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ES 2441843 T3

DESCRIPCION
Complejos multiméricos de antigenos y C4bp.
Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a ensamblajes macromoleculares, tales como proteinas de fusiéon, que comprenden un
adyuvante y un antigeno, ensamblajes los cuales provocan una respuesta inmunitaria potenciada frente al antigeno
en comparacioén con el antigeno solo.

Antecedentes de la invencion

Se necesitan métodos mejorados de inmunizacion tanto para mejorar las vacunas actuales como para crear unas
nuevas. Al mismo tiempo, existe la necesidad de minimizar o evitar el uso de adyuvantes, ya que sdélo se ha dado a
conocer un nimero muy limitado para uso en seres humanos, y hay un deseo muy extendido de minimizar su uso en
animales, a fin de reducir el sufrimiento animal.

Las solicitudes de patentes recientes describen el uso de dominios de oligomerizacién C4bp de mamiferos para
incrementar la inmunogenicidad de antigenos en mamiferos. Estas solicitudes incluyen los documentos
PCT/IB2004/002717 y PCT/EP03/08926. Una patente previa, WO 91/11461, explicé el uso de proteinas de fusién de
C4bp para la inmunizacion, pero no se demostraron inmunizaciones exitosas. El documento PCT/EP03/08928
describe métodos para producir las proteinas de fusion de C4bp de mamiferos. Sin embargo, hasta la fecha, no se
conoce ningun dominio de oligomerizacion C4bp para una especie no mamifera. Puesto que hay un considerable
interés en la vacunacion de especies no mamiferas, por ejemplo de pajaros frente a la gripe aviar, seria de utilidad
considerable un dominio de oligomerizacion C4bp derivado de tales especies.

Oshiumi et al. (2005 J. Immunol. 175, 1724-1734) han caracterizado el regulador del locus de activacion del
complemento en el pollo, y han identificado tres proteinas que denominaron CREM, CREG y CRES. Se
caracterizaron los transcritos de cada gen, permitiendo que se dedujeran las secuencias proteicas completas. Una
de estas proteinas, CRES, se describié como el gen C4bp del pollo.

Sumario de la invencion

Se ha encontrado una nueva secuencia proteica codificada por una secuencia de ADN también encontrada en el
locus de RCA del pollo, pero distinta de cualesquiera de las secuencias descritas por Oshiumi et al. La secuencia de
ADN de 189 nucleétidos y el dominio proteico de 62 aminoacidos que codifica se muestran en la figura 1. Se hace
referencia a este dominio como el dominio de oligomerizacion C4bp del pollo.

La presente invencién proporciona asi un producto que comprende:

un primer componente de un dominio C4bp capaz de formar multimeros y que tiene al menos 70% de identidad
de secuencia de aminoécidos con SEC ID n%: 1;y

un segundo componente de un antigeno.

Los componentes primero y segundo pueden estar en forma de una proteina de fusion. En una alternativa, pueden
estar acoplados quimicamente, a través de una cadena lateral de aminoacidos del primer componente o a través de
la cadena lateral de un aminoacido que se ha anadido al primer componente especificamente para permitir el
acoplamiento quimico del segundo componente.

Los componentes primero y segundo también pueden estar asociados de forma no covalente entre si. Por ejemplo,
la cadena lateral de un aminoéacido del primer componente se puede modificar para que tenga un grupo biotina
adicional, y esta biotina se puede usar para combinarla con estreptavidina (en el que la estreptavidina es el segundo
componente), o se puede combinar un antigeno fusionado a estreptavidina con el primer componente a través de
esta biotina. En otra posibilidad, el antigeno biotinilado y el primer componente biotinilado se pueden mantener
juntos firmemente pero de forma no covalente afadiendo estreptavidina y purificando los complejos que resultan.
Estos ejemplos de asociacién no covalente son meramente ilustrativos, y los expertos en la técnica entenderan que
se pueden utilizar otros tipos de asociacién no covalente, que conducen de forma deseable a una unién no covalente
fuerte de los dos componentes.

Para evitar dudas, la designacién de componentes “primero” y “segundo” no implica o indica un orden lineal
especifico en el producto de los dos componentes. Los dos componentes se pueden unir en cualquier orden.
Aunque en un aspecto preferido el producto comprendera los componentes primero y segundo en una relacion 1:1,
también estd dentro del alcance de la invencién que mas de un primer componente se puede asociar con un
segundo componente, o viceversa. Por ejemplo, la relacién de un primer a un segundo componente puede ser 1:4,
1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1 0 4:1. Cuando la relacién es distinta de 1:1, se prefiere un exceso de segundo componente.
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De este modo, cuando ambos componentes son polipéptidos y el producto se obtiene como una proteina de fusion,
el orden N- a C-terminal de los dos componentes puede ser en cualquier permutacion.

La invencién proporciona ademas acido nucleico que codifica una proteina de fusion de dichos componentes
primero y segundo. La invencién también proporciona vectores que comprenden dichos acidos nucleicos, y células
hospedantes que poseen dichos vectores.

En otra realizacion, la invencién proporciona un método para obtener un producto que comprende:

un primer componente de un dominio C4bp capaz de formar multimeros y que tiene al menos 70% de identidad
de secuencia de aminoacidos con SEC ID n%: 1;y

un segundo componente de un antigeno polipeptidico,

comprendiendo el método expresar acido nucleico que codifica los dos componentes en forma de una proteina de
fusién, y recuperar el producto.

Los métodos para obtener el producto se pueden llevar a cabo en células eucariotas o procariotas.

La invencién también proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, método el
cual comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de un producto segun la invencion.

La invencién también proporciona el producto de la invenciéon para uso en un método de tratamiento del cuerpo
humano o animal, particularmente un método para inducir una respuesta inmunitaria.

La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un producto de la invencién en
asociacion con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencién proporciona ademas un método para preparar un suero inmunitario protector para uso en la
inmunizacion pasiva frente a un agente infeccioso, comprendiendo dicho método vacunar a un sujeto animal,
incluyendo un ser humano, con un producto de la invencion, y recuperar antisuero de dicho animal, incluyendo un
ser humano. El antisuero se puede usar entonces en un método de inmunizacién pasiva de un sujeto. El sujeto
puede ser un sujeto con, o en riesgo de, infeccién con el agente infeccioso.

El sujeto animal puede ser particularmente un sujeto mamifero, incluyendo un ser humano. Una ventaja de la
presente invencién es que, aunque el producto de la invencién induce anticuerpos frente al primer componente en
mamiferos (tales como ratones y conejos), estos anticuerpos no reaccionan de forma cruzada con la proteina C4bp
mamifera endégena. De este modo, los productos de la invencion pueden ser Gtiles no s6lo en uso humano sino
también en usos veterinarios, por ejemplo en el tratamiento de mamiferos domesticados, incluyendo ganado (por
ejemplo reses, ovejas, cerdos, cabras, caballos) y mascotas (por ejemplo gatos, perros, roedores), o en el
tratamiento de mamiferos salvajes, tales como aquellos cautivos en zool4gicos.

En otro aspecto, el producto de la invencion se puede usar para el tratamiento de sujetos no mamiferos, incluyendo
aves de corral tales como pollos, pavos, patos, gansos y similares. En este aspecto, el segundo componente puede
incluir un antigeno de un organismo infeccioso bacteriano o virico, tal como un antigeno de una especie Salmonella,
una especie Escherichia (particularmente E. coli), una especie Campylobacter, un virus de la gripe, o similar.

Mas abajo se discuten aqui otros ejemplos de antigenos.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la secuencia de ADN vy proteica del dominio C4bp de la invencién.

La figura 2 muestra un alineamiento del dominio C4bp de la invencién, el dominio C4bp putativo de CRES y
C4bp humana.

La figura 3 es de un gel que muestra una proteina purificada (AVD259) de la invencién.

La figura 4 muestra el comportamiento de la proteina AVD262 en un gel de SDS-PAGE en presencia y ausencia
del agente reductor beta-mercaptoetanol (BME).
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Descripcion detallada de la invencion

Dominio C4bp de SEC ID n°: 1 o su variante

El dominio C4bp de SEC ID n°: 1 comprende 62 aminoacidos.
Las variantes de esta proteina son capaces de formar multimeros.
La variante tiene al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, incluso mas preferiblemente al menos 90%,
por ejemplo al menos 95%, o muy preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la secuencia de 62
amino&cidos de SEC ID n°: 1.
Las variantes de SEC ID n°% 1 incluyen proteinas con una o mas sustituciones, supresiones o inserciones de
aminoacidos. Se prevén particularmente sustituciones, asi como supresiones N- y C-terminales. De este modo,
preferiblemente, la variante comprendera una o mas de las siguientes:

una supresion N-terminal de 1 a 8, tal como de 1 a 4, restos de aminoacidos;

una supresion C-terminal de 1 a 8, tal como de 1 a 4, restos de aminoacidos;

de 1 a8, talcomo 2, 3, 4, 5, 6 0 7 sustituciones de aminoacidos.
Sustituciones de aminoacidos
Las sustituciones en las variantes de SEC ID n° 1 incluyen sustituciones conservativas. Los ejemplos de

sustituciones conservativas incluyen aquellas en cuanto los grupos de aminoacidos similares, a menudo
denominados los grupos Dayhoff. Estos son como siguen:

Grupo 1 D,E,N,Q
Grupo 2 I,L,V,M
Grupo 3 F,Y,W
Grupo 4 K,R,H
Grupo 5 S,P,T,AG
Grupo 6 C

En un aspecto, una variante de SEC ID n°: 1 retiene parte - tal como al menos 3, por ejemplo al menos 6 - o todos
los siguientes restos de aminoacidos de SEC ID n°: 1: Cys22; Leu33; Glu34; Lys37; Leu38; Leu40; Glu41; lle42 y
Leu45.

De forma deseable, cuando parte o todos de estos restos estan presentes, la variante retendra el espaciamiento
relativo entre estos restos.

El grado de identidad de secuencia de una variante de SEC ID n°: 1 se puede determinar mediante el algoritmo
GAP, parte del “paquete de Wisconsin” de algoritmos usado ampliamente en la técnica y disponible en Accelrys
(antiguamente Genetics Computer Group, Madison, WI). GAP usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear
dos secuencias completas de manera que se maximice el nUmero de emparejamientos y se minimice el nimero de
saltos. GAP es Uutil para el alineamiento de secuencias cortas estrechamente relacionadas de longitud similar, y de
este modo es adecuado para determinar si una secuencia cumple los niveles de identidad mencionados
anteriormente. GAP se puede usar con parametros de defecto.

Los ejemplos de variantes del dominio C4bp que se pueden obtener y ensayar en busca de su capacidad para
formar multimeros incluyen las SEC ID n°s:5 a 14 y las SEC ID n°s 42 y 43, mostradas en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1:

A B

1 KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLEHILH
5 KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEVRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLEHILH
6 KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKMLLEVRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLEHILH
7

8

KKQGDADVCGEVIYIQSVVSDCHVPTEDVRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLEHILH
KKQGDADVCGEVIYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEIRKLFLEIQKLKVELNGLSKEFLEHILH
9 KKQGDADVCGEVIYIQSWSDCHVPTEDVKMLLEIRKLFLEIQKLKVELNGLSKEFLEHILH
10 |KKQGDADVCGEVIYIQSVVSDCLPNTEDVKTLLEVRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLEHILH
11 |----DADVCGEVAYIQSVVSDCHVP'IEDVKTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKEFLE---
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13 |- ADVCGEVIYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEVRKLFLEIQKLKVELQGLSKEF------

14 |- ADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEIRKLFLEIQKLKVELNGLS---------

42 | KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKE-------
43 | KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKE---------

A = SEC ID n°; B = secuencia, C = % de identidad (nimero entero mas proximo) calculado con referencia a SEC ID
n% 1.

