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DESCRIPCION

Polipéptidos de CyaA mutantes y derivados polipeptidicos adecuados para el suministro de moléculas
inmunogénicas a una célula

La invencion se refiere a polipéptidos adecuados para su uso en el suministro de una o mas moléculas a una célula.

En particular, la invencion se refiere a polipéptidos adecuados para su uso en el suministro de una o mas moléculas
que son capaces de provocar una respuesta inmune en un hospedador, abordando células que expresan el receptor
CD11b/CD18 (también mencionadas en este documento como "células que expresan CD11b").

La invencién se refiere méas particularmente a polipéptidos derivados de una proteina adenilato ciclasa (CyaA),
usandose ésta ultima en forma de una toxina o de una proteina destoxificada o toxoide, que son polipéptidos
mutantes. Dichos polipéptidos mutantes son capaces de retener la actividad de uniéon de CyaA nativa al receptor
CD11b/CD18 de células que expresan el mismo y preferiblemente también de retener la actividad de translocacion
de CyaA nativa a través de su dominio N-terminal en dichas células y ademas tienen una actividad de formacién de
poro que esta reducida o suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA nativa.

La invencién se refiere en particular al uso de dichos polipéptidos como vectores proteicos. Por consiguiente los
polipéptidos mutantes se combinan adicionalmente con moléculas no CyaA, dando lugar de este modo a derivados
polipeptidicos, donde dichas moléculas tienen un interés preventivo de vacuna y/o terapéutico cuando se administra
a un hospedador.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencién son adecuados para su uso como vectores proteicos para el suministro
de una molécula, en particular de una molécula polipeptidica que tiene una secuencia de aminoacidos que
comprende uno o mas epitopos, especialmente antigenos, a una célula, especialmente en células que expresan
CD11b.

La invencion por tanto también se refiere a un derivado polipeptidico (un derivado del polipéptido mutante de la
invencion) que comprende o consiste en un polipéptido mutante de acuerdo con la invencién recombinado con una o
mas moléculas, en particular con una o mas moléculas adecuadas para provocar una respuesta inmune,
constituyendo de este modo un polipéptido recombinante o un polipéptido de fusién. La invencién también se refiere
a derivados polipeptidicos obtenidos injertando quimicamente dicha molécula o moléculas en los polipéptidos
mutantes.

De acuerdo con una realizacion, los derivados polipeptidicos de acuerdo con la invencidon son adecuados para su
uso en tratamiento profilactico y especialmente en vacunacién y en terapia incluyendo en inmunoterapia, en
particular para provocar una respuesta inmune en un sujeto.

La CyaA nativa usada en el contexto de la presente invencién para el disefio de los polipéptidos de la invencion es la
adenilato ciclasa producida en Bordetella pertussis y que tiene las siguientes caracteristicas y propiedades descritas
con el propdsito de caracterizar dicha proteina en el contexto de la invencién.

La toxina adenilato ciclasa-hemolisina RTX bi-funcional (también denominada en este documento como toxina
adenilato ciclasa (CyaA, ACT, o AC-Hly) es un factor de virulencia clave de Bordetella pertussis que es el agente
causante de la tos ferina (1). Su polipéptido de 1706 restos de longitud es una fusion de un dominio o parte
enzimatica adenilato ciclasa (AC) N-terminal ({400 restos) a una hemolisina RTX de formacién de poros (Repeticidon
en_ToXina citolisina) de (11306 restos que constituye la parte o dominio C-terminal (2). El ultimo alberga los sitios de
activacion de proCyaA en CyaA por palmitoilacién post-traduccional covalente de grupos grupos g-amino de Lys860 y
Ly3983, asi como las numerosas repeticiones RTX que forman [40 sitios de unién de calcio, cuya carga es necesaria
para la actividad citotéxica de CyaA (3, 4). La proteina CyaA de hecho se sintetiza como una protoxina inactiva que
se convierte en una toxina activa por palmitoilacion post-traduccional de dos restos internos de lisina (lisinas 860 y
983). Esta modificacién post-traduccional requiere la expresion con el gen mCyaA, de un gen accesorio, es decir,
cyaC que esta localizado cerca de CyaA en el cromosoma de B. pertussis.

