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DESCRIPCION
Uso de receptores semejantes a Toll y agonista para tratar cancer
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a métodos para tratar cancer y enfermedades infecciosas.
Antecedentes de la invencion

Los receptores semejantes a Toll son responsables del reconocimiento de los patrones mas comunes de patdégenos
bacterianos y virales. Su activacion resulta en el reclutamiento de la respuesta inmune innata y posteriormente
adaptativa. Las células receptoras del sistema inmune en el sitio de la presencia de antigenos es una etapa clave en
una respuesta inmune eficaz. Esta es la razén por la que la inmunizacién implica el uso de diferentes tipos de
adyuvantes. Aunque la mayoria de los tumores expresan antigenos especificos de tumor, usan varios mecanismos
que les permiten escapar del reconocimiento inmune. Se ha demostrado recientemente en modelos de ratén que la
activacion de TLR5 por su ligando y agonista, flagelina bacteriana, resulta en la induccion de un efecto antitumoral
frente a aquellos tumores que expresan TLR5 funcional. Esto abre una oportunidad general para considerar a los
agonistas de TLR5 en la inmunoterapia del cancer. Existen dos obstaculos principales en el camino de llevar esta
idea a la practica. En primer lugar, esta la rara incidencia de tumores que expresan TLR5 funcional que limita la
aplicabilidad de esta estrategia sélo a un subconjunto pequefio de tumores. En segundo lugar, la administracion
sistémica de agonista de TLR5 da lugar a la activacion de la sefializacion de TLR5 es todas las células que tienen
receptor funcional haciendo que la respuesta no esté centrada y no sea especifica de tumor. De acuerdo con esto,
existe una necesidad en la técnica de un mecanismo o método para la activacion autocrina de la sefializacion del
receptor TLR en células infectadas o tumorales con un efecto sistémico minimo permitiendo asi atraer la respuesta
inmune innata especificamente a la célula infectada o tumoral.

Resumen de la invencion

La presente invencion puede estar dirigida a un vector que comprende un primer y segundo acido nucleico, en el
que el primer acido nucleico codifica un receptor semejante a toll y el segundo acido nucleico codifica un agonista de
receptor semejante a toll. El primer acido nucleico puede codificar una forma secretada de un receptor semejante a
toll. El segundo acido nucleico puede ser una forma secretada de flagelina. El agonista de receptor semejante a toll
puede ser flagelina. El vector puede ser un vector de expresion de mamiferos. El vector puede expresarse a partir de
un adenovirus, un lentivirus o un liposoma. La forma secretada de flagelina puede ser CBLB502S. El receptor
semejante a toll puede ser TLR-5.

La presente invencion puede usarse para tratar cancer en un mamifero que comprende administrar a un mamifero
que lo necesite un agente que comprende el vector que comprende un primer y segundo acido nucleico, en el que el
primer acido nucleico codifica un receptor semejante a toll y el segundo acido nucleico codifica un agonista de
receptor semejante a toll. El cancer puede ser un tumor. El tumor puede derivar del grupo que consiste en prostata,
mama, colon, eso6fago, estdmago, pulmdn, pancreatico, renal, tiroides, ovarios garganta o el cuello uterino. EI tumor
puede derivar del grupo que consiste en sarcomas, melenomas, leucemias y linfomas. El agente puede
administrarse en trans o fuera del tumor del mamifero. El agente puede administrarse directamente en un tumor del
mamifero. El agente puede administrarse en combinacién con un inmunoestimulador. El inmunoestimulador puede
seleccionarse del grupo que consiste en hormona del crecimiento, prolactina y vitamina D. La hormona de
crecimiento puede ser somatotrofina. El agente puede administrarse en combinacion con una citoquina. La citoquina
puede ser un factor de células madre.

La presente invencién también puede usarse para tratar una infecciéon en un mamifero que comprende administrar a
un mamifero que lo necesite el agente del agente que comprende el vector que comprende un primer y segundo
acido nucleico, en el que el primer acido nucleico codifica un receptor semejante a toll y el segundo acido nucleico
codifica un agonista de receptor semejante a toll. El cancer puede ser un tumor. La infeccion puede derivar del grupo
que consiste en virus, bacterias, parasitos protozoarios y hongos.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1A-1C representa mapas esquematicos de vectores adenovirales que expresan TLR5, CBLB502S y su
combinacioén (TLR5 + CBLB502S).

La Figura 2 representa los resultados de la proporciéon del volumen tumoral en ratones durante un nimero de dias
en células tumorales (A549) transducidas con un vector control (sin TLR5) o vector que expresa TLR5 en el que los
ratones se tratan tres dias bien con CBLB502S o PBS.

La Figura 3 representa la supresion del crecimiento tumoral por inyeccion de adenovirus que comprenden vector que
coexpresa CBLB502S y receptor semejante a Toll en el que el adenovirus se inyecta en tumor de carcinoma de
colon CT26 de ratones singénicos y se estudian los efectos en cis y en trans de las construcciones de vectores
adenovirales.
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La Figura 4 muestra la estructura de dominio de flagelina bacteriana. La traza del nucleo Ca, distribucién del nucleo
hidrofébico e informacion estructural de F41. Cuatro nucleos hidrofébicos distintos que definen los dominios D1,
D2a, D2b y D3. Todos los atomos de cadena lateral hidrofébicos se representan con el nucleo Ca. Los atomos de la
cadena lateral estan codificados por color: Ala, amarillo; Leu, lle o Val, naranja; Phe y Tyr, morado (atomos de
carbono) y rojo (atomos de oxigeno). c, Posicion y regidon de varias caracteristicas estructurales en la secuencia de
aminoacidos de la flagelina. Se muestran, de arriba a abajo: el fragmento F41 en azul; tres plegamientos en hoja b
en marron; la distribucion de la estructura secundaria con una hélice a en amarillo, estructura b en verde y giro b en
morado; la marca tic en cada 50 residuo en azul; los dominios DO, D1, D2 y D3; la region de contacto de la
subunidad axial en el proto-elemento en magenta; la secuencia de aminoacidos bien conservada en rojo y la region
variable en violeta; las mutaciones puntuales en F41 que producen los elementos de diferentes
superenrrollamientos. Las letras en la parte inferior indican la morfologia de elementos mutantes: L (D107E, R124A,
R124S, G426A), lineal tipo L; R (A449V), lineal tipo R; C (D313Y, A414V, A427V, N433D), curly33.

La Figura 5 muestra un esquema de los dominios de flagelina de Salmonella, sus fragmentos y su interaccion con
TLR5. Las barras oscuras indican regiones del gen de flagelina usadas para construir fragmentos que comprenden
A,B,C,AyB.

La Figura 6 representa derivados de flagelina. La estructura de dominio y limites aproximados (coordenadas de
aminoacidos) de derivados de flagelina seleccionados (listados a la derecha). La flagelina FliC de Salmonella dublin
esta codificada en 505 aminoacidos (aa).

La Figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos para las variantes de flagelina siguientes: AA' (SEQ
ID NO: 7-8), AB' (SEQ ID NO: 9-10), BA' (SEQ ID NO: 11-12), BB' (SEQ ID NO: 13-14), CA' (SEQ ID NO: 15-16), CB'
(SEQ ID NO: 17-18), A (SEQ ID NO: 19-20), B (SEQ ID NO: 21-22), C (SEQ ID NO: 23-24), GST-A' (SEQ ID NO: 25-
26), GST-B' (SEQ ID NO: 27-28), AA'n1-170 (SEQ ID NO: 29-30), AA'n1-163 (SEQ ID NO: 33-34), AA'n54-170 (SEQ
ID NO: 31-32), AA'n54-163 (SEQ ID NO: 335-36), AB'n1-170 (SEQ ID NO: 37-38), AB'n1-163 (SEQ ID NO: 39-40),
AA'n1-129 (SEQ ID NO: 41-42), AA'n54-129 (SEQ ID NO: 43-44), AB'n1-129 (SEQ ID NO: 45-46), AB'n54-129 (SEQ
ID NO: 47-48), AA'n1-100 (SEQ ID NO: 49-50), AB'n1-100 (SEQ ID NO: 51-52), AA'n1-70 (SEQ ID NO: 53-54) y
AB'n1-70 (SEQ ID NO: 55-56). La secuencia lider pPRSETb se muestra en italica (el lider incluye Met, que también es
el aminoacido 1 de FIiC). El dominio constante N terminal esta subrayado. La secuencia conectora de aminoacidos
esta en negrita. El dominio constante C terminal esta subrayado. GST, si esta presente, esta resaltado.

La Figura 8 muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos del extremo conservado amino (Fig. 8A) y
carboxi (Fig. 8B) de 21 especies de bacterias. Los 13 aminoacidos conservados importantes para la actividad TLR5
se muestran con sombreado. Las secuencias de aminoacidos se identifican por sus nimeros de registro de TrEMBL
(primera letra= Q) o Swiss-Prot (primera letra= P).

La Figura 9 muestra la secuencia de acido nucleico y aminoacidos para la proteina receptora semejante a Toll 5
humana.

Descripcion detallada

Los inventores han hecho el descubrimiento sorprendente de que la provision de un receptor semejante a toll, tal
como el receptor semejante a toll 5 (TLR-5), en combinacion con un agonista del receptor semejante a toll, tal como
flagelina, resulta en un efecto cis y trans que recluta células implicadas en la respuesta inmune tanto innata (efecto
cis) como adaptativa (efecto trans) para matar especificamente células cancerosas y células infectadas con un
patdgeno a través de la ruta de apoptosis de NF-kB. Aunque no se pretende la vinculacion a ninguna teoria, la idea
implementada en esta invencion fue (i) superar la dependencia de las estrategias de inmunizacién mediadas por
TLR en la expresién de TLR preexistente en un tumor mediante la transduccion del tumor con una construccion que
dirige la expresion de TLR; y (ii) dirigir la respuesta inmune al tumor mediante la creacion de un conjunto local de
agonista de TLR. Por ejemplo, las formulaciones de farmaco que comprenden TLR simultdneamente inducen la
expresion y activan TLR, exponiendo de esta manera a las células tumorales al sistema inmune del huésped
imitando la situaciéon de penetracién bacteriana masiva a través de la pared intestinal.

Mediante la provision de un TLR tal como TLR5 y un agonista de TLR tal como flagelina, para interaccionar y activar
el sistema inmune tanto innato como adaptativo, el método puede usarse para tratar tumores derivados del cancer
de préstata, mama, colon, eséfago, estdbmago, pulmoén, pancreatico, renal, tiroides, ovarios, garganta o el cuello
uterino asi como para tratar sarcomas, melenomas, leucemias y linfomas. Las aplicaciones de este método no estan
limitadas a tratamientos de cancer, ya que este método también puede usarse para tratar infecciones derivadas de
virus, bacterias, parasitos protozoarios y hongos.

Las variaciones en la provision del TLR y agonista de TLR pueden incluir vectores, que co-expresan el receptor TLR
y una forma secretable de flagelina que activa la actividad TLR en la misma célula de mamifero comprometida. El
método de la presente invencion también puede incluir construcciones de vector que expresan el receptor TLR en
una célula de mamifero y el agonista de TLR que se esta administrando en trans a la célula. Por ejemplo, un vector
adenoviral puede requerir la modificacion de flagelina para conseguir su sintesis y secrecion eficaz por las células de
mamifero.
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1. Definiciones.

La terminologia usada en la presente memoria es sélo para el propdsito de describir realizaciones particulares y no
se pretende que sea limitante. Tal y como se usa en la especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares "un”, "una" y "el" incluyen los referentes plurales a no ser que el contexto dicte claramente otra cosa.

Para el recitado de intervalos numéricos en la presente memoria, se contempla explicitamente cada numero que
interviene en el citado intervalo con el mismo grado de precision. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se
contemplan los numeros 7 y 8 ademas de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se contemplan explicitamente los
numeros 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9y 7,0.

"Administrar" puede significar una unica dosis o multiples dosis de un agente o agente.

"Analogo" puede significar, en el contexto de un péptido o polipéptido, un péptido o polipéptido que comprende uno o
mas aminoacidos no estandar u otras variaciones estructurales del conjunto convencional de aminoacidos.

"Anticuerpo” puede significar un anticuerpo de las clases IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, o fragmentos, o derivados de
éstos, incluyendo Fab, F(ab')2, Fd y anticuerpos de cadena Unica, fragmentos divalentes, anticuerpos biespecificos,
anticuerpos bifuncionales y derivados de éstos. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, anticuerpo
policlonal, anticuerpo purificado por afinidad o mezclas de éstos que presenta una especificidad de unién suficiente
para un epitopo deseado o una secuencia derivada de éste. El anticuerpo también puede ser un anticuerpo
quimérico. El anticuerpo puede derivatizarse por la unién de uno o mas restos quimicos, peptidicos o polipeptidicos
conocidos en la técnica. El anticuerpo puede conjugarse con un resto quimico.

