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DESCRIPCION
Vacuna

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion que comprenden un antigeno derivado del asi llamado
antigeno PRAME de rechazo a tumores (también conocido como DAGE) unido a una pareja de fusién inmunoldgica
derivada de proteina D de Haemophilus influenzae B, procedimientos para preparar las mismas y para formular
vacunas y usar las mismas para tratar un intervalo de céanceres, que incluyen, pero no se limitan a melanoma,
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de pulmoén tal como NSCLC, sarcoma, cancer ovarico, cancer de cabeza
y Cl%lgut.), cancer renal, carcinoma colorrectal, mieloma multiple, leucemia que incluye leucemia aguda y carcinoma
esofagico.

Entre los diferentes grupos de antigenos asociados a tumores, los antigenos del cancer de testiculo son de interés
para inmunoterapia debido a su expresion especifica de tumores amplia y al hecho de que generalmente estos
antigenos no se expresan en células sanas. Se han descrito tantos como mas de 50 antigenos de céncer de
testiculo y, para muchos de ellos, se han identificado epitopes reconocidos por linfocitos T. PRAME es un antigeno
de céancer de testiculo y esta bajo investigacion como una inmunoterapia potencial.

En inmunoterapia el antigeno de cancer se introduce al paciente usualmente como una vacuna, por ejemplo que
contiene un antigeno como una proteina o un fragmento inmundégeno de la misma, o como ADN que codifica para la
proteina o como un vector que contiene dicho ADN, que estimula el sistema inmunitario del paciente para atacar
tumores gque expresan el mismo antigeno.

Si se estimula la respuesta apropiada, los linfocitos T (células T) atacan antigenos directamente, y proporcionan
control de la respuesta inmune. Se desarrollan células B y células T que son especificas para un tipo de antigeno.
Cuando el sistema inmune se expone a un antigeno diferente, se forman células B diferentes y células T diferentes.
Segun se desarrollan los linfocitos, aprenden normalmente a reconocer los tejidos propios del cuerpo (propios) como
diferentes de los tejidos y particulas no encontrados normalmente en el cuerpo (no propios). Una vez se forman las
células B y las células T, unas pocas de esas células se multiplicaran y proporcionaran "memoria" para el sistema
inmune. Esto permite al sistema inmune responder mas rapido y mas eficientemente la vez siguiente que se
exponga al mismo antigeno. Ciertos experimentos parecen indicar que los antigenos de cancer de testiculo pueden
estimular mecanismos de memoria en el sistema inmune

Se teoriza por algunos que PRAME esta implicado en muerte celular o ciclos celulares. Se ha mostrado por algunos
grupos que se expresa en melanoma y una amplia diversidad de tumores que incluyen de pulmén, de rifién, y de
cabeza y cuello. De forma interesante también parecen expresarse en el 40-60% de leucemias tal como leucemia
linfoide aguda y leucemia mieloide aguda, véase por ejemplo Exp. Hematol. diciembre de 2000; 28(12):1413-22. En
pacientes se ha observado que la sobreexpresion de PRAME parece estar asociada con supervivencia mas alta y
tasas menores de recaida en comparacion con aquellos quienes no sobreexpresan la proteina.

El antigeno y su preparacion se describen en la Patente de los Estados Unidos N.°: 5.830.753. PRAME se encuentra
en la Base de Datos de Genes Humanos Comentada H-Inv DB bajo los nimeros de acceso: U65011.1, BC022008.1,
AK129783.1, BC014974.2, CR608334.1, AF025440.1, CR591755.1, BC039731.1, CR623010.1, CR611321.1,
CR618501.1, CR604772.1, CR456549.1, y CR620272.1.

La proteina D es una proteina de superficie de la bacteria gram-negativa, Haemophilus influenzae B. La informacion
sobre las parejas de fusion inmunoldgicas derivadas de proteina D se puede obtener a partir del documento WO
91/18926.

Las proteinas de fusion de una parte de un antigeno y una pareja de fusion heterdloga se preparan algunas veces
para incrementar la inmunogenicidad del antigeno y/o para ayudar a la produccién de la proteina en cantidades y/o
pureza apropiadas, véase por ejemplo el documento WO 99/40188 que describe una proteina de fusién de MAGE vy,
por ejemplo proteina D una proteina de superficie de la bacteria gram-negativa, Haemophilus influenzae B. La
proteina de fusion se prepara recombinantemente y la secuencia de secrecion de proteina D se puede incorporar
dentro de la proteina de fusién para potencialmente ayudar a la secrecion y solubilizacién del producto final.

El documento WOO00/50077 describe un nimero de péptidos inmunogénicos unido a un vehiculo, en el que el
vehiculo se deriva de Haemophilus influenzae proteina D o fragmentos de la misma. El documento W0O99/10375
describe proteinas de fusion del Virus del Papiloma Humano (VPH), unidas a una pareja de fusiéon inmunolégica que
proporciona epitopes de células T auxiliares al antigeno de VPH

Breve Descripcion de las Figuras y Constructos/Secuencias

Figura 1 Analisis por SDS-page de Constructos 3y 4

Figura 2 Andlisis por SDS-page de Constructos 3a y 4a
Figura 3 Respuesta de CD4 (coadyuvante AS01B)

Figura 4 Respuesta de CD8 (coadyuvante AS01B - 20070499)
Figura 5 Respuesta de CD4 (coadyuvante AS15)

Figura 6 Respuesta de CD8 (coadyuvante AS15)
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(continuacién)

Figura 7 Una secuencia aminoacidica destacada de ejemplos de constructos de la presente invencion

Figura 8 Alineacion entre LipoD-MAGES3-His (SEC ID N.°: 43) y pD1/3-PRAME-His (SEC ID N.°: 10)

Figura 9 Alineacion entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus
influenzae (SEC ID N.°: 45) y la LipoD-MAGES3-His (SEC ID N.°: 43)

Figura 10 Alineacion entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus
influenzae (SEC ID N.°: 41), la pD-MAGE3-His (SEC ID N.°: 45) y un constructo de pD1/3-
PRAME-His, que no incluye los aminoécidos 2-D y 3-P (SEC ID N.°: 44)

Figura 11 Andlisis por SDS page de pD1/3-PRAME con o sin sefial de secrecion (SS) y marca de His
(His) en el vector pET21.

Figura 12 Secuencia de proteina D 1/3 MAGE-A3-His (SEC ID N.°: 44)

Constructo 1

(Ejemplo 1)

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME — TSGHHHHHH (plasmido TCMP14)

(secuencia de nucledtidos SEC ID N.°: 1; secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 2)

Constructo 2

(Ejemplo 2)

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME - sin marca de His (plasmido TCMP14)

(secuencia de nucledtidos SEC ID N.°: 3; secuencia de aminoécidos SEC ID N.°: 4)

Constructo 3

(Ejemplo 3)

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME — LEHHHHHH (plasmido pET21)

(secuencia de nucledtidos SEC ID N.°: 5; secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 6)

Constructo 4

(Ejemplo 4)

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME - sin marca de His (plasmido pET21)

(secuencia de nucledtidos SEC ID N.°: 7; secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 8)

Constructo 3a

(Ejemplo 3a)

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME — HHHHHH (plasmido pET26)

(secuencia de nucledtidos SEC ID N.°: 9; secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 10)

Constructo 4a

MDP- 20-127 - Proteina D — PRAME - sin marca de His (plasmido pET26)

(Ejemplo 4a) (secuencia de nucleotidos SEC ID N.°: 11; secuencia de aminoacidos SEC ID N.%: 12)
Secuencia 1 es la secuencia de ADN para el ejemplo 1

(SEC ID N.2%: 1)

Secuencia 2 es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 1
(SEC ID N.9: 2)

Secuencia 3 es la secuencia de ADN para el ejemplo 2

(SEC ID N.%: 3)

Secuencia 4 es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 2
(SEC ID N.9: 4)

Secuencia 5 es la secuencia de ADN para el ejemplo 3

(SEC ID N.9: 5)

Secuencia 6 es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 3
(SEC ID N.°: 6)

Secuencia 7 es la secuencia de ADN para el ejemplo 4

(SEC ID N.%: 7)

Secuencia 8 es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 4
(SEC ID N.°: 8)
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(continuacién)

Secuencia 9

(SEC ID N.%; 9)

es la secuencia de ADN de codén optimizado para el ejemplo 3a

Secuencia 10

(SEC ID N.° 10)

es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 3a

Secuencia 11

(SEC ID N.° 11)

es la secuencia de ADN de codon optimizado para el ejemplo 4a

Secuencia 12

(SEC ID N.°; 12)

es la secuencia de aminoacidos para el ejemplo 4a

SECID N.°: 13 VLDGLDVLL (PRA™" ™)

SECID N.°: 14 SLYSFPEPEA (PRA™“ ™)

SEC ID N.°: 15 ALYVDSLFFL (PRA™7™7)

SEC ID N.°: 16 LYVDSLFFL (PRA°™)

SECID N.%: 17 SLLQHLIGL (PRA™7)

Sgg ID N.°: 18 | Oligonucledtidos usados en los ejemplos de la presente invencion

a

SECIDN.%: 36 | TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826);

SEC ID N.% 37 TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

SECID N.%: 38 | ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC
GTT (CpG 2006)

SEC ID N.%: 39 TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

SEC ID N.°: 40 TCGACG TTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456)

SEC ID N.°: 41 Los aminoacidos 1 a 127 de la Proteina D de Haemophilus influenzae

SEC ID N.%: 42 Aminoacidos 1-Met; 2-Asp; 3-Pro; seguidos por los aminoacidos 20 a 127 de proteina D

SEC ID N.°: 43 Secuencia de aminoéacidos de Proteina D 1/3-MAGE-A3-His

SEC ID N.°: 44 Aminoacidos de proteina D de Haemophilus influenzae para usar en una secuencia pD1/3-
PRAME-His

SEC ID N.°: 45 Aminoacidos de proteina D de Haemophilus influenzae para usar en una secuencia pD1/3-

MAGE-His

Sumario de lainvencién

La presente invencién proporciona una proteina de fusion que comprende:

a) PRAME;

b) Una pareja de fusion heteréloga derivada de proteina D,

en la que la proteina de fusion comprende los aminoacidos 20 a 127 de proteina D; y ¢) adicionalmente aminoacidos
Met-Asp-Pro en el extremo N-terminal de la secuencia de la proteina de fusién, en la que la proteina de pareja de
fusion heter6loga derivada de la proteina O (b) se funde con el N-terminal de PRAME.

Parece que para las proteinas de fusion que comprenden PRAME o un fragmento inmunogénico del mismo y
proteina D, o para proteinas de fusidbn que comprenden proteina D, o para una proteina pareja de fusién que
comprende proteina D, que la presencia de la secuencia de secrecion (o secuencia sefial) puede afectar
detrimentalmente la cantidad de proteina de fusion producida.

PRAME

En un aspecto la proteina de fusién de la presente invencion comprende una proteina pareja de fusion como se
4
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describe en el presente documento y un antigeno PRAME o fragmento inmunogénico del mismo. Generalmente la
proteina PRAME tiene 509 aminoacidos y en una realizacién se pueden usar todos los 509 amino&cidos de PRAME.
Se han identificado varios epitopes de linfocitos T citotoxicos (CTL) en PRAME, por ejemplo:

VLDGLDVLL (PRA™%: SEC ID N.°: 13);
SLYSFPEPEA (PRAM? ™™ SEC ID N.°; 14);
ALYVDSLFFL (PRA*®3%; SEC ID N.°: 15);
LYVDSLFFL (PRA*3%: SEC ID N.%; 16)y
SLLQHLIGL (PRA**™%: SEC ID N.°:17).

Generalmente es deseable incluir tantos de estos epitopes como sea posible dentro del antigeno para generar una
respuesta inmune fuerte y asegurar que el antigeno es tan inmunogénico como sea posible. Aunque, puede ser
posible compensar una menor inmunogenicidad de un constructo dado empleando una formulacion con un
coadyuvante inmunolégico potente. Los coadyuvantes fuertes se discuten mas adelante en mayor detalle.

En un aspecto la invencion proporciona la parte de PRAME de la proteina de fusion que comprende, esta constituida
o consiste esencialmente en la proteina de longitud total.

Sin embargo, la invencion también se extiende a constructos de PRAME con sustituciones conservadoras. En una
realizacién, pueden estar sustituidos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas aminoécidos. El constructo de PRAME como se
describe en el presente documento puede contener adicionalmente o alternativamente deleciones o inserciones en
la secuencia de aminoacidos cuando se compara con la secuencia de PRAME de tipo salvaje. En una realizacion, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9 0 mas aminoacidos se pueden insertar o eliminar.

Las sustituciones conservadoras se conocen bien y se establecen generalmente como las matrices de registro por
defecto en los programas de ordenador de alineacion de secuencias. Estos programas incluyen PAM250 (Dayhoft
M.O. y col., (1978), “A model of evolutionary changes in proteins”, en “Atlas of Protein sequence and structure” 5(3)
M.O. Dayhoft (ed.), 345-352), National Biomedical Research Foundation, Washington, y Blosum 62 (Steven Henikoft
y Jorja G. Henikoft (1992), “Amino acid substitution matricies from protein blocks”), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89
(Biochemistry): 10915-10919.

En términos generales, las sustituciones dentro de los siguientes grupos son sustituciones conservadoras, pero las
sustituciones entre grupos se consideran no conservadas. Los grupos son:

i) Aspartato/asparragina/glutamato/glutamina
i) Serina/treonina

iii) Lisina/arginina

iv) Fenilalanina/tirosina/triptofano

v) Leucina/isoleucina/valina/metionina

vi) Glicina/alanina

Generalmente la secuencia de PRAME/los aminoacidos de PRAME usados en las proteinas de fusiéon de la

invencion seran mas del 80%, tal como el 85, 90, 95 y mas especificamente el 99% idénticos al PRAME que se da
en la naturaleza. Sin embargo, aquellos expertos en la técnica son conscientes de que los restos de aminoéacidos
generados como un resultado del proceso de clonacion se pueden mantener en las proteinas sintetizadas
recombinantemente. Si éstos no afectan detrimentalmente a las caracteristicas del producto, es opcional si se
eliminan o no.

En un aspecto la invencion proporciona una proteina de fusién como se describe en el presente documento que
comprende, consta de o consiste esencialmente en proteina PRAME de longitud total. En un aspecto adicional la
parte de PRAME de la proteina de fusion de la presente invencion comprende, estd constituida o consiste
esencialmente en uno o mas de los siguientes epitopes:

VLDGLDVLL (PRA'%: SEC ID N.°: 13);

SLYSFPEPEA (PRAM? ™ SEC ID N.°: 14);

ALYVDSLFFL (PRA*3%; SEC ID N.°: 15);

LYVDSLFFL (PRA¥%: SEC ID N.%: 16)y

SLLQHLIGL (PRA**™®: SEC ID N.%: 17).
Las proteinas de fusiéon del antigeno PRAME vy la proteina pareja de fusién proteina D como se describen en el
presente documento pueden estar quimicamente conjugadas, pero se expresan preferiblemente como proteinas de

fusion recombinantes, que pueden permitir niveles incrementados de proteina PRAME en un sistema de expresion
segun se compara con PRAME solo sin pareja de fusion, tal como las proteinas proteina D o proteina D modificada.

5
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Las proteinas de fusion de la presente invencion, como se describen en el presente documento, pueden comprender
adicionalmente una o mas secuencias de engarce entre la proteina pareja de fusion y el antigeno tumoral o parte
inmunogénica del mismo; o entre la proteina pareja de fusién y una marca de His u otra marca de afinidad (si esta
presente); o entre el antigeno tumoral o parte inmunogénica del mismo y una marca de His u otra marca de afinidad
(si esta presente). Los aminoacidos en las secuencias de engarce pueden no estar relacionados con las secuencias
del antigeno y/o pareja de fusion.

La pareja de fusidon puede ayudar en expresar la proteina (potenciador de expresion) a rendimientos mas altos que
la proteina recombinante nativa. La proteina pareja de fusion D, debido a su naturaleza fordnea, puede ser
particularmente inmunogénica in vivo y ayudar a la proteina de fusién que comprende PRAME u otro antigeno
tumoral proporcionando epitopes T auxiliares, preferiblemente epitopes T auxiliares reconocidos por células T CDA4.
Se puede creer que tales células T-CD4 contribuyen a generar una respuesta inmune favorable, en particular, una
respuesta de células T citoliticas CD8.

En una realizacion, la pareja de fusion puede actuar tanto como una pareja que potencia la expresién como en forma
de una pareja de fusién inmunolégica.

En un aspecto la invencién proporciona una proteina de fusién en la que la parte N-terminal de la proteina D (como
se describe anteriormente o en el presente documento) se condensa al extremo N-terminal de PRAME. Mas
especificamente la fusion con el fragmento de la proteina D y el extremo N-terminal de PRAME se lleva a cabo de tal
forma que el PRAME reemplaza el fragmento C-terminal de la proteina D que se ha escindido. Asi el extremo N-
terminal de la proteina D llega a ser el extremo N-terminal de la proteina de fusion.

Las proteinas de fusion de la invencién pueden incluir un marcador de afinidad, tal como por ejemplo, una marca de
histidina que comprende entre 5 - 9 restos de histidina tal como 6 restos de histidina. Estos restos pueden, por
ejemplo estar en la parte terminal de la proteina D (tal como en la parte terminal de la proteina D) y/o pueden estar
condensados a la parte terminal del antigeno PRAME o derivado del mismo, o al antigeno tumoral o al derivado del
mismo como se describen en el presente documento. Generalmente sin embargo la marca de histidina puede
localizarse en la parte terminal del antigeno PRAME o derivado del mismo, o el antigeno tumoral o derivado del
mismo como se describe en el presente documento tal como el extremo C-terminal del antigeno PRAME o derivado
del mismo, o el antigeno tumoral o derivado del mismo como se describe en el presente documento. Las marcas de
histidina pueden ser ventajosas a la hora de ayudar en la purificacion.

La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica las proteinas de la presente invencion.
Tales secuencias se pueden insertar dentro de un vector de expresion adecuado y usarse como vacunacion
ADN/RNA o se pueden expresar en un huésped adecuado. Los vectores microbianos que expresan el acido nucleico
se pufeden usar como vacunas. Tales vectores incluyen por ejemplo, poxvirus, adenovirus, alfavirus, listeria y
monofago.

Una secuencia de ADN que codifica las proteinas de la presente invencién se puede sintetizar usando técnicas de
sintesis de ADN convencionales, tales como mediante ligado enzimatico como se describe por D.M. Roberts y col.
en Biochemistry 1985, 24, 5090-5098, mediante sintesis quimica, mediante polimerizacion enzimética in vitro, o
mediante tecnologia de PCR que utiliza por ejemplo una polimerasa térmicamente estable, o mediante una
combinacion de estas técnicas.

La polimerizaciéon enzimatica de ADN se puede llevar a cabo in vitro usando una ADN polimerasa tal como ADN
polimerasa | (fragmento Klenow) en un tampén apropiado que contiene los nucleésidos trifosfato dATP, dCTP, dGTP
y dTTP segun se requieren a una temperatura de 10°-37°C, generalmente en un volumen de 50 pl o menos. El
ligado enzimatico de fragmentos de ADN se puede llevar a cabo usando una ligasa de ADN tal como una ligasa de
ADN T4 en un tampdn apropiado, tal como Tris 0,05 M (pH 7,4), MgCl, 0,01M, ditiotreitol 0,01 M, espermidina 1 mM,
ATP 1mM y seroalbimina bovina a 0,1 mg/ml, a una temperatura de 4°C a temperatura ambiente, generalmente en
un volumen de 50 ml o menos. La sintesis quimica del polimero de ADN o fragmentos de ADN se pueden llevar a
cabo mediante quimica de fosfotriéster, fosfito o forforamidita convencional, usando técnicas de fase sdlida tales
como aquellas descritas en ‘Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments - A Laboratory Manual’ (ed. H.G.
Gassen y A. Lang), Verlag Chemie, Weinheim (1982), o en otras publicaciones cientificas, por ejemplo M.J. Gait,
H.W.D. Matthes, M. Singh, B.S. Sproat, y R.C. Titmas, Nucleic Acids Research, 1982, 10, 6243; B.S. Sproat, y W.
Bannwarth, Tetrahedron Letters, 1983, 24, 5771; M.D. Matteucci y M.H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 1980, 21,
719; M.D. Matteucci y M.H. Caruthers, Journal of the American Chemical Society, 1981, 103, 3185; S.P. Adams y
col., Journal of the American Chemical Society, 1983, 105, 661; N.D. Sinha, J. Biernat, J. McMannus, y H. Koester,
Nucleic Acids Research, 1984, 12, 4539; y H.W.D. Matthes y col., EMBO Journal, 1984, 3, 801.

El proceso de la invencion se puede llevar a cabo mediante técnicas recombinantes convencionales tales como las
descritas en Maniatis y col., Molecular Cloning - A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor, 1982-1989.

En particular, el proceso puede comprender las etapas de:

i) preparar un vector de expresion replicable o de integracion capaz, en una célula huésped, de expresar un
polimero de ADN que comprende una secuencia de nucleodtidos que codifica la proteina o un derivado
inmunégeno de la misma,;

i) transformar una célula huésped con dicho vector;

ii) cultivar dicha célula huésped transformada bajo condiciones que permiten expresion de dicho polimero de
ADN para producir dicha proteina; y

iv) recuperar dicha proteina.
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El término ‘transformar’ se usa en el presente documento para querer decir la introduccion de ADN foraneo en una
célula huésped. Esto se puede lograr por ejemplo mediante transformacion, transfeccion o infecciéon con un plasmido
o vector viral apropiado usando por ejemplo técnicas convencionales como se describen en Genetic Engineering;
Eds. S.M. Kingsman y A.J. Kingsman; Blackwell Scientific Publications; Oxford, Inglaterra, 1988. El término
‘transformado’ o ‘transformante’ se aplicara de ahora en adelante a la célula huésped resultante que contiene y
expresa el gen foraneo de interés.

Los vectores de expresion son novedosos y también forman parte de la invencién.

Los vectores de expresion replicables se pueden preparar de acuerdo con la invencién, escindiendo un vector
compatible con la célula huésped para proporcionar un segmento lineal de ADN que tiene un replicon intacto, y
combinando dicho segmento lineal con una o0 mas moléculas de ADN que, conjuntamente con dicho segmento lineal
codifican el producto deseado, tal como el polimero de ADN que codifica la proteina de la invencién, o derivado de la
misma, bajo condiciones de ligado.

Asi, el polimero de ADN se puede preformar o formar durante la construccion del vector, segln se desee.

La eleccién del vector se determinara en parte mediante la célula huésped, que puede ser procariota o eucariota
pero son generalmente células de E. coli o células CHO. Los vectores adecuados pueden incluir plasmidos por
ejemplo TMCP14 o pET21 o pET26, pcDNA3, bacteriéfagos, césmidos y virus recombinantes.

La preparacion del vector de expresion replicable se puede llevar a cabo convencionalmente con enzimas
apropiados para restriccion, polimerizacion y ligado del ADN, mediante procedimientos descritos en, por ejemplo,
Maniatis y col. citado anteriormente.

La célula huésped recombinante se prepara, de acuerdo con la invencion, transformando una célula huésped con un
vector de expresion replicable de la invencion bajo condiciones de transformacion. Las condiciones de
transformacion adecuadas son convencionales y se describen en, por ejemplo, Maniatis y col. citado anteriormente,
0 “DNA Cloning” vol. I, D.M. Glover ed., IRL Press Ltd, 1985.

La eleccion de condiciones de transformacion se determina por la célula huésped. Asi, un huésped bacteriano tal
como E. coli se puede tratar con una solucion de CaCl, (Cohen y col., Proc. Nat. Acad. Sci., 1973, 69, 2110) o con
una solucion que comprende una mezcla de RbCI, MnCl,, acetato de potasio y glicerol, y después con &cido 3-[N-
morfolino]-propano-sulfénico, RbCl y glicerol. Las células de mamifero en cultivo se pueden transformar mediante
coprecipitacion con calcio del ADN vector sobre las células. La invencién también se extiende a una célula huésped
transformada con un vector de expresion replicable de la invencién.