La toxina principalmente aborda fagocitos mieloides hospedadores que expresan el receptor de integrina awmfz,
conocido también como CD11b/CD18, CR3 o Mac-1 (5). Dicha toxina se une especialmente al receptor
CD11b/CD18 de células que expresan el mismo a través de una sitio de unién a receptor presente en su parte C-
terminal. Estas células por consiguiente son células diana para la toxina nativa y también para los polipéptidos de la
invencion. CyaA se inserta en la membrana citoplasmatica de células y transloca el dominio enzimatico AC al citosol
de dichas células diana (6, 7). Dentro de las células, la AC se activa por calmodulina y cataliza la conversién no
controlada de ATP celular en AMPc, una molécula de segundo mensajero clave que proporciona alteracion de las
funciones bactericida de los fagocitos (1). A dosis elevadas (>100 ng/ml), la disipacion catalizado por CyaA de ATP
en AMPc se convierte en citotoxica y promueve la apoptosis o incluso una muerte necrética rapida vy lisis de
monocitos CD11b" (8, 9).
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Recientemente, los inventores demostraron que CyaA se une a oligosacaridos N-ligados de su receptor
CD11b/CD18 (10). Esto sugiere que las interacciones de baja especificidad con glucanos de proteinas o glucolipidos
de superficie celular ubicuas pueden suponer una capacidad aproximadamente dos 6rdenes de magnitud reducida
pero faciimente detectable de CyaA para penetrar también en células que carecen de CD11b/CD18. De hecho,
debido a la actividad catalitica especifica extremadamente elevada del dominio AC, se descubrié que CyaA eleva
sustancialmente el AMPc también en eritrocitos, linfocitos, linfoma, neuroblastoma, CHO, o células epiteliales de la
traquea de mamiferos y aves (1, 11).

Ya se ha propuesto en la técnica previa proporcionar toxina destoxificada también llamada toxoide, donde la
actividad adenilato ciclasa esta disminuida, especialmente suprimida esencialmente. Dicho toxoide CyaA/AC™ puede
usarse para conseguir la preparacion de los polipéptidos de la invencién.

Ademas de elevar el AMPc, la toxina muestra también una actividad hemolitica moderada en eritrocitos de
mamiferos y aves. Esto se debe a la capacidad de formar poros selectivos de cationes pequefios de un diametro
estimado de 0,6 a 0,8 nm, que permeabilizan la membrana celular y finalmente provocan la lisis celular coloide-
osmotica (12). Recientemente, los inventores y otros han demostrado que la actividad de formaciéon de poros de
CyaA sinergiza con su actividad enzimatica AC invasiva de células y contribuye a la potencia citolitica global de
CyaA sobre células CD11b" (13, 14). Debido a una capacidad intacta de formacién de poros (hemolitica), en
ausencia de osmoprotectores tales como suero, el toxoide CyaA/AC™ enzimaticamente inactivo (15) ain muestra una
actividad hemolitica completa sobre eritrocitos y una actividad citolitica residual, aproximadamente diez veces
reducida sobre monocitos que expresan CD11b (8), lo que establece un limite a su uso en terapia.

En seguida se descubrié que las actividades hemolitica (formacién de poros) y AC de translocacién de membrana
(invasiva de células) de CyaA son disociables por concentracion baja de calcio, temperatura baja (16) y por el grado
y naturaleza de acilacion de CyaA (4, 12, 17). Ademas, la dos actividades difieren sustancialmente en sensibilidad a
sustituciones de reversién de carga o neutras de glutamatos en las posiciones 509, 516, 570 y 581 dentro del
dominio hidréfobo (8, 13, 18). Las actividades invasiva de células y de formacién de poros de CyaA por tanto se
propusieron como mutuamente independientes y de funcionamiento en paralelo en membrana de células diana. El
modelo ilustrado en la figura 5A, sugiere que dos conférmeros CyaA distintos se insertan en la membrana de células
diana en paralelo, siendo uno el precursor de translocacion, que supone el suministro del dominio AC a través de la
membrana celular con flujo entrante concomitante de iones calcio en las células, siendo el otro un precursor de
poros que finalmente forma poros oligoméricos (13, 18, 19).