Un "derivado" puede significar un péptido o polipéptido diferente en algo distinto de la estructura primaria
(aminoacidos y analogos de aminoacidos). Los derivados pueden diferenciarse por estar glicosilados, una forma de
modificacion posterior a la traduccion. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos pueden presentar patrones de
glicosilacion debidos a la expresion en sistemas heterdlogos. Si se retiene al menos una actividad biolégica, estos
péptidos o polipéptidos son derivados segun la invencion. Otros derivados pueden incluir péptidos de fusion o
polipéptidos de fusion que tienen un extremo N o C modificado covalentemente, péptidos o polipéptidos PEGilados,
péptidos o polipéptidos asociados con restos lipidicos, péptidos o polipéptidos alquilados, péptidos o polipéptidos
unidos mediante un grupo funcional de la cadena lateral de un aminoacido a otros péptidos, polipéptidos o quimicos
y modificaciones adicionales como se entendera en la técnica.

Un "fragmento” puede significar una parte de un péptido o polipéptido de referencia.
Un "homadlogo" puede significar un péptido o polipéptido que comparte un ancestro evolutivo comun.

Una "secuencia lider" puede ser un acido nucleico que codifica cualquier secuencia peptidica que esta unida y se
traduce con un péptido o polipéptido de interés para permitir que el péptido o polipéptido de interés se dirija
apropiadamente a través del reticulo endoplasmico y complejos de Golgi de una célula eucariota para el propdsito
de la secrecién extracelular desde la membrana celular. La secuencia peptidica lider puede derivar de fosfatasa
alcalina. La secuencia lider puede tener una secuencia de ADN que comprende
atgctgctgcetgcetgetgetgetgggectgaggctacagcetct cectgggc.

Un "liposoma" puede significar una burbuja muy pequefia (vesicula) compuesta por el mismo material que la
membrana celular. Un liposoma puede llenarse con farmacos y usarse para administrar farmacos para cancer y
otras enfermedades. Un liposoma puede rellenarse con un vector. Una membrana liposomal puede estar compuesta
de fosfolipidos, que son moléculas que tienen un grupo de cabeza y un grupo de cola. La cabeza del liposoma
puede estar atraida por el agua y la cola, que esta compuesta por una cadena hidrocarbonada larga, es repelida por
el agua. Las colas pueden estar repelidas por el agua y alinearse para formar una superficie alejada del agua. Los
lipidos en la membrana plasmatica pueden ser principalmente fosfolipidos como fosfatidiletanolamina y
fosfatidilcolina. Los liposomas pueden estar compuestos por fosfolipidos derivados de naturales con cadenas
lipidicas mixtas (como la fosfatidiletanolamina de huevo) o de componentes tensioactivos puros como DOPE
(dioleoilfosfatidiletanolamina).

Un "péptido" o "polipéptido" puede significar una secuencia de aminoacidos unida y puede ser natural, sintético o
una modificacién o combinacion de natural y sintético.

"Sustancialmente idéntico" puede significar que una primera y segunda secuencias de aminoacidos son al menos
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% sobre una region de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100 aminoacidos.

"Tratar", "tratamiento” o "para tratar" puede significar cada uno para aliviar, suprimir, reprimir, eliminar, prevenir o
ralentizar la aparicién de sintomas, signos clinicos o patologia subyacente de una afeccion o trastorno de una
manera temporal o permanente. Prevenir una afecciéon o trastorno implica administrar un agente de la presente
invencion a un sujeto antes del inicio de la enfermedad. Suprimir una afeccién o trastorno implica administrar un
agente de la presente invencion a un sujeto después de la induccion de la afeccién o trastorno pero antes de su
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aparicion clinica. Reprimir la afeccion o trastorno implica administrar un agente de la presente invencion a un sujeto
después de la aparicion clinica de la enfermedad.

Una "variante" puede significar un péptido o polipéptido que se diferencia en la secuencia de aminoacidos por la
insercion, delecion o sustitucion conservativa de aminoacidos, pero que retiene al menos una actividad bioldgica.
Los ejemplos representativos de "actividad biolégica" incluyen la capacidad de unirse a un receptor semejante a toll
y ser unidos por un anticuerpo especifico. Variante también puede significar una proteina con una secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una proteina de referencia con una secuencia de aminoacidos que
retiene al menos una actividad biolégica. Una sustitucion conservativa de un aminoacido, es decir, reemplazar un
aminoacido con un aminoacido diferente de propiedades similares (por ejemplo, hidrofilicidad, grado y distribucién de
regiones cargadas) se reconoce en la técnica como que implica tipicamente un cambio menor. Estos cambios
menores pueden identificarse, en parte, considerando el indice hidropatico de los aminoacidos, como se entiende en
la técnica. Kyte et al., J. Mol. Biol. 157: 105-132

(1982). El indice hidropatico de un aminoacido se basa en una consideracion de su hidrofobicidad y carga. Se sabe
en la técnica que los aminoacidos con indices hidropaticos similares pueden sustituirse y aun asi retener la funcién
de la proteina. En un aspecto, se sustituyen los aminoacidos que tienen indices hidropaticos de +2. La hidrofilicidad
de los aminoacidos también puede usarse para revelar sustituciones que resultarian en proteinas que retienen la
funcién bioldgica. Una consideracion de la hidrofilicidad de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite el
calculo de la hidrofilicidad media local mas alta de ese péptido, una medida util que se ha indicado que se
correlaciona bien con la antigenicidad e inmunogenicidad. Patente U.S. No. 4.554.101, incorporada en su totalidad
en la presente memoria por referencia. La sustitucion de aminoacidos que tienen valores similares de hidrofilicidad
puede resultar en péptidos que retienen la actividad biolégica, por ejemplo inmunogenicidad, como se entiende en la
técnica. Las sustituciones pueden realizarse con aminoacidos que tienen valores de hidrofilicidad dentro de +2 entre
si. Tanto el indice de hidrofobicidad como el valor de hidrofilicidad de aminoacidos estan influenciados por la cadena
lateral particular de ese aminoacido. Consistente con esta observacién, se entiende que las sustituciones de
aminoacidos que son compatibles con la funcion bioldgica dependen de la similitud relativa de los aminoacidos v,
particularmente, las cadena laterales de esos aminoacidos, como se revela por la hidrofobicidad, hidrofilicidad,
carga, tamafio y otras propiedades.

Un "vector" puede significar una secuencia de acido nucleico que contiene un origen de replicacion. Un vector puede
ser un plasmido, una levadura o un cromosoma artificial de mamifero. Un vector puede ser un vector de ARN o ADN.
Un vector puede ser un vector extracromosomico auto-replicativo o un vector que se integra en el genoma de un
huésped.

2. Receptor semejante a Toll

En la presente memoria se proporciona un receptor semejante a toll (TLR) que puede ser un tipo de receptor de
reconocimiento de patrén (PRR). El TLR puede reconocer moléculas que son productos moleculares conservados
derivados de patdgenos que incluyen bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, hongos y virus, pero que se
pueden distinguir de las moléculas del huésped, referidas colectivamente como patrones moleculares asociados con
patégeno (PAMP). EI TLR también puede reconocer moléculas endogenas liberadas de células dafadas o
moribundas, referidas colectivamente como patron molecular asociado a dafio (DAMP). Un PAMP o DAMP puede
ser un agonista de TLR como se describe adicionalmente mas adelante. El TLR puede ser un fragmento, variante,
analogo, homologo o derivado que recluta moléculas adaptadoras en el citoplasma de células con el fin de propagar
una sefial. El TLR puede ser de un ser humano u otra especie de mamifero tal como mono rhesus, ratén o rata. El
TLR puede ser al menos 30-99% idéntico a un TLR que recluta moléculas adaptadoras en el citoplasma de células
con el fin de propagar una sefal.

El TLR puede ser uno de entre diez y quince tipos de TLR que se estima que existen en la mayor parte de especies
de mamiferos. El TLR puede ser uno de los 13 TLR (denominados simplemente TLR1 a TLR13) que se han
identificado en seres humanos y ratones conjuntamente, o puede ser una forma equivalente que se ha encontrado
en otras especies de mamiferos. El TLR puede ser uno de los 11 miembros (TLR1-TLR11) que se han identificado
en los seres humanos.

El TLR puede expresarse por diferentes tipos de células inmunes y puede estar localizado en la superficie celular o
en el citoplasma celular. El TLR puede expresarse en células cancerosas. El TLR puede ser expresado por células
epiteliales normales en el sistema digestivo, queratinocitos normales en la piel, células epiteliales alveolares y
bronquiales y células epiteliales del tracto reproductor femenino. Estas células que recubren un érgano pueden ser
la primera linea de defensa frente a la invasion de microorganismos y los TLR expresados en las células epiteliales
pueden tener un papel crucial en la regulacion de la proliferacion y apoptosis.

La célula cancerosa que expresa TLR puede seleccionarse de la tabla siguiente:
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Tabla 1. Expresion de TLR en células cancerosas humanas

TIPO DE CANCER TLR
Cancer gastrico TLR2, TLR4, TLR5, TLR9
Cancer colorrectal TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9
Cancer de ovario TLR2, TLR3, TLR4, TLR5
Cancer cervical TLR3, TLR4, TLR5, TLR9
Cancer de pulmoén TLR2, TLR3, TLR4, TLR9
Cancer de prostata TLR4, TLR9
Melanoma TLR2, TLR3, TLR4
Cancer de cerebro TLR2, TLR4
Cancer de mama TLR2, TLR3, TLR4, TLR9
Carcinoma hepatocelular TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR9
Cancer laringeo TLR2, TLR3, TLR4

El TLR expresado en células cancerosas puede regular al alza la cascada de NF-xB y producir proteinas anti-
apoptoticas que contribuyen a la carcinogénesis y proliferacion de células cancerosas.

Se sabe que cuatro moléculas adaptadoras de TLR estan implicadas en la sefializacién. Estas proteinas se conocen
como factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), Tirap (también denominado Mal), Trif y Tram. Los adaptadores
activan otras moléculas en la célula, incluyendo determinadas proteinas quinasas (IRAK1, IRAK4, TBK1 e IKKi) que
amplifican la sefal y finalmente dan lugar a la induccidon o supresion de genes que orquestan la respuesta
inflamatoria. Las rutas de sefializacion de TLR durante el reconocimiento del patégeno pueden inducir reacciones
inmunes mediante rutas extracelulares e intracelulares mediadas por MyD88, factor nuclear potenciador de la
cadena ligera kappa de células B activadas (NF-kB) y proteina quinasa asociada a mitégeno (MAPK). En total, miles
de genes se activan por la sefalizacion de TLR y, colectivamente, el TLR constituye una de las vias de entrada mas
pleyotropicas, pero firmemente reguladas para la modulacion génica.

Los TLR junto con los receptores de interleuquina-1 forman una superfamilia de receptores, conocida como la
"superfamilia de receptor de interleuquina-1/receptor semejante a Toll". Todos los miembros de esta familia tienen en
comun un dominio denominado TIR (receptor Toll-IL-1). Pueden existir tres subgrupos de dominios TIR. Las
proteinas con dominios TIR del subgrupo | son receptores para interleuquinas que son producidos por macréfagos,
monocitos y células dendriticas y todos tienen dominios de inmunoglobulina (Ig) extracelulares. Las proteinas con
dominios TIR del subgrupo Il son TLR clasicos y se unen directamente o indirectamente a moléculas de origen
microbiano. Un tercer subgrupo de proteinas que contienen dominios TIR (lll) consiste en proteinas adaptadoras que
son exclusivamente citosdlicas y median la sefializacion de proteinas de los subgrupos 1 y 2. El TLR puede ser un
fragmento, variante, analogo, homaologo o derivado que retiene bien un dominio TIR del subgrupo I, dominio TIR del
subgrupo Il o dominio TIR del subgrupo llI.

El TLR puede funcionar como un dimero. Por ejemplo, aunque la mayor parte de los TLR parecen funcionar como
homodimeros, TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o TLR6, teniendo cada dimero una especificidad de ligando
diferente. EL TLR también puede depender de otros co-receptores para una sensibilidad completa para el ligando,
tal como en el caso del reconocimiento por TLR4 de LPS, que requiere MD-2. Se sabe que CD14 y la proteina de
union a LPS (LBP) facilitan la presentacion de LPS a MD-2.

a. TLR1

El TLR puede ser TLR-1, que reconoce PAMP con una especificidad para bacterias gram-positivas. TLR1 también
se ha designado como CD281.

b. TLRS

El TLR puede ser el receptor semejante a Toll 5. La proteina codificada por el TLR-5 puede jugar un papel
fundamental en el reconocimiento de patégenos y la activacion de la inmunidad innata. TLR-5 puede reconocer
PAMP que se expresan en agentes infecciosos, y median la produccién de citoquinas necesarias para el desarrollo
de la inmunidad eficaz. TLR-5 puede reconocer flagelina bacteriana, un componente principal de los flagelos
bacterianos y un factor de virulencia. La activacion del TLR puede movilizar el factor nuclear NF-xB y estimular la
produccioén del factor de necrosis tumoral alfa.
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3. Agonista del receptor semejante a Toll

En la presente memoria también se proporciona un agonista de TLR. El agonista de TLR puede ser un PAMP, que
puede ser un producto molecular conservado derivado de un patégeno. El patégeno puede ser una bacteria Gram-
positiva, bacteria Gram-negativa, hongo o virus. El agonista de TLR puede ser un ligando de patron molecular
asociado a dafio (DAMP), que puede ser una molécula enddgena liberada de células dafiadas o moribundas. Un
DAMP o PAMP puede iniciar una respuesta inmune a través de sefiales de TLR y reclutar moléculas adaptadoras en
el citoplasma de células con el fin de propagar una sefial. El agonista de TLR puede ser un agonista para el TLR,
que puede ser un ligando de la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2. TLR y ligandos

TLR Ligando DAMP Ligando PAMP
TLR1 Lipoproteinas triacilo
TLR2 Proteinas de choque térmico Péptidoglicano

HMGB1 (alta movilidad del grupo de | Lipoproteina
caja 1-anfoterina)

Acido lipoteicoico

Zimosan
TLR3 ARN(dSs propio ARNdSs viral
TLR4 Proteinas de choque térmico Proteinas de choque térmico
Fibrindgeno Lipopolisacaridos
Heparan sulfato Proteina de fusion RSV
Fibronectina Proteinas de la cubierta de MMTV
(virus de tumor mamario de ratén)
Acido hialurénico Paclitaxel
HMGB1
TLR5 flagelina
TLR6 Acido lipoteicoico
Lipoproteinas triacilo
zimosan
TLR Ligando DAMP Ligando PAMP
TLR7/TLR8 ARNSss propio ARNSss viral
TLR9 ADN propio ADN bacteriano y viral
TLR10
TLR11 Profilina

El agonista de TLR puede ser un fragmento, variante, analogo, homaélogo o derivado de un PAMP o DAMP que se
une a un TLR e induce la actividad mediada por TLR, tal como activacion de actividad NF-«B. El fragmento, variante,
analogo, homologo o derivado agonista de TLR puede ser al menos 30-99% idéntico a los aminoacidos de un
agonista de TLR e inducir actividad mediada por TLR.