El ADN puede haber experimentado optimizaciébn de codones mediante técnicas estdndar para facilitar
adicionalmente la expresion del huésped relevante. En una realizacion de la presente invencion se proporciona ADN
que codifica una proteina de fusion que comprende un antigeno PRAME o parte o fragmento del mismo como se
describe en el presente documento, en el que la secuencia de nucleétidos del antigeno PRAME o parte o fragmento
del mismo tiene los codones optimizados. En una realizacion, la secuencia de nucle6tidos de proteina D no tiene los
codones optimizados.

Cultivar la célula huésped transformada bajo condiciones que permiten la expresion del polimero de ADN se lleva a
cabo convencionalmente, como se describe en, por ejemplo, Maniatis y col. y “DNA Cloning” citados anteriormente.
Asi, preferiblemente la célula se suministra con nutriente y se cultiva a temperatura por debajo de 50°C.

Las proteinas de la presente invencion pueden expresarse en procariotas o eucariotas tales como levadura pero se
expresan a menudo en E. coli. Se pueden emplear cepas particulares de E. coli tales como AR58 y BLR DE3.

Generalmente un marcador de seleccion de, por ejemplo resistencia a kanamicina o resistencia a ampicilina se
incorpora para facilitar identificacion de la incorporacion exitosa del gen/constructo recombinante dentro del sistema
de expresién.

El producto se recupera mediante procedimientos convencionales de acuerdo con la célula huésped y de acuerdo
con la localizacion del producto de expresion (intracelular o segregado dentro del medio de cultivo o dentro del
periplasma celular). En una realizacion de la presente invencion el producto de expresién es intracelular. En una
realizacién de la presente invencion el producto de expresion es una proteina insoluble. Asi, la célula huésped es
bacteriana, tal como E. coli ella puede, por ejemplo, lisarse fisicamente, quimicamente o enziméaticamente y el
producto proteico aislarse del lisado resultante. Cuando la célula huésped es de mamifero, el producto puede
generalmente aislarse a partir del medio del nutriente o a partir de extractos libres de células. Las técnicas de
aislamiento de proteinas convencionales incluyen precipitacion selectiva, cromatografia de adsorcion, y
cromatografia de afinidad que incluyen una columna de afinidad a anticuerpo monoclonal.

En una realizacion de la invencion se proporciona un proceso para producir una proteina de fusién como se describe
en el presente documento que comprende la etapa de expresar en una célula una proteina de fusiébn que comprende
una proteina pareja de fusiébn como se describe en el presente documento. La célula puede ser una bacteria. En
una realizacién en la que la célula es una bacteria, la bacteria puede ser E. coli. El procedimiento de la presente
invencion puede comprender la etapa de expresar una proteina de fusion como se describe en el presente
documento en una célula como una proteina insoluble. El procedimiento puede comprender adicionalmente la etapa
de lisar la célula y purificar la proteina de fusién expresada a partir de las células lisadas.

En una realizacion de la invencion se proporciona una proteina de fusion obtenida mediante u obtenible mediante un
procedimiento o proceso descrito en el presente documento.
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Las proteinas de la presente invencién se proporcionan bien solubles en una forma liquida o bien en una forma
liofilizada.

Se espera generalmente que cada dosis humana comprendera 1 a 1000 pg de proteina, y preferiblemente 30 - 300
Hg.

La presente invencién también proporciona composicion farmacéutica tal como vacuna que comprende una proteina
de fusion de la presente invencion en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La vacuna puede contener opcionalmente uno o mas antigenos o polipéptidos asociados a tumores distintos, o
preferiblemente puede combinarse con otras vacunas de cancer basadas en un antigeno asociado a tumores. Por
ejemplo, estos antigenos asociados a tumores podrian ser antigenos como los que se describen en el presente
documento y/o pueden ser miembros que pertenecen a las familias MAGE, LAGE y GAGE o WT-1. En una
realizacioén el antigeno asociado a tumor puede comprender o estar constituido por el antigeno MAGE-A3.

La preparacién de vacuna se describe generalmente en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach” (eds.
Powell M.F. & Newman M.J). (1995) Plenum Press Nueva York). La encapsulacion dentro de liposomas se describe
por Fullerton, Patente de los Estados Unidos 4.235.877.

Las proteinas de la presente invencion pueden estar preferiblemente coadyuvadas en la formulacién de vacunas de
la invencién. Los coadyuvantes adecuados pueden incluir una sal de aluminio tal como un gel de hidréxido de
aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio, pero pueden ser también una sal de calcio, hierro o cinc, o pueden ser una
suspension insoluble de tirosina acilada, o azlcares acilados, polisacaridos catibnicamente o ani6nicamente
derivatizados, o polifosfacenos. Otros coadyuvantes conocidos incluyen oligonucledtidos que contienen CpG. Los
oligonucledtidos se caracterizan en que el dinucle6tido CpG estd no metilado. Tales oligonucleétidos son bien
conocidos y se describen en, por ejemplo el documento WO 96/02555.

En la formulacion de las invenciones puede ser deseable que la composicién coadyuvante induzca una respuesta
inmune preferencialmente del tipo TH1. En una realizacion hay proporcionado un sistema coadyuvante que incluye,
por ejemplo una combinacion de monofosforil lipido A, preferiblemente monofosforil lipido A 3-de-O-acilado (3D-
MPL) conjuntamente con una sal de aluminio. El coadyuvante puede incluir opcionalmente también oligonucle6tidos
CpG para inducir preferencialmente una respuesta TH1.

Un sistema potenciado que se puede usar en la presente invencion comprende la combinacién de un lipido A
monofosforilo y un derivado de saponina, particularmente la combinacion de QS21 y 3D-MPL como se describe en el
documento WO 94/00153, o, por ejemplo una composicion menos reactégena donde el QS21 se desactiva con
colesterol como se describe en el documento WO 96/33739.

Una formulacion que se puede usar en formulaciones de la presente invencion, que comprende QS21 3D-MPL y
tocoferol, por ejemplo en una emulsidn de aceite en agua, se describe en el documento WO 95/17210.

Otra formulacion coadyuvante que se puede usar en formulaciones de la presente invencion es QS21, 3D-MPL y
CpG o equivalente de las mismas, por ejemplo en una emulsion de aceite en agua o como una formulacién
liposdmica.

De acuerdo con ello en una realizacion de la presente invencion hay proporcionada una vacuna que comprende una
proteina de fusion o una proteina pareja de fusién como se describe en el presente documento y un coadyuvante,
por ejemplo como se describe anteriormente.

Combinacion de PRAME y MAGE

En una realizacién de la presente invencion se proporciona una composicion que comprende (a) un componente de
antigénico que comprende un antigeno PRAME o proteina de fusion como se describe en el presente documento y
(b) un componente antigénico que comprende un antigeno MAGE o proteina de fusion como se describe en el
presente documento. En una realizacién, la composicion puede comprender adicionalmente un coadyuvante como
se describe en el presente documento.

El antigeno MAGE para usar en la combinacion puede comprender el antigeno MAGE de longitud total.
Alternativamente, el antigeno MAGE puede comprender una parte inmunogénica de MAGE en la que 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 o mas aminoacidos se pueden eliminar de o sustituir en la secuencia de aminoacidos. En una realizacién
de la presente invencién, se pueden borrar 2 aminoacidos del extremo N-terminal de la secuencia MAGE. En una
realizacién de la presente invencion en la que el antigeno es MAGE-A3 0 una parte inmunogénica del mismo, la
secuencia de MAGE-A3 puede ser del aminoéacido 3 al 314 de MAGE-A3.

Para la combinacion descrita anteriormente, bien uno o bien ambos de los antigenos de PRAME y/o MAGE pueden
ser parte de una proteina o proteinas de fusion como se describe en el presente documento, o los antigenos pueden
estar presentes en otras proteinas de fusién o se pueden presentar como antigeno solo.

En una realizacion de la presente invencion se proporciona una composicién que comprende una proteina de fusion
gue comprende un antigeno PRAME y proteina pareja de fusion como se describe en el presente documento y una
proteina de fusion que comprende un antigeno MAGE-A3 y proteina pareja de fusion como se describe en el
presente documento. En una realizacién alternativa, la proteina de fusion que comprende el antigeno MAGE-A3
comprende o consiste en el antigeno MAGE-A3 y una proteina pareja de fusion que comprende aproximadamente
los primeros 109 aminoacidos de proteina D, en los que estan opcionalmente sustituidos uno o dos o mas
aminoacidos de la proteina D, y en los que la secuencia sefial de proteina D esta opcionalmente presente, ademas
de los primeros 109 aminoécidos de proteina D.
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Las proteinas de fusion de la presente invencion pueden comprender adicionalmente opcionalmente uno o mas
amino&cidos como “engarces” entre las secuencias del antigeno y la proteina pareja de fusion o entre el antigeno y
una marca de His, si esta presente. Los aminoacidos pueden no estar relacionados con las secuencias del antigeno
y/o pareja de fusion.

Las proteinas de fusion de la presente invencion, como se describen en el presente documento, pueden comprender
adicionalmente los aminoacidos Met-Asp-Pro en el extremo N-terminal de la secuencia de la proteina de fusion. El
aminoéacido Met puede ser de la secuencia de la proteina D original o puede ser de una secuencia no relacionada.

En una realizacion, la secuencia de una proteina de fusién que comprende MAGE-A3 y proteina D para usar en la
presente invencion se muestra en la Figura 12 y la SEC ID N.°: 43.

La presente invencién también se extiende a procedimientos de preparar dichas vacunas/composiciones.
EJEMPLOS

Se prepararon cuatro constructos de fusion y se referiran en el presente documento como ejemplos/constructos 1, 2,
3y 4. Se prepar6 un constructo de coddn optimizado a partir del ejemplo 3 y se designo como ejemplo 3a en el
presente documento. Se preparé un constructo de coddn optimizado a partir del ejemplo 4 y se designé como
ejemplo 4a en el presente documento.

En los ejemplos 3a y 4a la secuencia con respecto a la parte de la proteina D de la molécula es la misma. Sin
embargo, se modificaron ciertos codones en la region de PRAME, mejorando adicionalmente la expresion vy, en el
ejemplo 3a, el engarce entre PRAME y la marca de His se ha eliminado.
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Las proteinas de fusion de los ejemplos anteriores comprenden los aminoacidos 20-127 de la proteina D. Los
aminoacidos Met, Asp y Pro estan incluidos en el extremo N-terminal del fragmento de proteina D (es decir
aminoacidos MDP-20-127 de proteina D). Se piensa que estos tres aminoacidos adicionales pueden ayudar a la
estabilidad de la proteina y/o incrementar el nivel de la expresion de proteina de los mismos. El aminoacido 127 de
la proteina D se condensa al extremo N-terminal de PRAME de longitud total (es decir el aminoéacido 127 de proteina
D se condensa al extremo N-terminal de PRAME). Se incluyé una marca marcadora de histidina, ayudando a la
purificacion, en tres de las seis proteinas. La secuencia exacta de la marca es dependiente del plasmido usado.

Se construyeron tres tipos diferentes de plasmidos, TCMP14 y pET21 o pET26: para cada plasmido, se incluyo el
ADN que codifica la proteina de fusién con o sin una marca de histidina.

A menos que se establezca lo contrario la siguiente estrategia general se uso en la preparacion de cada uno de los
ejemplos.

Estrategia de clonacién para la generacion de proteina recombinante PD1/3-PRAME (con o sin marca de His)
que usa vector TCMP14:

La amplificacion de las secuencias presentadas en el plasmido TCMP14 se hizo usando una estrategia de PCR de
tres etapas. El vector pHIC348 que contiene la secuencia de ADN que codifica el gen de la proteina D entero se ha
obtenido del Dr. A. Forsgren, Department of Medical Microbiology, University of Lund, Malmd General Hospital,
Malmd, Suecia. La secuencia de ADN de proteina D se ha publicado por Janson y col. (1991) { Janson H, LO
Heden, A Grubb, M Ruan, & A Forsgren. 1991. Infect Immun 59:119-125}. El vector de expresion pMG81 es un
derivado de pBR322, en el que se introdujeron los elementos de control derivados del bacteri6fago A para
transcripcion y traduccidon de genes insertados fordneos (Shatzman y col., 1983) {Shatzman A, YS Ho, & M
Rosenberg. 1983. Experimental Manipulation of Gene Expression. Inouya (ed) péaginas 1-14. Academic NY}.
Ademas, el gen de resistencia a ampicilina se intercambié con el gen de resistencia a kanamicina. La secuencia que
codifica para la parte de proteina NS1 (aminoacidos 4 a 81) se sustituyé por mdltiples sitios de clonacion logrando
pMG81 MCS. La secuencia que codifica para el 1/3 de proteina D (aminoacidos 20 a 127) se cloné dentro de pMG81
MCS usando sitios de restriccion de BamHI y Ncol consiguiendo pMG81-1/3PD. Primero, la amplificacién por PCR
de la seccion que corresponde a los aminoacidos 20-127 de la proteina D se hizo usando vector pMG81-1/3PD
como plantilla y oligonucledétido de polaridad positiva:

5" ATA TAA CAT ATG GAT CCA AGC AGC CAT TCA TCA AAT 3’ (CAN008; SEC ID N.°: 18) y antisentido:
5" CCA CAA ACG CCT TCG TTC CAT GGT TTC AAAGTT TTC TGT C 3’ (CAN037; SEC ID N.°: 19).

El cADN de PRAME obtenido del Ludwig Institute, Bruselas, Bélgica se insertd en los sitios Bstx1-Notl del vector
pCADNL1 (Invitrogen) generando vector recombinante pCADN-1-PRAME. La amplificacion por PCR de la seccion
gue corresponde a aminoacido de la proteina PRAME se hizo usando vector de pcADN-1-PRAME (GSKBio) como
plantilla y oligonucleétido de polaridad positiva:

5" GAC AGA AAA CTT TGA AAC CAT GGA ACG AAG GCG TTT GTG G 3 (CANO036; SEC ID N.°: 20) y
antisentido:

5" AGA GAG ACT AGT CTA GTT AGG CAT GAA ACA GGG GCA CAG 3 (CAN029; SEC ID N.°: 21) o

5" GGA GGA ACT AGT GTT AGG CAT GAA ACA GGG GCA CAG 3 (CAN002; SEC ID N.°: 22) dependiendo de
si se afadié (CAN002) o no (CAN029) una marca de His .La secuencia final de PRAME insertada en el plasmido
de TCMP14 se obtuvo tras amplificaciones por PCR usando las plantillas de gen de 1/3PD y de gen de FRAME
que se generan en las etapas preliminares para plantilla y oligonucleétido de polaridad positiva: CAN00S, y
antisentido: CAN029 o CANOO02 dependiendo si estuvo presente una marca de His (CAN002) o no (CAN029). Se
afiadieron también los sitios Ndel en los sitios del extremo 5 y Spel en el extremo 3’ para clonacion del
fragmento dentro del vector de TCMP14.

Construccion del disefio del vector para expresar la proteina recombinante 1/3PD-PRAME con o sin proteina
recombinante de marca de His usando vector pET21:

Se usaron un plasmido de cADN recombinante llamado pcADN1-PRAME (como se describe en la estrategia previa)
gue contiene la secuencia que codifica para el gen PRAME y el vector PMG81-1/3PD (como se describe en la
estrategia previa) que contiene la parte N-terminal de la secuencia codificante de la proteina D. La estrategia de
clonacion incluyo las siguientes etapas.

a) Primero, la secuencia de 1/3PD sin sefial de secrecién (secuencia secrecion o sefial) se amplificé por PCR a

partir de plasmido PMG81-1/3PD usando el oligonucledtido de polaridad positiva: 5

AGAGAGCATATGAGCAGCCATTCATCAAATATGGCG (CAN040; SEC ID N.°: 22), y el antisentido:

5" ACGTGGGCGGCCGCGGTTTCAAAGTTTTCTGTCATTTCTAA (CANO32; SEC ID N.°: 23);

se afiadieron también los sitios Ndel del extremo 5’ y Notl en el extremo 3’ para clonacion del fragmento dentro
del vector pET21b(+).

b) La secuencia de PRAME se amplific6 por PCR a partir de plasmido pcADN1-PRAME usando el
oligonucleétido de polaridad positiva:

5 TTGTTGGCGGCCGCAATGGAACGAAGGCGTTTGTGGGGT (CANO033; SEC ID N.°: 25), y el antisentido:
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5" GGAGGACTCGAGGTTAGGCATGAAACAGGGGCACAG (CAN034; SEC ID N.%: 26); se afiadieron
también los sitios Notl en el extremo 5’ y Xhol en sitios del extremo 3’ para clonacion del fragmento
dentro del vector pET21b. Esta amplificacion dio como resultado la adicion en la parte C-terminal de la
proteina de dos aminoacidos, Leu y Glu, seguidos por 6 His en el plasmido pET21b(+). Para la generacion
de la proteina sin marca de His, se afiadio un coddn de parada (TAG) en el extremo 3’ del gen de PRAME
usando CANO033 y CANO035 (antisentido: 5 GGAGGACTCGAGCTAGTTAGGCATGAAACAGGGGCACAG
(CANO035; SEC ID N.°: XX)) en vez de CAN033 y CANO34.

c) Clonacion dentro de plasmido pET21b(+) (Invitrogen) de los fragmentos amplificados anteriores.

d) Eliminacién de sitio Notl entre 1/3PD y PRAME usando Kit de Mutagénesis Dirigida a Sitio QuikChange I
(Stratagene) y el oligonucledtido de polaridad positiva:

5' CAGAAAACTTTGAAACCATGGAACGAAGGCG (CAN106; SEC ID N.°: XX), y el antisentido:
5’ cgccttegttccatggtttcaaagttttctg (CAN107; SEC ID N.°: XX).

e) Adicion de dos aminoacidos Asp y Pro tras el Met en posicién 1 en el N-terminal de 1/3 de la proteina D
mediante mutagénesis y usando el oligonucleétido de polaridad positiva:

5 GGAGATATACATATGGATCCAAGCAGCCATTCATCAAATATGG (CAN104; SEC ID N.°2 XX) y el
antisentido:

5" CCATATTTGATGAATGGCTGCTTGGATCCATATGTATATCTCC (CAN105; SEC ID N.°: XX).

Construccion del disefio de vector para expresar la proteina recombinante 1/3PD-PRAME de co6n
optimizado (sin o con marca de His) en vector pET26:

El gen PRAME experiment6 optimizacion de codén y se cloné en armazon de pGA4 con la adicién de sitios Notl y
Xhol en el extremo 5’ y el extremo 3’ del gen optimizado respectivamente.

Este plasmido, llamado 0606420pGA4, se uso6 para clonar el gen en fusion con el PD1/3 en el vector pET26 usando
las siguientes etapas.

a) Eliminacién del fragmento Notl / Xhol que corresponde a la secuencia de PRAME optimizada con un codén
de parada en el extremo 3’ del gen del plasmido 0606420pGA4.

b) Clonacién del fragmento de PRAME optimizado dentro de un plasmido pET26b(+) que contiene el Ndel/Notl
clonado previamente de 1/3PD con oligonucle6tidos CAN040 y CANO32 como se describe anteriormente y donde
los aminoacidos Asp y Pro se afiadieron en la parte N-terminal mediante procedimiento de mutagénesis con
oligonucledtidos CAN104 y CAN105.

c¢) Eliminacién del sitio Notl mediante mutagénesis con oligonucledétidos: de polaridad positiva
5" GACAGAAAACTTTGAAACCATGGAACGTCGTCGTCTGTGG (CAN123; SEC ID N.°: XX) y antisentido

5" CCACAGACGACGACGTTCCATGGTTTCAAAGTTTTCTGTC (CAN124; SEC ID N.°: XX). Esto dio como
resultado la proteina de fusion de cod6n optimizado 1/3PD-PRAME sin marca de His.

d) El plasmido se usé después como una plantilla para la generacion de 1/3PD-PRAME de coddn optimizado con
plasmido de 6 His. La amplificaciéon por PCR de la proteina de fusion se hizo con oligonucleétidos de polaridad
positiva

5" GGAATTCCATATGGATCCAAGCAGCCATTC (CAN199; SEC ID N.%: XX) y un

5" GGAGCTCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTCGGCATAAAGCACGGGC (CAN198; SEC ID N.°:
XX); se afiadieron también los sitios Ndel en el extremo 5', Xhol en el extremo 3’ seguidos por 6 His y un codén
de parada para la clonacion del fragmento dentro del vector de pET26b(+).

e) Clonacion del fragmento amplificado en pldsmido pET26b(+) de Invitrogen.

Para la produccién de la proteina de fusién, se ha clonado el constructo de ADN dentro del vector de expresion
TCMP14. Este plasmido utiliza sefiales del ADN del fago lambda para dirigir la transcripcion y traduccion de genes
foraneos insertados. El vector contiene el promotor PL lambda, el operador OL y dos sitios de utilizacion (NutL y
NutR) para mitigar los efectos de polaridad transcripcional cuando se proporciona la proteina N (Gross y col., 1985.
Mol. & Cell. Biol. 5:1015).

El plasmido que expresa la proteina de fusién pD-PRAME se disefié de forma que los aminoacidos de PRAME se
afnadieron a la parte C-terminal de un derivado de 108 aminoéacidos de pD sin su secuencia sefial (secuencia de
secrecién o0 secuencia sefal) (es decir restos 20-127). A esta construccion, se afiadieron tres aminoacidos no
relacionados (Met y Asp y una prolina) en el extremo N-terminal del derivado de pD, y para ciertas construcciones se
incluyé una marca de His en el extremo C-terminal de los aminoacidos de PRAME (véase tabla A anteriormente).
Este constructo podria describirse alternativamente como derivado que contiene 109 aminoéacidos de pD, si la Met
N-terminal se considera que viene de la secuencia de pD.
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Cepa del Huésped y Transformacion

Se transformaron los huéspedes de cepa de E. coli AR58 (Mott y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 82, paginas
88-92, enero de 1985, Biochemistry) con ADN plasmidico para ejemplos/ constructos 1y 2.

La cepa de E. coli lisogénica AR58 usada para la produccién de Ejemplos/constructos 1 y 2 es un derivado de la
cepa K12 N99 de E.coli NIH estandar (F- su- galK2, lacZ- thr-). Ella contiene un fago lambda lisogénico defectivo
(galE::TN10, 1 Kil- cI857 DH1). El fenotipo Kil- evita el término de la sintesis macromolecular del huésped. La
mutacion cl857 confiere una lesion sensible a temperatura al represor cl. La delecién de DH1 elimina el operon
derecho del fago lambda y los locis bio, uvr3, y chlA del huésped. La cepa AR58 se generd mediante transduccién
de N99 con una reserva de fago lambda P previamente dejada crecer en un derivado de SA500 (galE::TN10, 1 Kil-
cl857 DH1). Se seleccioné la introduccidn del liségeno defectivo dentro de N99 con tetraciclina en virtud de la
presencia de un transposon de TN10 que codifica para la resistencia a tetraciclina en el gen galE adyacente. N99 y
SA500 son cepas K12de E. coli derivadas del laboratorio del Dr. Martin Rosenberg en el National Institutes of Health.

Los vectores que contienen el promotor PL, se introducen dentro de un huésped lisogénico E. coli estabilizando el
ADN plasmidico. Las cepas de huésped lisogénico contienen ADN del fago lambda defectivo en replicacion
integrado dentro del genoma (Shatzman y col., 1983; en Experimental Manipulation of Gene Expression. Inouya (ed)
paginas 1-14. Academic Press NY). El ADN del fago lambda dirige la sintesis de la proteina represora cl que se une
al represor OL del vector y evita la unién de RNA polimerasa al promotor de PL y de este modo la transcripcion del
gen insertado. El gen de cl de la cepa de expresion AR58 contiene una mutacion sensible a temperatura tal que la
transcripcion dirigida a PL se puede regular mediante cambio de temperatura, es decir un incremento en la
temperatura de cultivo inactiva el represor y se inicia la sintesis de la proteina fordneas. Este sistema de expresion
permite la sintesis controlada de proteinas foraneas especialmente de aquellas que pueden ser toxicas para la célula
(Shimataka & Rosenberg, 1981. Nature 292:128).