Cuando se realizan supresiones de la secuencia, aparte de los truncamientos N- o C-terminales, éstas se limitaran
preferiblemente a no mas de una, dos o tres supresiones, que pueden ser contiguas 0 no contiguas.

Cuando se realizan inserciones, éstas estaran también deseablemente limitadas en niumero, de manera que el
tamano de la proteina no supere la longitud de la secuencia de tipo salvaje en mas de 20, preferiblemente en no
mas de 15, mas preferiblemente en no mas de 10, amino&cidos. De este modo, en el caso de SEC ID n% 1, la
proteina, cuando se modifica mediante insercion, tendra deseablemente una longitud no mayor que 82 aminoécidos.

La capacidad de una variante de SEC ID n°: 1 para formar multimeros se puede ensayar expresando la variante en
una célula hospedante procariota como se ilustra en los ejemplos que se acompafan, recuperando la variante, y
determinando, por ejemplo mediante filtracién en gel, si la variante forma multimeros.

En un aspecto alternativo, las variantes del dominio C4bp de SEC ID n°: 1 incluiran otros homologos no mamiferos
de esta secuencia, particularmente homélogos aviares y de reptiles. Como se sefala anteriormente, una ventaja del
uso de una proteina no mamifera es evitar anticuerpos contra la proteina C4bp nativa del hospedante. Los
homologos se definen como proteinas con signos de un ancestro comun, es decir, probablemente son el resultado
de una divergencia evolutiva. Los homologos aviares tendran generalmente un grado elevado de identidad de
secuencia con SEC ID n°: 1, y tales homélogos, asi como sus variantes capaces de formar multimeros, también se
pueden usar en la presente invencién.

Los medios para obtener tales homdlogos son técnicas habituales disponibles por los expertos en la técnica. En
esencia, tales técnicas incluyen usar acido nucleico que codifica SEC ID n° 1 de la presente invencién, o sus
fragmentos, como una sonda para recuperar y determinar la secuencia de homdlogos de C4bp en otras especies.
Para esto existe una amplia variedad de técnicas, por ejemplo amplificacion mediante PCR y clonacion del
homologo usando una fuente adecuada de ARNm (por ejemplo, a partir de un embriéon o una célula tumoral o
diferenciada que se divide activamente), o mediante métodos que comprenden obtener una libreria de ADNc del
animal, por ejemplo una libreria de ADNc de una de las fuentes mencionadas anteriormente, sondar dicha libreria
con un acido nucleico que codifica SEC ID n°: 1 en condiciones restrictivas, y recuperar un ADNc que codifica todo o
parte del homélogo de SEC ID n°: 1 de ese animal. Cuando se obtiene un ADNc parcial, la secuencia codificante de
longitud completa se puede determinar mediante técnicas de extension con cebadores. Como alternativa, cuando
existe toda o parte de la secuencia genémica del animal, se pueden usar busquedas de homologia con SEC ID n°: 1
para determinar homélogos adecuados. En otro aspecto, la invencion se refiere a la proteina de SEC ID n®: 1 y su
variante que tiene al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, lo mas preferible al menos 98% de identidad de secuencia, capaz de formar
multimeros como tal. La invencién también se refiere a proteinas de fusion de SEC ID n° 1 y una proteina
heterdloga fusionada al término N o C. La proteina heteréloga puede ser una proteina de mamifero.

La proteina de SEC ID n°: 1 y su variante, y los productos de la invencién, se pueden proporcionar en forma
sustancialmente aislada, libre o sustancialmente libre de material con el que esta asociada de forma natural, tal
como otros polipéptidos con los que se encuentra la célula. La proteina, sus variantes y productos de la invencién se
pueden formular por supuesto con diluyentes o adyuvantes, y todavia para fines practicos se puede aislar - por
ejemplo, los polipéptidos se mezclaran normalmente con gelatina u otros vehiculos si se usan para revestir placas
de microtitulacion para uso en inmunoensayos. La proteina, sus variantes y productos de la invencién pueden estar
glucosilados, ya sea de forma natural o mediante sistemas de células eucariotas heterdlogas, o pueden estar no
glucosilados (por ejemplo si se producen mediante expresién en una célula procariota). La proteina, sus variantes y
productos de la invencion pueden estar opcionalmente fosforilados y/o acetilados.

La proteina, sus variantes y productos de la invencién también pueden estar en una forma sustancialmente
purificada, en cuyo caso comprenderan generalmente la proteina, variante o producto en una preparacion en la que
mas del 90%, por ejemplo 95%, 98% 0 99% de la proteina, variante o producto en la preparaciéon es un polipéptido
de la invencién.

Otras caracteristicas del producto

El producto de la invencion puede comprender, y deseablemente comprendera, un enlazador flexible entre los
componentes primero y segundo. Generalmente, tales enlazadores tienen una longitud de unos pocos aminoacidos,
tal como de 1 a 20, por ejemplo de 2 a 10 aminoacidos en longitud. Tales enlazadores son bien conocidos en la
técnica, y a menudo consisten en restos seleccionados predominantemente de glicina, serina y alanina. Uno de tales
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enlazadores es un enlazador (Glym-Ser)n, en el que m y n son cada uno independientemente de 1 a 4. Estos se usan
en la técnica para unir dominios proteicos entre si. De este modo, el primer componente se puede enlazar al
segundo mediante tal enlazador.

Se prefiere que cuando el primer componente es el dominio C4bp y el producto esta en forma de una proteina de
fusion, esté en el término C del producto.

Cuando el dominio C4bp esta en el termino N del producto (o el antigeno no se expresa en forma de una fusion con
la C4bp), sera necesario incorporar una secuencia de aminoacidos adecuada para la expresion de la proteina. Esta
incluird al menos una metionina N-terminal. Para la expresion bacteriana, el segundo aminoacido (después de Met)
es deseablemente alanina. La secuencia N-terminal puede incluir un sitio de escision para la eliminaciéon quimica o
enzimatica de toda o parte de la secuencia. Para productos de la invencion en los que el antigeno es C-terminal con
respecto al primer componente, tal regién N-terminal es deseablemente no mayor de 20, tal como no mayor de 10,
aminodcidos.

Antigeno

Un antigeno es cualquier molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo o receptor de célula T. Sin embargo,
no todos los antigenos son inmundgenos. Un inmunégeno es cualquier sustancia que provoca una respuesta
inmunitaria. En un aspecto, la presente invenciéon permite que los antigenos que no son inmundgenos se conviertan
en inmundgenos, y aquellos antigenos que son inmundgenos débiles se conviertan en mejores inmundgenos.

Una caracteristica importante de la presente invencién es que los antigenos monoméricos son muy preferidos
cuando los antigenos son producidos al fusionarlos genéticamente a la C4bp, debido a que no impiden el
ensamblaje del dominio C4bp en una forma oligomérica, y por lo tanto funcional.

Sin embargo, en un aspecto alternativo, los antigenos pueden ser no monoméricos. Esto puede ser particularmente
cuando estan acoplados quimicamente o no covalentemente al dominio C4bp.

De este modo, un antigeno monomeérico puede caer en dos grupos principales:

1) un antigeno que es un fragmento o variante de una proteina progenitora que en su estado natural es
multimérica (es decir, dimérica, o un multimero de mayor orden), pero el cual no forma él mismo multimeros
en condiciones en las que la proteina progenitora si forma tales multimeros; y

2) un antigeno que en su estado natural es un monoémero.
Los ejemplos de ambos tipos de antigeno se discuten posteriormente aqui mas abajo.

Los antigenos monoméricos tienen en comun el hecho de que pueden ser codificados en una Unica pieza de ADN, y
cuando este ADN se fusiona a ADN que codifica un dominio C4bp y se traduce subsiguientemente en proteina, el
antigeno esté enlazado a través de un Unico punto en el antigeno a una unica cadena del dominio C4bp. Un ejemplo
simple de tal antigeno seria lisozima de clara de huevo de gallina. EI ADNc que codifica el marco de lectura abierto
de lisozima de longitud completa se puede fusionar al marco de lectura abierto de C4bp, de tal manera que no esté
impedido el ensamblaje de la parte C4bp de la proteina de fusién resultante.

Tras la biosintesis, una Unica cadena polipeptidica fusionada a C4bp se puede procesar, por ejemplo mediante
proteasas, generando asi nuevos términos N y C en la cadena polipeptidica. Si dos o mas cadenas generadas
mediante escisién proteolitica permanecen unidas entre si a través de, por ejemplo, enlaces de disulfuro, la proteina
de fusién de C4bp tendra unida a ella, en el extremo del procesamiento, una proteina que normalmente no se
consideraria monomeérica. Sin embargo, para los fines de esta invencion, las proteinas de este tipo son consideradas
monomeéricas debido a que son codificadas como una Unica proteina de fusion en un Unico marco de lectura abierto.
Un ejemplo de este tipo seria proinsulina, que se procesa tras la biosintesis para que tenga dos cadenas,
denominadas A y B, que estan enlazadas mediante enlaces de disulfuro. Un fragmento de proinsulina, denominado
el péptido C, se elimina tras el procesamiento proteolitico de la proteina de fusién precursora.

El antigeno monomérico puede derivar de una proteina que no es necesariamente monomérica en su estado
natural. De este modo, muchos antigenos encontrados en un estado polimérico en la naturaleza se pueden
modificar, por ejemplo, mediante técnicas de manipulacion proteica mediante ingenieria, de manera que se hagan
monomeéricas. Hay tres ejemplos. Un ejemplo de tal antigeno es el derivado de la proteina hemaglutinina del virus de
la gripe. Esta es bien conocida por formar una estructura trimérica compleja en su estado natural (Wilson et al.
Nature 289, 366-373, 1981). Sin embargo, es posible, eliminando el enrollamiento responsable de la trimerizacién de
la molécula, obtener un fragmento monomérico. Un ejemplo especifico se proporciona por el trabajo de Jeon y Arnon
(Viral Immunology 15, 165-176, 2002). Estos autores usaron solamente los restos 96-261 de la hemaglutinina a fin
de tener un fragmento que s6lo engloba la regién globular de la hemaglutinina.
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Otro ejemplo es la proteina 1 de superficie del merozoito (MSP1) de Plasmodium. Esta gran proteina
(aproximadamente 200 kDa) decora la superficie de merozoitos, que son responsables de la etapa sanguinea de las
infecciones de malaria. Normalmente se fija a la superficie de merozoitos a través de un anclaje de GPI C-terminal
(en el que GPI es glucosilfosfatidilinositol). Este anclaje de GPI va precedido por un tramo hidr6fobo de aminoacidos.
Como consecuencia de este anclaje, ni la MSP1 de longitud completa ni el fragmento C-terminal, denominado
MSP1.19 (que sigue unido a la membrana incluso cuando el merozoito invade eritrocitos), nunca se encuentran en
un estado monomérico en la naturaleza. Lo mismo se aplica a las proteinas de membrana, que tienen una Unica
region transmembranica hidréfoba. La presente invencidon se practica mejor suprimiendo estos tramos hidréfobos.
Véase el ejemplo mas abajo, que describe la fusién de proteinas MSP1.19 a dominios C4bp.