El agonista de TLR puede estar dirigido a un TLR tal como TLR-5. El agonista de TLR puede ser un agonista de
TLR-5 y estimular la actividad de TLR-5. El agonista de TLR puede ser un anticuerpo anti-TLR5 u otra molécula
pequena. El agonista de TLR puede ser flagelina.

La flagelina también puede ser una flagelina o polipéptido relacionado con flagelina. La flagelina puede ser de
cualquier fuente, incluyendo una variedad de especies bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas. La flagelina
puede ser un polipéptido de flagelina de cualquier especie bacteriana Gram-positiva o Gram-negativa incluyendo,
pero no limitado a, un polipéptido de flagelina descrito en la Pub. de Pat. U.S. No. 2003/000044429. Por ejempilo, la
flagelina puede tener una secuencia de aminoacidos de una especie bacteriana representada en la Figura 7 de la
Publicacion de Patente U.S. No. 2003/0044429. Las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos de
flagelina listadas en la Figura 7 de U.S. 2003/0044429 estan disponibles publicamente en fuentes incluyendo la base
de datos Genbank de NCBI. La flagelina también puede ser un péptido de flagelina correspondiente a un nimero de
registro listado en los resultados BLAST mostrados en la Fig. 25 de la Pub. de Patente U.S. 2003/000044429, o una
variante de éste. La flagelina también puede ser un polipéptido de flagelina como se describe en la Publicacion de
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Solic. de Patente U.S. No. 2009/0011982. La flagelina puede ser uno cualquiera de un polipéptido de flagelina como
se describe en las Figuras 6 y 7 de la presente memoria.

La flagelina puede ser un fragmento, variante, analogo, homélogo o derivado de una flagelina que se une a TLR5 e
induce actividad mediada por TLRS5, tal como activacion de actividad NF-kB. Un fragmento, variante, analogo,
homodlogo o derivado de flagelina puede ser al menos 30-99% idéntico a los aminoacidos de una flagelina que se
une a TLR5 e induce actividad mediada por TLRS.

La flagelina puede ser de una especie de Salmonella, un ejemplo representativo de la cual es S. dublin (codificada
por Numero de Registro GenBank M84972). El polipéptido relacionado con flagelina puede ser un fragmento,
variante, analogo, homologo o derivado de M84972, o combinacién de éstos, que se une a TLR5 e induce actividad
mediada por TLRS5, tal como activacion de actividad NF-kB. Un fragmento, variante, analogo, homdlogo o derivado
de flagelina puede obtenerse por un disefio con base racional basado en la estructura de dominio de Flagelina y la
estructura conservada reconocida por TLR5.

La flagelina puede comprender al menos 10, 11, 12 6 13 de los 13 aminoacidos conservados mostrados en la Fig. 5
(posiciones 89, 90, 91, 95, 98, 101, 115, 422, 423, 426, 431, 436 y 452). La flagelina puede ser al menos 30-99%
idéntica a los aminoacidos 1 174 y 418 505 de M84972. La Fig. 26 de la Publicacion de Solic. de Patente U.S. No.
2009/0011982 lista el porcentaje de identidad del extremo amino y carboxi de la flagelina con actividad estimuladora
de TLR-5 conocida, comparado con M84972.

La flagelina puede ser el componente principal del flagelo bacteriano. La flagelina puede estar compuesta por tres
dominios (Fig. 4). El dominio 1 (D1) y el dominio 2 (D2) pueden ser discontinuos y pueden formarse cuando los
residuos en el extremo amino y extremo carboxi se yuxtaponen por la formaciéon de una estructura en horquilla. El
extremo amino y carboxi que comprenden los dominios D1 y D2 pueden estar muy conservados, mientras el dominio
variable medio (D3) puede ser altamente variable. Los estudios con una proteina recombinante que contiene el
amino D1y D2 y el carboxilo D1 y D2 separados por una bisagra de Escherichia coli (ND1-2/ECH/CD2) indican que
D1 y D2 pueden ser bioactivos cuando se acoplan a un elemento ECH. Esta quimera, pero no la bisagra sola, puede
inducir la degradacion de 1kBa, activacion de NF-xB y produccion de NO e IL-8 en dos lineas celulares de epitelio
intestinal. EI dominio no conservado D3 puede estar en la superficie del filamento flagelar y puede contener los
epitopos antigénicos principales. La actividad proinflamatoria potente de la flagelina puede residir en las regiones D1
y D2 N y C altamente conservadas (Véase la Figura 4).

La flagelina puede inducir la actividad de NF-kB mediante la union al receptor semejante a Toll 5 (TLR5). El TLR
puede reconocer una estructura conservada que es particular de la flagelina. La estructura conservada puede estar
compuesta por un gran grupo de residuos que de alguna manera son permisivos a variacion en el contenido de
aminoacidos. Smith et al., Nat. Immunol. 4: 1247-53 (2003), cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria
por referencia, han identificado 13 aminoacidos conservados en la flagelina que son parte de la estructura
conservada reconocida por TLR5. Los 13 aminoacidos conservados de la flagelina que pueden ser importantes para
la actividad de TLRS se muestran en la Fig. 5.

Se han preparado numerosos mutantes delecionales de flagelina que retienen al menos parte de la actividad
estimuladora de TLR5. La flagelina puede ser uno de dichos mutantes delecionales y puede ser un mutante
delecional descrito en los Ejemplos de la presente memoria. La flagelina puede comprender una secuencia traducida
del nimero de registro GenBank D13689 que carece de los aminoacidos 185-306 6 444-492 o del niumero de
registro GenBank M84973 que carece de los aminoacidos 179-415 o una variante de éstos.

La flagelina puede comprender inserciones de transposones y cambios en el dominio variable D3. EI dominio D3
puede sustituirse en parte, o completamente, con una bisagra o polipéptido conector que permite que los dominios
D1 y D2 se plieguen apropiadamente de manera que la variante estimula la actividad de TLR5. Los elementos
bisagra de la variante pueden encontrarse en la proteina MukB de E. coli y pueden tener una secuencia como se
muestra en SEQ ID NOS: 3 y 4, o una variante de éstas.

La flagelina como se ha descrito anteriormente puede comprender ademas una secuencia lider. La flagelina que
comprende ademas una secuencia lider puede ser CBLB502S.

4. Agente

Esta invencion también se refiere a un agente que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un TLR y
agonista de TLR. El agente puede administrar el TLR separadamente del agonista de TLR. El agente puede ser un
vector. El vector puede comprender un primer acido nucleico que codifica el TLR y un segundo acido nucleico que
comprende el agonista de TLR. El vector puede ser capaz de transducir células de mamifero. El vector puede ser
capaz de la expresion bi-cistronica del TLR y/o agonista de TLR usando promotores fuertes. El vector puede
comprender solo un gen que codifica el TLR, que puede estar controlado por un promotor fuerte. El vector puede
administrarse a una célula de mamifero por un sistema de vector relacionado con virus o liposoma. El sistema de
vector de virus puede ser un adenovirus o un citomegalovirus.
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El agente puede ser un liposoma que alberga el vector. El liposoma puede ser capaz de transducir células de
mamifero y administrar el vector para la expresion.

El agente puede ser una formulacion de farmaco que induce simultaneamente la expresion y activa el TLR,
exponiendo de esta manera las células tumorales o infectadas al sistema inmune del huésped imitando la situacién
de una penetracion masiva a través de la pared intestinal. El agente puede ser una formulaciéon de farmaco que
expresa el TLR en combinacion con el agonista de TLR y puede administrarse sistematicamente en disolucion para
administracion tal como intramuscularmente. El agente puede ser una formulacién de farmaco que expresa el TLR
en combinacion con el agonista de TLR, que puede expresarse a partir del mismo vector, tal como un sistema de
vector adenoviral o de citomegalovirus. El agente puede ser una formulaciéon de farmaco que expresa el TLR en
combinacién con el agonista de TLR expresado en la forma de una nano-particula, que puede portar un agonista
funcional a la superficie celular de una célula de mamifero.

El agente puede ser un agente farmacéutico que comprende la formulacion de farmaco descrita anteriormente, que
puede producirse usando métodos muy conocidos en la técnica. El agente también puede comprender un coagente.

El vector puede comprender un primer acido nucleico que codifica TLR5 y un segundo acido nucleico que
comprende flagelina. El vector puede ser capaz de expresar TLR5 y/o flagelina usando un promotor fuerte. El vector
de expresion puede comprender ademas una secuencia lider clonada antes del extremo 5' del gen que codifica el
TLR o TLR5 y/o flagelina. El vector de expresion puede ser un sistema de vector basado en pCD515. El vector de
expresion puede ser pCD515-CMV-hTLRS-EF1-502 como se describe en la Figura 1A. El vector de expresion puede
ser pCD515-CMV-hTLR5 como se describe en la Figura 1B. El vector de expresion puede ser pCD515-CMV-Sseap-
502 como se describe en la Figura 1C.

El agente puede ser una formulacion de farmaco que induce simultaneamente la expresion y activa el TLR,
exponiendo de esta manera las células tumorales o infectadas al sistema inmune del huésped imitando la situacién
de una penetracién masiva a través de la pared intestinal. La formulacién de farmaco puede estar en la forma de un
sistema de expresion viral que alberga el vector. La formulacion de farmaco puede ser un adenovirus que expresa
TLR5 humano funcional en combinacion con:

el agonista de TLR, administrado sistematicamente en disolucién para administracion, tal como intramuscularmente;
el agonista de TLR, expresado a partir del mismo vector adenoviral que el TLR; o

el agonista de TLR, expresado en la forma de nano-particulas que portan el agonista de TLR funcional, tal como
flagelina, que puede derivar de CBLB502, en su superficie. La nano-particula puede estar basada en un bacteriéfago
T7, o formarse completamente para retener su actividad bioldgica. La nano-formulacion puede proporcionar una
activacion de informador en respuesta a NF-xB dependiente de la dosis y puede resultar en la internalizacién celular
por endocitosis para la estrategia de inmunizacion eficaz (Mobian AP-A).

a. Administracion

La administracion de los agentes usando el método descrito en la presente memoria puede ser oralmente,
parenteralmente, sublingualmente, transdérmicamente, rectalmente, transmucosalmente, topicamente, mediante
inhalacion, mediante administracion bucal, o combinaciones de éstas. La administracion parenteral incluye, pero no
esta limitada a, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intratecal, e intraarticular. Para
uso veterinario, el agente puede administrarse como una formulacién conveniente aceptable segun la practica
veterinaria normal. El veterinario puede determinar facilmente el régimen de dosificacién y la ruta de administracion
que es la mas apropiada para un animal particular. Los agentes pueden administrarse a un paciente humano, gato,
perro, animal grande o un ave.

El agente puede administrarse simultaneamente o metrondmicamente con otros tratamientos. El término
"simultaneo” o "simultdneamente" tal y como se usa en la presente memoria, significa que el agente y otro
tratamiento se administran en 48 horas, preferiblemente 24 horas, mas preferiblemente 12 horas, aun mas
preferiblemente 6 horas y lo mas preferiblemente 3 horas o menos, uno respecto al otro. El término
"metrondmicamente” tal y como se usa en la presente memoria significa la administracion del agente en momentos
diferentes del otro tratamiento y a una determinada frecuencia respecto a la administracion repetida.