Los huéspedes de cepa de E. coli BLR (DE3) Novagen, WI, EE.U.U. (nimero de catalogo: 69053-4) BLR (DE3)
Novagen, WI, USA (nimero de catalogo: 69053-4), BLR es un derivado recA de BL21 que incrementa los
rendimientos de mondmeros de plasmidos y puede ayudar a estabilizar plasmidos objetivo que contienen secuencias
repetitivas o cuyos productos pueden causar la pérdida del profago DE3 (1, 2), se transformaron con ADN de
plasmidos de los ejemplos/constructos 3y 4.

Cada una de las transformaciones se llevo a cabo mediante procedimientos estandar con células tratadas con CacCl,
(Hanahan D. « Plasmid transformation by Simanis. » en Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press London. (1985):
p. 109-135.).

Crecimiento e induccion de cepa del huésped bacteriano
e Cultivo

Las bacterias se dejaron crecer-en 20 ml de caldo (BD) de Luria-Bertani (LB) + glucosa al 1% (p/v) (Laboratoire
MAT, nimero de catalogo: GR-0101) + antibiético (100 pg/ml de carbenicilina para pET21b, 40 pg/ml de kanamicina
para TCMP14). Se incubaron cultivos a 33°C, para células AR58 y a 37°C, para células BLR (DE3) hasta una
D.0O.600 nm alrededor de 0,8.

e Induccioén

A D.O. 600 nm alrededor de 0,8, los cultivos BLR (DE3) se indujeron a B-D-1-tiogalactopiranésido de isopropilo 1 mM
(IPTG; EMD Chemicals Inc., nimero de catalogo: 5815) y se incubaron durante 2 horas o 3 horas a 37°C aunque la
solubilidad se puede incrementar si se usa una temperatura menor.

A D.O. 600 nm alrededor de 0,8, los cultivos AR58 se indujeron mediante activacion por calor a 37°C y se incubaron
durante 7 horas.

El crecimiento bacteriano fue adecuado para los dos sistemas de expresion.
e Extraccion y Purificacion de la Proteina

Tras la expresion del polipéptido en cultivo, las células se recogen tipicamente mediante centrifugacion después se
rompen por medios fisicos o quimicos (si el polipéptido expresado no es secretado al medio) y el extracto en bruto
resultante se retiene para aislar el polipéptido de interés. EIl Reactivo de Extraccion de Proteinas BugBusterTM se
usa bajo condiciones recomendadas por los suministradores (Novagen).

Purificacion de Proteina PD1/3-Prame-his

Se resuspendié pasta de células de E. coli en tampdn de Tris 20 mM de pH 8,5 después se hizo pasar a través de
sistema homogeneizador (Panda de Niro Soavi S.p.A. - 2 pases — 75000000 pascales (750 bar)). Después de
adicion de MgCl, 2 mM y Benzonasa (50 U/ml), se incubé el homogenado 1 hora a temperatura ambiente (TR) bajo
agitacion suave después se centrifugé 30 minutos a 15900 g y TR. El sedimento resultante se resuspendi6 en
tampodn de Tris 20 mM a pH 8,5 que contiene dodecil sulfato sddico (SDS) al 1% y glutation 60 mM y se incubé 30
minutos a TR bajo agitacion suave. Después de 30 minutos de centrifugacion a 15900 g y TR, se elimin6 el
sedimento.

El sobrenadante de centrifugacion se diluy6é 10 veces en tampén de Tris 20 mM que contiene urea 6,66 M, cloruro de
sodio 0,333 M (NaCl) e imidazol 11,11 mM y después se sometidé a separacién cromatografica en una columna de
afinidad con ion metalico de niquel (Sefarosa IMAC 6 FF - GE Healthcare) equilibrada en un tampén de Tris 20 mM
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de pH 8,5 que contiene SDS al 0,1%, urea 6,0 M, NaCl 0,3 M e imidazol 10 mM. Después del lavado de la columna
con tampoén de Tris 20 mM de pH 8,5 que contiene sarcosilo al 0,5%, urea 6,0 M, NaCl 0,3 M e imidazol 10 mM, se
eluyé el antigeno de la columna incrementando la concentracion de imidazol hasta 40 mM en el mismo tampon de
lavado. Después de la adicién de fosfato hasta 50 mM, se hizo pasar el eluato positivo en antigeno a través de una
columna de Hidroxiapatita Cerdmica para Macro-Prep de tipo Il (Bio-Rad) equilibrada en un tampdén de Tris 20 mM a
pH 8,5 que contiene fosfato 50 mM, sarcosilo al 0,5%, urea 6,0 M y NaCl 0,3 M. El flujo través de hidroxiapatita que
contenia el antigeno se diafiltr6 frente a tampdn de borato 5 mM de pH 9,8 que contenia sacarosa al 3,15% en una
membrana Omega de 30 kDa (Pall). El retentato de ultrafiltracion se esteriliz6 mediante filtracion a través de una
membrana de acetato de celulosa de 0,45/0,22 um (Sartorius). El material purificado se almacené a —70°C.

Se ha usado también un proceso de purificacién alternativo, que difiere del anterior proceso en las siguientes etapas:
- Sin tratamiento con benzonasa

- Sin cambio de SDS a sarcosilo en columna IMAC (SDS de extraccion hasta la etapa HA)

- El tamp6n usado para la diafiltracion fue tampdn de Tris 5 mM de pH 8,5 - arginina 0,5 M.

Este proceso de purificacion alternativo dio como resultado eliminacion de SDS incompleta con valor residual
alrededor del 0,05% y el 0,085%.

e Purificacion

Las proteinas recombinantes expresadas se purificaron a partir de fracciones de sobrenadante obtenidas después
de centrifugacion de E. coli inducida usando una resina de quelacién de metales His Binol(QIAgen, Chatsworth, CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante de la resina.

Caracterizacion de la Proteina
SDS-Page:
Gel: gel de Bis-Tris al 4-12% de NUPAGE 15 6 26 pocillos1,0 mm (nimero de catalogo de Invitrogen: NP0323BOX)

Véanse figuras 1 y 2 mas adelante, que muestran andlisis por SDS page de ejemplo 3 y 4y 3a y 4a
respectivamente, en las que las proteinas 1/3pD-PRAME recombinantes diferentes con o sin marca de His migran
sobre el gel a un peso molecular aparente de ~70 kDa. Las proteinas recombinantes se encuentran como cuerpos
de inclusion en el lisado de células de E. coli, después de induccion.

La preparacién de muestras, tampones y condiciones de migracion se realizaron bajo condiciones recomendadas
por los suministradores (Invitrogen). Se cargaron 10 pl de todas las preparaciones (antes de induccion (Bl) y
después de induccién (Al)) en pocillos que corresponden a 100 pl de equivalente de cultivo.

Leyenda de la fig. 1: andlisis por SDS page después de tincion con azul de Coomassie de 1/3PD-PRAME
recombinante después de induccién con IPTG de cepa BLR DE3 de E. coli transformada con pET21 recombinante.
Se ha cargado en gel un equivalente de 100 pl de cultivo desgs de 2 horas de induccién en cepa BLR DE3 con
IPTG 1 mM a 25, 30 6 37°C. Clon n°3 (1/3PD-PRAME / pET21) y Clon n°4 (1/3PD-PRAME-His / pET21) estan
presentes en gel antes (Bl) y después (Al) de inducciones en fracciones soluble (sobrenadante) y no soluble
(sedimento). Carriles 1 y 10: pretincion de Intervalo Amplio Estandar (BioRad Cat n°161-0318), carril 2 (clon n°3, BI,
sobrenadante), carril 3 (clon n® 3, BI, sedimento), carril 4 (clon n® 3, Al, 25°C, sobrenadante), carril 5 (clon n°® 3, Al,
25°C, sedimento), carril 6 (clon n® 3, Al, 30°C, sobrenadante), carril 7 (clon n° 3, Al, 30°C, sedimento), carril 8 (clon
n° 3, Al, 37°C, sobrenadante), carril 9 (clon n° 3, Al, 37°C, sedimento), carril 11 (clon n° 4, BI, sobrenadante), carril
12 (clon n° 4, BI, sedimento), carril 13 (clon n°® 4, Al, 25°C, sobrenadante), carril 14 (clon n° 4, Al, 25°C, sedimento),
carril 15 (clon n° 4, Al, 30°C, sobrenadante), carril 16 (clon n° 4, Al, 30°C, sedimento), carril 17 (clon n° 4, Al, 37°C,
sobrenadante), carril 18 (clon n° 4, Al, 37°C, sedimento).

Leyenda de la figura 2: analisis por SDS page después de tincion con azul de Coomassie de 1/3PD-PRAME
recombinante después de induccion con IPTG de cepa BLR DE3 E. coli transformada con pET26 recombinante. Un
equivalente de 100 pl de cultivo después de 2 horas de induccion en cepa BLR DE3 con IPTG 1 mM a 25, 30 0 37°C
se ha cargado en gel. Clon n° 3a (1/3PD-PRAME de codo6n optimizado / pET26) y Clon n° 4a (1/3PD-PRAME-His de
coddn optimizado / pET26) estan presentes en gel antes (Bl) y después (Al) de inducciones en fracciones soluble
(sobrenadante) y no soluble (sedimento). Carriles 2 y 10: pretincion de Intervalo Amplio Estandar (BioRad Cat n°
161-0318), carril 1 (clon n° 3a, Bl, sobrenadante), carril 3 (clon n°3a, Bl, sedimento), carril 4 (clon #3a, Al, 25°C,
sobrenadante), carril 5 (clon #3a, Al, 25°C, sedimento), carril 6 (clon n° 3a, Al, 30°C, sobrenadante), carril 7 (clon n°
3a, Al, 30°C, sedimento), carril 8 (clon n° 3a, Al, 37°C, sobrenadante), carril 9 (clon n°® 3a, Al, 37°C, sedimento), carril
11 (clon n° 4a, BI, sobrenadante), carril 12 (clon n° 4a, Bl, sedimento), carril 13 (clon n°4a, Al, 25°C, sobrenadante),
carril 14 (clon n° 4a, Al, 25°C, sedimento), carril 15 (clon n° 4a, Al, 30°C, sobrenadante), carril 16 (clon n°® 4a, Al,
30°C, sedimento), carril 17 (clon n° 4a, Al, 37°C, sobrenadante), carril 18 (clon n° 4a, Al, 37°C, sedimento).

Transferencia Western

Las membranas se bloquearon durante 30 minutos a 37°C, 60 RPM usando solucidn reciente de leche al 3%/PBS
1X. Después de la incubacién de bloqueo, se afiadieron los anticuerpos primarios (anti-PRAME de conejo; GSK
Biologicals S.A.) a dilucién 1:5000 o marca de His a-6X (AbCam) a dilucion 1:3000 en solucidn reciente de leche al
3%/PBS 1X durante 1 hora a 37°C, 60 RPM. Después de eso, las membranas se lavaron tres veces 5 minutos a
temperatura ambiente usando Tween20 al 0,02%/PBS 1X. Se afiadieron anticuerpos secundarios (anti-IgG (H+L) de
conejo de asno perox (Jackson laboratory)) a diluciéon 1:20000 usando solucion reciente de leche al 3%/PBS 1X. Se
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incubaron las membranas durante 1 hora a 37°C, 60 RPM. Después de eso, se lavaron tres veces las membranas 5
minutos a temperatura ambiente usando Tween20 al 0,02%/PBS 1X antes de las exposiciones de membranas a
sustrato de peroxidasa (KH2PO4, 10 mM; (NH4)2SO4, 10 mM; O-dianisidina, al 0,01% y peréxido de hidrégeno al
0,045%) o sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma Fast) siguiendo las recomendaciones del suministrador.

5 Analisis molecular:

Ejemplo/constructo 1

Analisis Proteina Completa

Longitud 629 aa

Peso Molecular 71629,96 p.m.

1 microgramo = 13,961 pMoles

Coeficiente de | 67680

Extincion Molar

1 A[280] a 1,06 mg/ml

Corr. a

A[280] de 1 mg/ml 0,94 UA

Punto isoeléctrico 6,41

CargaapH?7 -5,84

Ejemplo/constructo 2

Andlisis Proteina
Completa

Longitud 620 aa

Peso Molecular 70561,90 p.m.

1 microgramo = 14,172 pMoles

Coeficiente de | 67680

Extincion Molar

1 A[280] a 1,04 mg/ml

Corr. a

A[280] de 1 mg/ml 0,96 UA

Punto isoeléctrico 6,28

CargaapH?7 -6,36

10 Ejemplo/constructo 3

Analisis Proteina Completa

Longitud 628 aa

Peso Molecular 71627,01 p.m.

1 microgramo = 13,961 pMoles

Coeficiente de | 67680

Extincion Molar
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(continuacién)

1 A[280] a 1,06 mg/ml

Corr. a

A[280] de 1 mg/ml 0,94 UA

Punto isoeléctrico 6,34

CargaapH7 -6,84
Ejemplo/constructo 4

Analisis Proteina Completa

Longitud 620 aa

Peso Molecular 70561,90 p.m.

1 microgramo =

14,172 pMoles

Coeficiente de | 67680
Extincion Molar

1 A[280] 1,04 mg/mi
Corr. a

A[280] de 1 mg/ml 0,96 UA
Punto isoeléctrico 6,28
CargaapH?7 -6,36

Ejemplo 5

Evaluacion de la produccion de proteinas con o sin la sefial de secrecion (secuencia de secrecion o
secuencia sefial) de 1/3 de la proteina D en la proteina de fusién.

Tabla B
Proteina Nivel de Expresion
PD1/3-PRAME con sefial de secrecion (SS) +
PD1/3-PRAME sin sefial de secrecion (SS) +++

Fig. 11: andlisis por SDS page después de tincion por azul de Coomassie de 1/3PD-PRAME recombinante con o sin
sefial de secrecion después de induccion con IPTG de cepa BL21 DE3 E. coli transformada con pET21
recombinante. Se ha cargado sobre gel un equivalente de 100 ul de cultivo después de 3 horas de induccién en
cepa BL21 DE3 con IPTG 1 mM a 37°C. Aquellos constructos se presentan en gel antes (Bl) y después (Al) de
inducciones en fracciones soluble (sobrenadante) y no soluble (sedimento). Carril 1: pretincion de Intervalo Amplio
Estandar (BioRad Cat161-0318), carril 2 (pD1/3-PRAME + SS, BI, sobrenadante), carril 3 (pD1/3-PRAME + SS, BI,
sedimento), carril 4 (pD1/3-PRAME + SS, Al, sobrenadante), carril 5 (pD1/3-PRAME + SS, Al, sedimento), carril 6
(pD1/3-PRAME + SS + His, BI, sobrenadante), carril 7 (pD1/3-PRAME + SS + His, Bl, sedimento), carril 8 (pD1/3-
PRAME + SS + His, Al, sobrenadante), carril 9 (pD1/3-PRAME + SS + His, Al, sedimento), carril 10 (pD1/3-PRAME
sin SS, BI, sobrenadante), carril 11 (pD1/3-PRAME sin SS, BI, sedimento), carril 12 (pD1/3-PRAME sin SS, Al,
sobrenadante), carril 13 (pD1/3-PRAME sin SS, Al, sedimento), carril 14 (pD1/3-PRAME sin SS + His, BI,
sobrenadante), carril 15 (pD1/3-PRAME sin SS + His, BI, sedimento), carril 16 (pD1/3-PRAME sin SS + His, Al,
sobrenadante), carril 17 (pD1/3-PRAME sin SS + His, Al, sedimento).

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de PD-PRAME-His formulada en AS01B o AS15: intervalo de dosis de antigeno
en una dosis constante de coadyuvante.

Propésito: intervalo de dosificacion de antigeno para seleccionar la mejor dosis a usar en experimentos preclinicos
Protocolo:

6 grupos de 12 ratones CB6F1 recibieron inyecciones intra-musculares (IM) en el dia 0 y el dia 14 de:
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1. PBS

2. PRAME (50* pg) en ASO1B 0 AS15

3. PRAME (10 pg) en ASO1B o AS15

4. PRAME (2 pg) en ASO1B o AS15

5. PRAME (0,4 pg) en AS01B o AS15

6. PRAME (0,08 pg) en ASO1B 0 AS15

* 44,7 ug realmente administrados en lugar de la dosis pretendida de 50 ug

ASO01B es una formulaciéon coadyuvante liposémica que comprende QS21 y 3D-MPL; AS15 es una formulacién
coadyuvante liposdmica que comprende QS21, 3D-MPL y CpG.

El constructo usado en este ejemplo era ejemplo/constructo 3a (pET26 con una marca de His), proporcionado en
tampon de Tris 5 mM de pH 8.5 - Arginina 0,5 M. La proteina proporcionada en un tampén borato con sacarosa se
puede usar también.

Lecturas:

» Tincion de Citoquina Intracelular (ICS) 14 dias tras 2 inyecciones después de restimulacion in vitro de células del
bazo (4 reservas de 3 ratones por grupo) con la reserva de péptidos PRAME a 1 pug/ml/péptido (15-mero)

Respuesta de CD4 (coadyuvante AS01B)

Se muestran resultados de ICS para citoquinas CD4 para el coadyuvante ASO1B en la figura 3. En este experimento
se puede concluir que la mejor dosis de antigeno PRAME para inducir una respuesta de CD4 en AS01B bajo estas
condiciones parece ser 2 ug.

Respuesta de CD8 (coadyuvante AS01B)

Se muestran resultados de ICS para citoquinas CD8 para el coadyuvante ASO1B en la figura 4. Los datos parecen
mostrar una respuesta de CD8 muy baja y una heterogeneidad de la respuesta intra-grupo.

Respuesta de CD4 (coadyuvante AS15)

Se muestran resultados de ICS para citoquinas CD4 para el coadyuvante AS15 en la figura 5. Estos datos parecen
mostrar que se indujo una respuesta de CD4 similar con 44 ug, 10 ug, 2 ug y 0,4 ug de PRAME formulado en AS15;
con una respuesta decrecida inducida con 0,08 pg de PRAME

Respuesta de CD8 (coadyuvante AS15)

Se muestran resultados de ICS para citoquinas CD8 para el coadyuvante AS15 en la figura 6. Estos datos parecen
no mostrar ninguna respuesta de CD8 (valor de fondo en el grupo de PBS)

Ejemplo 7

En resumen, para las invenciones descritas en el presente documento, se puede usar el siguiente sumario para
describir constructos especificos de PD1/3-PRAME que se han generado hasta el momento:

Constructos usados para PD1/3-PRAME

- No se incluye ninguna secuencia sefial de proteina D (aminoacidos 2 a 19 de proteina D)

- Se incluye la metionina de proteina D (AA 1 de la proteina D)

- Dos AA no relacionados (Asp y Pro) sustituyen a los aminoacidos Lys-2 y Leu-3 de proteina D

- Se incluyen los primeros 109 AA de proteina D después de la secuencia sefial de proteina D (109 aminoacidos
que incluyen la primera Met en extremo N-terminal + AA20 a 127 de la proteina D)

- Seiincluyen AA 1 - 509 de PRAME (secuencia original de longitud total de PRAME)

- Con o sin una marca de His compuesta de uno de los siguientes:
e Tres aminoacidos no relacionados (Thr, Ser y Gly) + 6 residuos de His para clonar en plasmido TCMP14; o
e Dos aminoacidos no relacionados (Leu y Glu) + 6 residuos de His para clonar en plasmido de pET21; o

e 6 residuos de His para clonar en pldsmido pET26.
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Proteina pD1/3 - PRAME +/- marca de His :

pD 1/3 20 - 127 | PRAME
1 - 509

Extremo N | pD 1/3 PRAME C terminal
Terminal MDP
Extremo N | pD 1/3 PRAME TSG 6xHis (en TCMP14) extremo C terminal
Terminal MDP
Extremo N | pD 1/3 PRAME LE 6xHis (en pET21) extremo C terminal
Terminal MDP
M Extremo N | pD 1/3 PRAME 6xHis (en pET26) extremo C terminal
Terminal MDP

Se muestra una secuencia de aminoacidos destacada de ejemplos de constructos de la presente invencién en la
figura 7.

Se muestran alineaciones de los siguientes constructos en figuras 8, 9 y 10:
Alineacion entre LipoD-MAGE3-His y D1/3-PRAME-His (figura 8)

Alineacion entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus influenzae y la LipoD-MAGE3-
His (figura 9)

Alineacion entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus influenzae, la LipoD-MAGE3-
His y la pD1/3-PRAME-His (figura 10).

Formulacion de preparacion de vacuna usando proteinas de fusion:

Las proteinas de fusidn de la invencion se pueden formular dentro de vacunas que bien estan conducidas o bien no.
En una realizacién, como un coadyuvante, la formulacion puede comprender una mezcla de minofosforil lipido A 3-
des-O-acilado (3D-MPL) y QS21 en una emulsién de aceite en agua. El sistema coadyuvante SBAS2 se ha descrito
previamente en el documento WO 95/17210. El coadyuvante para usar en la presente invencion puede comprender
alternativamente monofosforil lipido A 3 de-O-acilado (3D-MPL), QS21 y CpG en una formulacion de aceite en agua
o en una formulacion liposémica.

3D-MPL: es un inmunoestimulante derivado del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria gram-negativa Salmonella
minnesota. MPL se ha desacilado y carece de un grupo fosfato en el resto de lipido A. Este tratamiento quimico
reduce drasticamente la toxicidad mientras que mantiene las propiedades inmunoestimuladoras (Ribi, 1986).

Se cree que 3D-MPL combinada con diversos vehiculos puede potenciar fuertemente tanto la inmunidad humoral
como un tipo TH1 de inmunidad celular.

QS21: es una molécula de saponina natural extraida de la corteza del arbol sudamericano Quillaja saponaria Molina.
Una técnica de purificacion desarrollada para separar las saponinas individuales de los extractos en bruto de la
corteza, permitié el aislamiento de la saponina particular, QS21, que es un glicésido triterpeno que demuestra
actividad coadyuvante mas fuerte y toxicidad menor comparado con el componente parental. QS21 ha mostrado
activar los CTL restringidos del MHC de clase | a Ag de varias subunidades, asi como estimular proliferacién
linfocitica especifica de Ag (Kensil, 1992).

Se cree que puede haber un efecto sinérgico de combinaciones de MPL y QS21 en la induccion tanto de respuestas
inmunes celulares de tipo TH1 como de respuestas inmunes humorales.

La emulsién de aceite en agua comprende una fase organica hecha de 2 aceites (un tocoferol y escualeno), y una
fase acuosa de PBS que contiene Tween 80 como emulsionante. La emulsién comprendié escualeno al 5%
tocoferol al 5% Tween 80 al 0,4% y tuvo un tamafo de particula promedio de 180 nm y se conoce como SB62
(véase documento WO 95/17210). Las gotitas del aceite resultante tendrian un tamafio de aproximadamente 180
nm.

El coadyuvante para usar en la presente invencion se puede formular como una combinacion de MPL y QS21, en
una emulsion de aceite en agua o en una formulacion liposémica. Esta preparacion deberia transportarse en viales
de 0,7 ml para mezclarse con antigeno liofilizado o proteina de fusion (viales que contienen de 30 a 300 ug de
antigeno).