De este modo, en un aspecto preferido de la invencién, el producto de la invencion es una fusion de un fragmento
antigénico monomérico de MSP1 de Plasmodium fusionado a un dominio C4bp. El fragmento antigénico de MSP1
de Plasmodium puede comprender de alrededor de 50 a alrededor de 200, preferiblemente de alrededor de 50 a
alrededor de 150, aminoéacidos. El fragmento antigénico puede proceder de cualquier especie de Plasmodium, tal
como Plasmodium falciparum o Plasmodium vivax o Plasmodium ovale o Plasmodium malariae (todos los cuales son
capaces de provocar enfermedad en seres humanos) o Plasmodium yoelii.

Aunque las supresiones son el método mas facil para hacer monomeéricas a proteinas de otro modo oligoméricas, en
algunos casos puede bastar mutar uno o mas aminodcidos. Un ejemplo de esto es la proteina Cpn10, que en su
estado natural es una proteina heptamérica, como la C4bp en sus isoformas principales. La mutacién de un unico
aminoacido en Cpn10 la convierte en un mutante monomérico que es mas adecuado para la fusién a un dominio
C4bp (Guidry et al. BMC Biochemistry 4, 14-26, 2003). Un enfoque alternativo para monomerizar esta proteina fue
suprimir amino&cidos N-terminales o C-terminales (Llorca et al. Biochem. Biophysica Acta 1337, 47-56, 1997; Seale
y Horowitz, J. Biol. Chem. 270, 30268-30270, 1995) y de ese modo las regiones responsables de la interaccién entre
subunidades.

En general, para proteina que tendra una fuerte tendencia a ensamblarse en estructuras oligoméricas (tal como
proteinas de capside virica), interrumpiendo asi el ensamblaje de un dominio C4bp al que esta fusionada, se pueden
aplicar los principios de suprimir las regiones responsables de la interaccién proteina-proteina o de mutar restos en
la interfaz, a fin de obtener proteinas monoméricas.

Los antigenos se pueden clasificar en dos categorias, las cuales son adecuadas para uso con la invencién. La
primera categoria es la de los antigenos exdgenos, e incluye todas las moléculas encontradas en organismos
infecciosos. Los inmundgenos bacterianos, inmundgenos parasitarios e inmundgenos viricos son utiles como restos
polipeptidicos para crear proteinas de fusién de C4bp multiméricas o heteromultiméricas utiles como vacunas.

Las fuentes bacterianas de estos inmundgenos incluyen aquellas responsables de neumonia bacteriana, meningitis,
colera, difteria, tosferina, tétano, tuberculosis y lepra.

Las fuentes parasitarias incluyen parasitos de la malaria, tales como Plasmodium, asi como especies de
tripanosoma y leishmania.

Las fuentes viricas incluyen poxvirus, por ejemplo virus de la viruela, virus de la viruela vacuna y virus de orf; virus
del herpes, por ejemplo virus del herpes simple tipo 1y 2, virus B, virus de la varicella zoster, citomegalovirus, y virus
de Epstein-Barr; adenovirus, por ejemplo mastadenovirus; papovavirus, por ejemplo papillomavirus tales como
HPV16, y poliomavirus tales como virus BK y JC; parvovirus, por ejemplo virus adenoasociados; reovirus, por
ejemplo reovirus 1, 2 y 3; orbivirus, por ejemplo fiebre de la garrapata del Colorado; rotavirus, por ejemplo rotavirus
humanos; alfavirus, por ejemplo virus de la encefalitis oriental y virus de la encefalitis venezolana; rubivirus, por
ejemplo rubéola; flavivirus, por ejemplo virus de la fiebre amarilla, virus de la fiebre del dengue, virus de la encefalitis
japonesa, virus de la encefalitis portado por garrapatas y virus de la hepatitis C; coronavirus, por ejemplo coronavirus
humanos; paramixovirus, por ejemplo parainfluenza 1, 2, 3 y 4 y paperas; morbilivirus, por ejemplo virus del
sarampién; pneumovirus, por ejemplo virus sincitial respiratorio; vesiculovirus, por ejemplo virus de la estomatitis
vesicular; lisavirus, por ejemplo virus de la rabia; ortomixovirus, por ejemplo gripe A y B; bunyavirus, por ejemplo
virus de La Crosse; flebovirus, por ejemplo virus de la fiebre del Valle del Rift; nairovirus, por ejemplo virus de la
fiebre hemorragica del Congo; hepadnaviridae, por ejemplo hepatitis B; arenavirus, por ejemplo virus 1cm, virus de
Lassa y virus Junin; retrovirus, por ejemplo HTLV I, HTLV I, HIV-1 y HIV-2; enterovirus, por ejemplo virus 1,2y 3 de
la polio, virus Coxsackie, ecovirus, enterovirus humanos, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis E, y virus de
Norwalk; rinovirus, por ejemplo rinovirus humano; y filoviridae, por ejemplo virus de (la enfermedad de) Marburg y
virus del ébola.

Los antigenos procedentes de estas fuentes bacterianas, viricas y parasitarias se pueden usar en la produccion de
proteinas multiméricas Utiles como vacunas. Los multimeros pueden comprender una mezcla de monémeros que
poseen diferentes antigenos.

Los antigenos de estas fuentes bacterianas, viricas y parasitarias se pueden considerar como antigenos exdégenos
debido a que no estan presentes normalmente en el hospedante y no son codificados en el genoma del hospedante.
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Los antigenos endégenos, por el contrario, estan normalmente presentes en el hospedante o son codificados en el
genoma del hospedante, o ambos. La capacidad para generar una respuesta inmunitaria frente a un antigeno
enddgeno es Util para tratar tumores que poseen ese antigeno, o para neutralizar factores de crecimiento para el
tumor. Un ejemplo del primer tipo de antigeno endégeno es HER2, la diana para el anticuerpo monoclonal
denominado herceptina. Un ejemplo del segundo tipo de antigeno endégeno, de factor de crecimiento, es la
hormona liberadora de gonadotrofina (denominada GnRH), que tiene un efecto tréfico sobre algunos carcinomas de
la glandula prostatica.

Por lo tanto, los productos de la presente invencién se pueden usar, solos 0 en combinacion con otro tratamiento
antitumoral, por ejemplo quimioterapia, para el tratamiento o prevencion de cancer.

Por ejemplo, el tratamiento puede provocar una reduccion en la tasa o cantidad de crecimiento de un tumor. El
tratamiento también incluye reducir o mejorar los sintomas indeseables de cancer.

Los tratamientos antitumorales actuales incluyen, por ejemplo, quimioterapia (CT), terapia de radiacién (RT) y
cirugia, y sus combinaciones, asi como tratamientos especializados tales como el uso de inhibidores de la
angiogénesis, terapias bioldgicas, incluyendo terapia adyuvante para estimular el sistema inmunitario del paciente,
terapia de anticuerpos, terapia de vacunas, y terapia fotodinamica.

La “quimioterapia” (CT) se refiere al tratamiento con farmacos contra el cancer. El término engloba numerosas
clases de agentes, incluyendo farmacos a base de platino, agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes
antimitéticos, agentes antimicrotubulares, alcaloides vegetales, y antibiéticos antitumorales, inhibidores de cinasas,
inhibidores de proteasoma, inhibidores de EGFR, inhibidores de la dimerizacion de HER, inhibidores de VEGF, y
moléculas antisentido, e incluye anticuerpos. Tales farmacos incluyen, pero no se limitan a, adriamicina, melfalan,
ara-C, BiCNU, busulfano, CCNU, pentostatina, los farmacos a base de platino carboplatino, cisplatino y oxaliplatino,
ciclofosfamida, daunorrubicina, epirrubicina, dacarbazina, 5-fluorouracilo (5-FU), fludarabina, hidroxiurea,
idarrubicina, ifosfamida, metotrexato, altretamina, mitramicina, mitomicina, bleomicina, clorambucilo, mitoxantrona,
mostaza de nitrégeno, mercaptopurina, mitozantrona, paclitaxel (Taxol®), vinblastina, vincristina, vindesina,
etopodsido, gemcitabina, anticuerpos monoclonales tales como Herceptin®, Rituxan®, Campath®, Zevelin® y
Bexxar®, irinotecan, leustatina, vinorrelbina, STI-571 (Gleevac®), tamoxifeno, docetaxel, topotecan, capecetabina
(xeloda®), raltitrexed, estreptozocina, tegafur con uracilo, temozolomida, tioguanina, tiotepa, podofilotoxina, filgristim,
profimer sddico, letrozol, amifostina, anastrozol, temozolomida, triéxido de arsénico, epitalonas A y B, tretinioina,
interleucinas (por ejemplo 2 y 12) e interferones, por ejemplo alfa y gamma, bortezomib, huBr-E3, Genasense,
Ganite, ligando FIT-3, MLN491RL, MLN2704, MLN576, y MLN518. Los agentes antiangiogénicos incluyen, pero no
se limitan a, BMS-275291, Dalteparina (Fragmin®), 2-metoxiestradiol (2-ME), talidomida, CC-5013 (analogo de
talidomida), maspina, fosfato de combretastatina A4, LY317615, isoflavona de soja (genisteina; aislado proteico de
soja), AE-941 (Neovastat™; GW786034), anticuerpo anti-VEGF (Bevacizumab; Avastin™), PTK787/ZK 222584,
VEGF-trap, ZD6474, EMD 121974, anticuerpo anti-integrina anb3 (Medi-522; Vitaxin™), carboxiamidotriazol (CAl),
celecoxib (Celebrex®), hidrobromuro de halofuginona (Tempostatin™), y Rofecoxib (VIOXX®).

El término “quimioterapia” también incluye terapia génica con agentes tales como interferon y las interleucinas, es
decir, la administracion de un vector que codifica genes para los interferones o interleucinas. Véase, por ejemplo,
Heller et al., Technol Cancer Res Treat. 2002; 1 (3): 205-9.

Los inmundgenos obtenidos usando la presente invencion se pueden usar con fines de investigacién o terapéuticos.
Por ejemplo, las aplicaciones de investigacion incluyen la generacion de antisueros para productos génicos
predichos en datos de secuencias genémicas. Este requisito se aplica a productos génicos procariotas, tales como
bacterianos, y eucariotas, incluyendo fungicos y de mamiferos. El antigeno puede tener cualquier tamafno
convencional en la técnica para vacunas, oscilando desde péptidos cortos hasta proteinas muy grandes.

Los inmundégenos no polipeptidicos pueden ser, por ejemplo, hidratos de carbono o &cidos nucleicos. Los
revestimientos de polisacaridos de las especies Neisseria o de la especie Streptococcus pneumoniae son ejemplos
de hidratos de carbono que se pueden usar para los fines de la invencién.