El agente puede administrarse en cualquier punto antes de otro tratamiento incluyendo aproximadamente 120 hr,
118 hr, 116 hr, 114 hr, 112 hr, 110 hr, 108 hr, 106 hr, 104 hr, 102 hr, 100 hr, 98 hr, 96 hr, 94 hr, 92 hr, 90 hr, 88 hr,
86 hr, 84 hr, 82 hr, 80 hr, 78 hr, 76 hr, 74 hr, 72 hr, 70 hr, 68 hr, 66 hr, 64 hr, 62 hr, 60 hr, 58 hr, 56 hr, 54 hr, 52 hr,
50 hr, 48 hr, 46 hr, 44 hr, 42 hr, 40 hr, 38 hr, 36 hr, 34 hr, 32 hr, 30 hr, 28 hr, 26 hr, 24 hr, 22 hr, 20 hr, 18 hr, 16 hr,
14 hr, 12 hr, 10 hr, 8 hr, 6 hr, 4 hr, 3 hr, 2 hr, 1 hr, 55 mins., 50 mins., 45 mins., 40 mins., 35 mins., 30 mins., 25
mins., 20 mins., 15 mins., 10 mins., 9 mins., 8 mins., 7 mins., 6 mins., 5 mins., 4 mins., 3 mins., 2 mins. y 1 min. El
agente puede administrarse en cualquier punto antes de un segundo tratamiento del agente incluyendo
aproximadamente 120 hr, 118 hr, 116 hr, 114 hr, 112 hr, 110 hr, 108 hr, 106 hr, 104 hr, 102 hr, 100 hr, 98 hr, 96 hr,
94 hr, 92 hr, 90 hr, 88 hr, 86 hr, 84 hr, 82 hr, 80 hr, 78 hr, 76 hr, 74 hr, 72 hr, 70 hr, 68 hr, 66 hr, 64 hr, 62 hr, 60 hr,
58 hr, 56 hr, 54 hr, 52 hr, 50 hr, 48 hr, 46 hr, 44 hr, 42 hr, 40 hr, 38 hr, 36 hr, 34 hr, 32 hr, 30 hr, 28 hr, 26 hr, 24 hr,
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22 hr, 20 hr, 18 hr, 16 hr, 14 hr, 12 hr, 10 hr, 8 hr, 6 hr, 4 hr, 3 hr, 2 hr, 1 hr, 55 mins., 50 mins., 45 mins., 40 mins., 35
mins., 30 mins., 25 mins., 20 mins., 15 mins., 10 mins., 9 mins., 8 mins., 7 mins., 6 mins., 5 mins., 4 mins., 3 mins., 2
mins. y 1 min.

El agente puede administrarse en cualquier punto después de otro tratamiento incluyendo aproximadamente 1 min,
2 mins., 3 mins., 4 mins., 5 mins., 6 mins., 7 mins., 8 mins., 9 mins., 10 mins., 15 mins., 20 mins., 25 mins., 30 mins.,
35 mins., 40 mins., 45 mins., 50 mins., 55 mins., 1 hr, 2 hr, 3 hr, 4 hr, 6 hr, 8 hr, 10 hr, 12 hr, 14 hr, 16 hr, 18 hr, 20
hr, 22 hr, 24 hr, 26 hr, 28 hr, 30 hr, 32 hr, 34 hr, 36 hr, 38 hr, 40 hr, 42 hr, 44 hr, 46 hr, 48 hr, 50 hr, 52 hr, 54 hr, 56
hr, 58 hr, 60 hr, 62 hr, 64 hr, 66 hr, 68 hr, 70 hr, 72 hr, 74 hr, 76 hr, 78 hr, 80 hr, 82 hr, 84 hr, 86 hr, 88 hr, 90 hr, 92
hr, 94 hr, 96 hr, 98 hr, 100 hr, 102 hr, 104 hr, 106 hr, 108 hr, 110 hr, 112 hr, 114 hr, 116 hr, 118 hr y 120 hr. El
agente puede administrarse en cualquier punto después de un segundo tratamiento del agente incluyendo
aproximadamente 120 hr, 118 hr, 116 hr, 114 hr, 112 hr, 110 hr, 108 hr, 106 hr, 104 hr, 102 hr, 100 hr, 98 hr, 96 hr,
94 hr, 92 hr, 90 hr, 88 hr, 86 hr, 84 hr, 82 hr, 80 hr, 78 hr, 76 hr, 74 hr, 72 hr, 70 hr, 68 hr, 66 hr, 64 hr, 62 hr, 60 hr,
58 hr, 56 hr, 54 hr, 52 hr, 50 hr, 48 hr, 46 hr, 44 hr, 42 hr, 40 hr, 38 hr, 36 hr, 34 hr, 32 hr, 30 hr, 28 hr, 26 hr, 24 hr,
22 hr, 20 hr, 18 hr, 16 hr, 14 hr, 12 hr, 10 hr, 8 hr, 6 hr, 4 hr, 3 hr, 2 hr, 1 hr, 55 mins., 50 mins., 45 mins., 40 mins., 35
mins., 30 mins., 25 mins., 20 mins., 15 mins., 10 mins., 9 mins., 8 mins., 7 mins., 6 mins., 5 mins., 4 mins., 3 mins., 2
mins. y 1 min.

b. Formulacion

El método puede comprender administrar el agente. Los agentes proporcionados en la presente memoria pueden
estar en la forma de comprimidos o pastillas formuladas de una manera convencional. Por ejemplo, los comprimidos
y capsulas para administracion oral pueden contener excipientes convencionales que pueden ser agentes de
aglutinamiento, relleno, lubricantes, disgregantes y agentes humectantes. Los agentes aglutinantes incluyen, pero no
estan limitados a, jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto, mucilago de almidén y polivinilpirrolidona. Los
materiales de relleno pueden ser lactosa, azucar, celulosa microcristalina, almidéon de maiz, fosfato de calcio y
sorbitol. Los lubricantes incluyen, pero no estan limitados a, estearato de magnesio, acido estearico, talco, polietilen
glicol y silice. Los disgregantes pueden ser almidon de patata y glicolato sddico de almidon. Los agentes
humectantes pueden ser lauril sulfato de sodio. Los comprimidos pueden recubrirse segiin métodos muy conocidos
en la técnica.

Los agentes proporcionados en la presente memoria también pueden ser formulaciones liquidas tales como
suspensiones acuosas 0 grasas, disoluciones, emulsiones jarabes y elixires. Los agentes también pueden
formularse como un producto seco para constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Dichas
preparaciones liquidas pueden contener aditivos tales como agentes de suspension, agentes emulsionantes,
vehiculos no acuosos y conservantes. El agente de suspension puede ser jarabe de sorbitol, metil celulosa, jarabe
de glucosal/azucar, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetil celulosa, gel de estearato de aluminio y grasas
comestibles hidrogenadas. Los agentes emulsionantes pueden ser lecitina, monooleato de sorbitan y goma arabiga.
Los vehiculos no acuosos pueden ser aceites comestibles, aceite de almendra, aceite de coco fraccionado, ésteres
grasos, propilen glicol y alcohol etilico. Los conservantes pueden ser p-hidroxibenzoato de metilo o propilo y acido
sorbico.

Los agentes proporcionados en la presente memoria también pueden formularse como supositorios, que pueden
contener bases de supositorio tales como manteca de caco o glicéridos. Los agentes proporcionados en la presente
memoria también pueden formularse para inhalaciéon, que puede ser en una forma tal como una disolucion,
suspension o emulsidon que puede administrarse como un polvo seco o en la forma de un aerosol usado un
propelente, tal como diclorodifluorometano o triclorofluorometano. Los agentes proporcionados en la presente
memoria también pueden formularse como formulaciones transdérmicas que comprenden vehiculos acuosos o no
acuosos tales como cremas, pomadas, lociones, pastas, escayola medicada, parche o membrana.

Los agentes proporcionados en la presente memoria también pueden formularse para administracion parenteral tal
como por inyeccion, inyeccion intratumoral o infusidn continua. Las formulaciones para inyecciéon pueden estar en la
forma de suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos grasos o acuosos y pueden contener agentes de
formulacién incluyendo, pero no limitado a, agentes de suspension, estabilizantes y dispersantes. El agente también
puede proporcionarse en una forma de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado incluyendo, pero no
imitado a, agua estéril sin pirégenos.

Los agentes proporcionados en la presente memoria también pueden formularse como una preparacion de
liberacion sostenida, que puede administrarse por implante o por inyeccion intramuscular. Los agentes pueden
formularse con materiales poliméricos o hidrofébicos adecuados (como una emulsion en un aceite aceptable, por
ejemplo), resinas de intercambio idnico o como derivados poco solubles (como una sal poco soluble, por ejemplo).

c. Dosificacion

El método puede comprender administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del agente a un paciente que lo
necesita. La cantidad terapéuticamente eficaz requerida para uso en terapia varia con la naturaleza de la afeccién
que se esta tratando, la cantidad de tiempo deseada para activar la actividad de TLR y la edad/condicion del
paciente. En general, sin embargo, las dosis empleadas para el tratamiento de seres humanos adultos estan
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tipicamente en el intervalo de 0,001 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg por dia. La dosis puede ser
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg por dia. La dosis deseada puede administrarse
convenientemente en una Unica dosis o como dosis multiples administradas a intervalos apropiados, por ejemplo
como dos, tres, cuatro o mas sub-dosis por dia. Las dosis multiples pueden desearse o requerirse.

La dosificacion puede ser a cualquier dosificacion tal como aproximadamente 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4
mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,7 mg/kg, 0,8 mg/kg, 0,9 mg/kg, 1 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg, 100 mg/kg,
125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 225 mg/kg, 250 mg/kg, 275 mg/kg, 300 mg/kg, 325 mg/kg, 350
mg/kg, 375 mg/kg, 400 mg/kg, 425 mg/kg, 450 mg/kg, 475 mg/kg, 500 mg/kg, 525 mg/kg, 550 mg/kg, 575 mg/kg,
600 mg/kg, 625 mg/kg, 650 mg/kg, 675 mg/kg, 700 mg/kg, 725 mg/kg, 750 mg/kg, 775 mg/kg, 800 mg/kg, 825
mg/kg, 850 mg/kg, 875 mg/kg, 900 mg/kg, 925 mg/kg, 950 mg/kg, 975 mg/kg 6 1 mg/kg.

5. Método para tratar cancer

En la presente memoria se proporciona un vector y agente para uso en el tratamiento del cancer mediante la
administracion del agente a un mamifero que lo necesita. También pueden usarse para inmunoterapia frente al
cancer mediante la conversion de las células tumorales a un estado en el que responden al agonista de TLR con la
estimulacion intratumoral dirigida de TLR, centrando de esta manera una respuesta inmune en el tumor. Los tumores
primarios pueden tratarse antes de la eliminacidon quirdrgica con el fin de reducir el riesgo del desarrollo de
metastasis, asi como para tratar otros nédulos tumorales. El método puede comprender la inyeccion intratumoral. El
agente puede inyectarse en un tumor primario antes de la eliminacién quirdrgica con el fin de reducir el riesgo del
desarrollo de metastasis, asi como para tratar otros nddulos tumorales. Puede tratarse cualquier tumor que es
accesible para una inyeccion intratumoral de adenovirus.

Puede tratarse una variedad de canceres segun esta invencion, incluyendo carcinoma, vejiga (incluyendo cancer de
vejiga acelerado y metastasico), mama, colon (incluyendo cancer colorrectal), rifion, higado, pulmon (incluyendo
cancer de pulmén de células pequefas y no pequeias y adenocarcinoma de pulmén), ovario, préstata, testiculos,
tracto genitourinario, sistema linfatico, recto, laringe, pancreas (incluyendo carcinoma pancreatico exocrino),
esofago, estdbmago, vesicula biliar, cuello uterino, tiroides y piel (incluyendo carcinoma de células escamosas);
tumores hematopoyéticos del linaje linfoide incluyendo leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica
aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de Hodgkins, linfoma no de Hodgkins, linfoma de células
pilosas, linfoma histiocitico y linfoma de Burketts; tumores hematopoyéticos del linaje mieloide incluyendo leucemias
mieldgenas agudas y crénicas, sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide y leucemia promielocitica; tumores del
sistema nervioso central y periférico incluyendo astrocitoma, neuroblastoma, glioma y schwanomas; tumores de
origen mesenquimatico incluyendo fibrosarcoma, rhabdomiosarcoma y osteosarcoma; y otros tumores incluyendo
melanoma, xenoderma pigmentoso, queratoactantoma, seminoma, cancer de tiroides folicular, teratocarcinoma y
canceres del tracto gastrointestinal o la cavidad abdominopélvica.

El método puede combinarse con otros métodos para tratar cancer, incluyendo el uso de un inmunoestimulador,
citoquina o quimioterapéutico. El inmunoestimulador puede ser una hormona de crecimiento, prolactina o vitamina D.

6. Tratamiento de células infectadas

En la presente memoria se proporciona un vector y agente para uso en el tratamiento de una enfermedad infecciosa
mediante la administracion simultanea de células transducidas por el agente. Pueden usarse para tratar una
infeccion viral, bacteriana, de parasitos protozoarios o fungica. Puede tratarse con éste cualquier enfermedad
infecciosa mediante el uso de una inyeccion intracelular que resulta en la activacion autocrina de la sefializacion de
TLR de las células infectadas con un efecto sistémico minimo y permitiendo de esta manera atraer una respuesta
inmune innata especifica a las células infectadas. El tratamiento puede combinarse con otras terapias para tratar
infecciones virales, bacterianas, de parasitos protozoarios o fungicas.

El tratamiento puede comprender administrar el agente. El tratamiento puede comprender la administracién de una
vacuna que comprende el agente y puede usarse en combinaciéon con cualquier otra vacunacién, que puede
comprender una construccion que expresa un antigeno elegido.