Se pueden usar también oligonucleétidos inmunoestimuladores. Los oligonucleétidos de ejemplo para usar en
coadyuvantes o vacunas de la presente invencion incluyen oligonucleétidos que contienen CpG, que contienen
generalmente dos o mas motivos de dinucleétido CpG separados por al menos tres, mas frecuentemente al menos
seis 0 mas nucledtidos. Un motivo de CpG es un nucleétido de citosina seguido por un nucleétido de guanina. Los
oligonucleétidos CpG son tipicamente desoxinucleétidos. En una realizacion el internucleétido en el oligonucleétido
es fosforoditioato, o mas preferiblemente un enlace de fosforotioato, aunque fosfodiéster y otros vinculos
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internucledtido estan dentro del alcance de la invencién. También estan incluidos dentro del alcance de la invencion
oligonucledtidos con vinculos internucleétido mixtos. Procedimientos para producir oligonucleétidos de fosforotioato
o fosforotioato se describen en los documentos US 5.666.153, US 5.278.302 y WO 95/26204.
Ejemplos de oligonucleétidos son como sigue:

TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826; SEC ID N.°: 36)

TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758; SEC ID N.°: 37)

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006; SEC
ID N.°: 38)

TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668; SEC ID N.°: 39)
TCGACG TTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456; SEC ID N.°: 40),
las secuencias pueden contener enlaces internucle6tido modificados por fosforotioato.

Los oligonucledtidos CpG alternativos pueden comprender una 0 mas secuencias anteriores en que tienen
deleciones o adiciones a las mismas inconsecuentes.

Los oligonucleétidos CpG se pueden sintetizar mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica (por ejemplo
véase el documento EP 468520). Convenientemente, tales oligonucledtidos se pueden sintetizar utilizando un
sintetizador automatizado.
En una realizacion de la presente invencion una combinacién coadyuvante para usar en la invencion incluye uno o
mas de los componentes siguientes: 3D-MPL y QS21 (EP 0 671 948 B1); emulsiones de aceite en agua que
comprenden 3D-MPL y QS21 (documento WO 95/17210, documento WO 98/56414); o 3D-MPL formulado con otros
vehiculos (documento EP 0 689 454 B1). Otros sistemas coadyuvantes que se pueden usar en la presente invencion
comprenden una combinacién de 3D-MPL, QS21 y un oligonucleétido CpG como se describe en los documentos
US6558670 y US6544518.
La vacuna final se puede obtener después de la reconstitucion de la formulacion liofilizada.
Referencias:

1. A. Roca (U. de Wisconsin), comunicacion personal.

2. Studier, F.W. (1991) J. Mol. Biol. 219, 37-44.

3. Jan H. Kessler® y col. The Journal of Experimental Medicine, volumen 193, nimero 1, 1 de enero de 2001 73-
88,

4. lkeda H et al Immunity, Feb; 6(2): 1997, 199-208
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SECIDN.2: 1

Secuencia de ADN para ejemplo 1

atggatccaagcagccattcatcaaatatggogaatacccaaatgaaatcagacaaaateattattgete
accgtggtgctagocggttatttaccagagratacgttagaatctaaagocacttgeogtttgoacaacagge
tgattatttagagcaagatttagocaatgactaaggatggtogtttagtggttaticacgatcactttita
gatggcttgactgatgttgcgaaaaaattcococcacatocgtcatocgtaaagatggocgttactatgtecateg
actttaccttaaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgaaggegttt
gtggggttcocattcagagoccgatacatcagecatgagtgtgtggacaagococcacggagacttgbggagetg
gragggcagagcctgotgaaggatgaggoootggocattgoogocetggagttgetgooccagggagotot
tcccgocactottcatggcagectttgacgggagacacagocagaccctgaaggecaatggtbtgcaggeooctg
goceckttecacctgectococtoctgggagtgectgatgaagggacaacatcttcacctggagaccttcaaaget
gtgcttgatggacttgatgtgeoctecttgoccaggaggttogooccaggaggtggaaacttcaagtgetgg
attrtacggaagaactctcatcaggacttctggactgtatggtoctggaaacagggoccagtctgtacteatt
tcroagagocagaagcagctcagoccatgacaaagaagogaaaagtagatggtttgagcacagaggeagag
cagococttcattccagtagaggbgotcgtagacctgttcctcaaggaaggtgoccbigtgatgaattgttet
cctacctcattgagaaagtgaagegaaagadaaatgtactacgoctgtgeotgtaagaagectgaagatttt
tgraatgcccatgraggatatcaagatgatoctgaaaatggtgecagotggactoctattgaagatttggaa
gtgacttgtacctggaagctacccaccttggegaaattttetocttacctgggecagatgattaatetge
gtagactcctocctcteoccacatcocatgeoatecttoctacatttoocoggagaaggaagagcagtatatoge
ccagttoacctotcagttectcagtoctgoagtgoctgoaggotetctatgtggactetttatttttoctt
agaggccogoctggatcaqttgoctocaggoacgtgatgaaccoccttggaaacectectcaataactaactgeoe
ggctttoggaaggggatgtgatgoatoctgbcocagagtcocagogtocagtocagotaagtgtoctgagtet
aagtggggtcatgctgaccgatgt EIagtCCCg&éCCCCtECﬁﬂQCtCtQC tggagagagcctctgoccace
ctcoccaggacctggtctttgatgagtgtgggatcacggatgatcagetocttgocctocctgocttcoctga
gocactgetccoccagottacaaccttaageottctacgggaattocatetecatatectgoettgoagagtet
cocbgragfacctcategggctgagaatctgacecacgtgetgtatectgtecfecctggagagttatgag
gacakccatggtaccctocacctggagaggettgoctatobtgeatgeocaggectcagggagttgotgtgtg
agttgoggoggcccagecatgatctggocttagtgocaacecctgtcctcactgtagggacagaacctteta
tgacccggagoccateoctgtgecoctgtttcatgoctaacactagtggecaccakbcaccatcaccat

SECID N.%: 2

5 Secuencia de aminoacidos para ejemplo 1

MDPEEHESNMANTOMKSDKIIIAHRCGASSYLPEHTLESKALAFAQOAD Y LEQDLAMT KDGRLVVIHDHFL
DGLTOVAKKFPHREHEKDGRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFETMERRRLWGS IQSRY ISMSVWTSPRRLVEL
AGOSLLEKDEALAIARLELLPRELFPPLFMARFDGRHSQOTLEAMVOAWPFTCLPLGVLMKGOHLHLETFER
VLDGLDVLLAQEVRPRRWKLOVLDLRENSHODFWTVHWSCHRAS LY SFPEPEAAQPMTEKERKVDGLSTEAE
QPFIPVEVLYVDLFLKEGACDELFSYLIEKVERKENVLELCCKKLEIFAMPMODIKMILEMVOLDSIEDLE
VICTWELPTLAKFSPYLGOMINLRRLLLSH IHASSY ISPEKEEQY IAQFTSQF LELOCLOALYVDELFFL
RGRLDOLLRHVMNPLETLS ITNCRLSECGDVMHLEQS PSVSOLEVLSLEGVMLTDVS PEPLOALLERASAT

LODLVFDECGITDRPQLLALLPSLSHCSOLTTLSFYGNSISISALOSLLOHLIGLSNLTHVLY PVPLESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPILCPCFMPNTSGHHHHHH
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SECID N.°: 3

Secuencia de ADN para ejemplo 2

atggatccaagoageocattcatcaaatatggeogaatacccaaatgaaatcagacaaaatcattattgete
accgtggtgctagoggttatttaccagagecatacgttagaatctaaagecacttgogtttgoacaacagge
tgattatttagagcaagatttagraatgactaaggatggtogttitagtggttattcacgatcacttitta
gatggcttgactgatgttgogaaaaaatteocoacatogtcatogtaaagatggocgttactatgtcateg
actttaccttaaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgaaggegttt
gtggggttoccattcagagccocgatacatcagcatgagtgtgtggacaagooccacggagacttgtggagetg
goagggoagagoctgetgaaggatgaggcectggocat Egccgococctggagttgoctgcccagggagotct
tcococgocactocttocatggecagoctttgacgggagacacagoccagacoctgaaggocaatggtgoaggectg
goocttocacctgoctocootctgggagtgoctgatgaagggacaacatcttcacctggagaccttcaaaget
gtgcttgatggacttgatgtgctocttgocccaggaggttogocccaggaggtggaaacttcaagtgotgg
atttacggaagaactctcatcaggacttcoctggactgtatggtcoctggaaacagggoccagtctgtacteatt
tccagagoccagaagcagotcagoccatgacaaagaagogaaaagtagatggtttgagcacagaggoagag
cagcococttocattocagtagaggtgctogtagacctgttoctcaaggaaggtgoctgtgatgaattgtitct
cctacctcattgagaaagtgaageogaaagaaaaatgtactacgoectgtgotgtaagaagectgaagatttt
tgroaatgcococoatgraggatatcaagatgatcctgaaaatggtgcagetggactoctattgaagatttggaa
gtgacttgtacctggaagcoctaccocaccttggogaaattttetoccttacetgggocagatgattaatetge
gtagactcctoctctooccacatoccatgratocttoctacatttococococggagaaggaagagcagtatatcge
ccagttocaccteotcagttectoagtotgeagtgoctgocaggoctoctctatgtggactotttatttttoctt
agaggcogoctggatcagttgctcaggcacgtgatgaaccocttggaaacoctctcaataactaactgec
ggctttcggaaggggatgtgatgcatctgtccuagagtcccagcgtcagfcagctaagtgtcctgagtct
aagtggggtcatgctgaccgatgtaagtcccgagcccctccaagctctgctggagagagcctctgﬁcacc
ctecaggacctggtctttgatgagtgtgggatcacggatgatcagoctocttgocctoctgocttcoctga
goractgotooragottaraaccttaagottoctacgagaattoccatctoccatatotgocttgocagagtet
cctgocagcacctcatocgggotgagraatoctgacccacgtgotgtatoctgboccoctggagagttatgag
gacatccatggtacoctocacctggagaggottgoctatctgoatgocaggoctcagggagttgotgtigtg
agttgggacggcccagcatggtctggottagtgocaaccoctgtoctcactgbggggacagaaccticta
tgaccoggagoccatococtgtgococigtttocatgectaac
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SECIDN.°: 4
SECUENCIA DE AMINOACIDOS EJEMPLO 2

MDPSSHSSNMANTOMESDKI I IAHRGASGY LPEHTLESKALAFAQQADY LEQDLAMTKDORLYVIHDHFL
DGLTDVAKKFPHRHREDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETMERRRLWGS IQSRY ISMEVWTSPRRLVEL

ACQSLLKDEALAIAALELLPRELFPPLFMARFDGRESOTLKAMVOAWPFTCLPLGVLMKGOELHLETFKA
VLDGLDVLLAQEVR PRRWKLOVLDLRKNSHODFWTVWSCHNRAS LY SFEEPEAROPMTHEKRKVDCLSTEAE
QPFIPVEVLVDLFLKEGACDELFSYLIEKVKRKKNVLRLCCKKLKIFAMPMODIKMILEMVOLDS IEDLE
VTCTWKLPTLAKFSEYLGOMINLRRLLLSHIHASSY ISPEKEEQY IAQFTSQFLSLOCLOALY VDSLFFL
RGRLOQLLEHVMNPLETLS ITNCRLSEGDVMHLSQSPSVSQLSVLSLSGVMLTDVSPEPLQALLERASAT
LODLVFDECGITODOLLALLPSLSHCSQLTTLSFYGNSISISALOSLLOHLIGLSNLTHVLYPVPLESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPILCPCFMFN
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SEC ID N.°:5

Secuencia de ADN para ejemplo 3

atggatccaagcagccattocatcaaatatggegaataceocaaatgaaatcagacaaaatcattattgete
accgtggtgetagoggttatttaccagagcatacgttagaatctaaageacktgegtttgocacaacagge
tgattatttagagcaagatttagoaatgactaaggatggtocgtttagtggttattcacgatcacttttta
gatggcttgactgatgttgogaaaaaattcccacategtecategtaaagatggoogttactatgteateg
actttaccttaaaagaaattcasagtttagaaatgacagaasactttgaaaccatggaacgaaggogttt
gtggggttccattcagagoogatacatcagoatgagtgtgtggacaagocrcacggagacttgtggagetg
gcagggcagagcctgotgaaggatgaggccctggocattgocgooctggagttgotgoccagggqaget ot
tcccgecactettcatggragoctttgacgggagacacagecagaccectgaaggcaatggtgoaggectyg
gcoottocacctgoctooctotgggagtgotgatgaagggacaacatcttcacctggagaccttocaaaget
gtgcttgatggacttgatgtgctecttgooccaggaggttcgocccaggaggtggaaacttcaagtgotgg
atttacggaagaactctcatcaggacttctggactgtatggtetggaaacagggccagtctgtacteatt
tccagagcoccagaagcagctocagoccatgacaaagaagogaaaagtagatggtttgageocacagaggcagag
cagoocttecattocagtagaggtgeotegtagacctgttoctcaaggaaggtgoctgtgatgaattgttet
cctacctcattgagaaagtgaagogaaagaaaaatgtactacgocctgtgoctgtaagaagctgaagatttt
tgcaatgcccatgoaggatatcaagatgatoctgaaaatggtgoageotggactctattgaagatttggaa
gtgacttgtacctggaagctacccaccttggogaaattttctocttacctgggoccagatgattaatetge
gtagactcctoctotoccacatoccatgocatocttoctacatttoccococggagaaggaagagcagtatatege
ccagttcacctocteagttocctoagtoctgoagtgoctgeaggetotoctatgtggactetttatttttoctt
agaggceogectggateoagttgotoaggracgtgatgaacceocttggaaacoctetcaataactaactgee
ggctttoggaaggggatgtgatgoatctgtocccagagtocccagogtcagtcagoctaagtgtcctgagtet
aagtggggtcatgotgacogatgtaagtoccocgageococtoccaagototgotggagagagooctoctgecace
ctccaggacctggtctttgatqagtgtgggatcaﬂggatgatcagctccttgccctcctgcqttccctga
gccactgctbocccagcttacaaccttaagocttictacgggaat cccatctccatatctgocttgocagagtct
cctgocageoacctocatocgggeotgageoaatectgaceocacgtgetgtatoctgtcoccoctggagagttatgag
gacatceatggtaccoteocacctggagaggettgectatctgeatgocaggectcagggagttgotgtgtg
agttggggcggcoccagecatggtotggettagtgocaaccoctgtoctcactgtggggacagaacctticta
tgacccggagocccatcctgtgecocctgtttcatgoctaacctogagraccaccaccaccaccac
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SECID N.°: 6

Secuencia de aminoéacidos: para ejemplo 3

MDPSSHSSNMANTQMKSDKI I TAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQOADYLEQDLAMTKDGRLVV IHDHFL
DGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETMERRRLWGSIQSRY ISMSVWTE PRRLVEL
AGQSLLKDEALAIAALELLPRELFPPLFMAAFDGRHSOTLKAMVOAWPFTCLPLGVLMEGQHLHLETFEA
VLDGLDVLLAQEVR PRRWKLOVLDLRKNSHODFWTVWSGNRASLY SFPEPEAAQPMTKKRKVDGLS TEAE
QprrvavaDLFLKEGACDELPSYLIEKvKRKKNvLRLCCKKLKIFAMpHQﬁIKMILxvaLDSIEDLE
VTCTWELPTLAKFSPYLGUMINLRRLLLSHIHASSY ISPEKEEQY IAQFTSOFLSLOCLOALY VDS LFFL
RGRLDOLLEHVMN PLETLS I TNCRLSEGDVMHLEQSPSVSQLSVLSLSGYVMLTOVSPEPLQALLERASAT
LODLVFDECGITDDOLLALLPSLSHCSQLTTLSFYGNSISISALOSLLOHLIGLSNLTHVLYFPVPLESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPI LCFCFMPNLEHHHHHH
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SECID N.°: 7.

Secuencia de ADN para ejemplo 4:

atggatccaageagecattcatcaaatatggegaatacccaaatgaaatcagacaaaatcattattgete
acocgtggbgctagoggttatttaccagagecatacgttagaatctaaagecacttgogtttgoacaacaggc
tgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtogtttagtggttattcacgatcacttttta
gatggcttgactgatgttacgaaaaaattcccacatcocgtcatocgtaaagatggccgttactatgtcateg
actttaccttasaagaaattcaaagtttagsaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgaaggegttt
gtggggttccat Ecagagccgatacatcagca tgagtgtgtggacaagcccacggagacttgtggagetg
gragggoagagcctgotgaaggatgaggocctggocat tgoocgoocctggagttgetgoccagggagetot
tooogocactottocatggocagectttgacgggagacacagoragacoctgaaggoaatggtgeaggoctg
goccttcacctgeoctoocctotgggagtgotgatgaagggacaacatcttcacctggagaccttcaaaget
gtgcttgatggacttgatgtgctcCttgccﬁaggaggttcgccccaggaggtggaaacttcaagtgctgg
dtttacggaagaactcoctroatcaggacttotggactgtatggtotggaaacagggccagtctgtactoatt
tccagagocagaagcagctcagcccatgacaaagaagogaaaagtagatggtt tgagcacagaggcagadg
cagcccttecattecagtagaggtgeotegtagacctgttoctocaaggaaggtgectgbgatgaattgttet
cotacckcattgagaaagtgaagogaaagaaaaatgtactacgectgtgeotgtaagaagotgaagatttet
tgraatgcccatgcaggatatcaagatgatcoctgaaaatggbgeoagotggactota ttgaagat-‘c tggaa
gtgacttgtacctggaagctacccaccttggocgaaattttctocttacctgggecagatgattaatctge
gtagacteectoctotoccacateccatgeoatettoctacatttocccggagaaggaagagoagtatatege
cragttcaccteoteocagttoctcagtctgeagtgoctgoaggotetctatgtggacictttatttttectt
agaggccgoctggatcagbtgotcaggeacgtgatgaaccocttggaaaccctctcaataactaactgec
ggctttocggaaggggatgtgatgocatctgtocccagagtcccageogtcagtcagectaagtgtectgagtet
aagtggggtcatgctgaccogatgtaagtocococgagococcticcaagototgotggagagagoctoctgocaco
ctcrcaggacctggtetttgatgagtgtgggatcacggatgatcagetocttgeocctectgecttoectga
gccactgctoccageocttacaaccttaagcttectacgggaattccatcticcatatcigocttgecagagtet
cctgoagocaccteoatogggeotgagocaatoctgacccacgtgetgtatcctgtoocococtggagagttatgag
gatatccatggtacectoccacctggagaggocttgectatetgeatgoccaggoctcagggagttgotgtgtg
agttggggcoggoccagcatggtotggettagtgocaaccectgtcctecactgtggggacagaaccttcta
tgacccggagcccatcctgtgcc:ctgfttcatgcctaac

SECID N.°: 8

Secuencia de aminoéacidos para ejemplo 4

MDPSSHESHMMANTOMKSDEI I IAHRCASGY LPEHTLESKALAFAQQADY LEQDLAMTKDGRLAVVIHDHFL
DCLTDVAKKFPHRHRKDGRY YVIDFTLKEIQSLEMTENFETMERRRLWGSIQSRY ISMSVHWTSPRRLVEL
AGQSLLEDEALATAALELLPRELFPPLFMAAFDGRHSOTLEAMVOAWPFTCLPLGVLMEGQHLHLETFEA
VLDGLDVLLAQEVRPREWKLOVLDLEKNSHODFWTVWSGHNRASLYSFPEPEAAQPMTKERKVDGLSTEAE
QPFIPVEVLVDLFLKEGACDELFSYLI EKVEKRKKNVLRLCCEKLKIFAMPMOQDIKMILKMVQLDSIEDLE
VICTWELPTLAKFSPYLGOMINLERLLLSHIHASSY ISFEKEEQY IAQFTSQFLS LOCLOALYVDSLFFL
RGRLDQLLRHVMNPLETLSITHNCRLSEGDVMHLSQSPSVSQLSVLSLSGVMLTDVSPEPLOALLERASAT
LODLVFDECGITDDQLLALLPSLSHCSQLTTLSFYGNSISISALOSLLOHLIGLSNLTHVLYPVPLESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPILCPCFMPH
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SECIDN.2: 9

Secuencia de ADN de cod6n optimizado para ejemplo 3a

atggatccaagrageocattocateaaatatggegaatacocaaatgaaatcagacaaaatcattattgete
accgtggtactagoggttatttaccagagcatacgttagaatcraaagoacttgogtttgoacaacaggce
tgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtecgtttagtggttattcacgatcacttttta
gatagettgactgatgttgogaaaaaattoccacategtecategtaaagatggoegttactatgteateyg
actttaccttaaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgtogicgtct
gtggggecagocattcagagoegttatattagecatgagegtgtggaccagecocgogtocgtotgattgagctg
acoggocagagectgetgaaagatgaagegoctggocattgoggegetggagetgotgoocgegtgagetat
ttcogocgotgtttatggoggegtttgatggocgtcatagocagaccctgaaagogattggtgoaggogtg
gccgtbtacctgtctgocgotgggogtgctgatgaaaggccagcatotgoateciggaaacctttaaageg
gtgctggatggeoctggatgtactgetggeccaggaagttegbtcegegtegttggaaactgcaagtgotgg
atctgogtaasaacagecatcaggatttttggacegtgtggageoggoaatogtgogagoctgtatagett
tocoggaaccggaagoggogcagoogatgaccaadaaacgtaaagtggatggocctgagcaccogaagecggaa
cagcogtttattoocggtggaagtgotggttgacctgtttctgaaagaaggecgecctgogacgagctgttta
getatctgatogaaaaagtgaaacgcaaaaaaaacgtgeotgogtetgtgotgecaaaaaactgaaaatett
cgocgatgoocgatgecaggatattaaaatgatocctgaaaatggtgocagctggatagcattgaggacctggaa
gtgacctgracctggaaactgocgacocctggeocaaarttagocogtatctgggocagatgattaacctgc
gtegtotgotgotgtotcataticartgogagecagoctatattagocoggaaaaagaagaacagtatatoge
gcagtttaccagcoccagtttocbgagoctgaatgcctgcaagogotgtatgtggatagoctgttttttctyg
cgtggocgtotggatcagetgetgogteatgtgatgaatcogeotggaaacoctgagcattaccaactgee
gtctgagogaaggogatgtgatgoatctgagocagagococgagogttagecagoctgoctgbtectgagect
gagcggogtgatgotgaccgatgtgagocecggaaccgctgraagoocctgotggaacgtgogagocgegacc
ctgoaagacctggtgtttgatgaatgeggoattacegatgatcagetgetggococctgotgoogagectga
goccattgocagocagotgaccacoctgagottttatggcaacagoattagecattagoegegoctgecaaagect
gectgoaacatctgattggoctgagoaacctgacccatgtgotgtateceggtgocgctggaaagetatgaa
gatattcatggcaccctgcatoctggaacgtctggoctatctgcacgocgegtctgogtgagctgotgtgeg
agctgggocgtcocgagcatggtttggotgtctgogaatocegtgooccgocattgoggogatogtaccttita
tgatccggaaccgattetgtgocegtgekttatgocgaaccaccaccaccaccaccac

SEC ID N.°: 10

Secuencia de aminoacidos para ejemplo 3a

MDPSSHSSHNMANTOMESDKIIIAHRGASGY LPEHTLESKALAFAQDADYLEQDLAMTEDSRLYV IHDHFL
DGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFETMERRRLWGEIQERY ISMESVWTSPRRLVEL
AGDSLLKDEALAIAALELLPRELFPPLFHhAFDGEHSQTLKAHUQAWPFTCLPLGVLHKGQHLHLETFKR
VLDGLDVLLAQEVR PREWKLOVLDLRENSHODFWTVWSGNRASLY SFPEPEARDPMTEKKRKVDGLSTEAE
QPFIFVEVLVDLFLEKEGACDELFSYLIEKVEREENVLELCCKKLKI FAMPMODIEMILEMVQLDS IEDLE
VICTWELPTLAKFS PYLGOMINLRRLLLEHIHASSY ISPEKEEQY IAQFTSOFLSLOCLOALYVDSLFFL
RGRLDQLLEHVMNFPLETLS ITNCRLSEGDVMHLSQSPSVSQLSVLSLSGVMLTDVSFEPLOALLERASAT
LODLVFDECGITDD QL LALLESLESHCSQLTTLEFYGNS IS ISALOSLLOHLIGLSNLTHVLYPVELESYE
DIHGTLHLERLAYLHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPILCPCFMPNHHHHHHE
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SECID N.°: 11