Cuando un inmunégeno no polipeptidico es parte del producto de la invencién, el inmunégeno se puede unir
covalentemente al primer componente del producto usando métodos sintéticos habituales. Generalmente, el
inmunégeno se puede unir al término N o C de un dominio C4bp o variante del mismo que comprende el primer
componente, 0 a un grupo de cadena lateral de aminoacido (por ejemplo, el grupo amino en épsilon de lisina o el
grupo tiol de cisteina), o una combinacién de los mismos. Se puede anadir mas de un inmundgeno por proteina de
fusién. Para facilitar el acoplamiento, se puede ariadir un resto de cisteina al dominio C4bp o variante del mismo, por
ejemplo como el término N o C.

La presente invencion tiene muchas ventajas en la generacién de una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, el uso de
multimeros puede permitir la presentacion de un ndmero de antigenos, simultaneamente, al sistema inmunitario.
Esto permite la preparacion de vacunas polivalentes, capaces de producir una respuesta inmunitaria frente a mas de
un epitopo, que puede estar presente en un Unico organismo o un numero de diferentes organismos.
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En consecuencia, en un aspecto adicional, el antigeno monomérico puede ser un antigeno sintético que comprende
dos epitopos diferentes, ya sea de dos organismos diferentes o de dos proteinas diferentes del mismo organismo.
Un ejemplo de esto Ultimo es una fusién de una secuencia de antigeno de esporozoito, por ejemplo dos o mas
secuencias de la repeticion de NANP de la proteina del circumsporozoito, unida a una secuencia de MSP1. Un
segundo ejemplo de esto ultimo es una fusion de la secuencia de M2e, descrita por Neirynck et al. (Nature Medicine
5, 1157- 1163, 1999), fusionada a un fragmento de hemaglutinina de la gripe monomérica.

De este modo, las vacunas formadas segun la invencion se pueden usar para la vacunacion simultanea contra mas
de una enfermedad, o para seleccionar como dianas simultaneamente a una pluralidad de epitopos de un patégeno
dado. Los epitopos pueden estar presentes en unidades monoméricas individuales o en diferentes unidades
monoméricas que se combinan para proporcionar un heteromultimero.

Acidos nucleicos

Los dominios C4bp y los productos de la invencidn que comprenden tales dominios (que incluyen en ambos casos
variantes de los mismos) se pueden producir mediante expresién de una proteina de fusidon en una célula
hospedante procariota o eucariota, usando un constructo de acido nucleico que codifica la proteina. Cuando el
antigeno es un polipéptido, se puede usar la expresion de la proteina de fusion a partir de una secuencia de acido
nucleico para producir un producto de la invencion.

De este modo, la invencién proporciona un constructo de acido nucleico, generalmente ADN o ARN, que codifica
una proteina de la invencion.

El constructo estara generalmente en forma de un vector replicable, en el cual la secuencia que codifica la proteina
esta enlazada funcionalmente a un promotor adecuado para la expresion de la proteina en una célula hospedante
deseada.

Los vectores se pueden proporcionar con un origen de replicacion y opcionalmente un regulador del promotor. Los
vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables. Hay una amplia variedad de vectores de
expresion procariotas y eucariotas conocidos como tales en la técnica, y la presente invencién puede utilizar
cualquier vector segun las preferencias individuales de aquellos de pericia en la técnica.

En el método de la presente invencion se puede usar una amplia variedad de células hospedantes procariotas.
Estos hospedantes pueden incluir cepas de Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Thermophilus,
Salmonella, Enterobacteriacae o Streptomyces. Por ejemplo, si en el método de la invencion se usa E. coli del
género Escherichia, las cepas preferidas de esta bacteria a usar incluirian derivados de BL21 (DES3) incluyendo C41
(DE3), C43 (DE3) 0 CO214 (DES3), como se describe y esté disponible en el documento W0O98/02559.

Incluso mas preferiblemente, los derivados de estas cepas que carecen del profago DE3 se pueden usar cuando el
promotor no es el promotor T7.

Los vectores procariotas incluyen plasmidos bacterianos, por ejemplo plasmidos derivados de E. coli, incluyendo
ColEl, pCR1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos de un intervalo mas amplio de hospedantes, por ejemplo
RP4; ADN de fagos, por ejemplo los numerosos derivados del fago lambda, por ejemplo NM989, y los otros fagos de
ADN, por ejemplo M13 y los fagos de ADN monocatenarios filamentosos. Estos y otros vectores se pueden
manipular usando metodologia de ADN recombinante estandar para introducir un acido nucleico de la invencion
enlazado funcionalmente a un promotor.

El promotor puede ser un promotor inducible. Los promotores adecuados incluyen el promotor T7, el promotor tac, el
promotor trp, los promotores lambda P o PR, y otros bien conocidos por los expertos en la técnica.

También se puede usar una amplia variedad de células hospedantes eucariotas, incluyendo, por ejemplo, células de
levadura, de insectos y de mamiferos. Las células de mamifero incluyen células de CHO y células de ratén, células
del mono gris africano, tales como COS-1, y células humanas.

Se conocen muchos vectores eucariotas adecuados para la expresién de proteinas. Estos vectores se pueden
disefar para incorporarlos cromosdémicamente en un genoma de célula eucariota, o para ser mantenidos
extracromosémicamente, o para ser mantenidos sdlo transitoriamente en células eucariotas. El &cido nucleico puede
estar enlazado funcionalmente a un promotor adecuado, tal como un promotor virico fuerte que incluye un promotor
del CMV, un promotor del antigeno T del SV40, o una LTR retrovirica.

Para obtener un producto de la invencién, las células hospedantes que poseen un vector de la invencion se pueden
cultivar en condiciones adecuadas para la expresion de la proteina, y la proteina se puede recuperar de las células
del medio de cultivo.
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Cultivo de las células

Los plasmidos que codifican proteinas de fusién segun la invencion se pueden introducir en las células hospedantes
usando técnicas de transformacién convencionales, y las células se pueden cultivar en condiciones para facilitar la
produccion de la proteina de fusién. Cuando se usa un promotor inducible, las células se pueden cultivar
inicialmente en ausencia del inductor, que entonces se puede afnadir una vez que las células estan creciendo a una
mayor densidad, a fin de maximizar la recuperacion de la proteina.

Las condiciones de cultivo celular son ampliamente conocidas en la técnica, y se pueden usar segun procedimientos
conocidos como tales.

Aunque el documento WO 91/11461 sugiere que las células hospedantes procariotas se pueden usar en la
produccion de proteinas a base de C4bp, no hay ninguna demostracién experimental de tal produccién.

Recientemente, se ha encontrado que las proteinas fusionadas a la C4bp producida en los sistemas de expresion
procariotas retienen su actividad funcional. Esto se describe en el documento WO 2004/020639, cuyos contenidos
se incorporan aqui como referencia. Tales métodos se pueden usar en la produccién de proteinas de fusién de la
presente invencion.

Recuperacion de proteina a partir de cultivo

Una vez que las células se han hecho crecer para permitir la produccién de la proteina, la proteina se puede
recuperar de las células. Debido a que se ha encontrado que, sorprendentemente, la proteina permanece soluble,
las células habitualmente se haran girar y se lisardn mediante ultrasonidos, por ejemplo, que mantiene soluble a la
fraccion proteica y permite que esta fraccion permanezca en el sobrenadante tras una centrifugacion posterior a
mayor velocidad (por ejemplo 15.000 rpm durante 1 hora).

Sorprendentemente, también se ha encontrado que el truncamiento y/o variacion del dominio C4bp puede afectar a
la solubilidad de la proteina de fusion. El truncamiento puede ser en el término C o N. En particular, un truncamiento
C-terminal puede mejorar la solubilidad de la proteina de fusién. Por ejemplo, el ejemplo 11 muestra que la
supresion de los Ultimos siete aminoacidos C-terminales del dominio C4bp, como se muestra en SEC ID n®: 1,
mejora la solubilidad de la proteina de fusién.

La proteina de fusion en la fraccion proteica del sobrenadante se puede purificar posteriormente mediante cualquier
combinacion adecuada de técnicas de cromatografia de proteinas estandar. Se usé cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de filtracion en gel y cromatografia de afinidad.

Dependiendo de los usos pretendidos de la proteina, la proteina se puede someter a etapas posteriores de
purificacién, por ejemplo dialisis, o a etapas de concentracion, por ejemplo liofilizacién.

Se ha encontrado que el término C del dominio C4bp, como se muestra en SEC ID n°: 1 (o su variante), facilita la
purificacién de la proteina de fusion. En particular, se ha encontrado que el término C puede mejorar la unién de una
proteina de fusién a una matriz de purificacién, tal como una columna de purificacion, por ejemplo una columna de
cromatografia de afinidad de niquel. Por ejemplo, se ha demostrado en el Ejemplo 11 que los Ultimos siete
aminoacidos C-terminales del dominio C4bp de SEC ID n°: 1 (FLEHILH) facilitan la unién de una proteina de fusion a
una columna de afinidad de niquel.

Los ultimos siete aminoacidos C-terminales comprenden sélo dos histidinas. Mientras se sabe que las etiquetas de
hexahistidina ampliamente usadas (también denominadas etiqueta de polihistidina), que comprenden seis histidinas
consecutivas, muestran una elevada afinidad por columnas de niquel, se muestra - se cree por primera vez - que
dos histidinas son suficientes para permitir la unién. Las dos histidinas se pueden separar adicionalmente por un
ndmero de aminoéacidos intermedios. Puede haber uno, dos o0 mas aminoacidos intermedios.

Por lo tanto, se puede prever que el término C de SEC ID n°: 1, o su variante, se puede usar como una etiqueta de
purificacién. Se puede unir a otra proteina, por ejemplo mediante fusion, para facilitar la purificacion de dicha
proteina. Se puede unir en cualquier posicién de una proteina. Se puede unir al término N o al término C. En
particular, la secuencia FLEHILH (SEC ID n®:44), o una variante de la misma, se podria usar como una etiqueta de
purificacién para otras proteinas.

Las variantes de FLEHILH incluyen polipéptidos con una o mas sustituciones, supresiones o inserciones de
aminoacidos. Las variantes son capaces de unirse a una columna de cromatografia de afinidad de niquel. Una
variante puede tener dos histidinas separadas por uno, dos, tres, cuatro o0 mas aminoacidos intermedios.
Composiciones y sus usos

Las proteinas y productos segun la invencion se pueden preparar en forma de una composicién farmacéutica. El
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producto estara presente con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables. La composicion se
preparara segun el uso pretendido y via de administracion del producto. De este modo, la invencién proporciona una
composicién que comprende un producto de la invencion en forma multimérica junto con uno o mas vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables, y el uso de tal composicion en métodos de inmunoterapia para el
tratamiento o profilaxis de un sujeto humano o animal.

Los vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen aquellos usados en formulaciones adecuadas
para la administracién oral, rectal, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo
subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y epidural). Las formulaciones se pueden presentar
convenientemente en forma de dosificacion unitaria, y se pueden preparar por cualquier de los métodos bien
conocidos en la técnica de farmacia.

Las composiciones liquidas farmacéuticamente administrables se pueden preparar, por ejemplo, disolviendo,
dispersando, etc., una proteina de fusion de la invencion con adyuvantes farmacéuticos opcionales en un vehiculo,
tal como, por ejemplo, agua, disolucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y similar, para formar de ese modo
una disoluciéon o suspensién. Si se desea, la composicion a administrar también puede contener sustancias
auxiliares, tales como agentes tamponantes del pH, y similares. Los métodos reales para preparar tales formas de
dosificacién son conocidos, 0 seran manifiestos, para los expertos en esta técnica; por ejemplo, véase Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, 192 Edicién, 1995.