Ejemplo 1
Sintesis de vector TLR5/flagelina de expresion bi-cistronica y tratamiento de células tumorales

Se crearon construcciones de vector para expresar el receptor semejante a Toll 5 (TLR-5) y flagelina CBLB502. El
vector pCD515 se us6 como un nucleo para estas construcciones. La secuencia de ADNc de TLR-5 humano y el
ADN que codifica el agonista del receptor semejante a toll CBLB502 se fusionaron individualmente con un péptido
lider derivado de fosfatasa alcalina lo que permite el direccionamiento de la proteina expresada a través del reticulo
endoplasmico (ER) y Golgi hacia la secrecién extracelular.

La construccion de vector pCD515-CMV-hTLR5-EF1-502s expres6 la forma secretada de flagelina CBLB502
(CBLB502S) y el receptor semejante a toll 5 (TLR5) en la superficie celular. Este vector adenoviral requiri6 la
modificacion de CBLB502 para conseguir su sintesis y secrecion eficaz por las células de mamiferos. La
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construcciéon de adenovirus comprende la secuencia de acido nucleico lider
(Atgctgctgcetgetgctgetgetgggectgaggctacagctctcectggge) derivada de la fosfatasa alcalina y se clon6é antes del
extremo 5' del gen de la flagelina de Salmonella truncado (fliC) (véase Burdelya et al., Science 320: 226-230 (2008)
para codificar una forma secretable de flagelina (es decir, CBLB502S). Se clondé un promotor EF1 (factor de
elongacion la) antes del extremo 5' de este casete que codifica CBLB502S. El gen TLR5 se derivdé de seres
humanos y tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la Figura 9. Se clon6 un promotor de CMV antes
del extremo 5' del gen TLR5. Esta construccion co-expresa TLR5 y CBLB502S. Esta construccion se muestra en la
Figura 1A.

El vector de expresion pCD515-CMV-hTLRS se construyd para expresar la forma de TLR-5 humano (véase la Figura
9). La construccion de adenovirus comprende un promotor de CMV fuerte clonado antes del extremo 5' del casete de
hTLRS5. Esta construccion se muestra en la Figura 1B.

El vector de expresion pCD515-CMV-Sseap-502 se construyd para expresar la flagelina secretada CBLB502 y el
semejante a toll. La construccion de adenovirus comprende un promotor de CMV fuerte clonado antes del extremo 5'
de la secuencia lider SEAP 502 gen de flagelina (fliC). Esta construcciéon se muestra en la Figura 1C. [Se necesita
informacién de clonacion]

Ejemplo 2
Sintesis de vector TLR5/flagelina de expresion bi-cistronica y tratamiento de células tumorales

Se transdujeron dos lineas celulares informadoras de mamiferos, ambas expresando GFP que responde a NF-«xB y
que se diferencian en su estado de TLRS5, con las construcciones de vector pCD515, pCD515-CMV-hTLR5-EF1-
502s, pCD515-CMV-hTLR5-502, pCD515-CMV-hTLR5 y pCD515-CMV-Sseap-502 (véase la Tabla 3 a
continuacion).

Tabla 3. Actividad de las construcciones adenovirales como activadores de la sefalizacién de TLRS

Tratamiento Linea informadora 293-sin | Linea informadora 293-TLR
actividad

CBLB502 - +
Ad5 (control) (pCD515) - -
Ad5 (TLR5) (pCD515-CMV-hTLRS) | - -

Ad5 (TLR5) + CBLB502 (pCD515- | + +
CMV-hTLR5-EF1-502)

Ad5 (CBLB502S) (pCD515-CMV- | - +
Sseap-502)

Ad5 (TLR5) (pCD515-CMV-hTLR5) | + +

+ Ad5 (CBLB502S) (pCD515-CMV-
hTLR5-EF1-502s)

Ad5 (CBLB502S + TLR5) | + +
(pCD515-CMV-hTLR5-EF1-502s)

El vector que co-expresa TLR5 y el agonista de TLR5 CBLB502S fue suficiente para inducir la expresion del
informador NF-xB en células 293-sin actividad que no expresan ninguno de los TLR conocidos y que no pueden
activarse por el agonista de TLR5 solo. Este experimento demuestra que TLR5 vy la flagelina CBLB502S pueden
funcionar en trans o en cis para activar la sefalizacion de TLR5.

Ejemplo 3

Para ensayar los efectos antitumorales de adenovirus bi-cistronicos que tienen (pCD515-CMV-hTLR5-EF1-502s), se
inyectaron 10 ml de la suspension adenoviral (1.102-1.011 Ul/ml) en uno de dos tumores singénicos que crecen s.c.
en ratones Balb/c que se originan de células de carcinoma de colon de ratdon CT26 cuando los tumores alcanzaron
un diametro de 3-5 mm y el tamafio tumoral se monitorizé hasta que los tumores control no inyectados alcanzaron el
limite de tamafio que requiere la terminacion del experimento. Se inyect6 a los ratones control (de nuevo, un tumor
de dos por ratén) vector adenoviral que expresa la proteina roja fluorescente (RFP). Los resultados de un
experimento representativo se muestran en la Figura 4. La ausencia casi completa de crecimiento de los tumores a
los que se inyecté (pCD515-CMV-hTLR5-EF1-502s) estuvo acompafiada de un crecimiento reducido del tumor no
inyectado en el mismo animal comparado con los tumores en los animales control a los que se inyectd adenovirus
que expresa RFP. Este resultado indica (i) efecto potente en cis y (ii) visible en trans de pCD515-CMV-hTLR5-EF1-
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502s indicativo de reclutamiento de respuesta inmune tanto innata (efecto cis) como adaptativa (efecto trans).
Ninguno de los demas virus control listados en la Tabla 1 (es decir, AD5 (control) y Ad5 (TLRS5)) inyectado solo tuvo
efectos supresores del crecimiento en los tumores.

Asi, la expresion ectopica forzosa de TLR5 hace que tipos de células tumorales, que originariamente eran
deficientes en TLR5, respondan altamente a la estimulacion con TLR5 lo que resulta en la ruptura de la
inmunotolerancia tumoral, atraccion potente de la respuesta inmune innata que estimula el desarrollo eficaz de la
respuesta inmune adaptativa con un efecto antitumoral general posterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que comprende un primer y segundo acido nucleico, en el que el primer acido nucleico codifica un
receptor semejante a toll y el segundo acido nucleico codifica un agonista del receptor semejante a toll seleccionado
del grupo que consiste en proteinas de choque térmico, alta movilidad del grupo de caja 1, fibrinégeno, fibronectina,
proteina de fusién RSV, proteinas de la cubierta del virus de tumor mamario de ratén, flagelina y profilina.

2. El vector de la reivindicacion 1, en el que el agonista del receptor semejante a toll es flagelina.
3. El vector de la reivindicacion 1, en el que el vector es un vector de expresion.
4. El vector de la reivindicacién 3, en el que el vector es un vector de expresion de mamiferos.

5. El vector de la reivindicacién 3, en el que el vector se expresa a partir de un adenovirus, un lentivirus o un
liposoma.

6. El vector de la reivindicacién 1, en el que el primer acido nucleico es una forma secretada de un receptor
semejante a toll.

7. El vector de la reivindicacion 2, en el que la flagelina es una forma secretada de flagelina.
8. El vector de la reivindicacion 1, en el que el receptor semejante a toll es TLR-5.
9. El vector de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso como un medicamento.

10. Un agente para uso en el tratamiento del cancer en un mamifero que lo necesita, en el que el agente comprende
el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

11. El agente para uso de la reivindicacion 10, en el que el cancer es un tumor.

12. El agente para uso de la reivindicacion 11, en el que el tumor deriva del grupo que consiste en prostata, mama,
colon, esofago, estdbmago, pulmon, pancreatico, renal, tiroides, ovarios, garganta, cuello uterino, sarcomas,
melenomas, leucemias y linfomas.

13. Un agente para uso en el tratamiento de una infeccién en un mamifero que lo necesita, en el que el agente
comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

14. El agente para uso de la reivindicacion 13, en el que la infecciéon es por un organismo seleccionado del grupo
que consiste en un virus, una bacteria, un parasito protozoario y un hongo.
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FIGURAT
AA
Secuencia de nucleatidos (990 pb):
ATGCGGGGT ICTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCIGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACAAGTCATTAATACA
RACAGCCTGICGCTGT TGACCCAGAATARCC TGRACAAATC TCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTC IGGTCTGCGTATCARCAGC GCGARAGACGATGCGGCAGGT
CAGGCGATTGCTAACCGCTTCACTTICTAATATCAAAGGCCTGACTCAGGCTTCCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTCTAT TGCGCAGACCAC TGAAGGT GCGCTGAMTGARRTCAACAAC
AACCTGCAGCGTGTIGCGTGAGTTGIC TG TTCAGGC CACTARCGGGACTARCTCTGATTCC
GATCTGAARTCTATCCAGGATGARAT TCAGCRACGTC TGGAAGARATCGATCGCGTTICT
AATCAGACTCAATTTAACGGTGTTAARGTCCTCTC TCAGGACAACCAGATGARARTCCAG
GTTGGTGCTAACGATGGTGARARCCATTACCATCGATCTGCARAARRATTGATGTGAAAAGT
CTTGGCCTTGATGGGT TCAATGT TAL TTCCCCGGGAATT TCCGETGGTGETGGTGGAATT
CTAGACTCCATGGGTACATTARTCAATCAAGACGC TGCCGCAGCCAAGAAARGTACCGCT
RACCCACTGGCTTCAATTGATICTGCAT IGTCARRAGTGGACGCAGTTCGTICTICTCIG
GGGGECAATTCARRACCGTTTTGATTCAGCCATTRCCAMCCTTGGCARTACGGTARCCART
CTGAACTCCGLGUGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTATGCAACGGAAGTTTCTAATATG
TCTARAGCGCAGAT TCTGCAGCAGGCIGGTACT TCCGTTCTGGCGCAGGC TRACCAGGT T
CCGCAARACGTCCTCTCTITACTGCGTITAG
Secuencia de proteina (329 AA):
MRGSHHEHHHHGMA SMTGGQOMGRDLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTQNNLN
KSQSSLSSATERLSSGLRINSAKDDAAGQATIANRFTSNIKGLTQASRNANDG
ISTAQTTEGALNE INNNLORVRELSVOQATNGTNSDSDLKSIQDETIQQRLEET
DREVSNQTOFNGVEVLSODNOMKICOVGANDGETITIDLOKIDVESLGLDGENY
NSPGISGGGGGILDSMGTLINEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSL
GAIQNRFDSAITNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILODAGTS
VLAQANQVPONVLSLLR

AB'

Secuencia de nucleatidos (825 pb):

ATGCGGEGET e TCATCATCATCAT CATCATGCTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAL
ATGGETCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACAAGTCATTARTACA
BACAGCCTGTCGC TGTTGACCCAGRATAACC TGAACARATC TCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTCTGGTCTGCOGTATCAACAGCGCGAARGACGATGCGGCAGGT
CAGGCGATTGCTAACCGC TTCACTTC TAATATCARAGGCC TGACTCAGGC TTICCCGTARL
GCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGARATCARCARC
BACCTGCAGCGTGTGCGIGAGT IGTCTGT TCAGGCCACTARCGGGACTARCTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGAAATTCAGCAACGTCTGGAAGARATCGATCGCGTTTICT
ARTCAGACTCAATTTAACGGTGTTARAGTCCTCTCTCAGGACAACCAGATGARAATCCAG
GTTGGTGCTAACGATGGIGARACCATTACCATCGATC TGCARAARATTGATGTGARRAGE
CTTGGCCTTGATGGGTTCAATGT TAATTCCCCGGGAATTTCCGGTGGTGG TGGTGGAATT
CTAGACTCCATGGGTACATTAATCARTGRARGACGCTGCCGCAGCCAAGARRAGTACCGET
ARCCCACTGGCTTCAATIGATTCTGCATTGTCARARAGTGGACGCAGTTCGTICTTCTCTG
GGGGCAATTCAARACCGTTTTGATTCAGCCATTACCAACCTTTAG

Secuencia de proteina (274 AA):