Secuencia de ADN de coddén optimizado para ejemplo 4a

atggatccaagragccattcatcaaatatggegaatacecaaatgaaatcagacaaaatcattattgete
accgtggtgctagecggttatttaccagagecatacgttagaatctaaagecacttgegtttaocacaacagge
tgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtecgtttagtggttattcacgatcacttttta
gatggcttgactgatgttg¢gaaaaaattc:cacatcgtcat¢gtaaagatggccgtta:tatgtcatcg
actttaccttaaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccatggaacgtegtegtet
gtggggragcattocagagoogttatattagecatgagogtgtggaccagoecgegtogtctggttgagotg
gcocggocagagcctgoctgaaagatgaagogetggccattgoggogotggagotgotgoccgogtgagetgt
ttccg:cgctgtttatggcggcgtttgatggﬁcgtcatagccagﬂccctgaaagcgatggtgcaggcgtg
googtttacctgtotgocgotgggogtgotgatgaaaggocageatoctgeoatotggaaacctttaaagog
gtgctggatggocctggatgtgeotgotggoccaggaagttogtccgegtcgttggaaactgcaagtgetgg
atctgcgtaaaaacagccatcaggatttttggacogtgtggagoggcaatecgtgogagoctgtatagett
tcocggaaccggaagoggogcagoigatgaccaaaaaacgtaaagtggatggoctgagracogaagoggaa
cagccgtttattccggtggaagtgctggttgacctgtttctgaaégaaggcgcctgcgacgagctgttta
goctatctgatcgaaaaagtgaaacgcaaaaaaaacgrtgotgogtotgtgetgraaaaaactgaaaatett
cgcgatgccgatgoaggatattaaaatgatcctgaaaatggtgocagotggatageattgaggacctggaa
gtgacctgracctggaaactgocgacooctggeoraaatttagoccgtatotgggocagatgattaaccetge
gtcgtctgctgctgtctpatatt:atgcgagcagctatattagccaggaaaaagaagaacagtatatcgc
grcagtttaccagccagtttctgagocctgoaatgoctgrtaagogotgtatgtggatagocigtitttttctg
cgtggoogtctggatcageotgetgogtecatgtgatgaatcocgetggaaaccctgagcattaccaactgee
gtctgagogaaggegatagtgatgeatotgagocagagceccgagegt tagecagetgtctgttetgageet
gageggogtgatgotgacegatgtgageococaggaaccgotgoaageoctgotggaacgtgegagegcgace
ctgcaagacctggtgttitgatgaatgoggoattacocgatgatcagetgorggeoeoctgeotgocgagectga
gccattgoagoccagotgaccacoctgagottttatggcaacagecattageattagegegetgecaaagect
gotgraacatetgattggeoctgagraacctgaceocatgtgetgtatooggtgoegotggaaagetatgaa
gatattcatggcaccoctgeatoctggaacgtctggoctatoctgoacgogecgtoctgegtgagotgetgtgeyg
agctgggoogtoogagecatggtttggoctgtoctgogaatocgtgocogoat tgoggegategtacctttta
tgatc:ggaaccgattctgfgcccgtgctttatgccgaac

SECID N.%: 12

Secuencia de aminoacidos para ejemplo 4a

MDPSSHSSNMANTOMKSDKI I IAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQQOADY LEQDLAMTKDGRLVVIHDHFL
DGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETMERRRELWGSIQSRY I SMSVWTSPRELVEL
AGOSLLKDEALAIAMLELLPRELFPPLFMARAFDGRHSOTLEAMVOAWPFTCLPLGVLMKGOHLHLETFEA
VLDGLDVLLACEVR PRRWKLOVLDLEKN SHODFU TVWSCNRAS LY SFPEPEAAOPMTEERKVDGLSTEAE
QPFIPVEVLVDLFLEECGACDELFSYLIEKVERKENVLELCCEELEI FAMPMOD IEMILEMVQLDSIEDLE
VTCTWELPTLAKFSPYLCOMINLRRLLLSHIHASSY ISPEKEEQY IAQFTEQFLELOCLOALYVDELFFL
EGRLDOLLRHVMNPLETLEITHNCRLSEGDVMHLS QS PSVEQLSVLSLSGVMLTDVSPEPLOALLERASAT
LODLVFDECGITDDOLLALLPSLSHCSQLTILSFYGNSISISALQSLLOHLIGLSNLTHVLYPVPLESYE
DIHGTLHLERLAYIHARLRELLCELGRPSMVWLSANPCPHCGDRTFYDPEPILCPCFMPH
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GlaxoSmithKline Biologicals S.A.

<120> Vacuna

<130> VB62293

<150> 0700760.2
<151> 15-1-2007

<150> 0701262.8
<151> 23-1-2007

<160> 45

<170> FastSEC para Windows Versién 4.0
<210>1

<211> 1887

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME — TSGHHHHHH (pldsmido TCMP14)
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<400> 1

atggatccaa
attattgctc
cttgogtttg
cgtttagtgg
ccacatcgteo
caaagtttag
attcagagec
gcagggcaga
agggagctct
aaggcaatgg
caacatette
caggaggtte
caggacttct

gaagcagete

cagcccttca
gaattgttet
tgtaagaagc
gtgcagctgg
gogaaatttt
atccatgcat
Lctcagttcc
agaggcogec
actaactgcc
cagectaagtg
caagctckge
atcacggatg
accttaaqace
ctcatcggge
gacatccatg
ttgctgtgtg
tgtggggaca
actagtggcc

gcagocatte
accgtggtgce
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gatacatcag
gcococtgotgaa
tcccgocact
tgcaggocoty
acctggagac
gccoccaggag
ggactgtatg
agcceatgac

ttoccagtaga
cctacctcat
tgaagattrt
actctattga
ctoccttacct
cttocctacat
tcagtctgca
tggatcagtt
ggctttocgga
tcctgagtet
tggagagagc
atcagctcct
tctacgggaa
tgagcaatct
gracccrtcca
agttggggcg
gaaccttcta

accatcacca

ES 2393812 T3

atcaaatatg
tagocggttat
tgattattta
CcactttEta
tggcegttac
aaactttgaa
catgagtgtg
ggatgaggcec
cttcatggca
goococttoacc
cttcaaaget
gtggaaactt
gtctggaaac
aaagaagcga

ggtgctogta
tgagaaagtg
tgcaatgccc
agatttggaa
gggccagatg
ttcococcggag
grgcctgcag
goctcaggeac
aggggatgtg
aagrgggarc
ctetgecaca
Egococteoctg
Lcccatctoo
gacccacgtg
cotggagagg
acccagcatg
tgacccggag
CLcaccat

gogaataccoco
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatcg
accatggaac
tggacaagcc
ctggcocattg
gocctttgacg
tgocteccte
gtgcttgatg
caagtgctgg
agggccagle
aaagtagatg

gacctgttcoc
aagcgaaaga
atgcaggata
gtgacttgta
attaatctgeo
aaggaagagc
gctctotatg
gtgatgaacc
atgcatcotbgt
atgctgaccg
ctecaggace
ccttococctga
atatctgeoct
ctgtatcctg
cttgcctate
gtctggctta

cccatocctgt

aaatgaaate
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttge
actttacctt
gaaggcgttt
cacggagact
cegecctgga
ggagacacag
tgggagtgct
gacttgatgt
atttacggaa
tgtactcatt
gtttgagcac

tcaaggaagyg
aaaatgtact
tcaagatgat
cctggaagct
gtagactect
agtatatcgc
tggactcrtt
ccttggaaac
cccagagtec
atgtaagtcc
tggtctttga
gcoccactgete
tgcagagtct
teccectgga
tgcatgocag
gtgccaacec
goccctgttt

agacaaaate
atctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc
aaaagaaatt
gtggggttee
tgtggagctg
gttgetgeoeoc
ccagaccctg
gatgaaggga
getectigee
gaactctroart
tccagagcca
agaggcagag

tgoctgegat
acgcctgtge
cctgaaaatg
acccaccttg
cotoctococoac
ccagttcacc
atttttoctt
cctoctcaata
cagcgtcagt
cgagccecte
tgagtgtggg
ccageottaca
coctgcagcac
gagttatgag
gctcagagag
ctgtoctcac
catgoctaac

el

120
180
z40
300
160
420
480
540
e00
660
T20
T80
840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1887

<210> 2
<211> 629
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME — TSGHHHHHH (pldsmido TCMP14)

<400> 2

Met
1

ser

Glu

Tyr

Ile

65

Fro

Leu

Glu

Asp

Asp

His

Leu

50

His

His

Lys

Arg

Pro

Lys

Thr

335

Gly

Asp

Arg

Glu

Arg

Ser

Ile
20

Leu

Gln

His

His

Ile

100
Arg

Ser

Ile

Glu

Asp

Phe

Arg

B85

Gln

Leu

His

Ile

Ser

Leu

Leu

70

Lys

Ser

ser

Ala

Lys

Ala

55

Asp

Asp

Leeu

Gly

Ser Asn

His Arg
25

Ala Leu

40

Met Thr

Gly Leu

Gly Arg

Glu Met

105

Ber Ile

30

Met
10

Gly
Ala
Lys

Thr

Tyr
QD
Thr

Gln

Ala

Ala

Phe

Asp

hsp

75

Tyr

Glu

Ser

Aszn

Ser

Ala

GZly

el

Val

Val

Asn

aArg

Thr

Gly

Glmn
45

Arg

Ala

Ile

Fhe

Tyr

Gln

Tyr

30

Gln

Leu

Lys

ASD

Glu

110
Ile

Met

15

Leu

Ala

Val

Lys

Fhe

95

Thr

Ser

Lys

Pro

Asp

Val

Phe

80

Thr

Mat

Met



sSer

Leu

145

Arg

Ser

Pro

Lys

Pro

225

Gln

Fhe

hep

Leu

TYr

305

Cys

Ile

Cys

Gln

Ser

igs

Ser

Leu

Asn

Asp

Leu

Val
130
Leu
Glu
Gln
Leu
Bla
210
Arg
Rha=p
Pro
Gly
Val

250

Leu
Lys
Leu
Thr
Met
370
Tyr
Gln
Fhe
Fro
Val

450

Ser

115
Trp

Lys

Leu

Thr

Gly

135

val

Lrg

Phe

Glu

Leu

275

Asp

Ile

Lys

Lys

TED

155

Ile

Ile

Phe

Phe

L

435

Met

Leu

Thr

AsD

Fhe

Leu

180

Val

Leu

Trp

Tep

Pro

260

Ber

Leu

Glu

Leu

Met

340

Lye

Asn

Ser

Leu

Leu

420

Glu

His

Ser

Ser
Glu
Pro

165
Lys

Asp
Lys
Thr
245
Glu
Thr
Phe
Lys
Lys
325

Val

Leu

Leu

Pro

Ser
405

Arg

Thr

Leu

Gly

Pro

Ala

150

Fro

Ala

Mek

Gly

Leu

230

Val

hla

Glu

Leu

Wal

310

Ile

Gln

Pro

Arg

Glu

3390

Leu

Gly

Leu

Ser

Val

ES 2393812 T3

Arg
135
Lew
Leu
Met
Lve
Leu
21&
Gln
Trp
Ala
Bla
Lys
295
Lys
FPhe

Leu

Thr

arg
375
Lys

Gln

Arg

Ser

Gln

455
Met

120
Arg

Ala

Fhe

Val

Gly

200

AspD

Val

Ser

Gln

Glu

280
Glu

ala
ASp
Leu
I
Leu
Glu
Cys
Leuy
Ile
440

Ser

Leu

Leu

Ile

Mer

Gln

185

Gln

Val

Leu

Gly

Pro

265

Gln

Gly

Lys

Met

Ser

345

Bla

Leu

Glu

Lewu

AsSp

425

Thr

Pro

Thr

31

Val
bla
Ala
170
Lla
His
Leu
Asp
Asn
250
Met
Pro
bLla
Lys
Pro
330
Ile
Lys
Leu
Gln
Gln
410
Gln
Asn

Ser

hsp

Glu
Ala
155
Ala
Trp
Leu
Leu
L&u
235
hrg
Thr
Fhe
Cys
Asn
315
Met

Glu

Fhe

Ser

Tyr

395

Ala

Leu

Cys

Val

Wval

140
Leu

Fhe

Pro

His

Ala

220

Arg

ala

Lys

Ile

Asp

300

Val

Gln

Ser

His

380

Ile

Leu

Leu

hrg

Ser

460

Ser

125
Ala

Glu

Asp

Phe

Leu

205

Gln

Lys

Ser

Lys

Pro

285

Glu

Leu

Asp

Leu

Pro

365

Ile

Ala

Tyr

Arg

Ly

445

Gln

Pro

Gly

Leu

Gly

Thr

190

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

270

Val

Leu

Arg

Ile

Glu
350
Tyr

His

Gln

Val

His

430

Ser

Leu

Glu

Gln

Leu

Arg

175

Cys

Thr

Val

Ser

Tyr
255
Lys
Glu
Phe
Leu
Lys
335
Vval
Leu
Rla
Fhe
Azp
415
Val
Glu

Ser

Pro

Ser

Fro

160

His

Leu

Phe

Arg

His

240

Ser

Val

Wal

Ser

Cys

120

MeL

Thr

Gly

Ser

Thr

400

Ser

Met

Gly

Val

Leu



10

46%
Gln

Asp

Leu

Ile

Ser

545

Asp

Arg

Leu

Pro

His
625

<210>3

<211> 1860
<212> ADN

Ala

Glu

Ser

Ser

530

Asn

Leu

Eer

Glu

610

His

Leu

Cysa

His

515

Ile

Leu

His

Arg

Ala

5935

Pro

His

Leu

Gly

500

Cys

Ser

Thr

Gly

Glu

580

Asn

Ile

His

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2393812 T3

470

Glu Arg Ala Ser Ala

485

Ile Thr Asp Asp Gln

Ser Gln Leu Thr
520
Ala Leu Gln Ser
535
His Val Leu Tyr
550

505
Thr

Leu

Pro

Thr Leu His Leu Glu

565

Leu Leu Cys Glu Leu

585

Pro Cys Pro His Cys

600

Leu Cys Pro Cys Phe

615
His

Thr
490
Leu
Leu
Leu
val
Arg
570
Gly

Gly

Met

475
Leu

Leezu

Ser

Gln

Pro

355

Leu

Arg

Asp

Pro

Gln

Ala

Phe

His

540

Leu

Ala

Fro

Arg

Asn

620

Asp

Leu

525

Leu

Glu

Tyr

Ser

Thr

605
Thr

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His (pldsmido TCMP14)

32

Leu
Leu
c10
Gly
Ile
Ser
Leu
Met
580

Phe

Ser

Val
4495
Fro

Asn

Gly

Hie
575
Val

Tyr

Gly

480
Phe

Ser

Ser

Leu

Glu

560

Ala

Trp

ASD

His



10

<400> 3

atggatccaa
attattgete
crtgegtttg
catttagtag
ccacatogte
caaagtttag
attcagagcc
gcagggcaga
agggagctct
aaggcéatgg
caacatctte

caggaggttc
cagoacttet
Jaagcagctc
cagccocttca
gaattgttet
tgtaagaagc
gtgcagctgg
gcgaaatttt
atccatgcat
tctcagttcc
agaggcogcc
actaactgcc
cagctaagtg
caagctetge
atcacggatg
accttaagct
ctcatcggge
gacatccatg
ttgetgtgtg
tgtggggaca

gcagccattc
accgtggtgc
cacaacaggqc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gatacatcag
gocctgctgaa
tccocgocact
tgcaggcctg
acctggagac

gococcaggag
ggactgtatyg

agcoccatgac
ttccagtaga
cctacctecat
tgaagatttt
actctattga
cteckttacect
cttcctacat
tcagtctgca
tggatcagtt
ggctttogga
tcctgagtct
tggagagagc
atcagetect
tctacgggaa
tgagcaatct
gtaccckeca
agttggggcyg
gaaccttcta

ES 2393812 T3

atcaaatatg
tageggttatc
tgattattca
tcactttta
tggcocogttac
daactttgaa
catgagtgtyg
ggatgaggece
cttcatggca
gococottcace

cttcaaagct

gtggaaactt
gtctggaaac
aaagaagcga
gatgctogta
tgagaaagtg
tgcaatgcoce
agatttggaq
gggccagatg
ttccococggag
gtgectgcag
gctcaggcac
aggggatgtg
aagtggggtc
ctctgccacc
tgocetecty
ttcoccatctcc
gacccacgtg
cctggagagg
gcccageatyg
tgacccggag

<210>4
<211> 620
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

gogaataccc
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatocg
accatggaac
tggacaagcc
ctggccattg
gococtttgacg
tgoctcocto

gtgcttgatg

caagtgctgg
agggeccagtc
aaagtagatg
gacctgbtocc
aagcgaaaga
atgcaggata
gtgacttgta
attaatctgc
aaggaagagc
gctctctatg
gtgatgaacc
atgcatctgt
atgctgaccg
ctccaggace
cettecctga
atatctgcct
ctgtatcckg
cttgectake
gtctggctta

coccatocctgt

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttgco
actttacctt
gaaggcgttt
cacggagact
cocgecctgga
ggagacacag
tgggagtgct
gacttgatgt

atttacggaa
taractecatt
gtttgagcac
tcaaggaagqg
aaaatgtact
tcaagatgat
cctggaagct
gtagactoct
agtatatcagc
cggactottt
ccttggaaac
coccagagtec
atgtaagtcc
tggtctttga
gocactgote
tgcagagtct
tccococctgga
tgcatgecag
gtgccaaccc
goocctgttt

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His (pldsmido TCMP14)
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agacaaaatc
atctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc
aaaagaaatt
gtggggttcc
tgtggagctyg
gttgctgcoce
ccagaccctg
gatgaaggga
gcteccttgeoe

gaactctecat
tccagagcoca
agaggcagag
tgeectgtgat
acgcctgtge
cctgaaaatg
acccaccttyg
cctctoocac
ccagttcaceo
atttttocctt
cctctcaata
cagegtecagt
cgagcccctc
tgagtgtgag
ccagtttaca
cctgcagcac
gagttatgag
gcteagggag
ctgtcctcac

catgcctaac

&0

120
180
240
200
360
420
480
540
e00
660

720

780

8B40

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



<400> 4

Met
1

Ser

Glu

Tvr

Ile

65

Pro

Asp

Asp

His

Leu

50

His=

His

Pro

Lys

Thr

35

Glu

Asp

Arg

Ser

Ile

20

Leu

Gln

His

His

Ser

Ile

Glu

ASD

Phe

Arg
BES
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His

Ile

Ser

Leu

Leu

70
Lys

Ser

Ala

Liys

Ala

55

hAs=p

hsp

Ser
His
Bla
40

Met

Gly

Gly

34

Azn

Arg

25

Leu

Thr

Leu

Arg

Met

10

Gly

Ala

Lys

Thr

TyT
90

Ala

Ala

Phe

Asp

Asp

75
Tyr

Asn
Ser
Ala
Gly
&0

Val

Val

Thr

Gly

Gln

45

Arg

Ala

Ile

Gln

Tyr

0

Gln

Leu

Lys

Asp

Met

1%

Leu

Ala

Val

Lys

Fhe
95

Lys

Fro

ASp

Val

Phe

B8O
Thr



Leu

Glu

Ser

Leu
145

Arg

Ser

Fro

Lys

Fro

225

Gln

Phe

Asp

Tyr
305
Cys
Ile
Cysa
Gln
Ser
385
Ser

Leu

Asn

Lys

Arg

Val

130

Leu

Glu

Gln

Leu

Rla
210

Arg

Asp

Pro

Gly

Val

250

Leu

Lys

Leu

Thr

Met
370
Tyr

Gln

Phe

Pro

Glu

Arg
115
Trp

Lys

Leu

Thr

Gly

135

Val

Arg

Phe

Glu

Leu

275

Asp

Ile

Lvs

Lvs

Trp

355

Ile

Ile

Phe

Phe

Leu
435

Ile
100
Arg

Thr

Asp

Phe

Leu

180

Val

Leu

Trp

Trp

Pro

260

Ser

Leu

GZlu

Leu

Met

340

Lys

Asn

Ser

Leu

Leu

420
Glu

Gln

Leu

Ser

Glu

Pro

165

Lys

Leu

Lys

Thr

245

Glu

Thr

Phe

Lys

Lys

325

Val

Leu

Leu

Pro

Ser

405

ATg

Thr

ES 2393812 T3

Ser Leu

Trp Gly

Pro Arg
135

Ala Leu

150

Pro Leu

Lla Met

Met Lys

Gly Leu
21s

Leu Gln

230

Val Trp

Ala Ala
Glu Ala
Leu Lys

295
Val Lys

310
Ile Fhe

Gln Leu

Pro Thr

Arg Arg
N

Glu Lys

390

Leu Gln

Gly Arg

Leu Ser

Glu

Ser

120

Arg

Ala

Phe

Val

Gly

200

Asp

Val

Ser

Gln

Glu

280

Glu

Arg

Ala

Asp

Leu

36l

Leu

Glu

Cys

Leu

Ile
4410

Mel
105
Ile

Leu

Ile

Met

Gln

185

Gln

Val

Leu

Gly

Pro

265
Gln

Gly

Lys

Met

Ser

345

Ala

Leu

Glu

Leu

Asp
425

35

Thr

Gln

Val

Ala

Ala

170

Ala

Hisz

Leu

Asp

Asn

250

Met

Fro

Bla

Lys

Pro

330

Ile

Lys

L

Gln

Gln

410

Gln

Asn

Glu

Ser

Glu

Ala

155
Ala

Trp

Lezu

Leu

235

Arg

Thr

FPhe

AED

315

Met

Glu

Phe

Ser

™

185

Ala

Leu

Cys

han
Arg
Leu
140
Leu
FPhe
Pro
His
hla
220

Arg

Ala

ASp
300
Val
Gln
Asp
Ser
His
380
Ile
Lieu

Leu

Arg

Fhe

Tyr

125

Ala

Glu

Asp

Phe

Leu

205
Gln

Lys

Ser

Lys

Fro

285

Glu

Leun

Asp

Leu

Fro

i85

Ile

Ala

Tyr

Arg

Leu
445

Glu

110

Ile

Gly

Leu

Glv

Thr

130

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

270

Val

Leu

Arg

Ile

Glu
350
Tyr

His

Gln

Val

His

430

Ser

Thr

Ser

Gln

Leu

Arg
175
Cys
Thr
Val

Ser

Tyr
255
Lys
Glu
Fhe
Leu
Lys
335
Val
Leu
Ala
Phe
RAsp
415

Val

Glu

Met

Met

Ser

Pro

160

Hiz

Phe

Arg

His

240

Ser

Val

Val

Ser

Cys
320
Met
Thr
Gly
Ser
Thr
400
Ser

Met

Gly



10

Asp

Leu

465

Gln

Asp

Leu

Ile

Ser

545

Asp

Arg

Leu

Pro

<210>5
<211> 1884
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Val

450

Ser

Ala

Glu

Ser

Ser

530

Asn

Ile

Leu

Ser

Glu
610

Met
Leu
Leu
Cys
His
515
Ile
Leu
His
Arg
Ala

595

Fro

His

S5er

Leu

Gly

500

Cys

Ser

Thr

Gly

Glu

SB0

Asn

Ile

Leu

Gly

Glu

485

Ile

Ser

Ala

His

Thr

565

Leu

Fro

Leu

ES 2393812 T3

Ser

Val

470

ATg

Thr

Gln

Leu

Val

550

Leu

Leu

Cvs

Cvs

Gln

455

Met

Ala

Asp

Leu

Gln

535

Leu

His

Cys

Pro

Pro
615

Ser

Leu

Ser

Asp

Thr

520
Ser

Tyr

Leu

Glu

His

600
Cys

Prao

Thr

Ala

Gln
505

Thr-

Leu

Fro

Glu

Leu

285

Cye

Phe

Ser
Asp
Thr
490
Leu
Leu
Leu
Val
Arg
70
Gly

Gly

Met

Val

Val

475

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

555

Leu

hrg

Asp

Pro

Ser

4860

Ser

Gln

Ala

Phe

His

540

Leu

Ala

Pro

Arg

Asn
620

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME — LEHHHHHH (plasmido pET21)
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Gln