Las composiciones segun la invenciéon pueden comprender adicionalmente uno o mas adyuvantes, por ejemplo
sales minerales tales como hidroxido de aluminio o fosfato de calcio, o citocinas tales como IL-12 0 GM-CSF. Se da
una lista mas completa de adyuvantes adecuados en la Tabla 1 de Singh y O’Hagan, Nature Biotechnology, 17,
1075-1081, 1999, cuya descripcién se incorpora aqui como referencia.

Los productos segun la invencién, deseablemente en forma de una composicidén o formulacién, se pueden usar en
métodos de tratamiento como se describen aqui, mediante administracion del producto o su composicion a un sujeto
humano o animal. La cantidad eficaz para aliviar los sintomas del sujeto que se esta tratando se determinara por el
médico teniendo en cuenta el paciente y el estado a tratar. Se pueden preparar formas de dosificacion o
composiciones que contienen ingrediente activo en el intervalo de 0,25 a 95%, estando constituido el resto por
vehiculo no toxico.

La administracion parenteral se caracteriza generalmente por inyeccion, ya sea subcutaneamente,
intramuscularmente o intravenosamente. Los inyectables se pueden preparar en formas convencionales, ya sea
como disoluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para disolucion o suspension en liquido antes
de la inyeccién, o como emulsiones. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, disolucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol o similar. Un enfoque ideado mas recientemente para la administracion parenteral emplea la
implantacion de un sistema de liberacién lenta o de liberacion sostenida, de manera que se mantenga un nivel
constante de dosis. Véase, por ejemplo, la patente US n° 3.710.795.

Las dosis del producto dependeran de la naturaleza del antigeno, y se pueden determinar segun la practica actual
para la administracion de ese antigeno en formulaciones de vacuna convencionales.

Inmunizacién pasiva

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un medio para la inmunizacién pasiva de un sujeto con un suero
inmunitario que contiene anticuerpos obtenidos mediante vacunacién de un sujeto hospedante con un producto de la
invencion. El sujeto hospedante puede ser un ser humano o mamifero no humano. De este modo, en un aspecto
adicional, la invencién proporciona un suero inmunitario obtenido mediante tal método, y el uso de tal suero
inmunitario en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal.

Vacunas de ADN

En otro aspecto, la invencién proporciona un vector de expresion eucariota que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un producto de proteina de fusion recombinante de la invencién para uso en el tratamiento del
cuerpo humano o animal.

Tal tratamiento lograria su efecto terapéutico mediante la introduccion de una secuencia de &cido nucleico que
codifica un antigeno con el fin de provocar una respuesta inmunitaria. El suministro de &cidos nucleicos se puede
lograr usando un vector plasmidico (en forma “desnuda” o formulada) o un vector de expresion recombinante. Para
un repaso de la vacunacion de ADN, véase Ada G. y Ramshaw |, en Expert Opinion in Emerging Drugs 8, 27-35,
2003).

Los diversos vectores viricos que se pueden utilizar para el suministro génico incluyen adenovirus, virus del herpes,
virus de la vacuna o un virus de ARN, tal como un retrovirus. El vector retrovirico puede ser un derivado de un
retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores retroviricos en los que se puede insertar un Unico gen extrafo
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incluyen, pero no se limitan a: el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), el virus del sarcoma murino de
Harvey (HaMuSV), el virus de tumor mamario murino (MuMTV), y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Cuando el
sujeto es un ser humano, se puede utilizar un vector tal como el virus de la leucemia del mono babuino (GaLV).

El vector incluird una secuencia reguladora transcripcional, particularmente una regién promotora suficiente para
dirigir el inicio de la sintesis del ARN. Los promotores eucariotas adecuados incluyen el promotor del gen de
metalotioneina | de raton (Hamer et al., 1982, J. Molec. Appl. Genet. 1: 273); el promotor TK del virus del herpes
(McKnight, 1982, Cell 31: 355); el promotor temprano del SV40 (Benoist et al., 1981, Nature 290: 304); el promotor
del virus del sarcoma de Rous (Gorman et al, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 6777); y el promotor de
citomegalovirus (Foecking et al., 1980, Gene 45: 101).

La administracion de vectores de este aspecto de la invencién a un sujeto, ya sea como un vector plasmidico o
como parte de un vector virico, se puede efectuar por muchas rutas diferentes. EI ADN plasmidico puede estar
“desnudo” o se puede formular con lipidos catiénicos y neutros (liposomas), o se puede microencapsular para el
suministro directo o indirecto. Las secuencias de ADN también pueden estar contenidas en un vector virico (por
ejemplo, adenovirico, retrovirico, virus del herpes, virus de la viruela), que se puede usar para el suministro directo o
indirecto. Las rutas de suministro incluyen, pero no se limitan a, oral, intramuscular, intradérmica (Sato, Y. et al.,
1996, Science 273: 352-354), intravenosa, intra-arterial, intratecal, intrahepatica, por inhalacion, instilacién
intravaginal (Bagarazzi et al., 1997, J Med. Primatol. 26:27), intrarrectal, intratumoral o intraperitoneal.

De este modo, la invencion incluye un vector como se describe aqui como una composicién farmacéutica Gtil para
permitir la transfeccién de algunas células con el vector de ADN, de tal manera que se expresara un polipéptido
terapéutico y tendra un efecto terapéutico, a saber, para inducir una respuesta inmunitaria frente a un antigeno. Las
composiciones farmacéuticas segun la invencion se preparan presentando el constructo segun la presente invencion
en una forma adecuada para la administracion a un sujeto usando disolventes, vehiculos, sistemas de suministro,
excipientes, y aditivos o auxiliares. Los disolventes usados frecuentemente incluyen agua estéril y disolucion salina
(tamponada o no). Un vehiculo incluye particulas de oro, que se suministran biolisticamente (es decir, bajo presion
de gas). Otros vehiculos o sistemas de suministro usados frecuentemente incluyen liposomas catiénicos, cocleatos y
microcépsulas, que se pueden administrar como una disolucion liquida, encerrada en una cépsula de suministro o
incorporada en alimento.

Una formulacion alternativa para la administracion de vectores de suministro génico implica liposomas. El
encapsulamiento en liposomas proporciona una formulacion alternativa para la administracién de polinucleétidos y
vectores de expresion. Los liposomas son vesiculas microscépicas que consisten en una o mas bicapas lipidicas
que rodean a compartimientos acuosos. Véanse, generalmente, Bakker-Woudenberg et al, 1993, Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 12 (Supl. 1): S61, y Kim, 1993, Drugs 46: 618. Los liposomas tienen una composicion similar a
las membranas celulares, y, como resultado, los liposomas se pueden administrar de forma segura y son
biodegradables. Dependiendo del método de preparacion, los liposomas pueden ser unilaminares o multilaminares,
y los liposomas pueden variar en tamano, con diametros que oscilan desde 0,02 um a mas de 10 um. Véanse, por
ejemplo, Machy et al., 1987, LIPOSOMES IN CELL BIOLOGY AND PHARMACOLOGY (John Libbey), y Ostro et al.,
1989, American J. Hosp. Phann. 46: 1576.

Los vectores de expresion se pueden encapsular en liposomas usando técnicas estandar. Los expertos en la técnica
conocen una variedad de diferentes composiciones liposémicas y métodos para la sintesis. Véanse, por ejemplo, los
documentos US-A-4.844.904, US-A-5.000.959, US-A-4.863.740, US-A-5.589.466, US-A-5.580.859, y US-A-
4.975.282, todos los cuales se incorporan aqui como referencia.

En general, la dosis de vectores administrados encapsulados en liposomas variara dependiendo de factores tales
como la edad, peso, altura, sexo, estado médico general e historia médica previa del paciente. Los intervalos de
dosis para formulaciones particulares se pueden determinar usando un modelo de animal adecuado.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Clonacion y expresion del dominio de oligomerizacion C4bp de pollo

El fragmento de ADN que codifica el dominio de oligomerizacion C4bp de pollo se amplificé a partir de ADN
genodmico de pollo usando los siguientes cebadores oligonucleotidicos (los sitios de restriccion estan subrayados):

0AVD469: 5 GGGGGGATCCAAGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGG 3’ (SEC ID n°%: 15) y
0AVD470: 5 GGGGGAATTCTTATTAGTGCAGAATGTGCTCCAGGAACTC 3’ (SEC ID n°: 16)

y se clond, como un fragmento BamHI/EcoRl, en direccién 3’ de una secuencia potenciadora de la traduccion y el
promotor T7 en un vector plasmidico, creando asi el plasmido pAVD259. SEC ID n°: 17 muestra la secuencia de la
proteina, AVD259, expresada a partir de este plasmido, y SEC ID n°: 18 muestra la secuencia nucleotidica que la
codifica:
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SEC ID n°: 17: la proteina AVD259

MALKKHHENE ISHHGSKKQG DADVCGEVAY IQSVVSDCHV PTEDVKTLLE IRKLFLEIQK LKVELQGLSK
EFLEHILH

SEC ID n°: 18: secuencia de ADN que codifica la proteina AVD259

ATGGCCTTGARGAARCACCATGRARRTGAGATCTCTCATCATGGATICAR
GRAGCAAGGTGATGITGATGTGTGCOGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCG
TCGTCTCCGATTGCCACGTGCCTACAGAGGRCGTGARRACTCTGCTCGGAR
ATRCGRAAACTCTTCCTGGAGATTCARARAACTGARGGTEGAATTGCAAGE
ACTGAGCAAGGAGTTCCTGEAGCACATTCTGCACTARL

Ejemplo 2: Purificacion y caracterizacion de la proteina AVD259

Expresion

El plasmido pAVD259 que codifica el dominio de oligomerizacién C4bp de pollo se expresé en la cepa C41(DE3) de
E. coli. Las células transformadas se hicieron crecer en medio LB a 37°C hasta una OD600 de aproximadamente
0,6, después se indujo la expresién con IPTG a una concentracion final de 0,5 mM, y el cultivo se hizo crecer
durante otras cuatro horas a 37°C, en cuyo momento las células se cosecharon mediante centrifugacion.

Purificacién de la proteina AVD259

La proteina AVD259 se purifico a partir de 1 litro de células C41(DE3). Toda la proteina se encontré en la fraccién
soluble después de que las células se lisaron mediante ultrasonidos en un tampoén que contiene 20 mM de Tris, pH
8,0. El sobrenadante, tras la centrifugacién, se carg6 en una columna de afinidad de niquel.

Purificacién en columna de afinidad

La columna se equilibré en 20 mM de Tris pH 8,0 (tampdn A). La proteina se eluyé con tampén B (tampén A mas
300 mM de NaCl y 300 mM de imidazol).

Columna de filtracién en gel (Superdex 200 26/60 grado prep)

Una columna Superdex 200 26/60 se equilibré con 20 mM de tampén Tris pH 8, y se cargé la proteina AVD259
concentrada procedente de la columna de afinidad. La proteina eluy6 en un volumen de 200 ml.