Los inventores ahora han ensayado esto modelo y los han refinado, demostrando que la actividad de formacion de
poros no esta implicada en la translocacion del dominio AC a través de la célula diana.

En la presente invencidn, los inventores inicialmente disefiaron polipéptidos mutantes CyaA, basandose en la
adenilato ciclasa de Bordetella pertussis, en el formato de toxina o de toxoide, que tiene una combinacién de
sustituciones dentro de los dominios de formacion de poros (E570Q) y que alberga acilacién (K860R) y demostraron
que esta combinacién especifica de sustituciones anulaba selectivamente la actividad de permeabilizacion de
células de CyaA, eliminando de este modo la actividad citolitica residual de toxoides CyaA/AC- sobre células
CD11b+. Al mismo tiempo, la construccion E570Q+K860R retenia una capacidad completa de translocar el dominio
AC al citosol de las células para elevar el AMPc celular y su toxoide era completamente capaz de suministrar
epitopos que contenian moléculas insertadas dentro de dicha construccidn a la via citosélica de células dendriticas
para la presentacion restringida a MHC clase | y la induccion de respuestas de células T citotoxicas especificas in
vivo.

El mutante CyaA/2330VA/E570Q+K860R disefiado por los inventores, y en que hay un péptido antigénico OVA
insertado como se describe en los ejemplos, es la primera construccion ilustrativa de la capacidad del mutante CyaA
de proporcionar una capacidad reducida de forma importante para permeabilizar las células que permanece
completamente capaz de translocar el dominio AC través de la membrana celular.

Los inventores ahora han disefiado construcciones particulares, ilustradas especialmente como un toxoide
CyaA/E570Q+K860R/AC" y han demostrado que a pesar de su actividad permeabilizante de células (citolitico) muy
reducida, sigue siendo completamente activo en el suministro de antigeno a APC CD11b". Los inventores han
demostrado adicionalmente que la actividad citolitica global del toxoide CyaA/E570Q+K860R/AC ilustrativo es muy
baja. Por tanto esta desprovisto de toxicidad residual en un hospedador animal o humano y por lo tanto es muy
adecuado para su uso en terapia.

La invencién por tanto proporciona nuevos polipéptidos, que son toxoides y tienen un perfil potenciado de seguridad
y pueden usarse como vectores proteicos para el suministro de moléculas de interés, en particular de secuencias
peptidicas inmunogénicas, a células de un paciente en necesidad de un tratamiento, y mas particularmente a células
que expresan CD11b.

En base a los experimentos realizados por los inventores ha sido posible definir y proporcionar un polipéptido cuya
secuencia de aminoacidos comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:
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a) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que comprende los
restos aminoacidicos 1 a 860 0 2 a 860 de la SEC ID N° 1, en el que:

(i) el resto de acido glutamico, correspondiente a la posicién 570 en la secuencia de CyaA nativo de
Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, esta sustituido por un resto de glutamina; y

(ii) el resto de lisina, correspondiente a la posicién 860 en la secuencia de CyaA nativo de Bordetella
pertussis definida en la SEC ID N° 1, esta sustituido por un resto de arginina,

teniendo dicho fragmento la capacidad de la proteina CyaA de Bordetella pertussis de unirse al receptor
CD11b/CD18 de células que expresan el mismo, la capacidad de translocar su dominio enzimatico adenilato
ciclasa N-terminal al interior de dichas células y teniendo una actividad de formacién de poros que esta reducida
o suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA nativa; o,

b) una secuencia de aminoacidos que difiere de un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que
comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 0 2 a 860 de la SEC ID N° 1, por:

(i) la sustitucion del resto de acido glutamico, correspondiente a la posicion 570 en la secuencia de CyaA
nativo de Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, por un resto de glutamina;

(i) la sustitucion del resto de lisina, correspondiente a la posicién 860 en la secuencia de CyaA nativo de
Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, por un resto de arginina; y

(iii) de 1 a 50 sustituciones adicionales;

consistiendo el polipéptido en dicha secuencia que tiene la capacidad de la proteina CyaA de Bordetella
pertussis de unirse al receptor CD11b/CD18 de células que expresan el mismo, la capacidad a translocar su
dominio enzimatico adenilato ciclasa N-terminal al interior de dichas células y teniendo una actividad de
formacion de poros que esta reducida o suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA nativa.