Fro

Asp

Leu

Tyr

525

Leu

GElu

Ser

Thr
505

Leu

Glu

Leu

Leu

=10

Gly

Ile

Ser

Leu

Met

590
Fhe

Ser

Fro

Val

495

FPro

Asn

Gly

Tyr

His

575

Val

Tyr

Val

Leu

480

Fhe

Ser

Ser

Leu

Glu

560
Ala

Trp

Asp
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<400> 5

atggatccaa
attattgete
cttgogtitg
cgtttagtgg
ccacatcgte
caaagtttag
attcagagcc
gcagggcaga
agggagctct
aaggecaatgg

caacatctte
caggaggttc
caggacttct
gaagcagctc
cagcccktca
gaattgttet
tgtaagaagc
gtgcagctgg
acgaaatttt
atccatgcat
tctcagttec
agaggcecgec
actaactgecc
cagctaagtg
caagcroctge
atcacggatg
accttaaget
ctcatcggge
gacatcecatg
ttgctgtgtyg
tgtggggaca
ctegagcacc

gcagcecatte
accgtgatge
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gatacatcag
gocctgctgaa
tccogocact

tgcaggocty

acctggagac
gococcaggag
ggactgtatg
agcccatgac
ttccagtaga
cctacctcat
tgaagatttt
actctattga
ctccttacct
cttcctacat
tcagtctgca
tggatcagtt
ggctttegga
tectgagtct
tggagagagc
atcagctoct
tctacgggaa
tgagcaatct
gtaccctcca
agttggggcg
gaacctibcta

accaccacca

ES 23938

atcaaatatg
tagocggttat
tgattattta
tcacttbtta
tggoccgttac
aaactttgaa
catgagtgtg
ggatgaggcc
cbtcatggca

goccekttcaco

cttcaaaget
gtggaaactt
gtctggaaac
aaagaagcga
ggtgcteogta
tgagaaagtg
tgcaatgeccc
agatttggaa
gggccagatg
ttococoocggag
gtgcctgcayg
gckcaggeac
aggggatgtg
aagtggggte
ctctgoccacc
tgcocecteoctg
ttccatctecc
gacccacgtg
cctggagagg
gcccagcétg
tgaccoggag

ccac

<210>6
<211> 628
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

12 T3

gcgaatacco
ttaccagage
gagcaagatt
gatggettga
tatgtcatecg
accatggaac
tggacaageoc
ctggocattg
goctttgacg
tgocctoocte

gtgecttgatg
caagtgctgg
agggccagte
aaagtagatg
gacctgttece
-Aagcgaaaga
atgcaggata
gtgacttgta
attaatctgc
aaggaagagc
gctctctatg
gtgatgadcc
atgcatctgt
atgctgacecg
ctccaggace
ccttocctga
atatctgect
ctgtatectg
ctbgoctate
gtctggctta
cocatoctgt

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttgce
actttacctt
gaaggcglbtt
cacggagact
cogoccchbgga
ggagacacag
tgggagtact

gacttgatgt
atttacggaa
tgtactcatt
gtttgagcac
tcaaggaagg
aaaatgtact
tcaagatgat
cotggaaget
gtagactcct
agtatatcge
tggactcttt
cocttggaaac
cccagagtceco
atgtaagtcc
tggtctttga
gccactgoto
tgcagagtct
toccocctgga
tgecatgecag
gtgccaaccc
goococctgttt

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME — LEHHHHHH (pldsmido pET21)
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agacaaaatc
atctaaagea
taaggatggt
gaaaaaattc
daaagaaatt
gtgggagttcc
tgtggagctg
gttgctgeooco
ccagaccctg
gatgaaggga

gctecttgee
gaactctcat
tccagagcca
agaggcagag
tgeoctgtgat
acgcctgtge
cctgaaaatg
acccaccttg
cctotooccac
ccagttcace
attttteoctt
cctotcaata
cagcgtcagt
cgagecccke
tgagtgtggyg
ccagcttaca
cctgcagcac
gagttatgag
gctocagggag
ctgtcctcac

catgcctaac

60

120
180
220
ioo
60
420
480
540
&00

660

720

780

810

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1864



<400> 6

Met
1

Ser

Glu

Tyr

Ile

65

Pro

Asp
His
Leu
S0

Hig

His

Pro

Lys

Thr

as

Glu

Asp

Arg

Ser

Ile

20

Leu

Gln

His

His

Ser

Ile

Glu

Asp

Fhe

Arg

ES 2393812 T3

His

Ile

Ser

Leu

Leu

T0
Lys

Ser
mla
Lys
Ala
55

Asp

Asp

Ser

His

Ala

40

Met

Gly

Gly

38

Asn

Arg

25

Leu

Thr

Leu

Arg

Met

10

Gly

Ala

Lys

Thr

TyT

Ala

Rla

Fhe

Asp

ASD

75
Tyr

Asn

Ser

Ala

Gly

&0

Val

Val

Thr

Gly

Gln

45

Arg

Ala

Ile

Gln
TyT
1]

Gln
Leu

Lys

Asp

Met

15

Leu

Ala

Val

Lys

Phe

Lys

Pro

ASD

Val

Fhe

80
Thr



Leu
Glu
Ser
Leu
145
Arg
Ser
Pro
Lys
Fro
225
Gln
Phe

AsSp

Leu

Tyr
305
Cvs
Ile
Cys
Gln
Ser
EY: 1
Ser

Leu

Asn

Lys

Arg

val

130

Leu

Glu

Gln

Leu

Ala

210

Arg

Asp

Pro

Gly

Val

290

Leu

Lys

Leu

Thr

Met
7o

Tyr

Gln

Phe

Pro

Glu

Arg
115
Trp
Lys
Leu
Thr
Gly
195
Val
Arg
Phe
Glu
Leu
275
Asp
Ile
Lys
Lys
Trp
355
Ile
Ile
Fhe

FPhe

Leu

Ile
100
Arg
Thr
Asp
Fhe
Leu
180
Val
Leu
Trp
Trp
Fro
260
Ser
Leu
Glu
Leu
Met
340
Lys

Asn

Ser

Leu
420
Glu

85
Gln

Leu
Ser
Glu
Pro
165
Lys
Leu
Asp
Lys
Thr
245
Glu
Thr
Fhe
Lys
Lys
325
Val
Leu
Leu
PFro
Ser
405

Arg

Thr

ES 2393812 T3

Ser

Trp

Pro

Ala

150

Fro

Ala

Mel

Gly

Liau

230

Val

Rla

Glu

Leu

val

310

Ile

Gln

Fro

Arg

Glu

350

Leu

Gly

Leu

Leu
Gly
Arg
135
Leu
Leu
Met
Lys
Leu

215
Gln

Trp

hla

Ala

Lys

285

Liys

Phe

Leu

Thr

Arg

375

Lys

Gln

Arg

Ser

Glu

Ser

120

Arg

Ala

Fhe

Val

Gly

200

AsSp

Val

Ser

Gln

Glu

280

Glu

Arg

Ala

Asp

Leu

I60

Leu

Glu

Cys

Leu

ile

39

Met
105
Ile

Leu

Ile
Mebt
Gln
185
Gln
Val
Leu
Gly
Pro
265
Gln
Gly
Lys
Met
Ser
345
Ala
Leu
Glu
Leu
Asp

425
Thr

50
Thr

Gln
Val
Ala
Ala
170
Ala
His
Leu
Asp
ASD
250
Met
Fro
Ala
Lys
Pro
330
Ile
Lye
Leu
Gln
Gln
410

Gin

Asn

Glu

Ser

Glu

Ala

155

Ala

Trp

Lew

Leu

Leu

235

Arg

Thr

Fhe

Cys

Asn

315

Mek

Glu

Phe

Ser

3395

Ala

Leu

Cys

Asn
Arg
Leu
140
Leu
Phe
Pro
His
Ala
220
Arg
Rla
Lys
Ile
Asp
300
Val
Gln
Asp
Ser
His
380
Ile
Leu

Leu

Arg

Fhe

Tyr

125

Ala

Glu

RSD

Phe

Leu

205

Gln

Lvys

5er

Lys

Pro

285

Glu

Leu

Asp

Leu

Fro

385

Ile

ala

Tyr

arg

Leu

Glu

11

Ile

Gly

Lew

Gly

Thr

19

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

270

Val

Leu

Arg

Ile

Glu
isQ
Tvr

His

Gln

Val

His

430

Ser

55
Thr

Ser

Gln

Leu

Arg

175

Cys

Thr

Val

Ser

TyYx
255
Lys
Glu
FPhe
Leu
Lys
135
Val
Leu
Ala
Phe
Asp
415

Val

Glu

Met

Met

Ser

Pro

160

His

Leu

Phe

Arg

His

240

Ser

Val

Val

Ser

Cys

320

Met

Thr

Gly

Ser

Thr

400

Ser

Met

Gly



10

15

Rsp

Leu

465

Gln

Asp

Leu

Ile

Ser

245

Asp

Arg

Leu

Pro

His
625

<210>7

Val

450

Ser

Ala

Glu

Ser

ser

530

AEnN

Ile

Leu

ser

Glu

610

His

<211> 1860

<212> ADN

435
Met

Leu
LE.l_u
Cys
His
515
Ile
Leu
His
Arg
Rla
5595

Pro

His

His
Ser
Leu
Gly
500
Cyse
Ser
Thr
Gly
Glu
GAD
AEBn

Ile

His

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Gly

Glu

485

Ile

sSer

Rla

His

Thr

365

Leu

Fro

Leu

Ser

Val

470

Arg

Thr

Gln

Leu

Val

550

Leu

Leu

Cys

Cys

ES 2393812 T3

Glin

455

Met

Ala

ASD

Leu

Gln

535

Leu

His

Cys

Fro

Pro
615

440

Ser

Leu

Ser

Asp

Thr

520

Ser

Tyr

Lew

Glu

His

&00
Cyvs

Pro

Thr

Ala

Gln

505

Thr

Leu

Pro

Glu

Leu

585

Cys

Phe

Ser
Asp
Thr
490
Leu
Leu
Leu
Val
Arg
S70
Gly

Gly

Met

Val

Val

475

Leu

Leu

Ser

Gln

Fro

255

Lew

Arg

LsSp

Pro

Ser

460

Ser

Gln

Ala

Phe

His

540
Leu

Ala

Pro

Arg

Asn
620

445
Gln

Pro

Asp

Leu

Tyvr

525

Leu

Glu

TYyT

Ser

Thr

605
Leu

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His(plasmido pET21)

<400> 7

40

Leu
Glu
Leu
Leu
510
Gly
Ile
Ser
Leu
Met
530

Fhe

Glu

Ser
Pro
Val
495
Pro
Asn
Gly
Tyr
His
575
val

Tyr

His

Val

Leu

480

Phe

Ser

Ber

Leu

Glu

560
Ala

ASp

His
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atggateccaa
attattgcre
cttgcgtttg
cgtttagtgg
ccacatcgtco
caaagtttag

attcagagcc

gcagggcaga
agggagctct
aaggcaatgg
caacatctte
caggaggttec
caggacttct
gaagcagctc
cagcccttca
gaattgttct
tgtaagaagc
gtgcagctygg
gocgaaatttt
atccatgeat
tctcagttco
dgaggccgcc
actaactgee
cagctaagtyg
caagctctge
atcacggatg
accttaagct
ctcatcggge
gacatccatg
ttgetgtgtg
tgtggggaca

gragcecatte
accgtggtge
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga

gatacatcag

gocetgotbgaa
tccogocact
tgcaggcctyg
acctggagac
gocccaggag
ggactgtatg
agcccatgac
ttccagtaga
cctaccteat
tgaagatttt
actctattga
ctccttacct
ckttcctacat
tragtctgca
tggatcagtt
ggctttogga
tcctgagtet
tggagagagc
atcagcteoct
tctacgggaa
tgagcaatct
gtaccctcca
agttggggrg
gaaccttcta

<210>8
<211> 620
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2393812 T3

atcaaatatg
tagecggttat
tgattattta
tcacttttta
tggcocgttac

aaactitgaa

catgagtgtg

ggatgaggce
cttcatggca
gococcttcace
cttcaaagct
gtggaaactt
gtctggaaac
aaagaagcga
ggtgctcocgta
tgagaaagtg
tgcaatgcceo
agatttggaa
gggccagatg
ttocccocggag
gtgcctgeag
gctcaggcac
aggggatgtg
aagtggggtc
ctotgocace
tgececteoctg
ttccatctee
gacccacgtyg
cctggagagg
gocccageoatg
tgacccggag

gcgaatacec
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatcg
accatggaac

tggacaagec

ctggccattg
gcctttgacg
tgccteocte
gtgcttgatg
caagtgctgg
agggccagte
aaagtagatg
gacctgttce
aagcgaaaga
atgecaggata
gtgacttgta
attaatctgec
aaggaagage
gctcocteotatg
gtgatgaace
atgcatctgt
atgectgaccg
ctoccaggace
ccttococtga
atatctgeet
ctgtatceotyg
cttgcocctate
gtoctggorta
coccatococtgt

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttge
actttacctr
gaaggcgttt

cacggagact

cegooctgga
ggagacacag
tgggagtgct
gacttgatgt
atttacggaa
tgtactcatt
gtttgagcac
tcaaggaagg
aaaatgtact
tcaagatgat
cctggaagct
gtagactcct
agtatatcge
tggactecttt
ccttggaaac
cccagagtcc
atgtaagtce
tggtctttga
gccactgoctc
tgcagagtct
toccccctgaa
tgcaktgccag
gtgccaacce
gocococcoctgttt

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His(plasmido pET21)
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agacaaaatec
atctaaagca
taaggatggkt
gaaaaaatktc
daaagaaatt
gtggggttcc
tgtggagctg

gttgctgcce
ccagacectg
gatgaaggga
gctccttgoco
gaactcteat
tccagagcca
agaggcagag
tgcctgtgat
acgocctgtgeo
cctgaaaata
acccaccttg
cctctcocac
ccagttcace
attttteoett
cctctcaata
cagcgtcagt
cgagcoceoote
tgagtgtgagg
ccagottaca
cctgeageac
gagttatgag
gctcagggag
ctgtoccteac

catgcctaac

60

120
180
240
300
is0
420

480
540
600
660
720
780
B40
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



<400> 8
Met

1
Ser

Glu

Tyr

ASp

Asp

His

Leu

50

Pra

Lys

Thr

35
Glu

ES 2393812 T3

Ser Ser His Ser
S

Ile Ile Ile Ala

20

Leu Glu Ser Lys

Gln Asp Leu Ala
55

Ser Asn

His Arg
25

Ala Leu

40

Met Thr

42

Met
10
Gly

Ala

Lys

Ala

Rla

Fhe

AsSp

Aszn

Ser

Ala

Gly
0

Thr
Gly
Gln

45
Arg

Gln
Tyr
30

Gln

Leu

Met Lys
15
Leu Pro

Ala Asp

Vval Val



Ile

65

Pro

Leu

Glu

Ser

Leu

145

Arg

Ser

Fro

Lys

Pro

225
Gln

Phe

Asp

Leu

Tvr

aons

Cys

Ile

Gln

Ser
3iBS
Ser

His
His
Lvs
Arg
Val
130
Leu
Glu
Gln
Leu
Ala
210
Arg
AsSp
Pro
Gly
Wal
250
Leu
Lys
Leu

Thr

Met
370

YT

Gln

Asp His

Brg His

Glu Ile
100

Arg Arg

115

Trp Thr

Lys Asp

Leu Fhe

Thr Leu
180

Gly val

185

Val Leu

Arg Trp
Fhe Trp
Glu Pro
260
Leu Ser
275
Asp Leu
Ile Clu
Lys Leu
Lys Met
340
Trp Lys
i55
Ile Asn

Il= Ser

Phe Leu

Phe

hrg

85

Gln

Leu

Ser

Glu

Pro

165

Lys

Leu

Asp

Lvs

Thr

245

Glu

Thr

Phe

Lys

Lys

325

val

Leu

Lizu

Pro

Ser
405

Leu

70

Lys

Ser

Trp

Pro

Ala

150

Pro

hla

Met

Gly

Lew

230

val

Ala

Glu

Leu

Val

310

Ile

Gln

Pro

Arg

Glu

3190

Leu

ES 2393812 T3

Asp

Asp

Gly
Arg
125
Leu
Leu
Met
Lys
Leu
215
Gln
Trp
Ala
hla
Liys
285
Lys
FPhe
Leu
Thr
Arg
375

Lys

Gln

Gly

Gly

Glu

Ser

120

Arg

Ala

Phe

Val

Gly

200

Asp

Val

Ser

Gln

Glu

280

Glu

Arg

Ala

hsp

Leu

3e0

Leu

Glu

Cys

Leu

Arg

Met

105

Ile

Leu

Ile

Met

Gln

1B5

Gln

Val

Leuy

Gly
Pro
265
Gln
Gly
Lys
Met
Ser
345
Bla
Ley

Glu

Leu

43

Thr

Tyr
=)

Thr
Gln
Val
Ala
Ala
170
Ala
His
Leu
Asp
Asn
250

Met

Fro
Ala
Lys
Fro
330
Ile
Lys
Leu

Gln

Gln
410

Asp
75

Tyr
Glu
Ser
Glu
Ala

155
Ala

Trp

Leu

Leu

Ley

235

Arg

Thr

Phe

Cys

Asn

3ls

Met

Glu

Fhe

Ser

Tvr
385
Ala

Val

Val

Asn

Arg

Leu

140

Leu

Phe

Pro

His

Ala

220

Arg

Ala

Lys

Ile

hsp

o0

Val

Gln

ASp

Ser

His

isg

Ile

Liena

Ala

Ile

Fhe

125

Ala

Glu

Asp

Fhe

Leu

205

Gln

Lys

Ser

Lys

Fro

285

Glu

Leu

Asp

Leu

Pro

365

Ile

Ala

Tyr

Lys

As=p

Glu

110

Ile

Gly

Leu

Gly

Thr

130

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

270

Val

Leu

Arg

Ile

Glu
is0

Tvr

His

Gln

Val

Lys

Phe

95

Thr

Ser

Gln

Leu

Arg

175

Thr

val

Ser

Tyr

255

Lys

Glu

Phe

Leu

Lys

335

Val

Leu

Ala

Phe

Asp
415

Phe

BO

Thr

Met

Met

Ser

Pro

150

Leu

Fhe

ATy

His

240

Ser

Val

Val

Ser

320

Met

Thr

Gly

Ser

Thr

400

Ser
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15

Leu

Asn

Asp

Leu

465

Gln

Asp

Leu

Ser

545

Asp

Arg

Leu

Pro

<210>9

<211> 1878
<212> ADN

Phe

Pro

Val

450

Ser

Ala

Glu

Ser

Ser

530

ASN

Ile

Leu

Ser

Glu
610

Phe

Leu

435

Met

Leu

Leu

Cys

His

515

Ile

Leu

His

Arg

Ala

535

Pro

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu
420
Glu
His
Ser
Leu
Gly
S00
Cys
Ser
Thr
Gly
Glu
580

Asn

Ile

Arg

Thr

Leu

Glu

485

Ile

Ser

Ala

His

Thr

565

Leu

Pro

Leu

ES 2393812 T3

Gly

Leeu

Ser

Val

470

Aryg

Thr

Gln

Leu

Val

550

Leu

Leu

Cys

Cys

Arg

Ser

Gln

455

Met

Ala

Asp

Leu

Gln

535

Leu

His

Cys

Pro

Pro

&15

Leu

Ile

440

Ser

Leu

Ser

Asp

Thr

520
Ser

Leu

Glu

His
&00
Cys

ASD

425

Thr

Pro

Thr

Ala

Gln

505

Thr

Leu

Fro

Glu

Leu

SBS

'CYS

Phe

Gln

Asn

Ser

hsp

Thr

430

Leu

Leu

Val

Arg

570

Gly

Gly

Met

Leu

Cys

val

Vval

475

Leu

Ser

Gln

Fro

555

Leu

Arg

Asp

Pro

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - HHHHHH (plasmido pET26)

<400> 9

44

Leu

Arg

Ser

460

Ser

Gln

Ala

Fhe

His

540
Leu

Pro

ATrg

Asn
£20

Arg

Leu

445

Gln

Pro

Asp

Leu

v
525
Leu
Glu
Tyr

Ser

Thr
605

His

4130

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

510

Gly

Ile

Ser

Leu

Met

590
Fhe

Val
Glu
Ser
Pro
Val
495
Pro
Asn
Gly
Tyr
His
575

Val

Tyr

Met

Gly

Val

Leu

480

Phe

Ser

Ser

Leu

Glu

550
Ala

Trp

Asp
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atggatccaa
attattgetc
cbttgeogtttyg
cgtttagtgg
ccacatcgte

caaagtttag

attcagagce
gocggocaga
cgtgagctgt
aaagcgatagg
cagcatctgc
caggaagtte
caggattttt
gaagcggege
cagcogttta
gagctgttta
tgcaaaaaac
gtgcagctgg
gccaaattta
attcatgega
agccagtttc
cgtbtggcoogto
accaactgec
cagctgtctg
caagccctgo
attaccgatg
acccoctgagek
ctgattggcc
gatattcatg
ctgotgrgeg
tgecggeogate
caccaccacc

gcagccattc
accgtggtgce
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga

aaatgacaga

gttatattaqg
gcctgotgaa
ttcocgooget
tgcaggcgtg
atctggaaac
gtocogegbog
ggaccgtgtg
agccgakgac
ttcoggtgga
gcbatctgat
tgaaaatctt
atagcattga
gcocogtatcot
gcagctatat
tgagcctaca
tggatcagct
gtctgagega
ttcktgagcct
tggaacgtgc
atcagctget
tttatggcaa
tgagcaacct
gcaccctgea
agctgggcog
gtacctttta
accaccac

ES 2393812 T3

atcaaatatg
tagcggttat
tgattattta
tcacttttta
tggococgttac

aaactttgaa

catgagegtg
agatgaagcg
gtttatggcg
goccgtttacc
ctttaaagcg
ttggaaactg
gagcggcaat
caaaaaacgt
agtgctggtt
cgaaaaagtg
cgogatgoog
ggacctggaa
gggccagatg
tagccocoggaa
atgcctgeaa
gctgogtceat
aggcgatgtg
gagcggcgtg
gagcgcgacc
ggcocctgotyg
cagcattage
gacccatgtyg
toctggaacgt
tcocgageatg
tgatccggaa

gocgaataccc
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatcg
accatggaac

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttgc
actttacctt
gtcgtogbcot

agacaaaatc
atctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc

daaaagaaatt

gtggggcagc

tggaccagceo
ctggccattg
gcgtcogatg
tgtctgocege
gtgctggatg
caagtgctgg
cgtgcgagee
aaagtggatg
gacctgtttc
aaacgcaaaa
atgcaggata
gtgacctgca
attaacctgc
aaagaagaac
gcgctgtatg
atgatgaate
atgcatctga
atgctgaccg
ctgcaagacc
ccgagcocctga
attagcgege
ctgtatccgg
ctggcctatco
gtttggctgt
ccgattotgt

cgegbogbot
cggogotgga
gocogtcatag
tgggcgtgct
goctggatgt
atctgogtaa
tgtatagctt
gcctgagcac
tgaaagaagg
aaaacgtgct
ttaaaatgat
cctggaaact
gtogtetget
agtatatcgc
tggatagcct
cgctggaaac
goccagagococ
atgtgageccc
tggtgtttga
goccattgcag
tgcaaagoct
tgccgctgga
tgcacgocgog
ctgogaatee
gococogbgott

ggttgagctg
gctgctgocg
ccagaccctg
gatgaaagge
gctgetggee
aaacagccat
toccggaaccg
cgaagcggaa
cgcctgogac
gegtoctgtge
cCctgaaaatg
gccgaccctg
getgtotocat
gragtttace
gttttttctyg
cctgagcatt
gagcgttagce
ggaaccgetg
tgaatgcggce
ccagctgace
gctgoaacat
aagctatgaa
tctgogtgag
gtgccogeat
tatgococgaac