MRGSHHEHHAGMASMTGGQOMGRDL YDDDDRKDPMRQVINTNSLSLLTONNLN
KSQS55LSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGOAIANRFTSNIKGLTOASENANDG
ISIAQTTEGALNEINNNLORVRELSVOATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEETL
DRVSNQTQFNGVEVLSOQDNQMEIQVGANDGETITIDLOKIDVKSLGLDGFNV
ESPGISGGGGGILDSHGTLINEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAURSSL
GAIQNRFDSAITNL
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FIGURA 7, CONTINUACION
BA'
Secuencia de nucleotidos (831 pb):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTEGACAGCAA
ATEEGTCGGGATCTETACGACGATGACGATAAGGA TCCGT TCACTTCTAATATCAARGGE
CTGACTCAGGCTTCCCGTAACGCTARCGACGGCAT TTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGT
GCGCTGAATGARA TCAACAACAACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTIGTCTGTTCAGGCCACT
AACGGGACTAACTCTGATTCCGATCTGAARTCTATCCAGGATGAAATTCAGCAACGTCTG
GAAGAAATCGATCGCGTTTCTAATCAGACTCAATT TARCGGTGTTAARGTCCTCTCTCAG
GACRACCAGATGARAATCCAGGTTGGTGCTAACGATGGTGARACCATTACCATCGATCTG
CAAARAATTGATG TGARRAGCCTTGGCCTTGATGGCT TCAATGTTAATTCCCCGGGAATT
TCCGGTGGTGGTGG TGGAATTCTAGACTCCATGEG TACATTAATCAATGARGACGCTGCS
GCAGCCAAGARARAGTACCGCTAACCCACTGGCTTCAATTGAT TCTGCATTGTCARRAGTG
GACGCAGTTCGTTCTTCTCTGGGGGCARTTCARARCCGT TTTGATTCAGCCATTACCAAC
CTTGGCARTACGG TARCCAATCTGARCTCCGCGCG TAGCCGTATCGARGATGCTGACTAT
GCARCGGAAGTTTCTRAATATGTCTARAGCGCAGAT TCTGCAGCAGGCTGGTACTTCCGTT
CTGGCGCAGGCTAACCAGGTTCCGCAARACGTCCTCTCTTTACTGCGT TAG

Secuencia de proteina (276 AA):

MRGSHHHHHHGMA SMTGGOQMGRDLYDDDDKDPFFTSNIKGLTQASRNANDGI
SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQORLEEID
RVSNQTQFNGVEVLSQDNOMKIQVGANDGETITIDLOKIDVESLGLDGEFNVN
SPGISGGGGGILDSMGTLINEDAARAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLG
ATQNRFDSAITNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQTI LOQAGTSV
LAQANQVPQNVLSLLR

BB'

Secuencia de nucleatidos (666 ph):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAL
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA TCCGTTCACTTCTRATATCARAGGC
CTGACTCAGGCT TCCCGTAACGCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGT
GCGCTGAATGAARTCAACAACAMRCCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGT TCAGGCCACT
AACGGGACTAACTCTGATTCCGATCTGARATCTATCCAGGATGAAATTCAGCAACGTCTG
GAAGAAATCGATCGCGTITCTARTCAGACTCAATTTAACGGTGTTARAAGTICCTCTCTCAG
GACAACCAGATGAAALTCCAGGTTGGTGC TARCGATGGTGARACCATTACCATCGATCTG
CAAAAAATTGATGTGAAAAGCCTIGGCCTIGATGGGT TCAATGT TAAT TCCCCGGGAATT
TCCEGTGETGETEE TEGAATTCTAGACTCCATGGG TACATTAATCAATGARGACGCTGCC
GCAGCCAAGAAAAGTACCGC TAACCCACTGGCTTCAATTGAT TCTGCATTGTCAAAAGTG
GACGCAGTICGTTCTTCTCTGGGGGCARTTCARRACCGTTITGATTCAGCCATTACCAAC
CTTTAG

Secuencia de proteina (221 AA):

MRGSHHEHHHHGMASMTGGQOMGRDL YDDDDKDPFTSNIKGLTOASRNANDGI
SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQATHGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEEID
RVENQTOFNGVEVLSODHOMK IOVGANDGETITIDLOKIDVKSLGLDGEFNVN
SPGISGGGGGILDSMGTLINEDAAAARKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLG
ATQNRFDSAITNL

CA'

Secuencia de nucleotidos (603 pb):

ATGCGGEGT TCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATC TG TACGACGATGACGATAAGGATCCGTICACTTCTAATATCARAGGC
CTGACTCAGGCTTCCCGTARCGCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGRACCACTGAMGGT
GCGCTGAATGARMATCAACAACAACCTGE AGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGTTCAGGCCACT
TCCCCGGGRATTTCCGG TGETGGTGETGGAATTCTAGAC TCCATGGGTACATTARTCAAT
GAAGACGCTGCCGCAGC CAAGARAAGTACCGCTAACCCACTGGCTTCAATTGATTCTGCA
ITGTCARARGTGGACGCAGTICGTICTTCICTGGGGGCARTTCARAACCGTTTITGATICA
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GCCATTACCAACCTTGGCAATACGGTAACCAATCTGARC TCCGCGCGTAGCCGTATCGAR
GATGCTGACTATGCAACGGAAGTTTCTARTATGTC TARAGCGCAGATTCTGCAGCAGECT
GGTACTTCCGTTC TGGCGCAGGCTARCCAGETTCCGCARAACGTCCTCTCTITACTGOGT
TAG

Secuencia de proteina (200 AA):
MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDFFTSNIKGLTQASRNANDGI
SIAQTTEGALNE INNNLORVRELSVOATSPGISGGGGGILDSMGTLINEDAA
ARKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITNLGNTVTNLNSAR
SRIEDADYATEVSNMSKAQILQQAGT SVLAQANQVPONVLSLLR

CBI

Secuencia de nucledtidos (438 pb):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGTTCACTTCTAATATCAARGGE
CTGACTCAGGCTTCCCGTAACGCTAACGACGGCATTICTATTGCGCAGACCACTGAAGGT
GCGCTGAATGARATCAACAACARCCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGT TCAGGCCACT
TCCCCGGGAAT TTCCECTEETGGTGGTGGARTTCTAGAC TCCATGGGTACATTAATCART
GAAGACGCTGCCGCAGCCAAGARAAGTACCGCTARCCCACTGGCTTCARTTGATTCTGCA
TTGTCARRAGTGGACGCAGTTCGTTC TTCTC TGGEGECAATTCARARCCGTITTGATTICA
GCCATTACCAACCTITAG

Secuencia de proteina (145 AA):
MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGROLYDDDDKDFFTSNIKGLTQASENANDGT
STAQTTEGALNEINNNLORVRELSVOATSPGISGGGGGILDSMGTLINEDAR

AAKKETANPLASTIDSALSKVDAVRSSLGATIQNRFDSAITNL

A

Secuencia de nucleatidos (639 ph):

AlGCGEGET T AT CATCATCATCATCATGGTATGECTAGCATGACTGGTEGACAGCAA
ATGGGTCGEGEATCTGTACGACGATGACGATAAGGA TCCGATGGCACARGTCATTARTACA
RACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATARCCTGARCAAATCTCAGTCCTCACTGAGTICC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTCTGETCTGCGTATCARCAGCGCGARAGACGATGCGGCAGGT
CAGGCGATTGCTAACCGCTTCACTTCTARTATCARAGGTCTGACTCAGGCTICCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTC TATTGCGCAGACCAC TGARGGTGCGCTGAATGARATCAACAAC
ARCCTGCAGCGTGTGCGTGAGT TGTC TGTTCAGGCCACTAACGGGACTARCTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGAAAT TCAGCAACG TC TGGAAGARATCGATCGCGTTICT
ARTCAGACTCAATTTAACGGTGTTARAGTCCTGTC TCAGGACAACCAGATGAAAATCCAG
GTTGGTGCTAACGATGGTGARACCAT TACCATCGATC TGCARAARATTGATGTGAARAGC
CITGGCCTTGATGGGTTCARTGTTARTTCCCCGGGATGA

Secuencia de proteina (212 AA), los dltimos tres aminoacidos

derivan de cebador y policonector pRSETh:
MRGSHHAHHRGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTQNNLN
KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGOAIANRF TSNIKGLTQASRNANDG
ISTAQTTEGALNE INNNLORVRELSVOATNGTNSDSDLKSIQDEIQORLEEI
DRVSNOQTOFNGVEVLSODNOMEIQVGANDGETITIDLOKEIDVKSLGLDGFNVY
NSPG

B

Secuencia de nucledtidos (480 ph):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGTTICACTTCTARTATCARAGGT
CTGACTCAGGCTTCCCGTAACGCTAACGACGGCATITCTAT TGCGCAGACCACTGRAAGGT
GCGCTGARTGAAATCAACAACAACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTIGTCTGTTCAGGCCACT
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ABCGGGACTAACTCTGAT TCCGATCTGAAATCTATCCAGGATGARATTCAGCAACGTCTG
GAAGARATCGATCGCGTTTC TAATCAGACTCAATTITARCGGTGTTAAAGTCCTGTCTCAG
GACAACCAGATGARARTCCAGGTTGGTGCTAACGATGGT GAAACCATTACCATCGATCIG
CAARARAATTGATGTGAAARGCC TTIGGCC TTGATGGGT TCARTGTTAAT TCCCCGGGATGA
Secuencia de proteina (159 AA), los ultimos tres amineacidos
derivan de cebador y policonector pRSETh:

MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDPFTSNIKGLTQASRNANDGI

SIAQTTEGALNEINNNLORVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEETID

RVSNOTOFNGVEVLSQDNOMK TOVGANDGETITIDLOKI DVKSLGLDGENVN

SPG

C
Secuencia de nucléotidos (252 pb):

ATGCGGGGTICTCATCATCATCATCATCATGCTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGGETCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGTTCACTTCTARTATCAAAGGT
CTGACTCAGGC TTCCCETAACGC TARCGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGET
GCGCTGRATGARATCARCAACAACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTIGTCTGTICAGGCCACT
TCCCCGGGATGA

Secuencia de proteina (83 AA), los dltimos tres aminoacidos
derivan de cebador y policonector pRSETh:

MRGSHEHHHAGMASMTGGOOMGRDLYDDDDRKDPFTSNIKGLTQASRNANDGI

SIAQTTEGALNEINNNLORVRELSVOATSPG

GST-A’

Secuencia de nucleotidos (1.038 pb), GST resaltado:

GG TACATTAATCAAT GAAGACGCTGCCGCAGCCAAGAARAGTACCGCTAACCCACTGGCT
TCAARTTGATTCTGCATTGTCARARAGTGGACGCAGTTCGTICTICTCTGGGEGCARTTCAA
RACCGTTTTGATTCAGCCAT TACCAACCTTGGCAATACGGTAACCRATCTGAACTCCGCG
CGTAGCCGTATCGAAGATGC TGACTATGCAACGGAAGTT ICTAATATGTCTARAGCGCAG
ATTCTGCAGCAGGCTGGTACTTCCGTICTGGCGCAGGCTAMC CAGGTTICCGCARRACGTC
CICTICTTTACTGCGITAG

Secuencla de protelna {345 AA):
e

MEBTLGYH VLEEKLEEHLYERDEGDKHENIKFELGLER
~=m mx\ : W i ; : ssrww;v ;:*" R e =
| 1 R %ﬁ’&%— mm

;a;:;ammexmwm s

SEEE

PEKSDLVERGSPGI SGGGGGILDSMGTL INEDAAAAKKSTANPLA

SIDSALSKVDAVRSSLGAI ONRFDSAITNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATE

VSNMSKAQILOQAGTSVLAQANQVPONVLSLLR
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GST-B'
Secuencia de nucleotldos (873 pb), GST resaltado
LoRnhaEl s b e

ErEREIt
GGTECBTTMTCRKTGMGACGCTGC CGCAGCCAAGAAMAGTACCGCTARCCCACTGGCT

TCARTTGATTCTGCATTGTCARAAGTGGRACCCAGTTCGTTICTTCTCTGGEGECAATTCAR
RACCGTTTTGATTCAGCCAT TACCAACCTTTAG
Secuencla de protelna {290 AA}

T

e o o gt i e e e
LY ERDEGDKWRNKKFELGLEF

15HL ﬁ.,mfﬁi

e 3
FRATAELE

%spsx SGGGGGI LDSMGTLINEDARAAKKSTANPLA

ST SALSKVDAVRESLGAIQNRFDSAITNL

AAnl-170

Secuencia de nucledtidos (872 ph):
ATGCGEGETTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGECTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGEGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA TCCGATGGCRCARGTCATTAATACA
BACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATARCCTGRACAARTCTCAGTCC TCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTICTGTCCTCTGGTC TGCGTATCARCAGC GCGARAGACGATGCGGCAGGC
CAGGCGATTGC TAACCGCTTCACTTCTAATATCARAGGCCTGACTCAGGCTTCCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTICTAT TGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGAAATCARCARC
AACCTGCAGCGTGIGCGTGAGT IGTCIGTTCAGGCCACTARCGGGACTARCTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGAARTTCAGCAACGTCTGGRAGARATCGATCGCGTTTCT
AATCAGACTCAATTTAACGGTGTTAANGTCCTCTC TCAGGACAACCAGATGARARTCCAG
GTTGGTGCTAACGATGGTGARACCAT TACCATCGATC TGCAAARAATTGATGTGARAAGC
CTTGGCCTTATCCCGGGRATTTCCGGIGGTGGTGGE TGEAATTCTAGAC TCCATGGGTACA
TTAATCAATGAAGACGCTGCCGCAGCCAAGARARG TACCGCTARCCCACTGGCTTCAATT
GATTCTGCATTGTCARAAGTGGACGCAGTTCGTTC TTCTCTGGGGGCAATTCAARACCGT
TTTGATTCAGCCATTACCAACCTTGGCAATACGGTAACCARTCTGAAC TCCGCGCGTAGC
CGTATCGAAGATGCTGACTATGCAACGGAAGTTTC TAATATGTCTARRGCGCAGATTICIG
CAGCAGGCTGGTACTTCCGTIC TGGCGCAGECTARCCAGGTTCCGCARAACGTCCTCTCT
TTACTGCGTTAG