Para el propésito de la invencion, el dominio N-terminal del fragmento descrito es la secuencia de aminoacidos del
fragmento que incluye los restos aminoacidicos contiguos de la parte N-terminal de la proteina CyaA nativa, por
ejemplo la parte N-terminal del fragmento es todo o parte de los restos contiguos que forman la secuencia de 400
restos aminoacidicos del dominio N-terminal de la proteina CyaA de Bordetella pertussis.

En este documento, "E570Q" abarca la sustitucion del resto de acido glutamico en la posicién 570 de CyaA nativa de
Bordetella pertussis por un resto de glutamina.

En este documento, "K860R" abarca la sustitucion del resto de lisina en la posicidon 860 de CyaA nativa de Bordetella
pertussis por un resto de arginina.

La CyaA nativa de Bordetella pertussis también se ha descrito como una secuencia de aminoacidos y una secuencia
de nucledtidos por Glaser, P. et al., 1988, Molecular Microbiology 2(1), 19 - 30. Esta secuencia se menciona como
SEC ID N° 1 ilustrada en la figura 6. Por consiguiente, cuando se citan restos aminoacidicos o secuencias o
nucleotidos o secuencias de nucleétidos de la proteina CyaA de B. pertussis, en la presente invencién, se dan sus
posiciones con respecto a las secuencias descritas en dicha publicaciéon de Glaser et al. 1988.

En una realizacion de la presente invencidn la secuencia de aminoacidos de la adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis es la secuencia descrita como SEC ID N° 1.

Cuando se hace referencia a la SEC ID N° 1 o0 a la SEC ID N° 2 en este documento, se sefiala especialmente que,
salvo que sea técnicamente no relevante, se aplicarian las caracteristicas descritas de manera similar a una
secuencia modificada por insercién de restos en la SEC ID N° 1 o0 SEC ID N° 2 para destoxificar la proteina CyaA.
En dicho caso, la numeracién de los restos aminoacidicos debe adaptarse (especialmente en la medida en que
estés implicadas las posiciones 570 y 860 de la secuencia nativa).

De forma ventajosa, la proteina CyaA o un fragmento de la misma es una proteina o un fragmento de la misma, que
es el resultado de la co-expresion en una célula, especialmente en una célula recombinante, de los genes tanto
cyaA como cyaC. De hecho se ha demostrado que para que tenga propiedades invasivas para células diana, CyaA
deben experimentar modificaciones post-traduccionales que se ven posibilitadas por la expresion de los genes tanto
cyaA como cyaC (documento WO 93/21324).

Como se describe en este documento, la proteina CyaA es una proteina bacteriana. Como se describe en este
documento, la proteina de CyaA se obtiene de una especie Bordetella.

La especie Bordetella de la invencidn es Bordetella pertussis. Otras cepas de Bordetella son aquellas de Bordetella
parapertussis, Bordetella hinzii o Bordetella bronchiseptica. Las secuencias de la proteina CyaA de B. parapertussis
se han descrito especialmente con el nimero de acceso NC 002928.3 (como una secuencia de 1740 aminoacidos) y
en Parkhill J. et al. (Nat. Genet. DOI, 10 (2003)), para B. hinzii en Donato G.M. et al. (J. Bacteriol. 2005 Nov,
187(22):7579 - 88) y para B. bronchiseptica en Betsou F. et al. (Gene 1995, 30 de agosto; 162(1): 165 - 6).
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La expresiéon "mutante polipeptidico de la proteina adenilato ciclasa" excluye la adenilato ciclasa nativa expresada
por Bordetella. Como se ha indicado anteriormente, se caracteriza por una diferencia primaria con la proteina nativa,
que recae en la sustitucion combinada de dos restos aminoacidicos especificos. Puede modificarse adicionalmente
con respecto a dicha proteina nativa y puede ser especialmente un fragmento de la proteina asi mutada, tal como
por ejemplo una variante truncada de dicha proteina mutada, donde estan delecionados restos en uno de los dos o
ambos extremos terminales. En particular pueden delecionarse restos en el extremo C-terminal en la medida en que
no afecten al sitio de reconocimiento y unién para el receptor celular CD11b/CD18. Alternativa o adicionalmente
pueden delecionarse restos en el extremo N-terminal en la medida en que no afecte a la capacidad de translocacion
del polipéptido mutante obtenido. También puede ser un fragmento obtenido también después de deleciones
internas de uno o mas restos de la proteina CyaA mutada nativa.