420
480
540
600
660
720
780
840
s00
8960

60

120
180
240
300
350

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620

1680
1740
1800
1880

187

<210> 10
<211> 626
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - HHHHHH (plasmido pET26)

45

B



<400> 10

Met Asp
1
Ser Asp

Glu His

Tyr Leu

Pro

Lys

Thr

i5
Glu

Ser Ser
L

Ile Ile

20

Leu CGlu

Gln Asp

ES 2393812 T3

His Ser

Ile Ala

Ser Lys

Leu Ala

Ser

His

Ala

40
Met

46

hsn
Arg
25

Le2u

Thr

Met Ala Asn
10
Gly Ala Ser

Ala Phe Ala

Lys Asp Gly

Thr Gln

Gly Tyr

3g
Gln Gln
45

Arg Leu

Met Lys
15
Leu Pro

Ala Asp

val Val



Ile

65

Pro

Leu

Glu

Ser

Leu

145

Arg

Ser

Pro

Lys

Pro

225

Gln

Phe

Asp

Leu

Tyr

305

Cys

Ile

Cys

Gln

Ser

Y-t

Ser

S50

His

His

Lys

Arg

Val

130

Lew

Glu

Gln

Leu

Ala

210

Arg

ASp

PFro

Gly

Val

290

Leu

Liys

Leu

Thr

Met

370

Tyr

Gln

AsSp

Arg

Glu

Arg

115

Trp

Lys

Leu

Thr

Gly

135

Val

Arg

Fhe

Glu

Liew

275

AsSp

Ile

Lys

Lys

Trp

155

Ile

Ile

Phe

His

His

Ile

100

Arg

Thr

Bsp

Phe

Leu

180

Val

Leu

Trp

Trp

Pro

260

S5er

Leu

Glu

Leu

Met

340

Lys

Asn

Ser

Leu

Fhe

Arg

85

Gln

Lemva

Ser

Glu

Pro

165

Lys

Leu

hAsp

Lys

Thr

245

Glu

Thr

Fhe

Lys

Lys

325

Val

Leu

Leu

Pro

Ser

Leu
70

Lys
Ser
Trp
Pro
Ala
150
Pro
Ala
Metr
Gly
Leu
230
Val
Ala
Glu
Leu
Val
310
Ile
Gln
Pro
Arg
Glu

ig0

Leu

ES 2393812 T3

55
Asp

Asp

Leu

Gly

Arg

135

Leu

Leu

Met

Lys

Leu

215

Gln

Trp

Ala

Ala

Lys

295

Lys

Fhe

Leu

Thr

Arg

375

Lys

Gln

Gly

Gly

Glu

Ser

120

Arg

Bla

FPhe

Val

Gly

200

Asp

Val

Ser

‘Gln

Glu
280
Glu
Arg

Ala

Asp

Glu

Cys

Leu

Arg

Met

105

Ile

Leu

Ile

Met

Gln

185

Gln

Val

Leu

Gly

Pro

265

Gln

Gly

Lys=s

Mei

Ser

3145

Ala

Leu

Glu

Leu

47

Thr

Tvr

30

Thr

Gln

Val

Bla

Ala

170

Ala

His

Leu

Asp

Aen

250

Met

Pro

Ala

Lys

Pro

330

Ile

Lys

Leu

Gln

Gln

ASDP
75

Tyr
Glu
Ser
Glu
Ala
155
Ala
Trp
Leu
Leu
Leu
235
Arg

Thr

Fhe

Asn
315
Meat
Glu

Fhe

Ser

TVE
345
Ala

60
Val

val

Asn

Arg

Leu

140

Leu

FPhe

Pro

His

Ala

220

Ala

Lys

ile

Asp

300

Val

Gln

Asp

Ser

His

380

Ile

Leu

Ala

Ile

Phe

Tyr

125

Ala

Glu

Asp

Phe

Leu

205

Gln

Lys

Ser

Lys

Pro

2B5

Glu

Leu

Rap

Leu

Fro

365

Ile

Ala

Tvr

Lys

Asp-

Glu
110
Ile
Gly
Leu
Gly
Thr
190
Glu
Glu
Asn
Leu
ATrg
270
Vval
Leu
Arg
Ile
Glu
150
Tyr
His
Gln

Val

Ly¥s

Phe

a5

Thr

Ser

Gln

Lieu

arg

175

Thr

Wal

Ser

Tyr

255

Lys

Slu

FPhe

Leu

Lye=

335

Val

Leu

Rla

FPhe

Bsp

FPhe
BO
Thr
Met
Met.
Ser
Pro
160
His
Leu
Phe
Arg
His
240
Ser
val

Val

Ser

Cys
320
Met
Thr
Gly

Ser

Thr
400

Ser
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Leu Phe Phe

Asn Pro Leu
415
hsp Val Met
450
Leu Ser Leu
485
Gln Ala Leu

Asp Glu Cys

Leu Ser His
515
Ile Ser Ile
230
Ser Asn Leu
545
Asp Ile His

Arg Leu Arg

Leu Ser Ala
535
Pro Glu Pro
610
His His
625
<210> 11
<211> 1860
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu
420
Glu
His
Ser
Leu
Gly
500
Cys
S5er
Thr
Gly
Glu
580

hsn

Ile

405
Arg

Thr
Leu
Gly
Glu
485
Ile
Ser
Ala
His
Thr
555
Leu

Pro

Leu

ES 2393812 T3

Gly

Leu

Ser

Val

470

Arg

Thr

Gln

Leu

Val

550

Leu

Leu

Cys

Cys

Arg

Ser

Gln

455

Met

Ala

Asp

Leu

Gln

235

Leu

His

Cys

Pro

Pro

615

Leu
Ile
440
Ser
Leu
Ser
ASD
Thr

520
Ser

Tyr

Leu

Glu

His

600
Cys

Asp

425

Thr

Fro

Thr

Ala

Gln

505

Thr

Leu

Pro

Glu

Leu
585

Cvs

Phe

410
Gln

Asn

Ser

Asp

Thr

450

Leu

Leu

Leu

Val

Arg

570

Gly

Gly

Met

Leu

Cys

Val

Val

475

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

355

Leu

Arg

Asp

Fro

Leu

Arg

Ser

460

Ser

Gln

Ala

Fhe

His

540

Leu

Ala

Fro

Arg

Asn
s520

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His (plasmido pET26)

<400> 11

48

Aryg

Leu

445

Gln

Pro

Asp

Leu

Tyr

g25

Leu

Glu

Tyr

Ser

Thr

B05
His

His
430
Ser
Leu
Glu
Leu
Leu
510
Gly
Ile
Ser
Leu
Met
550

Phe

His

415
Val

Glu

Ser

Pro

Val

495

Pro

Asn

Gly

Tvr

His

575
Val

Ty

His

Met

Gly

Val

Leu

480

Phe

Ser

Ser

Leu

Glu

s60

Ala

Trp

Asp

His
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atggateccaa
attattgcte
cttgogtttg

cgtttagtgg
ccacategtco
Caaagtttag
attcagagcc
gceggecaga
cgtgagoetgt
daagogatgg
cagcatctgo
caggaagttc
caggattbtc
gaagcggege
cagoegbota
gagctgttta
tgcaaaaaac
gtgcagctgg
gccaaattta
attcatgcga
agccagbtte
cgtggocgte
accaactgocc
cagctgbctg
caageccoctge
attaccgatg
accctgagcet
ctgattggeoe
gatattcatg
ctgctgtgocg
tgoggeogate

<210> 12
<211> 620
<212> PRT

gecageceatte
accgtggtge

cacaacagge

ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gttatattag
gcctgotgaa
ttoeogoeget
tgcaggcgtyg
atctggaaac
gtccgegteg
ggaccgtgtg
agcocgatgac
ttecggtgga
gctatctgat
tgaaaatctt
atagcattga
gococogtatcet
gcagctatat
tgagcctgca
tggatcaget
gtctgagcga

ttetgagect

tggaacgkbge
atcagctgct
tttatggcaa
tgagcaacet
gcaccctgca
agctgggcoyg
gtacctttta

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2393812 T3

atcaaatatg
tageggttat
tgattattta

Ccactttbtta
tggcegttac
daactttgaa
catgagcgtyg
agatgaagcg
gtttatggcg
gocogtttace
ctttaaagcg
ttggaaactyg
gagcggcaat
caaaaaacqgt
agtgetggtt
COaaaaagtg
cgcgatgcog
ggacctggaa
gggccagatg
tagcoccggaa
atgcctgcaa
gotgogteoat
aggogatgtyg
gagcggcgtyg
gageogeogace
ggccctgctg
cagcattage
gacecatgtyg
tctggaacgt
tocogagoatyg
tgatcocggaa

gcgaataccoe
ttaccagagc

gagcaagatt

gatggcttga
tatgtcatcg
accatggaac
tggaccagcc
ctggccattg
gegtttgatg
tgtoctgoocgo
gtgctggatg
caagtgctgg
cgtgogagoo
aaagtggatg
gacctgtttc
ddacgCaaaa
atgcaggata
gtgacctgca
attaacctgc
daagaagaac
gogotgtatg
gtgatgaatc
atgcatctga
atgctgaccg
ctgeaagace
ccgagcctga
attagcgeogo
ctgtatecgg
ctggccoctatc
gtttggctgt
ccgattctgt

aaatgaaatcec
atacgttaga
tagcaatgac

ctgatgttge
actttacctt
gtegtegtek
cgcgtcgtct
cggcgoctgga
goocgteataq
tgggcocgtget
gcctagatgt
atctgcgtaa
tgtatagctt
gocctgagcac
tgaaagaaaq
aaaacgtgct
ttaaaatgat
ccktggaaact
gtegtetget
agtatatcgc
tggatagcct
cgctggaaac
gccagagcoec
atgtgagccc
tggtgtttga
gccattgcag
tgcaaagoct
tgecegetgga
tgcacgcgcyg
ctgcgaatce
gocococgtgott

<223> MDP- 20-127 - Proteina D - PRAME - sin marca de His (plasmido pET26)

49

agacaaaatce

atctaaagca

taaggatggt

gaaaaaatte
aaaagaaatt
gtggggecagce
ggttgagctg
gctgeckgeeg
ccagaccctg
gatgaaaggc
gctgctggec
aaacagccat
tccggaaccg
cgaagcggaa
cqgoetgogac
gegtotgtge
cctgaaaatg
gecgacectyg
gctgtcteat
gcagtttacc
gttktttctg
cotgageatt
gagecgttage
ggaaccgotg
tgaatgecgge
ccagctgacc
gctgoaacat
aagrctatgaa
Lctgogtgag
gtgccogcat
tatgocogaac

&0
120
180

240
300
ig0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
lgo0
1860
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<400> 12

Met Asp Pro Ser Ser His Ser Ser Asn Met Ala Asn Thr Gln Met Lys
1 5 10 15
Ser Asp Lys Ile Ile Ile Ala His Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Leu Pro
20 25 30

50



Glu

Ile

85

Pro

Leu

Glu

Ser

Leu

145

Arg

Ser

Pro

Lys

Fro

225

Gln

Phe

Asp

Leu

Tyr
305
Cys
1le

Cys

Gln

His
Leu
50

His
His
Lys
Arg
val
130
Leu

Glu

Gln

Ala
210

Arg

Asp

Pro

aly

val

2940

Lys

Leu

Thr

Met
370

Thr
is
Glu

ASp

Arg

Glu

Arg
115
Trp
Lys
Leu
Thr
Gly
135
Val
Arg
Phe
Glu
Leu
275
Asp
Ile
Lys
Lys
Trp

155
Ile

Lexu

Gln

His

His

Ile

100

Thr

Asp

Fhe

Leu

180

Val

Leu

Trp

TEp

Pro
260

fer

Leu

Qlu

Leu

Met

340

Lvs

Ben

Glu

Asp

Fhe

Arg

85

aln

Leu

Ser

Glu

Pro

165
Lys

Asp
Lys
Thr
245
Glu
Thr
Fhe
Lys
Lys
328
Wal

Leu

Leu

ES 2393812 T3

Ser

Leu

Leu

70

Lys

Ser

TIp

Fro

Ala

150

Pro

Ala

Met

Gly

Leu

230

Val

Ala

3lu

Leeu

Val

310

Ile

Gln

Pro

Arg

Lys
Ala

55
REp

Leu

Gly

Arg

135

Leu

Met

Lye

Leu

215

Gln

Trp

Ala

hla

Lvs

29%

Lys

Phe

Leu

Thr

Arg
375

Ala
40
Met

Gly

Gly

Clu

Ser
120

Arg

Ala

‘Phe

Val
Gly
200
Asp
Val

Ser

Gln

alu
280
Glu
Arg
Ala
hsp
Leu

is0

Leu

51

Leu
Thr
Leu
Arg
Met
105
Ile
Leu
Ile
Met
Gln
185
Gln
Val
Leu
Gly
Pro
265
aln
Gly
Lys
Met
Ser
345

Ala

Leu

Ala

Lvs

Thr

Tyr

50

Thr

Gln

Val

Ala

Ala

170

Ala

His

Leu

Asp

Asn

250

MeL

Pro

Ala

Lys

Fro

330

Ile

Lys

Leu

Fhe
Asp
Asp
75

TVE

Glu

Ser

‘Glu

Ala

155

Ala

Trp

Leu

Leu

Leu

235

Arg

Thr

Phe

Glu

Phe

Ser

Ala
Glvy
&0

Val
Val
hsn
Arg
Leu
140
Leu
Phe
Pro
His
Ala
220
Arg
Ala
Lys
Ile
Asp
0o
Val
Gln
hsp

Ser

His
380

Gln

45

Arg

Ala

Ile

Phe

125

Ala

Glu

hsp

Phe

Ley

205

Gln

Lys

Ser

Lys

Pro

285

Glu

Leu

Asp

Leu

Pro

365
Ile

Gln

Leu

Lys

RSP

Glu

110

Ile

Gly

Leau

Gly

Thr

130

Glu

Glu

Asn

Leu

Arg

210

Val

Leu

Arg

Ile

Glu
350
Tvr

His

Ala
val
Lys
Fhe
95

Thr
Ser
Gln
Leu
hkrg
175
Cys
Thr

Val

Ser

Tyr
255
Lys
Clu
Fhe
Leu
Lys
335

Val

Leu

Ala

Asp

val

Fhe

a0

Thr

Met

Met

Ser

Pro

160

His

Leu

Phe

Arg

His

240

Ser

Val

Val

Ser

Cys

320

Met

Thr

Gly

Ser



Ser

i85

Ser

Leu

Asn

Asp

Leu

465

Gln

Asp

Leu

Ile

Ser

545
Asp

Leu

Pro

<210> 13
<211>9

<212> PRT

Tyr

Gln

Phe

Pro

Val

450

Ser

Ala

Glu

Ser

Leu

ser

Glu
510

Ile

Fhe

Phe

Leu

435

Met

Leu

Leu

Cys

His

515

Ile

Leu

His

Arg

Ser

Leu

Leu

420

Glu

His

Ser

Lewu

Gly

500

Cys

Ser

Thr

Gly

Glu

580

Ala
595

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 13

ASnN

Ile

Pro
Ser
405
Arg
Thr
Leeu
Gly
Glu
485
Ile
Ser
Ala
His
Thr
565
Leu

Fro

Leu

Glu
390
Leu
Gly
Leu
Ser
Val
470
Arg
Thr
Gln
Leu
Val
550
Leu
Leu

Cys

Cys

ES 2393812 T3

Lys

Gln

Arg

Ser

Gln

455

Met

Ala

Asp

Lew

Glin

535

Leu

His

Cys

Fro

Pro

615

Glu

Cvys

Leu

Ile

440

Ser

Leu

Ser

Asp

Thr

520
Ser

Tyr

Leu

Glu

His

£00
Cys

Glu

Leu

AsSp

425

Thr

FPro

Thr

Ala

Gln

505

Thr

Leu

Pro

Glu

Leu

585

Cys

Fhe

Gln
Gln
410
Gln
Azn
Ser
Asp
Thr
490
Leu
Leu
Leu
Val
Arg
570
Gly

Gly

Met

Val Leu Asp Gly Leu Asp Val Leu Leu

1

5

52

EY-13
Ala

Leu

Val

Val

475

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

555

Leu

Arg

Asp

Pro

Ile

Leu

Leu

Arg

Ser

460

Ser

Gln

Bla

Fhe

His

540

Ala

Pro

Arg

Asn
620

Ala

Tyr

Arg

445

Gln

Pro

Asp

Leu

Tvr

525

Leu

Glu

Tvr

Ser

Thr
605

Gln

Val

His

430

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

510

Gly

Ile

Ser

Leu

Met

590
Fhe

FPhe

Asp
415
val
Glu
Ser
Fro
Val
495
Pro
Asn
aly
Tyr
His

575
Val

Tyr

Thr

400

Ser

Mer

Gly

Val

Leu

480

Fhe

S5er

Ser

Leu

Glu

E50
Ala

Trp

ASD
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<210> 14
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Ser Leu Tyr Ser Phe Pro Glu Pro Glu Ala
1 5 10

<210> 15
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Ala Leu Tyr Val Asp Ser Leu Phe Phe Leu
1 5 10

<210> 16
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Leu Tyr Val Asp Ser Leu Phe Fhe Leu
1 5

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Ser Leu Leu Gln His Leu Ile Gly Leu
1 5

53



10

15

20

25

30

35

ES 2393812 T3

<210> 18
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN008

<400> 18

atataacata tggatccaag cageocattea tcaast 36

<210> 19
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN0O37

<400> 19

ceacaaacge ctiegitcea tootttcaaa gttttetate 40

<210> 20
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN036

<400> 20
gacagaaaac ttgasacca tggaacgaag gogtitatag 40

<210> 21
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN029
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<400> 21

agagagacta gitctagttag geatgaaaca goggcacag

<210> 22
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN002

<400> 22
ggaggaacta gtattaggea tgaaacaggg goacag
<210> 23
<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

30

26

<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN040

<400> 23

agagagcata tgageageca tteatcaast atggeg

<210> 24
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN032

<400> 24

acgtgggegd cogogatite asagttttct gteatttota a

<210> 25
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

36

4
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<220>

<223> oligonucleotido de polaridad positiva CAN033

<400> 25

ttottogeog cegeaatgga acgaaggcgt thotagggt

<210> 26
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN034

<400> 26

ggaggacteg agottagoca tgaaacagog geacang

<210> 27
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN035

<400> 27

ggaggacteg agetagttag geatgasaca gggocacag
<210> 28
<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

39

36

39

<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN106

<400> 28

cagaaaactt tgaaaccaty gaacgaagae g 31
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<210> 29
<211>31
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN107

<400> 29
cgecttegtt coatgottte aaagttitct g 3

<210> 30
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN104

<400> 30

ggagatatac atatggatee aageagecat teatcaaata tog

<210> 31
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN105

<400> 31

coatatttga tgaatggety cttggatoca tatgtatate toc

<210> 32
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN123

43
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<400> 32
gacagaaaac tttgasacca tggaacgtey tegtetgtag 40

<210> 33
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido CAN124

<400> 33

coacagacga cgacgttooa togtttcaaa gttttetgte 40

<210> 34
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucledtido de polaridad positiva CAN199

<400> 34
goaattecat atggatecaa geagecatte 30

<210> 35
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucledtido antisentido CAN19

<400> 35
ggageteteg agtcagtagt gatogtogta gtagttegge ataaageacg goc

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

58
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<220>

<223> oligonucledtido inmunoestimulador CpG 1826

<400> 36
toccatgacgt toctgacgtt 20

<210> 37
<211>18
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido inmunoestimulador CpG 1758

<400> 37

tetcocagog tgegeeat 18

<210> 38
<211>54
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido inmunoestimulador CpG2006

<400> 38
accgatgacy togeegotoa cggeaccacy togtogtitt gtegttttot cgtt

<210> 39
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido inmunoestimulador CpG1668

<400> 39

tocatgacgt tectgatgct 20

<210> 40
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<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucle6tido inmunoestimulador CpG5456

<400> 40

tegacgtttt cggogogege g 22

<210> 41
<211>111
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae b

<400> 41

Met Lys Leu Lys Thr Leu Ala Leu Ser Leu

Ala Gly Cys Ser Ser His Ser Ser Asn Met
20 25
Ser Asp Lys Ile Ile Ile Ala His Arg Gly
a5 40
Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala
50 55
Tyr Leu Glu Gln Asp Leu Ala Met Thr Lys
65 _ 70
Ile His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr

85 20
Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr
100 108
Leu Lys Glu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr
115 120

<210> 42
<211>111
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

60

Leu

Ala

AEla

Phe

Asp

75
Asp

Tyr

Glu

Ala
Asn
Ser
Ala
60

Gly

Val

Val

Asn

Ala

Thr

Gly

45

Gln

Arg

Ala

Ile

Phe
125

Glvy

Gln
30

Tyr

Gln

Leu

Lys

Asp

110
Glu

val

15

Met

Leu

Ala

Val

Lys

a5
Phe

Thr

Leu

Lys

Pro

Asp

Val

80

Phe

Thr
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<223> 1-Met, 2-Asp; 3-Pro; seguido por los aminoacidos 20 al 127 de la proteina D

<400> 42

Met Asp Pro Ser Ser
1 5
Ser Asp Lys Ile Ile

20
Glu His Thr Leu Glu
35
Tyr Leu Glu Gln Asp
50
Ile His Asp His Phe
65
Pro His Arg His Arg
BS
Leu Lys Glu Ile Gln
100

<210> 43
<211> 450
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
10
<220>
<223> Proteina D-MAGE-A3-His

<400> 43

His

Ile

Ser

Leu

Leu

T0

Lys

Ser

Ser

Ala

Lys

Ala

55

ASp

Asp

Leu

ser
His
Ala
40

Met
Gly

Gly

Glu

Asn Met Ala Asn Thr Gln Met Lys
1a 15

Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Leu Pro

25 30

Leu Ala Phe Ala Gln Gln Ala Asp

45
Thr Lys Asp Gly Arg Leu Val Val
60
Leu Thr Asp Val Ala Lys Lys Phe
75 BO

Arg Tyr Tyr Val Ile Asp Phe Thr
80 95

Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr

105 110

Met Asp Pro Lys Thr Leu Ala Leu Ser Leu Leu Ala Ala Gly Val Leu

1 5
15

20

10 15
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Ala

sSer

Glu

Tyr

&5

Ile

Fro

Leu

Asp

Ala

1a5

Glu

Lau

Gln

Gln

Fhe

225

Ala

Val

Fhe

Phe

Phe

305

Gln

Ala

Ser

Gly

Asp

His

50

Leeu

His

His

Lys

Leu

130

Arg

Glu

Gly

Gly

Ser

210

Pro

Glu

Thy

Fhe

Gly

250

Ala

Ile

Arg

Val

Cys

Lys

35

Thr

Glu

Bsp

Arg

Glu

115

Glu

Glvy

Gln

Glu

Ala
1595

Tyr

Asp

Leu

Lys

FPro

275

Tle

Thr

Met

Glu

Leu

155

Ser
20

Ile
Leu
Gln
His
His
100
Ile
Gln
Glu
Glu
Val
180

Ser

Glu

Val

Ala
260
Val

Glu

Cys

Pro

Gly

340
Glu

Ser

Ile

Glu

Asp

Fhe

a5

Arg

Gln

Arg

Ala

Ala

165

Pro

5er

Asp

Glu

His

245

Glu

Ile

Leu

Leu

Lys

32s

Asp

Val

His

Ile

Ser

70

Leu

Lys

Ser

ser

Lien

150

Als

Rla

Lieu

Ser

Ser

230
Phe

Met

Fhe

Met

Gly

310
Ala

Cys

Phe

ES 2393812 T3

Ser

Ala

Lys=s

55

Ala

Asp

Asp

Leu

Gln

135

Gly

Ser

Bla

Pro

Ser

215

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Leu

Gly

Ala’