Secuencia de proteina (323 AA):

MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTQNNLN

KSQS5SLSSATERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRETSNIKGLTQASRNANDG

ISTAQTTEGALNEINNNLORVRELSVQATNGTNSDSDLESIQDEIQQORLEET

DRVSNQTQFNGVEVLSQDNOMKIQVGANDGETITIDLOKIDVKSLGLIPGIS
GGGGGILDSMGTLINEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAIQNR

FDSATTNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSENMSKAQILQOAGT SVLAQAN

QVPONVLSLLR
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AANl-163

Secuencia de nucleatidos (951 pb):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAL
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACAAGTCATTAATACA
AACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATARCCTGAACAAATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTICTGTCCTCTGGTCTGCGTATCARCAGC GCGAAAGACGATGCGGCAGEC
CAGGCGATTGC TAACCGCTTCACTTCTAATATCARAGGCCTGACTCAGGCTTICCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGRAAGGTGCGCTGAATGARATCAACARC
ARACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTC TG TTCAGGCCACTAACGEGACTAACTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGARAT ICAGCAACGTC IGGARGAARTCGATCGCGTTTCT
AATCAGACTCAATTTARCGGTGTTARAGTCCTCTC TCAGGACAMCCAGATGARAATCCAG
GTIGGTGCTAACGATGGTGAARCCATTACCATCGATC TGCARRAAATTATCCCGGGAATT
TCCGETGGTGGTGE TGGAATTCTAGACTCCATGGGTACATTAATCAATGAAGACGCTGCC
GCAGCCAAGARRAGTACCGC TAACCCACTGGCTTICAATTGATTCTGCATTGICARAAGTG
GACGCAGTTCGTTCTTCTCTGEGGGCAATTCAAARCCGT TTTGATTCAGCCATTACCAAC
CTTGGCAATACGGTAACCARTCTGARCTCCGCGCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTAT
GCAACGGAAGT TTCTARTATGTCTARAGCGCAGATTC TGCAGCAGGCTGGTACTTCCGTT
CTGGCGCAGGE TAACCAGGTTCCGCARAACGTCCTCTCT TTACTGCGTTAG

Secuencia de proteina (316 AA):

MREGSHHAHHHGMA SMTGGQOMGRDLY DDDODKDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSOSSLSSATERLSSGLRINSAKDDAAGOAIANRFTSNIKGLTQASRNANDG
ISTAQTTEGALNE INNNLORVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEEI
DRVSNQTQFNGVKVLSQDNOMKIQVGANDGETITIDLQKI IPGISGGGGGIL
DSMGTLINEDAARAKKSTANPLASTIDSALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITN
LGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILOOAGTSVLAQANQVPQNVL
SLLR

AA'NS4-170

Secuencia de nucleotidos (813 ph):

ATGCGGEGET T TCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTEGACAGCAA
ATGEGTCGEGATCTGTACGACGATGACCGATAAGGATCCGTICACTTCTAATATCAAAGGE
CTGRCTCAGE. TTCCCGTAACGC TAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGET
GCGCTGAATGARATCAACAACRACCTGCAGCCTGTGCGTGAGTTGTCTGTTCAGGCCACT
BACGGGACTAACTCTGATTCCGATCTGRAATCTATCCAGGATGRARTTCAGCAACGTCTG
GRAGAAATCGATCGCGTTTCTRATCAGACTCAATTITAACGGTGTTARRGTCCTCTCTCAG
GACAACCAGATGAAAATCCAGGTTGGTGCTARCGATGGTGAAACCATTACCATCGATCTG
CRARAAATTGA TG TGAARAGCCTTGGCC TTATCCCGGGARTTTCCGGTGGTGGTGGTGEA
ATTCTAGACTCCATGGGTACATTAATCARTGAAGACGCTACCGCAGCCAAGRAAAGTACE
GCTRACCCACTGGCTTCAAT TGATTCTGCAT TG TCARRAGTGGACGCAGTTCGTTCTTCT
CTGEGGGCAAT TCARRACCGTTTTGATTCAGCCATTACCAACCT TGGCAATACGGTARCE
AATCTGAACTCCGCGCETAGCCGTATCCAAGATGC TGAC TATGCAACGGARGTTTCTAAT
ATGTCTAAAGCGCAGATTCTGCAGCAGECTGETACTICCGTTCTGGCGCAGGCTARCCAG
GTTCCGCAARACGTCCTCTCTTTACTGCGTTAG

Secuencia de proteina (270 AA):

MREGSHEHAHHGMA SMTGGQOMGRDLYDDDDKDPFTSNIKGLTQASENANDGT
SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVOATNGTNSDSDLKSIQDEIQORLEEID
RVSNQTOFNGVEVLSODNOMEIOVGANDGETITIDLOKIDVESLGLIPGISG
GGGGILDSMGTLINEDAARARKKSTANPLASIDSALSKVDAVESSLGATIQNRE
DSAITNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILOQAGTSVLAQANQ
VPONVLSLLR

AA'n54-163
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Secuencia de nucledtidos (792 pb):

ATGCGGGET I T CATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGETCGGGATC TG TACGACGATGACGATAAGGATCCCTTCACTTCTRATATCARAGGC
CTGACTCAGGC TTCCCGTAACGC TAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGT
GCGCTGARTGRARTCAACAACRACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGTTCAGGCCACT
AACGGGACTAACTCTGATTCCGATCTGARATCTATCCAGGATGAAATTCAGCARCGTICTG
GAAGAARTCGATCGCGTTTCTAATCAGACTCAATI TARCGGTGTTAAAGTCCTCTICTCAG
GACAACCAGATGARAATCCAGETTGGTGCTAACGATGGTGAAACCATTACCATCGATCTG
CAARARARTTATCCCGGGAATTTCOGGTGCTEETGETGEGAATTCTAGACTCCATGGGTACA
TTAATCAATGAAGACGC TGCCGCAGCCARGAAAAGTACCGCTAACCCACTGGCTTCAATT
GATTCTGCATTGTCARAAGTGGACGCAGTTCGT TCTTCTCTGGGGGCART TCARRACCGT
TTTGATTCAGCCATTACCAACCTTGGCARTACGGTAACCAATCTGAAC TCCGCGCGTAGT
CGTATCGRAGATGCTGACTATGCAACGGRAGTT TCTARTATGTCTAAAGCGCAGATTCTG
CAGCAGGCTGETACTTCCET TCTGGECGCAGECTAACCAGG T TCCGCALAACGTCCTCTCT
TTACTGCGTTRAG

Secuencia de proteina (263 AA):

MRGSHRHHHRGMA SMTGGPOMGRDLYDDDDKDPFTSNIKGLTQASENANDGI
SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQATNGTNSDSDLEKSIQDEIQQRLEEID
RVSNQTRFNGVKVLSQDNOMKIQVGANDGETITIDLOKIIPGISGGGGGILD
SMGTLINEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITNL
GNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILQQAGTSVLAQANQVPONVLS
LLER

AB'nl-170 (0 AA'nl-170c402-450)

Secuencia de nucledtidos (807 pb):

ATGCGGGETTC TCATCATCATCATCATCATGETATGGCTAGCA TGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGEGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACRAGTCATTARTACA
AR CAGCCTCTCGCTGTTCACCCAGARTARCCTGAACARATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTOAGCGTCTGTCCTCTGGTCTGCGTATCARCAGCGCGARARGACGATGCGGCAGET
CAGGCGATTGC TARCCGC TTCACTTC TRATATCAARGGCCTGACTCAGGC TTCCCGTARS
GCTARCGACGGCATTTCTAT TGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGARATCARCAAC
BACCTGCRGCGTGTGCGTGAGT TGTC TET TCAGGC CACTAACGGGACTAACTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGAAAT TCAGCAACGTC TGGAAGARATCGATCGCGTTTCT
ARTCAGACTCAATTTAACGGTGTTARAGTCCTICTC TCAGGACARCCAGATGARAATCCAG
GTTGETGCTAACGATGG TGAAACCAT TACCATCGATC TGCARAARATTGATGTGARAAGC
CITGGCCTTATCCCGGGRATTTCCGG TGGTGGTGGTGGAATTCTAGAC TCCATGGGTACA
TTARTCAATGARGRACGC TECCOCAGECARGAAARGTACCGC TARCCCACTGGCTTCAATT
GATTCTGCATIGTCAAMRGTGOACGCAGTTCGT TCTTCTCTGGGAGCAATTCAARRCCGT
TTTGATTCAGCCATTACCAACCTTTAG

Secuencia de proteina (268 AA):

MRGSHHHHHHGMA SMTGGQOMGROLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQATIANRFTSNIKGLTQASRENANDG
ISIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEEI
DRVSNQTQFNGVEVLSQDNOMKIQVGANDGETITIDLOKIDVKSLGLIPGIS
GGEGGILDSMGTLINEDARAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRESSLGAIQNR
FDSAITNL

AB'nl-163 (0 AA'nl-163c402-450)

Secuencia de nucledtidos (786 pb):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGETCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACARGTCATTARTACA
BACAGCCTIGTCGCTGTTGACCCAGAATARC CTGAACARATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTIGTCC TC TGGTC IGCGTATCAACAGCGCGAAAGACGATGCEGCAGGC
CAGGCGATTGC TAMCCGC TTCACTTC TAATATCAAAGGCCTGACTCAGGCTICCCGTAAC
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GCTAACGACGGCATTTCTAT TGCGCAGACCACTGAAGGTGCGC TGAATGAAATCAACAAC
AACCTGCAGCGTGTGCGTGAGT IGTCTGTTCAGGCCACTARCGGGACTAACTCTGATTCC
GATCTGAAATC TATCCAGGATGARAT TCAGCAACGTCTGGARGARATCGATCGCGTTICT
BATCAGACTCAATTTAACGGTGTTARAGTCCTC TC TCAGGACAACCAGRTGARAATCCAG
GTTGGTGCTARCGATGGTGARACCATTACCATCGATCTGCARARARTTATCCCGGGAATT
TCCGETGETGETGETGGAATTCTAGAC TCCATGEG TACAT TAATCAATGAAGACGCTGCC
GCAGCCAAGAAAMGTACCGC TAACCCACTGGCTTCAATTGAT TCTGCATTGTCARAMGTG
GACGCAGTTCGTTCTTICTCTGGGGGCAATTCAARRCCGTTTTGATTCAGCCATTACCAAC
CTTTAG
Secuencia de proteina (261 AA):
MRGSHEHAHHHGMA SMTGGQOMGRDLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSQSSLSSATERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTSNIKGLTQASRNANDG
ISIAQTTEGALNE INNNLOQRVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEET
DRVSNQTOFNGVEVLSQDNQMKIQVGANDGETITIDLOKIIPGISGGGGGIL
DSMGTLINEDAAARKKSTANPLASTDSALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITN
L

AA'nl-129

Secuencia de nucleotidos (849 pb):
ATGCGEGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATCGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGGGTCGGEGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA TCCGATGGCACAAGTCATTAATACA
BACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGRATARCCTGARCARATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTC TGGTC TGCGTATCARCAGCGCGARAGACGATGCGGCAGGT
CAGGCGATTGC TARCCGCTTCACTTCTAATATCARAGGCCTGACTCAGGCTTCCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGARATCARCAAL
AACCTGCAGCGTGTGCGTGAGT IGTCTGTTCAGGC CACTARCGGGACTAACTCTGATTCE
GATCTGAAATCTATCCAGGATGARATTCAGCAACGTCTGGAAGARMATCGATCGCGTTTCT
PATCAGATCCCGGGAAT TTCCGGTGGTGGTGETGGAATTCTAGACTCCATGGGTACATTA
ATCAATGAAGACCCTGCCGCAGCCARGARAAGTACCGCTARCCCACTGOCTTCARTTGAT
TCTGCATTGTCARAAGTGGACGCAGTTCGTTCT TCTC TGGGGGCARTTCAABACCGTTTT
GATTCAGCCATTACCRACCTTGGCAATACGGTAACCARTCTGAACTCCGCGCGTAGCCGT
ATCGAAGATGCTGACTATGCARCGGAAGTTTCTAATATGTC TAAAGCGCAGATTCTGCAG
CAGGCTGGTACTTCCGTTCTGGCGCAGGCTARC CAGGTTCCGCAARACGTCCTCTCTTTA
CTGCGTTAG

Secuencia de proteina (282 AA):
MRGSHHHHHHGMA SMTGEGQOMGROLYDDDDEDPMROVINTNSLSLLTQNNLN

KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQATANRF TSNIKGLTQASRNANDG
ISIAQTTEGALNE INNNLORVRELSVQATNGTNSDSDLESIQDEIQQRLEET
DRVSNQIPGISGGGGGILDSMGT LINEDAAARKKSTANPLASIDSALSKVDA
VRSSLGATONRFDSAITNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILO
QAGTSVLAQANQVPONVLSLLR

AA'n54-129

Secuencia de nucleotidos (690 pb):

ATGCGGEGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGEGETCEGEATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGTTCACTTCTARTATCARAGGE
CTGACTCAGGCTTCCCGTAACGE TARCGACGGCATTTCTAT TGCGCAGACCACTGARGGT
GCGCTGAATGAAATCARCAACAACCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGT TCAGGCCACT
AACGGGACTAACTCTGATTCCGATCTGAAATCTATCCAGGATGAAATTCAGCAACGTCTG
GAAGAAATCGATCGCGI I TC TAATCAGATCCCGGGAATT TCCGGTGGTGETGGTGGAATT
CTAGACTCCATGGGTACATTAATCAATGAAGACGC TGCCGCAGCCAAGARRAGTACCGCT
BACCCACTGGE TTCAATTGATTCTGCAT TG TCAARAGTGGACGCAGTTCGTTCTTCTCTG
GGGGCAAT TCARAACCGT TTTGATTCAGCCATTACCARCCTTGGCAATACGGTAACCART
CTGAACTCCGCGCGTAGCCGTATCGAAGATGCTGACTATGCAACGGAAGTTTCTAATATG
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TCTARAGCGCAGATTCTGCAGCAGGC TGGTACTTCCGTTCTIGGCGCAGGC TAACCAGGTT
CCGCAARACGTCCTCTCTITTACTGCGTTAG

Secuencia de proteina (229 AA):
MRGSHERHHHGMASMTGGOOMGRDLYDDDDKDFFTSNIKGLTQASRNANDGI
SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEEID
RVSNQIPGISGGGGGILDSMGTLINEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAV
RSSLGATONRFDSATTNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILQOQ
AGTSVLADANQVPQNVLSLLR

AB'nl-129

Secuencia de nucledtidos (684 pb):

ATGCGGGGT TCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGECACANGTCATTAATACA
RACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATAACCTGARCAARTCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGICCTCTGGTCTGCGTATCAACAGCGCGARAGACGATGCGGCAGGT
CAGGCGATTGCTAARCCGCTTCACTIC TRATATCARRGGCCTGACTCAGGCTTCCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTICTAT IGCGCAGACCACTGARGGTGCGCTGAATGAAATCARCAAC
AACCTGCAGCGTGTGCETGAGTTGTC TG TTCAGGCCACTARCGEGACTARCTCTGATTCC
GATCTGAAATCTATCCAGGATGAAATTCAGCARCGTC IGGAAGAARTCGATCGCGTTTCT
RATCAGATCCCGGGAAT TTCCGETGGTGETGGTGEAATTCTAGACTCCATGGSTACATTA
RTCAATGAAGACGCTGCCGCAGCCARGAAAAGTACCGCTAACCCACTGGCTTCAATTGAT
TCTGCATTGTCAAAAGT GGACGCAGTTCGTICT TCTC TGGGGGCARTTCARRACCGTTTT
GATTCAGCCATTACCARCCTTTAG

Secuencia de proteina (227 AA):

MRGSHERAHHGMA SMTGGOOMGRDLYDDDORDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSQ5SLSSAIERLSSCGLRINSAKDDAAGOATANRF TSNTKGLTQASRNANDG
ISIAQTTEGALNE INNNLORVRELSVOATNGTNSDSDLEKSIQDEIQORLEEL
DRVSNQIPGISGGGGGILDSMGTLINEDAAARKKSTANPLASIDSALSKVDA
VRSSLGAIQNRFDSAITNL

AB'n54-129

Secuencia de nucleotidos (525 ph):
ATGCGGGETTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAR
ATGGETCGEGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGTTCACTTCTAATATCAAAGGC
CIGACTCAGGC TITCCCGTAACGC TARCGACGGCATTTICTATTGCGCAGACCACTGAAGGT
GCGCTGAATGARATCARCAARCARCCTGCAGCGTGTGCGTGAGTTGTCTGTTCAGGCCACT
AACGGGACTRACTCTGATTCCGATCTGRAATCTATCCAGGATGAAATTCAGCARCGTCTG
GAAGARMTCGATCGCGT ITC TAATCAGATCCCGGGAATT TCCGGTGGTGGTGGTGGARTT
CTAGACTCCATGGCTACATTAATCAATGARGACGC TGCCGCAGCCAAGARAAGTACCGCT
AACCCACTGGCTICAATIGATTCTGCAT IGTCARAAGTGGACGCAGTITICGTICTTCICTG
GGGGCARTTCARMACCGTTTTGATTCAGCCATTACCARCCTTTAG

Secuencia de proteina (174 AA):

MRGSHHHHHHGMA SMTGGOOMGRDLYDDDDKDPFTSNIKGLTOQASENANDGI
STAQTTEGALNE INNNLQRVRELSVQATNGTNSDSDLKSIQDEIQQRLEEID
RVSNQIPGISGGGGGILDSMGT LINEDARARKKSTANPLASTIDSALSKVDAV
RSSLGAIQNRFDSAITNL

AA'N1-100

Secuencia de nucledtidos (762 ph):
ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGETATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGA TCTGTACGACGA TGACGATAAGGA TCCGATGGCACARGTCATTAATACK
AACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATRACCTGARCARATCTCAGTCC TCACTGAGTTCE
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GCTATTGAGCGTCTGTCCTCTGGTCTGCGTATCARCAGCGCGAMAGACGATGCGGCAGGE
CAGGCGATTGC TAACCGC TTCACTTC TAATATCAAMGGCCTGACTCAGGCTICCCGTAAC
GCTAACGACGGCATTTCTATTGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGARA TCARCAAC
AACCTGCAGCGTGTGCGTGAGT IGTCTGTTCAGGC CACTATCCCGGGAATTTCCGGTGGT
GGTGGTGGAATTCTAGACTCCATGGGTACATTAATCAATGAAGACGCTGCCGCAGCCAAG
AAARGTACCGC TAACCCACTGGCTTCAATTGAT TCTGCATTG TCARAAGTGGACGCAGTT
CGTTCTTCTCTGEGEECAAT TCAAAACCGTTTTGATTCAGCCATTACCAACCTTGGCAAT
ACGGTAACCAATC TGAACTCCGCGLGTAGCCGTATCGAAGATGC TGAC TATGCARCGGAA
GTTTCTAATATGTC TARAGCGCAGATTCTGCAGCAGGCTGGTACTTCCGT ICTGGCGLAG
GCTAACCAGGT TCCGCAAAACGTCCTCTCTTTACTGEGT TAG
Secuencia de proteina (253 AA):

MRGSHEHHHHGMASMTGGQOMGROL YDDDDRKDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGOAIANRETSNIKGLTQASRNANDG
ISTAQTTEGALNE INNNLQRVRELSVQATIPGISGGGGGILDSMGTLINEDA
ARAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGATIQONRFDSAITNLGNTVTNLNSA

RSRIEDADYATEVSNMSKAQI LOQAGTSVLAQANQVEQONVLSLLR

AB'nl-100

Secuencia de nucleotidos (597 pb):

ATGCGGGETTC TCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGA TCCGATEGCACAAGTCATTARTACK
AACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATARCCTGARCARATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTIGTCCTCTGGTCTGCGTATCARCAGCGCGAARGACGATGCGGCAGGE
CAGGCGATTGC TARCCGC TTCACTICTAATATCAAAGGCCTGACTCAGGC TTCCCGTARC
GCTAACGACGGCATTTCTAT TGCGCAGACCACTGAAGGTGCGCTGAATGAAATCARCAAC
ARCCTGCAGCGTGTGCGTGAGT TGTCTGTTCAGGCCACTATCCCGGGARTTTCCGGTGGT
GGTGGTGGAATTCTAGACTCCATGGG TACATTAATCAATGAAGACGCTGCCGCAGCCAAG
AAAAGTACCGC TARCCCACTGGCTTCARTIGAT TCTGCAT TG TCARARGTGGACGCAGTT
CGTTCTTCTCTGGGGGCAAT TCARAACCGTTTTGAT TCAGCCATTACCARCCTTTAG

Secuencia de proteina (198 AA):

MRGSHHHAHHGMASMTGGQOMGRDL YDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTONNLN
KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGDAIANRFTSNIKGLTQASRNANDG
ISTAQTTEGALNE INNNLOQRVRELSVOATIPGISGGGGGILDSMGTLINEDA
ARAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITNL

AA'nl-70

Secuencia de nucledtidos (672 ph):
ATGCGCEEETTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTCGACAGCAA
ATGGETCEGEATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACAAGTCATTAATACA
AACAGCCTGTCGCTIGTTGACCCAGAATAACCTGAACARATCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTCTGGTCTGCGTATCAACAGCGCGARRGACGATGCGGCAGGC
CAGGCGAT TGO TAACCGCTTCACTICTAATATCAAAGGCCTGACTCAGGCTICCCGTAAC
GC TAACGACATCCCGGGARTTTCCGGTGGTGGTGGTGGAATTC TAGAC TCCATGGGTACA
ITAATCAATGARGACGC TGCCGCAGCCARGARAAGTACCGCTAACCCACTGGCTICAATT
GATTCIGCATIGICARAAGTGGACGCAGTTCGTTCTTCTCTGGGGGCAATTCAAAACCGT
TTTGATTCAGCCATTACCAACCTTGGCAATACGGTAACCAATCTGAACTCCGCGCGTAGE
CGTATCGAAGRTGCTGAC TATGCAMCGGAAGTT TCTAATATGICTAALGCGCAGATTCTG
CAGCAGGCTGGTACTTICCGT IC TGGCGCAGGC TAACCAGGTTCCGCARAACGTCCTCTCT
TTACTGCGTTAG

Secuencia de proteina (223 AA):

MRGSHHHHHHGMA SMTGGQQOMGRDLYDDDDKDPMBQVINTNSLSLLTONNLN
KSQSSLSSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQATANRFTSNIKGLTOQASRNANDI
PGISGGGEGILDSMGTL INEDAAAAKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGA
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IQNRFDSAI TNLGNTVTNLNSARSRIEDADYATEVSNMSKAQILQQAGTSVL
AQANQVPONVLSLLR

AB'n1-70

Secuencia de nucledtidos (507 pb):

ATGCGGGGT TCTCATCATCATCATCATCATGGTATGECTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
ATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGATGGCACAAGTCATTAATACA
PACAGCCTGTCGCTGTTGACCCAGAATARCCTGARCARRTCTCAGTCCTCACTGAGTTCC
GCTATTGAGCGTCTGTCCTCTGGTCTGCGTATCAACAGCGCGAAAGACGATGCGGCAGGE
CAGGCGATTGCTAACCGCTTCACTTCTAARTATCARAGGCCTGACTCAGGCTTCCCGTAAC
GCTAACGACATCCCGGGAAT TTCCGGTGETGGTGETGCAATTCTAGACTCCATGGGTACE
TTAATCAATGAAGACGC TGCCGCAGCCAAGARAAGTACCGCTAACCCACTGGCTTCAATT
GATICTGCATTGTCAARAGTGGACGCAGTTICCTTCTTCTCTGGGGGCAATTCAAAACCGT
TTTGATTCAGCCATTACCAACCTTITAG

Secuencia de proteina (168 AR):

MRGSHHHHHHGMA SMTGGOOMGRDLYDDDDKDPMAQVINTNSLSLLTQNNLN
KSQSSLSSATERLSSGLRINSAKDDAAGOAIANRF TSNIKGLTQASRNANDI
PGISGGGGGILDSMGTLINEDAAARKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGA
IONRFDSAITNL
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MAQV INTNSLS LMAQNNLNESQSALGTATERLSSGLRINSAKDDAAGOA T SNRFTAN INGLTQASRHAND
MASTINTHVSSLTAQRNLSLSQSSLNTS IQRLSSGLRINSAKDDARGLA I SERF TSQIRGLNQAVRNAND
MR-V INTNSLSLLTONNLNKSQSSLGTAIERLS SGLRINSAKDDARGOA TANRF TSN IKGLTQRARNAND
MAQV INTHSLSLLTQNNLNRSQGTLGSAIERLS SGLRINSAKDDAAGOA TANRE TANVRGLTQRARNAND
—MTTINTNIGAIAAQANMTEVNDQFNTAMTRLS TGLR I HAAKDDAAGMA IGEKMTAQVMGLNOA T RNAQD
MASV INTHDSALLAONNLTKSKGILGSAIERLSSGLRINSAKDDAAGOA I ANRF TANVEGL TORARNAND
MAOV INTHYLSLVTONNLNRSQSALGNAIERLS SGMRINSAKDDAAGOA I ANRF TSN INGLTQASRENAND
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GISIAQTTEGALNEINNHNN W SENGSHSKSDLDS IQKEVTQRLEEIDRISTQTQFNGIKVLNG
GISVSQTTEGALNEINNHNY ATV QRLDEINRVSEQTQFNGVKVLSG
GISAVQTAEGALTEVHSME A AN THSESDRSSIQDEMINQLITEIDRVAEITEFNETYLLEG
GISIAQTTEGALNEINN WA SRIGTHSASDIDS IOOPVHQRLEEINRIAEQTDFNGIKVLES
GISLIQTAEGALAETHS IMGS S ERDTHVAVDRTAIQDRINSLTEEINRISGDTEFNTQRLLDG
GISLAQTAEGEMVEIGHNS CISERNTIHE HOLTSEIDRVANOQTSFNGTKLLNG
GISLAQTAEGALVEIGH WA THSEDDREALQKIEVTQLIDEIQRVGEQTSFNGTKLLDG
AHSMLOIADKAMDEQLK IS T WDCOTAKTRAMIQGIINKLMEELDN IEANT TTYNGKQLLSG
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