Cuando la invencion se refiere a un mutante polipeptidico que es un fragmento indicado en este documento, dicho
fragmento que necesariamente comprende los restos mutados E570Q y K860R (cuando se hace referencia a la
secuencia de aminoacidos de la proteina CyaA de Bordetella pertussis) también retiene la capacidad de CyaA de
longitud completa mutada de unirse a las células y translocar su dominio N-terminal al citosol de células que
expresan CD11b/CD18.

La invencién por tanto proporciona polipéptidos mutantes adecuados para su uso en el disefio de medios para el
suministro de una o mas moléculas a una célula, especialmente una célula diana que expresa el receptor
CD11b/CD18.

En particular, la invencién proporciona polipéptidos mutantes de una proteina CyaA, donde dicha proteina se obtiene
de la toxina CyaA o se obtiene preferiblemente de un toxoide de la misma, especialmente un toxoide CyaA/AC". Los
polipéptidos mutantes son capaces de unirse a una célula, especialmente una célula diana que expresa el receptor
CD11b/CD18, son capaces de translocar su dominio N-terminal o la molécula insertada en dicho dominio o injertada
en el mismo al interior de la célula y su actividad de formaciéon de poros esta total o parcialmente suprimida en
comparacioén con la de la toxina o toxoide CyaA.

La capacidad del polipéptido mutante de abordar células CD11b/CD18 se pueden ensayar especialmente de
acuerdo con los métodos descritos en el documento EP 03291486.3 y El-Azami-El-Idrissi M. et al., J. Biol. Chem.,
278(40)38514 - 21 o en el documento WO 02/22169. Ademas, la capacidad del polipéptido mutante de translocar el
epitopo o epitopos o polipéptido o polipéptidos que contienen dicho epitopo o epitopos al citosol de la célula diana
se puede ensayar aplicando el método descrito en el documento WO 02/22169.

La supresion total o parcial de la actividad de formacion de poros de la toxina o toxoide CyaA, o la capacidad de
permeabilizacion celular, se entiende como la supresion total o parcial de la capacidad de formar poros, en particular
poros selectivos de cationes de un didmetro estimado de 0,6 a 0,8 nm, que permeabilizan una membrana celular y
finalmente provocan la lisis celular coloide-osmoética. La actividad de formacion de poros se puede medir usando el
experimento de pinzamiento zonal de una Unica célula completa como se describe en los ejemplos.

La actividad de formacion de poros de la toxina CyaA contribuye a su actividad citolitica o hemolitica global sobre las
células. De hecho en el contexto de la presente invencion, la actividad citolitica o hemolitica global de CyaA (o su
"actividad citotoxica global") debe entenderse como resultante de al menos las actividades adenilato ciclasa y de
formacion de poros de la toxina CyaA. Por tanto la supresion total o parcial de la actividad de formacion de poros de
la toxina CyaA permite al menos una supresion parcial de su actividad citolitica.

En una realizacion preferida, la actividad citolitica global del polipéptido de acuerdo con la invencion, en particular
sobre células que expresan el receptor CD11b/CD18, esta total o parcialmente reducida en comparacion con la de la
toxina CyaA de Bordetella pertussis. La actividad citolitica del polipéptido de la invenciéon se puede determinar
midiendo la cantidad de hemoglobulina (para eritrocito) o de lactato deshidrogenasa (para monocitos) liberada por
las células cuando se incuban con el polipéptido ensayado como se describe en los ejemplos.