Glu

Ser
His
40

Ala
Met
Gly
Gly
Glu
120
His
Leu
Ser
Glu
200

Asn

Phe

ely
Lys
2B0
Val
Ser
Leu

Pro

Gly
3a0

Asn

25

Arg

Leu

Thr

Leu

Arg

108

Met

Cys

Val

Ser

Ser

185

Thr

Gln

Gln

Leu

Ber

285

Ala

hsp

TYr

Leu

Glu

345
Arg

62

Met

Gly

Ala

Lys

Thr
a0
Tyr

Thr
Lys
Gly
Ser
170
Fro
Met
Glu
Ala
Lys
250
Val
Ser
Pro
Asp
Ile
330

Glu

Glu

Ala

Ala

Phe

Asp

T5
Asp

Glu
Pro
Ala
155
Thr
Asp
Asn
Glu
Ala
235
Tyr
Val
Ser
Ile
Gly
315
Ile

Lys

Asp

Asn
Ser
Ala
&0

Gly
val
Val
Asn
Glu
140
Gln
Leu
Pro
Ty
Glu
220
Leu
Arg
Gly
Ser
Cly
300
Leu
Val

Ile

Ser

Thr
Gly

45
Gln

Ala

Ile

Fhe

125

Glu

Ala

Val

Pro

Pro

205

Gly

Ser

Ala

Asn

Leu

285

His

Leu

Leu

Trp

Ile
365

Gln
an

Tyr

Gln

Leu

Lys

Asp

110

Glu

Gly

Pro

Glu

Gln

190

Leu

Pro

Arg

Arg

Trp

270

Gln

Leu

Gly

Ala

Glu

350

Leu

Mek

Leu

Ala

Val

Lys

95

Phe

Thr

L

Ala

Val

175

Ser

Trp

Ser

Lys

Glu

255

3ln

Lieu

Tyr

Asp

Ile

335
Glu

Lys

Fro

Asp

Val

BD

FPhe

Thr

Met

Glu

Thr

160

Thr

Pro

Ser

YVal
240

Pro

Val

Ile

RSN

320

Ile

Leu

Asp
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20

25

Pro

Tyr
385
Gly
Met
Glu
His
<210> 44

<211> 109
<212> PRT

Lys

370

Arg

Pro

Val

Trp

His

450

Lys Leu Leu

Gln Val Pro

Arg Ala Leu

405

Lys Ile Ser
420
Val Leu Arg

435

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2393812 T3

Thr Gln

375

Gly Ser

iso

Val Glu

Gly Gly

Glu Gly

<223> Los aminoécidos de la proteina D de

<220>

His

<400> 44
Met

1

Lvys
Thr
Glu
Asp
65
Arg
Glu

<210> 45

<211> 127

<212> PRT

Ser Ser His

Ile

Ile Ile
20

Leu Glu Ser

35

Gln Asp Leu

50

His

Phe Leu

His Arg Lys

Ile Gln Ser

100

<213> Secuencia Atrtificial

Ser Ser Asn

Ala His Arg

Lys Ala Leu

hla Met Thr

35

Asp Gly Leu
70
Asp Gly Arg

B5

Leu Glu Met

His

Asp

Thr

Pro

Glu

Phe Val Gln

Pro Ala Cys

335

410

425

440

Haemophilus influenzae para usar en una secuencia pDI/3-PRAME-

Met

Gly

Bla

40

Lys

Thr

Tyr

Thr

Ala

Ala

25

Phe

msp

Asp

Tyr

Glu
105

63

Asn Thr
10
Ser Gly

Ala Gln

Gly Arg

Val Ala
75

Val Ile

S0

Asn Phe

Ser Tyr Val

His Ile Ser

Glu Gly Gly

Gln

Tyr

Gln

Leuy

60

Lys

Asp

Glu

Glu
JBO0
Tyr

Lys

Tyr

His

Met

Leu

Ala

45

val

Lys

Fhe

Thr

Asn

Glu

Val

Pro

His

445

Lys

Pro

30

Asp

Val

Fhe

Thr

Tyr

Phe

Leu

Pro
430

His

Ser
15
Glu

Tyr

Ile

Pro

Leu

a5

Leu

Leeu

His
415

Leu

His

Asp

His

Leu

His

His

80
Lys

Glu

Trp

400

His

His

His
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15

<220>

<223> Los aminoéacidos de

His

<400> 45

Met

Ala

TYY
65
Ile

Pro

Leu

Asp

Gly

AsSp

His

50

Leu

His

His

Lys

Pro

Cys

Lys

as

Thr

Glu

Asp

Arg

Glu
115

Lys

Ser
20
Ile

Lau

Gln

His

His

100
Ile

Thr

Ser

Ile

Glu

RAsp

FPhe

as

hrg

Gln

ES 2393812 T3

la proteina D de

Leu

His

Ile

Ser

Leu

70

Leu

Lys

Ser

Ala

Ser

Ala

Lys

55

Ala

Asp

hsp

Leu

Leu

Ser
His
40

Ala
Met
Gly

Gly

Glu
120

Haemophilus influenzae para usar en una secuencia pDI/3-MAGE-

Ser

Asn

25

Arg

Leu

Thr

Leu

Arg

105
Met

Leuw
10
Met

Gly

hla

Lys

Thr
a0

Tyr

Thr

64

Leu

Ala

Ala

Phe

Asp

75

Asp

TYE

Glu

Ala

Asn

Ser

Ala

60

Gly

Val

Val

Asn

Ala

Thr

Gly

45

Gln

Arg

Ala

Ile

Fhe
128

Gly
Gln
10

Tyr
Gln
Leu
Lys
hAsp

110
Glu

Val
15

Met
Leu
Ala
val
Lys
95

Phe

Thr

Leu

Lvs

Fro

CABp

Val
80
Phe

Thr
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11.
12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.
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REIVINDICACIONES
Una proteina de fusion que comprende:
a) un antigeno tumoral PRAME;

b) una pareja de fusion heter6loga derivada de proteina D, en la que la proteina de fusibn comprende los
aminoéacidos 20 a 127 de proteina D; y

c¢) adicionalmente aminoacidos Met-Asp-Pro en el extremo N-terminal de la secuencia de la proteina de fusion,

en la que la proteina de pareja de fusion heter6loga derivada de la proteina O (b) se funde con el N-terminal de
PRAME.

Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente una marca de afinidad.

Una proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la marca de afinidad es una marca de
histidina

Una proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende
adicionalmente una o mas secuencias de engarce entre la proteina pareja de fusion y PRAME; o entre la
proteina pareja de fusion y una marca de afinidad; o entre PRAME y una marca de afinidad.

Una secuencia de &cido nucleico que codifica una proteina de fusion como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

Un vector que comprende la secuencia de acido nucleico de la reivindicacion 5.

Una célula huésped aislada transformada con el vector de la reivindicacion 6.

Una vacuna gque contiene una proteina de fusion o proteina pareja de fusion como se reivindica en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 o un acido nucleico como se reivindica en la reivindicacion 5 o un vector como se
reivindica en la reivindicacion 6.

Una vacuna como se reivindica en la reivindicacion 8 que comprende adicionalmente un coadyuvante, y/o
citoquina o quimioquina inmunoestimuladora.

Una vacuna como se reivindica en la reivindicacién 9 en la que el coadyuvante comprende 3D-MPL, QS21 y/o un
oligonucledtido CpG.

Una vacuna como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para usar en medicina.

Uso de una proteina o acido nucleico o vector de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6 para la
elaboracién de una vacuna para tratar inmunoterapéuticamente a un paciente que sufre de cancer.

Un procedimiento para producir una proteina de fusién que comprende la etapa de expresar en una célula una
proteina de fusion que comprende una proteina pareja de fusion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en el que la célula es una bacteria.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14 en el que la bacteria es E. coli.

Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 16 que comprende adicionalmente la etapa de lisar la célula y
purificar la proteina de fusidn expresada a partir de las células lisadas.

Una proteina de fusion obtenida mediante u obtenible mediante el procedimiento de cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 16.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 21 en la que el cancer se selecciona de melanoma, cancer de mama,
cancer de vejiga, cancer de pulmodn tal como NSCLC, sarcoma, cancer ovarico, cancer de cabeza y cuello,
cancer renal, carcinoma colorrectal, mieloma multiple, leucemia que incluye leucemia aguda y carcinoma
esoféagico.
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Fi%. 1 —Andlisis por SDS page de 1/3PD-PRAME con o sin marca de His en vector de pET21 (ejemplo/constructo
N°>.: 3y 4)
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Fig 2 —Andlisis por SDS page de 1/3PD-PRAME de coddn optimizado con o sin marca de His en vector pET26
(ejemplos/constructos nimeros 3a y 4a)
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Figura 3

Respuesta de CD4 (coadyuvante AS01B)

ES 2393812 T3

% de citoquinas que producen CD4

20070499 : Inmunogenicidad de PD Prame formulado en AS01B en CBEF1: Intervalo de dosls de antigeno post 2.

1.4 PD Prame/ASO1B
PBS PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B (2 pg) PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B
(44,7 pg) (10 ug) (0.4 ug) (0,08 ug)
1.2
1
oiLz+
m IFNg+IL2+
0.8 +— g IFNg+ W
0.6
04
0,2
0] — —_—

Grl Gl Gri Grl Gr2 Gr2 Gr2 Grz Gr3 Grd Gr3 Grd G4 G4 G4 G4 GrS Gr5 Gr5 Gr5 GrE Gré GrE GrB

Feserva 1 Anserva 2 Fisserva 3 Aeserva £ Reserv | Fsserva 2 Reseria 3 Resera 4 Assonva 1 Asserva 2 Anserva 3 Asorva 4 Resera 1 Ansarva 2 Assonva 3 Asserva 4 Assena 1 Aeserva 2 Ansorva 3 Assenva 4 Reserva 1 Asserva 2 Resera 3 Aesarva &
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Figura 4

Respuesta de CD8 (coadyuvante AS01B - 20070499)

ES 2393812 T3

% de citoquinas que producen CD8

0,25

0,2

=]
Y
[}

=1
-

§

o2+
20070499 : Inmunogenicidad de PD Prame formulado en AS01B en CB6F1: intervalo de dosis de antigeno post 2. m IFNg#/IL2+
o IFNg+
PBS PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B PD Prame/ASO1B
(44,7 pg) (10 ug) (2 ug) (0,4 pg) (0,08 ug)
1. H A B Eln[l -DH HH
Gri Gl Gl Gl Grz Gr2 Gr2 Grz Gr3 Gr3 Gr3 Gr3 Grd Grd Grd Grd G5 Gr5 Gr5 Gr5 Gré Gré Gré Gré

Festra  Fesira Fesena Fosona  Fasora Fesena Resna Resena  Feseea Aessna Resora  Aesena Assena Fesora Resena  Aesena  Fesena Aesena Fesena Fesena Fesena Fesena  Fssens  Fesena

2

3

4

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

1

2 3 4
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Figura 5

Respuesta de CD4 (coadyuvante AS15 - 20070502)

20070502 Inmunogenicidad de PD PRAME formulado en AS15 en CB6F1 :
intervalo de dosis de antigeno post 2

1
- 2 PBS PD PRAME PD PRAME PD PRAME PD PRAME PD PRAME
a 1 447 ug IAS15 10 ug /AS15 2 ug /AS15 0,4 pg IAS15 0,08 pg /AS15
E _
E 08 ™oz
';" 06 }—{@FNgriL2e |_| ]
._E O IFNg+
5 04
g0
3
202 1
=
0 | — =

Gl G1 G1 G1 G2 G2 G2 G2 G3 G3 G3 G3 G4 G4 G4 G4 G5 G5 GO G5 GEB G6B GB G6

Raserca Amserva Fesarva Fasarva  Resstes Feserva Ressrrs Ressoa Aaserva Fessres Aesera Aeserva  Resss  Assena Ressrvs  Fosea  Asserva Reseca Rsserva Resera Resscva Ao e Ressns

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
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Figura 6
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Respuesta de CD8 (coadyuvante AS15 - 20070502)

% de citoquinas que producen CD8

03
0,25
02
0,15

0,1

0,05 1

oiLz+
20070502 Inmunogenicidad de PD PRAME formulado en AS15 en CB6F1 : & IFNg+IL2+
intervalo de dosis de antigeno post 2 @ IFNg+
PBS — PD PRAME PD PRAME PD PRAME PD PRAME PD PRAME
44,7 ug IAS15 | 10 ug /AS1S 5 ug IAS15 04 ug IAS15 0,08 ug IAS15
| | 1
Gl G1 GI GI G2 G2 G2 G2 G3 G3 G3 G3 G4 G4 G4 G4 G5 G5 G5 G5 GB G6 G6 GB
Reserva  Reserva Ruserva Ruserva  Reserva Ruserd Assena Reserva Reserva Aesenva Resanvad  Asserva  Reserva Ressrva Reserva  Reserva Reserva Reserva Assera Reserva Reserva  Reserva  Raserva  Assenva
1. 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
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Figura 7

1 MDPSSHSSNM ANTQMKSDKI IAHRGASGY LPEHTLESKA LAFAQQADYL
51 EQDLAMTKDG RLVVIHDHFL DGLTDVAKKF PHRHRKDGRY YVIDFTLKEI
101  QSLEMTENFE IMERRRLWGS IQSRYISMSV WTSPRRLVEL AGQSLLKDEA

—151  LAIAALELLP RELFPPLEMA AEDGRHSQTL KAMVQAWPET CLPLGVLMKG
201 HLHLETFKA VLDGLDVLLA QEVRPRRWKL QVLDLRKNSH QDEWTVWSGN

—=251  RASLYSEPEP EAAQPMTKKR KVDGLSTEAE QPEIPVEVLYV DLELKEGACD
301 ELFSYLIEKV KRKKNVLRLC CKKLKIFAMP MQDIKMILKM VQLDSIEDLE

—351  VTCTWKLPTL AKESPYLGQM INLRRLLLSH IHASSYISPE KEEQYIAQET
401 SQFLSLQCLQ ALYVDSLFFL RGRLDQLLRH VMNPLETLSI TNCRLSEGDV

—451  MHLSQSPSVS QLSVLSLSGV MLTDVSPEPL QALLERASAT LODLVEDECG
501 ITDDQLLALL PSLSHCSQLT TLSEYGNSIS ISALQSLLQH LIGLSNLTHV

—>551  LYPVPLESYE DIHGTLHLER LAYLHARLRE LLCELGRPSM VWLSANPCPH
601 CGDRTFYDPE PILCPCEMPN (TSG) / (LE) / HHHHHH

No se us6 ninguna secuencia sefial para esas construcciones

Negro = los primeros 109 aminoacidos de proteina D (AA 20-127 de proteina D)
Negro — marcado = aminoacidos insertados (Aspy Proenaa 2y 3)

Doble subrayado = proteina PRAME; amino&cidos 1-509 de PRAME (509 aa totales)

Negro - subrayado = marca de 6 His que varia dependiendo del clon
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Figura 8
Alineacion entre LipoD-MAGES3-His y pD1/3-PRAME-His

1 60
LipoD-MAGE3-His {1} MDPKTLALSLLAAGVLAGCSSHS SHMANTOHMESDKI I LAHRGASGYLPEHTLESRALAFA
pD1/3 -PRAME-His (1) MDP----------------SSHSSNMANTCMESDRET I IAHRSASGYLPENTLES KALAFR

61 120

LipeD-MAGE3-His  (61) QOADYLEQULAMTHDORLVVINDHFLDGLITVAKKFPHRERKCORYYVIDFTLEEIOSLE
PDL/3-PRAME-His  (45) QQADYLEQDLAMTHDCRLVVIENHFLDGLIDVAKKFPHRAREDERYYVINFTLEEIOSLE

121 180
LipoD-MAGEZ-His (121) HTENFETHELE------- - - - -QRSQHCK PEECEEARGENLGLYVCAQAPATER - - - Q5 -
ph1/3-PRAME-His (105) MIENVETSBRRELWGSIQSRYISMSVWTS PRRLEELAGOALLKDEALATAMLELLPRELF

181 240
LipoD-MAGE3-His (185) -------- ABSSSSTLVERT-------LG-------+----mn--- - . - BYPARESFD

P01/ 3-PRAME-His (165) PPLFMAAFDERHSOTLEANVOAWPFTCLPLGVLMKGOHLHLET FRAVLOGLEYLLAQEVR

241 ioo
LipoD-MAGE3-His (1BB) F---------- PQ-sPoGASERFETMyPLgsosYEBEEROEE - - - - - - -~ - EfpsTEP
pOL/3-PRAME-His (225} PRRWKLQVLDLREMSHODFWERWBoHRASIEerPErERRgPMTRKREVDCLSTEREQPFT
101 160

LipoD-MAGE3-His (227} DEESEFQAALSRIVABLEHFLUEKYRARES: - = - - -- R T T
pD1/3-PRAME-His (285) PEEVLVDLFLKEGACEEBFSYLISKVHREKNVLRLCCKELET FAMPMODT KM TLEMVQLD
361 ' 320
LipoD-MAGE3-His {257) ------=- VT--camm- A- EMLASYGMWOY FPEVI FERESSS - - - - - - LOLVEGIELM
pO1/3-PRAME-Hi8 {345) SIEDLEVICTWHLPTLAKFSEPYLGOMENLRRLLLEHIHRSEYISPEKEEQY IAQFTSQFE
121 480
LipoD-MAGEI-His {295) ENDRIGHLYEFRTCLGLSYDGLLGDNO§MPRACLLY IVLARI ARBGOCAPEEK IWZELEY
phi/Z-PRAME-His [405) SEOCHoAtYEDBLFFLRGRLDGLLRHVEANPLETLS I THCRESECHVMHLEQS PEVSQLEY
481 540
LipoD-MASE3-His [355) LERFEGREDSBLGHEERKLLTQ----------- -~ -HFVERYLEYROVEOSOPACYEFLE
pD1/2-PRAME-His [as:—;,] LsEscvMLTOl S PHFLOALLERASATLOOLVFDECG I TOEELLALL PSLEHCSQLTTLEE

541 600

LipoD-MAGE3-His (401} cEREEVEFEvRom@RYEscomfsypr. ---oooonaan -======-- LHEW@LR

pD1/3-PRAME-His (525) YorERESIBERLOSELOHERcRsHLTHELYPVFLESYEDIHGTLHLERLAY LHARLRELTICE
G601 G642

LipoD-MAGE3 -His (43B) BEGE-------=-=---vu- E--==- ===« --~GGHHEKHKH

pO1/ 3 - PRAME-His 1585) LGRFPEMVWLSAMPCPHCGDRETFYDPEFPILCPCFMPNEREREE
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Figura 9

Alineacién entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus influenzae y la LipoD-
MAGE3-His

, . (1) HKL’:ILHLSLI&;\GE"L’LGCHSHSSHWTQHKSDBI ITARRGASGYLEEH
Proteina D_H influenzae i

. ) (1) MDPRTLALESLLAASVLACCESHSSHMANTOMESDRT TTAMROASOYLEEY
LipoD-MAGE3-His

{1) M KTLALSLLAAGVLAGCSSHESNMANTOMESDEILI IRHRGASGYLPEH
Consenso

51 o6

; . (51) TLEFFAIAFACDADYLEQULAMTEDCRLEINDHF LEGLTDVA KK EPERE
Proteina D_H influenzae

) ~I51) TLESKALAFAQQADYLEQDLAMTHRDGRLVY IHDHFLDGLTOVARLFPHRE
LipoD-MAGE3-His '

{51)] TLESKALAFAQDADY LEQDLAMTEDGRLVV IHDHFLOGLTDVAKKFFHRH
Consenso

101 127
] ) (101} EXDGRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFET
Proteina D_H influenzae

. X EEDCEYYVIDFT LRSI OELEMTSNERT
LipoD-MAGE3-His ‘101 PR 9

{101} REDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFET
Consenso
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Figura 10

Alineacién entre la secuencia compartida de la proteina D original de Haemophilus influenzae, la LipoD-
MAGE3-His y la pD1/3-PRAME-His

1 50
. . (1) HMELETLALSELARGVIAGCSSHES NHRTTOMESON T T EAHRGASGYLFEH
Proteina D_H influenzae ) T T : '

{1) ™D SSHSEUMANTOMEEDE T T TARRGASS Y LEEH

LipoD-MAGES3-His

0D1/3-PRAME (1) —meeccmmeem s oo o - MSSESSNMANTQMKSDHT I TAHRGASCTYLEEN

(1} M KTLALSLLAAGVIAGCSSHSSMMANTOMKSDKII IAHRCASGYLPEH
Consenso

51 100

. . (51) TLESALAFAQOADYLEDLANTEDORLYY T HERFLDG L TD VAR KF FERE
Proteina D_H influenzae

LipoD-MAGE3-His (51) TLESKALAFAGOADYLECDLAMTEDGELYYIRDHFLOCLTOYAXKFPHEN

(33) TLESHALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLYVIHDHFLOGLTDVAKK FEHRY
pD1/3-PRAME - ’

{51} TLESHKALAFAOQADY LEQDLAMTEDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKPEHRH
Consenso

101 127
. . 101) REDCRYYVIDFTLXEIQSLEMTENFET
Proteina D_H influenzae { ! 2

LipoD-MAGE3-His (101) REDGRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFET

DD1/3-PRAME  (83) PEDGRVVVIDETLXRIOSLEMTRNEET

1 RKDGRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFET
Consenso (1oL} TYV g
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Figura 11

Andlisis por SDS page de pD1/3-PRAME con o sin sefial de secrecion (SS) y marca de His (His) en el vector pET21.

1 21 4 5 6 7 8B 900 10 12 13714 15 16 17

195
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Figura 12
Secuencia de proteina D 1/3 MAGE-A3-His

Extremo N | Proteina D1/3 Met Asp Mage 3 GlyGly 7xHis  Extremo
Terminal MDP terminal

2 124 3 314

“DHFLDGLTDUAKKwFHRHRKD”RYYHTDrTLﬂEIQSLb_LED

MTENFETMDLEQRSQHCKEEE@EE&?nﬁﬁkﬁkﬁgﬁﬂﬁﬁﬁi_lﬁﬂ

EEQEAASSSSTLVEVTLGEVPAAESPDPPQSPQGASSLET 200
mmwprwsasvgnssNQEPEGPSTFPDTbSﬁFOhﬂLSRKV 240

ASSSLOLVFGI ELMT:'L-FDPIGHLYIFRTFLFLSYDGLLGDN 32 )
QIMPKACLLTIULHTIHR“GDCAPWEKINFELSVLEUFEG 380
REDSILGDPKKLLTQHFVQENYLEYRQVPGSDPACYEFLW 400
GE%LVETEWAUL}THWKI SGGPHISYPPLHEWVLREGE 4..’!_|";|
REOEEMIIEIHIH 451

Subrayado = secuencia sefial de proteina D que incluye Met-1y las

sustituciones Asp-2 y Pro-3

Subrayado doble = primeros 109 amino&cidos de proteina D de 20 a 129

MD = aminoacidos no relacionados Met-Asp en aa 128-129 para crear un sitio de clonacion
GG = aminoacidos Gly-Gly no relacionados en 442-443

HHHHHHH = marca de 7 His
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