de nucleétidos
que tiene al menos el 50% de identidad de secuencia con la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO:2 a lo largo de toda su longitud,

iii. secuencias de nucleétidos cuya hebra complementaria se hibrida con una
molécula de acido nucleico de secuencia de (i) o (i) y

iv. secuencias de nucledtidos que difieren de la secuencia de una molécula de
acido nucleico de (iii) debido a la degeneracion del codigo genético,

para su uso como adyuvante cuando dicha molécula de acido nucleico esta
operativamente unida a una secuencia de nucle6tidos que codifica para un
antigeno.

Molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 1, en la que la secuencia de
acido nucleico esta operativamente unida a una secuencia de nucleétidos que
codifica para el antigeno.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1 y/o 2, estando dicha
molécula de acido nucleico libre de una secuencia que codifica para un
polipéptido que es idéntica a SEQ ID NO: 3 a lo largo de toda su longitud.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2 6 3, codificando la
molécula de acido nucleico identificada en cualquiera de las reivindicaciones 1
para un polipéptido que puede provocar una respuesta inmunitaria especifica de
antigeno en un sujeto.

Molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 - 4, en la
gue dicho antigeno se origina a partir de cualquier organismo conocido que esté
asociado con una enfermedad o un estado en un sujeto.

Molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, en la
que dicho antigeno es un autoantigeno o se origina a partir de virus o un
microorganismo tal como una bacteria, una levadura, un hongo o un parasito.

Polipéptido codificado por una molécula de &cido nucleico segun la
reivindicacion 1.

Polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico segun cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 6.

Constructo de acido nucleico que comprende una molécula de acido nucleico
segun la reivindicacion 1.
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15.

16.

17.

2

Constructo de &cido nucleico que comprende una molécula de &cido nucleico
segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

Composicién que comprende una molécula de &cido nucleico segun la
reivindicacion 1 y/o un polipéptido segun la reivindicacién 7 y/o un constructo
nucleico segun la reivindicacién 9.

Composicién que comprende una molécula de &cido nucleico segun cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 6 y/o un polipéptido segun la reivindicacién 8 y/o un
constructo nucleico segun la reivindicacion 10.

Molécula de &cido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6,
polipéptido segun la reivindicacion 8, constructo de &cido nucleico segun la
reivindicacion 10 y/o composicion segun la reivindicacion 12 para su uso como
medicamento, siendo preferiblemente el medicamento una vacuna.

Uso de una molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 1, un polipéptido
segun la reivindicacion 7, un constructo de acido nucleico segun la
reivindicacion 9 y/o una composicion segun la reivindicacion 11 para la
fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad o un estado
asociado con un antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

Uso de una molécula de acido nucleico segun las reivindicaciones 2 a 6, un
polipéptido segun la reivindicacion 8, un constructo de acido nucleico segun la
reivindicacion 10 y/o una composicidbn segun la reivindicacibn 12 para la
preparacion de un medicamento que es una vacuna para tratar una enfermedad
0 un estado asociado con el antigeno.

Método de tratamiento de una enfermedad o un estado asociado con un
antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho
tratamiento comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion
1, un polipéptido segun la reivindicaciébn 7, un constructo de &cido nucleico
segun la reivindicacion 9 y/o una composicion segun la reivindicacion 11.

Método de tratamiento de una enfermedad o un estado asociado con un
antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dicho
tratamiento comprende una vacuna que comprende una molécula de acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 de 6, un polipéptido segun
la reivindicacién 8, un constructo de acido nucleico segun la reivindicacion 10
y/o una composicion segun la reivindicacion 12.
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Figura 3

Respuesta contra Kmp11. Respuesta contra Q.
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Figura 4.1.
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Figura 5.1
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Figura 5.2
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Fig 7
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Fig 8
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Fig 12
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Fig 13
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