En una realizacién preferida, la actividad citolitica global del polipéptido de acuerdo con la invencién sobre células
que expresan el receptor CD11b/CD18 es al menos un 75% inferior, mas preferiblemente al menos un 80%, 85%,
90% o 95% inferior, que la de la toxina CyaA de Bordetella pertussis, o que la de una proteina CyaA de Bordetella
pertussis cuya actividad adenilato ciclasa esta parcial o totalmente suprimida (o "toxoide CyaA"). En una realizacion
particularmente preferida, la actividad citolitica global del polipéptido de acuerdo con la invencién sobre células que
expresan el receptor CD11b/CD18 es al menos un 75% inferior, mas preferiblemente al menos un 80% o 85%
inferior, que el del toxoide CyaA de Bordetella pertussis cuya secuencia de aminoacidos se muestra en la figura 2
(SEC ID N° 2).

En una realizacién preferida, la invencion se refiere a un polipéptido que es un mutante de una adenilato ciclasa y
cuya secuencia de aminoacidos comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos (i) que estd mutada con
respecto a la secuencia de aminoacidos descrita en la SEC ID N° 1, comprendiendo dichas mutaciones al menos las
sustituciones E570Q y K860R o (ii) que es un fragmento de la proteina CyaA que tiene dicha secuencia de
aminoacidos descrita como SEC ID N° 1, en la medida en que dicho fragmento tiene una secuencia de aminoacidos
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que incluye la sustituciones E570Q y K860R y donde el polipéptido es capaz de unirse al receptor CD11b/CD18 de
células que expresan el mismo y de translocar su dominio N-terminal al interior de dicha célula.

En una realizacion particular de la presente invencion, el fragmento que incluye una sustitucion del resto de acido
glutdmico en la posicion 570 de la SEC ID N° 1 por un resto de glutamina (mencionada como "E570Q"), y la
sustitucion del resto de lisina en la posicion 860 de la SEC ID N° 1 por un resto de arginina (mencionada como
"K860R") abarca al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina CyaA que empieza con el primer resto N-
terminal o desde uno de los restos aminoacidicos comprendidos entre las posiciones 1 y 400, preferiblemente entre
las posiciones 1 y 380 y que se extiende hasta las restos que forman el sitio de reconocimiento y de unién para el
receptor celular CD11b/CD18 y dicho fragmento contiene restos correspondiente a los restos E570Q y K860R
mutados o consiste en dicha secuencia de aminoacidos. En una realizacion preferida, el fragmento que incluye las
sustituciones E570Q y K860R no comprende la secuencia de aminoacidos que discurre desde el aminoacido en la
posicion 1 de la SEC ID N° 1 hasta el aminoacido en la posicion 372 de la SEC ID N° 1.

En una realizacion preferida, el fragmento que se prepara de este modo tiene esencialmente pérdida actividad
enzimatica adenil ciclasa (actividad AC)

En una realizacién preferida, el polipéptido mutante de la invencién se produce por co-expresion en una célula
recombinante de un gen mutante que codifica la secuencia de aminoacidos de CyaA mutada en E570Q y R860R y
del gen cyaC, seguido por la recuperacion del fragmento expresado seleccionado de CyaA mutante.

Preferiblemente, el polipéptido mutante de la invencién tiene un resto de lisina que corresponde al resto de lisina en
la posicion 983 de la secuencia de aminoacidos de CyaA expuesta en la SEC ID N° 1 y que se acila, en particular
que se palmitoila o palmitoleila.

Como alternativa, el polipéptido mutante de la invencién tiene un resto de lisina que corresponde al resto de lisina en
la posicion 983 de la secuencia de aminoacidos de CyaA expuesta en la SEC ID N° 1 que no esta acilado.

En una realizacién especifica, el polipéptido mutante de la invencién tiene una secuencia de aminoacidos derivada
de la secuencia de aminoacidos de CyaA descrita en la SEC ID N° 1 por mutacion de restos resultante en E570Q y
K860R y tiene una secuencia de aminoacidos que comparte al menos un 50%, preferiblemente al menos un 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 99% de identidad con la secuencia expuesta en la SEC ID N° 1.