Caracterizacién biofisica

El estado oligomérico de las proteinas de fusion del dominio de oligomerizacion C4bp se puede comprobar
facilmente comparando el comportamiento de la proteina en un gel SDS-PAGE en presencia y ausencia del agente
reductor beta-mercaptoetanol (BME).

La figura 3 muestra el comportamiento de proteina AVD259 recientemente purificada. La proteina se purificd
rapidamente (en menos de 48 horas), y de este modo la formaciéon de enlaces de disulfuro, que se produce
espontaneamente al exponerla al aire, es incompleta. (Los enlaces de disulfuro no se pueden formar en el entorno
reductor del citosol bacteriano). Cada linea 1 contiene 3 ug, cada linea 2 contiene 5 pug, y cada linea 3 contiene 8 ug.
En presencia de beta-mercaptoetanol (designado +Bme), la proteina corre exclusivamente como mondémero, con un
tamano aparente de aproximadamente 8 kDa. En ausencia de beta-mercaptoetanol (designado -Bme), se puede
observar claramente bandas de monémero, de dimero, de trimero, de tetramero, de pentamero, de hexamero y de
heptamero.

Ejemplo 3: Expresion de la proteina de fusion de MSP1.19 de Plasmodium yoelii-C4bp de pollo (AVD262)

Para determinar el efecto de la fusion del dominio de oligomerizacién C4bp de pollo a un antigeno, se fusion6 a
aquél el antigeno MSP1.19 de Plasmodium yoelii. Esto se logré sustituyendo el fragmento BamHI-EcoRI que codifica
C4bp murina en el plasmido pAVD108 por un fragmento BamHI-EcoRI procedente de pAVD259 (descrito en el
Ejemplo 1), creando asi el plasmido pAVD262. El plasmido pAVD108 se ha descrito previamente en el Ejemplo 4 del
documento PCT/IB2004/002717. La proteina de fusion, denominada AVD262, se expresé en y se purificd a partir de
la cepa bacteriana C41(DES3). La proteina de fusién purificada se us6 para inmunizar ratones, conejos y pollos sin la
adicién de ningun adyuvante.
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La secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién AVD262 es SEC ID n°: 19 segun lo siguiente:

atgagatctcacattgoctetattgetitgaacaacttgaacaagictygy
tttggtaggagaaggtyagictaagaagattttggetaagatgetgaaca
tggacggtatggacttgttgggtgttgaccotaageatgtbtgtgttgac
actagagacattoctaagaacgetggatgtttcagagacgacaacggtac
tgaagagtggagatagtttottgggttacaagaagggtgagggtaacacct
gegttgagaacaacaacoctacttgegacatcaacaacggtggatgtgac
ccaacegoctcttgtocaaaacgotgaatctaccgaaaactocaagaagat
tatttgcacctgtaaggaaccaacecctaacgectactacgagggtattt
tetgttct Lot LocGEATCCAAGAACGCAAGGTGATCCTGATETETGCUEGA
GAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTECCACGTGCOTACAGR
GGACGTEARARCTCTGCTGCARAATACGARRACTCTTCCTECAGATTCRAAR
AACTGARGETGGAATTGCAAGGACTGAGCAAGGAGTTCCTGEAGCACATT
CTGCACTAA
La secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusién AVD262 codificada por este constructo es SEC ID n°: 20,
segun lo siguiente:
MREHIASIAL NNLNESGLVG FGESKKILAK MLNMDGMDLL GVDFKHVCVD
TRDIPENAGC FRDDNGTEEW RCLLGYEEGE CGNTCVENNNP? TCDINNGGCD
PTASCONAES TENSKKIICT CKEPTPNAYY EGVFCSSSGS KKQGDADVCG
EVAYIQSVVE DCHVPTEDVK TLLEIRKLFL EIQKLKVELQ GLSKEFLEHI LH

Los restos 4-138 de esta secuencia corresponden a los restos 1619-1753 de MSP1 de Plasmodium yoelii, y los
restos 141-202 de esta secuencia corresponden a los 62 restos del dominio de oligomerizacion C4bp de pollo. Entre
los dos componentes aparece una secuencia ligadora GS.

Expresion

El plasmido pAVD262, que codifica Plasmodium yoelii-dominio de oligomerizacién C4bp de pollo, se expreso en la
cepa C41(DE3) de E. coli. Las células transformadas se hicieron crecer en medio LB a 37°C hasta una OD600 de
aproximadamente 0,6, entonces se indujo la expresion con IPTG hasta una concentracién final de 0,5 mM, y el
cultivo se hizo crecer durante otras cuatro horas a 37°C, en cuyo momento las células se cosecharon mediante
centrifugacion.

Purificacién de la proteina de fusién AVD262

La proteina AVD262 se purific a partir de 1 litro de células C41(DE3). Toda la proteina de fusion se encontré en la
fraccion soluble después de que las células se lisaron mediante ultrasonidos en un tampo6n que contiene 20 mM de
MES pH 6,5, 5 mM de EDTA y un cdctel de inhibidores de proteasas (Roche). El sobrenadante, tras la
centrifugacion, se carg6 en una columna HitrapS.

Columna catiénica (HiTrap S)

La columna se equilibré en tampdén de 20 mM de MES pH 6,5, 5 mM de EDTA (tampdn A). La proteina se eluy6 con
un gradiente de 10 volumenes de columna desde el Tampdn A hasta el Tampon B (tampdn A mas NaCl 1M). Las
fracciones de HiTrapS que contienen AVD262 se concentraron usando un concentrador Millipore (corte 30 K), y
después se cargaron en una columna de filtracién en gel, tras la desnaturalizacion durante toda la noche en un
volumen final de 10 ml en un tampdn que contiene 50 mM de Tris pH 8 y 8 M de urea.

Primera columna de filtracién en gel (Superdex 200 26/60 grado prep) en presencia de urea

Una columna Superdex 200 26/60 se equilibré6 con 20 mM de tampén Tris pH 8, 150 mM de NaCl y 8M de urea, y se
carg0 la proteina AVD262 concentrada procedente de las fracciones de HiTrapS. La proteina eluy6 en un volumen
de 186 ml, que se cargd sobre una segunda columna Superdex 200 26/60, equilibrada en PBS.
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Segunda columna de filtracién en gel (Superdex 200 26/60 grado prep)

Se carg6 la proteina AVD262 concentrada procedente de la primera columna Superdex 200 26/60. La proteina, ya
no desnaturalizada, eluyd en un volumen de 164 ml, como lo hace la proteina AVD108.

Caracterizacién biofisica

El estado oligomérico de la proteina AVD262 se comprobd comparando su comportamiento en un gel de SDS-PAGE
en presencia y ausencia del agente reductor beta-mercaptoetanol (BME). Como muestra la figura 4, la proteina
AVD262 tiene un tamaro aparente de aproximadamente 140 kDa en ausencia de BME (los enlaces de disulfuro
intrasubunitarios se han formado tras la exposicion a aire), mientras que, en presencia de BME, se redujo y corre
con un tamafo aparente de justo alrededor de 20 kDa (ya que los enlaces de disulfuro son incapaces de formarse
en el entorno reductor del citosol bacteriano). En la figura 4, cada linea 1 contiene 2,5 pg de proteina purificada, y
cada linea 2 contiene 5 ug. Se puede observar claramente que, en presencia de BME (en las lineas, designado
+Bme), la proteina migra como un monoémero con un tamano aparente de justo alrededor de 20 kDa. En ausencia de
beta-mercaptoetanol (designado -fme) la proteina corre como un heptamero de aproximadamente 140 kDa.

Ejemplo 4: Inmunizacion de ratones

La proteina AVD262 purificada se us6 para inmunizar tres ratones BALB/c. No se usé adyuvante, y la proteina
estaba en una disolucién salina isoténica tamponada. Se usaron cuarenta microgramos (2 nanomoles) de proteina
por inyeccion. A cada raton se le inyecté dos veces, subcutaneamente, a intervalos de cuatro semanas (en otras
palabras, en los dias 0 y 29).

Se inmunizaron tres ratones BALB/C con cuarenta microgramos (también 2 nanomoles) de la proteina AVD108, que
es la misma que AVD262 pero con los 54 aminoacidos C-terminales de C4bp murino. A cada raton se le inyectd dos
veces, subcutdneamente, en los dias 0 y 29. Finalmente, tres ratones recibieron 40 microgramos de AVD108 en
adyuvante de Freund (completo para la primera inyeccion en el dia 0, seguido de incompleto para la segunda
inyeccion en el dia 29). Todos los ratones se sangraron en el dia 43, y se midieron sus titulos de anticuerpos contra
el antigeno de Plasmodium yoelii recombinante.

Los ratones a los que se les inyecté con AVD108 sola tuvieron titulos de anticuerpos de 25.600 o 51.200. Aquellos
que recibieron proteina AVD108 con adyuvante de Freund tuvieron titulos de anticuerpos de 102.400, como los
tuvieron aquellos que recibieron la proteina AVD262 sin adyuvante.

Ejemplo 5: Inmunizacién de conejos

La proteina AVD262 purificada se usé para inmunizar tres conejos blancos de Nueva Zelanda (NZW). El calendario
de inmunizacién fue el siguiente: cada conejo recibié tres inyecciones a intervalos de dos semanas (en otras
palabras, en los dias 0, 14, y 28). Cada inyeccién fue subcutanea y contenia 100 microgramos (o 4,5 nanomoles) de
proteina en una disolucién salina isoténica tamponada sin la adicién de ningin adyuvante conocido.

Paralelamente, se inmunizaron tres conejos NZW, segun el mismo calendario, con 20 nanomoles de proteina
AVD263. La proteina AVD263 es la misma que AVD262, pero el dominio de oligomerizacién C4bp de C4bp de
conejo sustituye a la oligomerizacién C4bp de pollo. Tiene la secuencia de aminoacidos SEC ID n°: 21 segln lo
siguiente:

MRSHIASTATLNNLNKSGLVGEGESKKILAKMLNMDGMDLLGVDPKHVCVDTRDI PKNAGCFRDD
NGTEEWRCLLGYKKGEGNTCVENNNPTCDINNGGCDPTASCONAESTENSKKI ICTCKEPTPNA
YYEGVFCSS5GE5EVPEGCEQVOAGRRLMOCLADPYEVKMALEVYKLSLEIELLELORDKARKSS
VLRQL

Se extrajo sangre de cada animal en el dia 35, y los titulos de anticuerpos frente al antigeno de Plasmodium yoelii
recombinante se midieron mediante ELISA. Los resultados fueron los siguientes:

Los conejos que recibieron la proteina AVD262 tuvieron titulos de anticuerpos de 25.600, mientras que los
conejos que recibieron la proteina AVD263 tuvieron titulos de anticuerpos de 6.400. Esto es particularmente
llamativo, ya que la cantidad de proteina AVD262 usada fue menor que la cantidad de proteina AVD263
inyectada.
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Ejemplo 6: Inmunizacién de pollos

La proteina AVD262 purificada se us6 para inmunizar tres pollos. El calendario de inmunizacién fue el siguiente:
cada pollo recibi6 tres inyecciones a intervalos de diez dias (en otras palabras, en los dias 0, 10, y 20). Cada
inyeccion fue subcutanea y contenia 132 microgramos (0 6 nanomoles) de proteina en una disoluciéon salina
isotonica tamponada sin la adiciéon de ningun adyuvante conocido.