En otra realizacion especifica, el polipéptido mutante de la invencion tiene una secuencia de aminoacidos que difiere
de un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 o 2 a 860 de
la SEC ID N° 1 por mutacién de restos resultante en E570Q y K860R y por mutaciones adicionales resultantes en 1
a 50 sustituciones de restos aminoacidicos incluyendo las sustituciones E570Q y K860R.

En una realizacién especifica, el polipéptido mutante de la invencién no porta ninguna sustitucion, supresion, y/o
insercion de restos aminoacidicos en comparacion con la secuencia de aminoacidos de CyaA de Bordetella
pertussis diferente a las sustituciones E570Q y K860R. En una realizacion especifica, el polipéptido mutante tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2 ilustrada en la figura 7. En otra realizacion especifica, las Unicas
sustituciones, supresiones, y/o inserciones de aminoacidos adicionales en comparaciéon con la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 2 consisten en sustituciones, supresiones, y/o inserciones de amino4cidos que
suprimen total o parcialmente la actividad enzimatica adenil ciclasa de la proteina CyaA, tal como en particular la
insercién de un dipéptido, por ejemplo un dipéptido "LQ" o "GS" entre los aminoacidos correspondiente a las
posiciones 188 y 189.

En una realizacion particular, el polipéptido mutante de la invencion difiere de la secuencia de aminoacidos de CyaA
expuesta en la SEC ID N° 1 por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 sustituciones, supresiones, y/o inserciones de restos
aminoacidicos ademas de las sustituciones E570Q y K860R.

En una realizacion particular, ademas de las sustituciones E570Q y K860R, el resto de leucina en la posicién 247 de
la proteina CyaA nativa de Bordetella pertussis esta sustituido por un resto de glutamina (L247Q) o por otro resto
aminoacidico en particular un resto de aminoacido conservativo.

Un polipéptido mutante de la invencién que es un fragmento descrito en este documento de la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEC ID N° 1 se entiende como una secuencia que comprende uno o mas fragmentos que
tienen un tramo de aminoacidos que comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 o 2 a 860 y hasta
aproximadamente 1705 restos aminoacidicos de la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 1, en particular fragmentos
que comprenden un tramo de al menos 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 restos aminoacidicos de la
SEC ID N° 1, que abarcan los restos E570Q y K860R. Un polipéptido mutante de la invencién también puede
definirse como un fragmento de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEC ID N° 2 que comprende uno o mas
fragmentos que tienen un tramo de aminoacidos que comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 o 2 a 860 y hasta
aproximadamente 1705 restos aminoacidicos de la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 2, en particular fragmentos
que comprenden un tramo de al menos 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 restos aminoacidicos de la
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SEC ID N° 2, que abarcan los restos 570 y 860. Dichos fragmentos preferiblemente retienen la capacidad de unién al
receptor CD11b/CD18 de células que expresan el mismo y la capacidad a translocar su dominio N-terminal al interior
de dichas células. Preferiblemente, el polipéptido mutante de la invencion que es dicho fragmento que tiene un tramo
de aminoécidos que comprende los restos aminoacidicos 570 como E570Q a 860 como K860R o 1 a 860, o 2 a 860
de la SEC ID N° 1 en la medida en que se observan las mutaciones E570Q y K860R con respecto a la SEC ID N° 1
original.

En una realizacion preferida, el fragmento comprende adicionalmente los restos aminoacidicos 1166 a 1281 o los
restos aminoacidicos 1208 a 1243 de la secuencia de aminoacidos de CyaA expuesta en la SEC ID N° 1 de la
proteina CyaA para su interaccién con células diana CD11b/CD18.

Un fragmento particular por tanto comprende todo o parte de la parte C-terminal de la proteina nativa, siendo dicha
parte responsable de la union del polipéptido de la invencidon a la membrana y/o receptor CD11b/CD18 de la célula
diana, y del posterior suministro del dominio N-terminal del polipéptido al citosol celular. Un polipéptido particular de
la invencion es el fragmento de la proteina CyaA que contiene los restos aminoacidicos 373 a 1706 de la proteina
CyaA especialmente de la SEC ID N° 1, en la medida en que los restos 570 y 860 estan mutados como E570Q y
K860R.