Paralelamente, se inmunizaron tres pollos, segun el mismo calendario, con 6 nanomoles de proteina AVD108.

Se extrajo sangre de cada animal en el dia 35, y los titulos de anticuerpos contra el antigeno de Plasmodium yoelii
recombinante se midieron mediante ELISA. Los resultados fueron los siguientes:

Los pollos que recibieron la proteina AVD262 tuvieron titulos de anticuerpos de 400, mientras que los pollos que
recibieron la proteina AVD108 tuvieron titulos de anticuerpos de 1.600.

Ejemplo 7: Titulos de anticuerpos contra los dominios de oligomerizacion C4bp

Se midieron titulos de anticuerpos contra los dominios de oligomerizacion C4bp tanto murino como de pollo en
ratones y pollos que se inmunizaron con las proteinas AVD108 y AVD262. Los ratones que se inmunizaron con la
proteina AVD108 tuvieron titulos, medidos mediante ELISA frente al dominio de oligomerizacién C4bp de raton
recombinante, de 1600, pero tuvieron titulos de anticuerpos indetectables frente a la proteina AVD259 recombinante
(sin diferencia entre titulos preinmunitarios y los del dia 43). Los ratones que se inmunizaron con la proteina AVD262
tuvieron en el dia 43 titulos de 0 frente al dominio C4bp murino (es decir, no hubo ninguna diferencia entre los
sueros preinmunitarios y los del dia 43), pero estos ratones tuvieron en el dia 43 titulos de 12.800 frente a la
proteina AVD259. Esto demuestra que los ratones inmunizados con la proteina de fusion del dominio C4bp no de
mamifero no producen anticuerpos frente al dominio C4bp murino enddgeno, mientras que el uso del dominio de
oligomerizacién C4bp murino para inmunizar ratones si da como resultado la induccién de anticuerpos frente al
dominio endogeno.

Los pollos inmunizados con las mismas dos proteinas (AVD108 y AVD262) mostraron resultados complementarios.
De este modo, los pollos inmunizados con la proteina AVD262 tuvieron titulos de anticuerpos de 102.000 frente a la
proteina AVD259, pero 0 frente al dominio de oligomerizacion C4bp murino. Los pollos inmunizados con la proteina
AVD108 tuvieron anticuerpos indetectables frente a la proteina AVD259, pero tuvieron titulos de anticuerpos de 800
frente al dominio de oligomerizacion C4bp murino. No hubo anticuerpos detectables en sueros preinmunitarios frente
al dominio murino.

Ejemplo 8: Aislamiento de otras secuencias de C4bp no de mamifero

La secuencia nucleotidica que codifica el dominio de oligomerizacién C4bp de pollo (mostrado en la figura 1) se usé
para buscar la secuencia de ADN gendémico incompleta del diamante mandarin (Taeniopygia guttata) usando el
programa megablast discontinuo proporcionado por NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/tracemb.shtml). Se
encontraron varias secuencias traza que contienen una secuencia idéntica de 153 nucledtidos que codifica el
dominio de oligomerizacion C4bp del diamante mandarin.

El dominio de oligomerizacion C4bp del diamante mandarin tiene la secuencia de &cido nucleico SEC ID n°: 22 como
sigue:
ETGAAACRAGCCTCATGUTCATCTGTGCTCARGAGETTCATTACATTAARTCGACCTTTIGRATGTG
GTGTGCCTETAGARGAAGTGARAATTCTCCTGGAAATACAGAAAUCTGUTCCTGEAGATTAATAR
ACTAGACATECACCTRAGAARACTAA

El dominio de oligomerizacion C4bp del diamante mandarin tiene la secuencia de aminoacidos SEC ID n°: 23 como
sigue:

MKEGDGDVCQEVHYIKSTFECGVPVEEVKILLEIQKLLLEINKLEMELEN

Un alineamiento del dominio de oligomerizacion C4bp del diamante mandarin con el del pollo muestra que sélo 48%
(30/62) de los restos de aminodcidos alineados son idénticos (destacados en negrita). De este modo, la
identificacion de dominios de oligomerizacion C4bp homoélogos usando la secuencia de ADN de pollo es factible
incluso en bases de datos de secuencias de ADN brutas.

DO Variante KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTEDVKTLLEIRKLFLEI
Diamante mandarin MKEGDGDVCQEVHYIKSTF ECGVPVEEVKILLEIQKLLLEI
DO Variante QKLKVELQGLSKEFLEHILH*
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Diamante mandarin NKLEMELEN*
Ejemplo 9: Demostracion de la actividad de un mutante de truncamiento del dominio C4bp de pollo

La proteina AVD262 descrita en el ejemplo 3 se truncé eliminando los ultimos siete aminoacidos C-terminales. El
gen que codifica la version truncada del dominio C4bp se amplific6 mediante PCR usando los siguientes cebadores
oligonucleotidicos:

0AVD623: GGGGGAATTCCTTATTACTCCTTGCTCAGTCCTTGCAATTCC (SEC ID n®:24)
T7F: TAATACGACTCACTATAGGG (SEC ID n°:25)

El producto de la PCR se digiri6 mediante las enzimas de restriccion BamHI y EcoRl, y se volvid a clonar entre los
mismos sitios del vector pAVD262, creando asi el plasmido pAVD317.

La secuencia de amino&cidos de la proteina AVD317 codificada por este constructo es SEC ID n°: 26 como sigue:

MRSHIASIAL NNLNKSGLVG EGESKEKILAK MLNMDGMDLL GVDPEHVCVD
TRDIPEWNAGC FRDDNGTEEW RCLLGYKKGE GNTCVENNNP TCDINNGGCD
PTASCONAES TENSKKIICT CKEPTPHAYY EGVFCS3SS5GS KKQGDADVIS
EVAYIQEVVS DCHYPTEDVE TLLEIRKLFL EIQELEVELG CGLSKE

El esquema de purificacion descrito para la proteina AVD262 se us6 para purificar la proteina AVD317.

Se inmunizaron ratones usando el mismo calendario de inmunizacién como en el ejemplo 4, a saber, se inmunizaron
tres ratones BALB/c sin la adicién de ningun adyuvante. La proteina purificada estaba en una disolucion salina
isotonica tamponada. Se usaron dos nanomoles de proteina por inyeccién, y a cada ratén se le inyecto
subcutaneamente dos veces, con un intervalo de cuatro semanas entre las dos inyecciones (o en otras palabras, en
los dias 0 y 29). Todos los ratones se sangraron en el dia 43, y sus titulos de anticuerpos frente al antigeno
recombinante de Plasmodium yoelii se midieron mediante ELISA.

Los ratones que se inyectaron con AVD317 sin ningun adyuvante tuvieron titulos de anticuerpos de 104.000,
mostrando que el truncamiento no disminuy6 la actividad biolégica del dominio C4bp de pollo.

Ejemplo 10: El mutante de truncamiento del ejemplo 9 hace solubles a las proteinas de fusion insolubles

Las proteinas AVD290 y AVD291 se generaron fusionando la hormona peptidica GnRH (hormona liberadora de
gonadotrofina) a la forma larga o corta del dominio, respectivamente. AVD290 se cred hibridando los dos
oligonucleétidos siguientes:

0AVDG607: 5 TATGGAACATTGGAGCTATGGCCTGCGTCCGGGCG 3’ (SEC ID n®:27)
0AVD608: 5 GATCCGCCCGGACGCAGGCCATAGCTCCAATGTTCCA 3’ (SEC ID n°:28)

Los oligonucleétidos hibridados se clonaron entre los sitios Ndel y BamHI del plasmido pAVD262.

Los mismos dos oligonucledtidos se clonaron entre los sitios Ndel y BamHI de pAVD317, para crear el plasmido
pAVD291.

La secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion AVD290 es SEC ID n°: 29 como sigue:
ATGGAACATTGGAGCTATGGCCTGCOTCCGEECGEATCCAAGAAGTAAGGTCATCGCTGATCTET
GCGGAGACGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTGC CACGTGCUTACAGAGGACGTGAR

AACTCTGUTGGARATACGARAACTCTTCCTGGAGATTCAARARCTGAAGGTCGGAATTGCARGGA
CTGAGCAAGGAGTTCCTGGAGCACATTCTGCACTAR

La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion AVD290 codificada por este constructo es SEC ID n° 30
como sigue:

MEHWSYGLRP GGSKKQGDAD VCGEVAYIQS VVSDCEVPTE DVKTLLEIRK
LFLEIQKLKV ELQGLSKEFL EHILH
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La secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién AVD291 es SEC ID n°: 31 como sigue:

ATGGARCATTGGAGCTATGGCCTGCETCOGGGCGGATCCARGARGCARGETEATGCICGATGTET
GUGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCATCTOCEATTGCCALGTCGCCTACAGAGEACGTGAR
AARCTCTGCTGGARATACCARAACTCTTCCTGGAGATTCAARAACTGARAGGTCGGAATTGCAAGEA
CTGAGCRAGGAGTAR

La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion AVD291 codificada por este constructo es SEC ID n° 32
como sigue:

MEHWSYGLRP GGSKKQGDAD VCGEVAYIQS VVSDCHVPTE DVKTLLEIRK
LFLEIQKLKV ELQGLSKE

Se encontrd que la proteina AVD290 era >90% insoluble cuando se indujo la expresion en la cepa C41(DES3),
usando las siguientes condiciones de induccion: se afadié 0,5 mM de IPTG cuando la OD600 fue 0,5, y la
incubacién se continué durante tres horas antes de que se cosecharan las bacterias. Las bacterias se lisaron
mediante interrupcién en un aparato Emulsiflex. En condiciones de induccion idénticas, la proteina AVD291 fue
soluble. La proteina AVD291 incluso siguié siendo soluble después de que el exiracto de las bacterias lisadas se
calenté a 75°C durante 15 minutos, que hizo insolubles a la mayoria de las proteinas bacterianas.

Estos resultados ilustran que la supresion de los ultimos siete aminoacidos del dominio de pollo puede alterar
drasticamente la solubilidad de una proteina de fusion.

Como resultado, la purificacion se simplific6 enormemente. Las etapas finales de purificacién se realizaron via
cromatografia de intercambio iénico en DEAE en un tampén de 20 mM de TrisHCI, pH 7,0 (elucién con un gradiente
salino, diez volumenes de columna de NaCl 1M en el mismo tampdn) y cromatografia en gel de exclusiéon de
tamanos en una columna Superdex S75 26/60.

Ejemplo 11: El término C del dominio C4bp de pollo no truncado facilita la purificacién proteica

Como se discute en ejemplos previos, las proteinas AVD262 y AVD317 difieren solamente por la presencia o
ausencia de siete aminoacidos en el término C. La proteina AVD262 se purificé en una columna de cromatografia de
afinidad de niquel (Ni-NTA de GE) a la que se une, y a partir de la cual se puede eluir mediante la adicién de
imidazol al mismo tampén usado para la unién. La proteina AVD317 no se une a la columna en condiciones
idénticas.

Las bacterias que expresan la proteina AVD262 se lisaron en un tampdén que contiene sélo 10 mM de TrisHCI pH
7,0, y el material insoluble se elimind mediante centrifugacion a 10.000 rpm en un rotor Sorvall S34. Al nuevo
sobrenadante, se afiadi6 NaCl hasta una concentracién final de 300 mM, y la disolucion se incubd con Ni-NTA
durante 1 hora a 4 C. Toda la disoluciéon se verti6 entonces en una columna y se lavé en primer lugar con una
disolucién que contiene 50 mM de NaPO4, 300 mM de NaCl y 0,1% de Triton X-100, pH 7,5, y después con el
mismo tampén que carece de Triton X-100. La proteina AVD262 se eluyé con una disolucién de 200 mM de
imidazol, 150 mM de NaCl pH 8,0.

Ejemplo 12: La fusion al dominio C4bp de pollo hace muy inmunégenos a los antigenos enddgenos

Se ensay0 la inmunogenicidad de GnRH cuando se fusiona al dominio truncado (AVD291) inmunizando ratones con
la proteina AVD291.

Se inmunizaron tres ratones BALB/c con 2 nanomoles de la proteina AVD291. Cada ratén se inyecté dos veces,
subcutaneamente, en los dias 0 y 29. Todos los ratones se sangraron en el dia 43, y sus titulos de anticuerpo se
midieron frente a la proteina recombinante obtenida fusionando el antigeno de GnRH al término C de la proteina
glutationa S-transferasa (GST).

Dos ratones tuvieron un titulo de anticuerpos de 5.120, mientras que el tercero tuvo un titulo de anticuerpos de
10.240. Ademas, tres ratones que recibieron la proteina AVD291 segun el mismo protocolo de inmunizacion, pero en
adyuvante completo de Freund para la primera inyeccién y en adyuvante incompleto de Freund para la segunda,
tuvieron titulos de anticuerpos de 5.120, 10.240 y 20.480, respectivamente.

Esto muestra que la fusion al dominio C4bp de pollo truncado hace muy inmundégeno a GnRH, y que la
inmunogenicidad se puede incrementar adicionalmente mediante la adicion de un adyuvante.
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Ejemplo 13: La mutacion de cuatro aminoacidos consecutivos no disminuye la actividad biologica del
dominio C4bp de pollo

El plasmido pAVD317 se mut6 usando un kit mutagénesis dirigida al sitio que contiene Pfu Ultra de Stratagene y los
dos oligonucledtidos siguientes:

0AVD619: CCGATTGCCACGTGCCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAAATACGAAAACTC (SEC ID n°:
33)

0AVD620: GAGTTTTCGTATTTCCAGCAGAGTACGCAGTTCCGCTGTAGGCACGTGGCAATCGG (SEC ID n®:
34).

La secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion de AVD313 es SEC ID n°: 35 como sigue:

ATGAGATCTCACATTGCCTCTATTCCTTTGAACAACTTGAACAAGTCTGCTTTGCTAGCAGARG
GTGAGTCTAAGARGATTTTGGCTAACGATGCTCARCATGGACGGTATGGACTTGTTEGGTGTTGA
CCCTRAGCATGTTTGTGTTGACACTAGAGACATTCCTAAGAACGUTGGATGTTTCAGAGACGAC
AACGGTACTGAAGAGCTGGACATGTTTGTTIGGGTTACAAGAAGCGTGAGGGTAACACCTCCETTS

AGRACARCARCCCTACTTGCGACATCARCAACOCTEGATCTGACCCARCCGCCTCT TG TCARAR
COCTGAATCTACCCAARARCTCCAAGRRGATTATTTGCACC TG TAAGEAACCARCCCCTARCGECC

TACTACGAGGGTGTTITTUTGTTCTTCTTCCGRATCCAAGRAGCAAGETCATGCTCATGTGTGCG
GAGRAGCTTGCTTATATTCAGRAGCGTCCTCTCCGATTGCCACGTGCCTACAGCGGAACTGOCTAL
TCTGCTGGARATACGARAACTCTTCCTGGACATTCAAAAACTGAAGGTGGAATTGCAAGGACTG
AGCAACGGAGTAATARGGAATTC

La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion AVD313 codificada por este constructo es SEC ID n°: 36
como sigue:

MRSHIASIAL HWNLNKSGLVG EGESKKILAK MLNMDGMDLL GVDPEKHVCVD
TROIPENAGC FRDDNGTEEW RCLLCYKKGE GHNTCVENNNP TCDINNGECD
PTASCOWAES TENSKEKIICT CKEFPTPHNAYY EGVFCSS3GS KKQGDADVCG
EVAYIQSVVS DCHVPTAELR TLLEIRKLFL EBIQKLKVELQO GLSKE

La proteina AVD313 se purificé usando los mismos tampones y columnas que se usaron para la proteina AVD262.

Se inmunizaron seis ratones BALB/c con 2 nanomoles de la proteina AVD313. A cada raton se le inyectd dos veces,
subcutdneamente, en los dias 0 y 29. Todos los ratones se sangraron en el dia 43, y se midieron sus titulos de
anticuerpos frente al antigeno de Plasmodium yoelii recombinante.

Todos los ratones a los que se les habia inyectado AVD313 sola tuvieron titulos de anticuerpos de 204.000,
mostrando que el truncamiento y la mutacién del dominio C4bp de pollo no ha disminuido su actividad biolégica.

Las alteraciones de cuatro aminoacidos en AVD313, en comparacién con AVD317, estan subrayadas en la
secuencia de aminoacidos de AVD313 como se muestra en SEC ID n°: 36. El dominio C4bp de pollo modificado en
la proteina de fusion AVD313 tiene menos de 20% de identidad con el dominio C4bp humano, y de este modo es
muy preferido para uso a la hora de inmunizar seres humanos, ya que la probabilidad de provocar anticuerpos que
reaccionan de forma cruzada con C4bp humana es muy baja.

Ejemplo 14: El dominio CRES comparte la actividad biolégica del dominio C4bp de pollo

Se examiné si el domino CRES (mostrado en la figura 1) también aumenta la inmunogenicidad de antigenos. El
dominio CRES en la figura 1 tiene la siguiente secuencia de aminoéacido:

SEC ID n°: 37: PPNCKTFYVRKKIDQIKETFDCGLPLAELRTLLEVQKLYLEIQKLEKELGAKGGRWWP

La secuencia nucleotidica que codifica el dominio CRES se amplificé a partir de ADN gendmico de pollo usando los
dos cebadores oligonucleotidicos siguientes:
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0AVD467: GGGGGGATCCAAAACATTTTACGTACGCAAGAAGATTGATCAAATAAAGG (SEC ID n°: 38)
OAVD468: GGGGGAATTCTTATTACGGCCACCAGCGGCCTCCTTTGGC (SEC ID n°: 39).

El producto de la PCR se digirié con las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRl, y se cloné entre los mismos sitios en
el vector pAVD262, creando asi el plasmido pAVD314.

La secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién de AVD314 es SEC ID n°: 40 como sigue:

ATGAGATCTCACATTGCCTCTATTGCTTTGAACAACTTGRACARGTCTGCTTTGCGTAGGAGAARG

CTGAGTCTAAGAAGATTTITGCCTAAGATGCTCAACATGCGACGEGTATGGACTTGTTAGCGTGTTGA

CCCTARGCRTETTIGTGTTGACACTAGAGACATTOU TARGARACGCTGGATGTTTCAGAGRCGAC
ARCGETACTGRAGAGTCGAGATETTICTTCOC T TACAACARCGOTEAGEETARCACOTCCETTC

AGRRCARCARACCCTACTTIGUGACE TOARCRACEGTEGATGIRACCCARCCECCTOTTETCARAR,

COCTGAATCTACCGAARACTCCAAGARGATTATTTGCACCTGTAAGGAACCARCCCOUTRACGEC

TACTACGRGGETGTTTTCTGTTCTTCTTCCGEATCCARRRCATTTTACCTACGCRAGARGATTG

ATCARATAARGGARARCTTTTGATTGCGEATTRCCTCTGECAGRACTEAGARCTOTGUTGEAMET

ACAGAAGCTCTACCTGGAGAT CCAGRRAGCTECAGARGGACCTGEGAGCCARAGGAGGCCOUTGE

TOGCCETAATAAGRATTC

La secuencia de aminoAcidos de la proteina de fusién AVD314 codificada por este constructo es SEC ID n°: 41
como sigue:

MRSHIASIAL NNLNEKSGLVG EGESEKILAK MLNMDCEMDLL GVDPKHVCVD
TRDIPEKHAGC FEDDNGTEEW RCLLGYKKGE GNTCVENNNE TCDINNGGCD
PTASCONAES TENSKKIICT CKEPTPNAYY EGVFCSSSGS KTFYVREKID
QIKETFDCGL PLAELRTLLE VOKLYLEIQK LEKELGAKGG RWWP

La proteina AVD314 se purificé usando los mismos tampones y columnas que se usaron para la proteina AVD262.

Se inmunizaron tres ratones BALV/c con 2 nanomoles de la proteina AVD314. A cada ratdn se le inyect6 dos veces,
subcutdneamente, en los dias 0 y 29. Todos los ratones se sangraron en el dia 43, y se midieron sus titulos de
anticuerpos frente al antigeno de Plasmodium yoelii recombinante.

Todos los ratones a los que se inyectaron con AVD314 sola tuvieron titulos de anticuerpos de 51.200, en
comparacién con los titulos de 204.000 con la proteina AVD262. Esto muestra que el dominio CRES, al igual que el
dominio C4bp de pollo, tiene actividad bioldégica y puede incrementar significativamente la inmunogenicidad de
antigenos.
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REIVINDICACIONES

1. Dominio C4bp capaz de formar multimeros y que tiene al menos 70% de identidad de secuencia de aminodcidos
con SEC ID n°: 1.

2. Dominio C4bp segn la reivindicacion 1, que consiste en los restos 1-62 de SEC ID n°: 1.

3. Dominio C4bp segun la reivindicaciéon 1, en el que dicho dominio C4bp es un fragmento de al menos 48
aminoé&cidos contiguos de SEC ID n°®: 1.

4. Dominio C4bp segun la reivindicacion 1, en el que dicho dominio C4bp comprende una supresion N-terminal y/o
C-terminal de 1 a 8 aminoécidos de SEC ID n°: 1.

5. Dominio C4bp segun la reivindicacién 1, en el que dicho dominio C4bp comprende de 1 a 8 sustituciones de
aminodcidos en el dominio C4bp de SEC ID n°: 1.

6. Dominio C4bp segun la reivindicacion 1, en el que dicho dominio C4bp tiene la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos SEC ID n°s: 5-14, SEC ID n°: 42 y SEC ID n°:
43.

7. Producto que comprende un dominio C4bp no de mamifero como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, y un antigeno.

8. Producto segun la reivindicacién 7, en el que dicho antigeno esté fusionado al término N o C de dicho dominio
C4bp, opcionalmente via un enlazador flexible.

9. Producto segun la reivindicacion 7 u 8, en el que dicho antigeno es enddgeno en seres humanos.
10. Producto segun la reivindicacion 9, en el que el antigeno es hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH).

11. Composicion que comprende el producto de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, junto con un
diluyente, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

12. Producto segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, o la composicién de la reivindicaciéon 11, para uso
en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal.

13. Vector de expresién que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de fusiéon de un
dominio C4bp no de mamifero como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y

un antigeno polipeptidico, enlazado funcionalmente a un promotor funcional en una célula hospedante.
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