En otra realizacion preferida, el polipéptido mutante es un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que
comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 0 2 a 860 de la SEC ID N° 1, en que:

a) una primera secuencia de aminoacidos que corresponde a un tramo de al menos 100 restos aminoacidicos
contiguos de la SEC ID N° 1 comprende el resto aminoacidico 570 como E570Q, y ademas incluye 0, 1, 2, 3,4 6
5 sustituciones en comparacion con la SECID N° 1y

b) una segunda secuencia de aminoacidos que corresponde a un tramo de al menos 100 restos aminoacidicos
contiguos de la SEC ID N° 1 comprende el resto aminoacidico 860 como K860R, y ademas incluye 0, 1, 2, 3,4 6
5 sustituciones en comparacion con la SEC ID N° 1 y preferiblemente comprende

c) una tercera secuencia de aminoacidos que comprende los restos aminoacidicos 1166 a 1281 o los restos
aminoacidicos 1208 a 1243 de la secuencia de aminoacidos de CyaA expuesta en la SEC ID N° 1 de la proteina
CyaA para su interaccion con células diana CD11b/CD18.

La solicitud describe un fragmento que es uno que corresponde a la proteina CyaA mutada E570Q y K860R donde
los restos aminoacidicos 225 a 234 se han delecionado, proporcionando de este modo un fragmento que contiene
los restos 1 a 224 y 235 a 1706 de la proteina mutada.

En una realizacion particularmente preferida, el fragmento polipeptidico de acuerdo con la invencion se une a una
célula que expresa el receptor CD11b/CD18 como un resultado de la unién especifica a dicho receptor.

En una realizacién preferida, la actividad adenilato ciclasa del polipéptido en una célula esta parcial o totalmente
suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA de Bordetella pertussis. Como se ha indicado anteriormente, la
expresion "proteina CyaA" se refiere la forma de toxina o preferiblemente a la forma de toxoide de la proteina. Por
consiguiente, cada realizacion de la invencion que se refiere al polipéptido que es un mutante de la proteina CyaA se
aplica a cada una de las formas de toxina o toxoide de la proteina.

La supresion total o parcial de la actividad enzimatica adenilato ciclasa CyaA debe entenderse como la supresion
total o parcial de la capacidad a convertir ATP en AMPc en un entorno celular en comparacion con la de una toxina
CyaA producida por co-expresion de los genes cyaA y cyaC en una célula. La capacidad a convertir ATP en AMPc
puede determinarse midiendo el nivel de AMPc intracelular como se describe en los ejemplos.

Dicha supresién total o parcial puede obtenerse como resultado de inactivacidon genética, por ejemplo por
introduccion de una corta secuencia de aminoacidos, que comprende por ejemplo de uno a diez aminoacidos, en
particular un dipéptido en un sitio de la secuencia de aminoacidos de CyaA que es parte del sitio catalitico, es decir
en un sitio localizado dentro de los primeros 400 aminoacidos (dominio AC) de la SEC ID N° 1 o por sustitucién de
una parte de la secuencia de aminoacidos de CyaA expuesta en la SEC ID N° 1 que es esencial para la actividad
enzimdtica. En una realizacion preferida, la supresion total o parcial de la actividad enzimatica CyaA se obtiene por
insercién de un dipéptido, por ejemplo un dipéptido "LQ" o "GS", entre los aminoacidos correspondientes a las
posiciones 188 y 189 de la secuencia de CyaA expuesta 2222222222222222 oy |3 SEC ID N° 1. Esto puede conseguirse
insertando un oligonucleétido, tal como "CTG CAG" o "CGATCC", en el sitio ECORV en la posicion 564 de la fase
codificante del gen cyaA. Véase Ladant et al., 1992. Como alternativa, la supresién total o parcial de la actividad
enzimatica puede obtenerse también por mutagénesis dirigida, por ejemplo, remplazando el resto de lisina en la
posicion 58 o 65 de la proteina CyaA nativa de Bordetella pertussis (Glaser et al., 1989) por un resto de Gin.

La invencién también se refiere a un derivado polipeptidico que comprende o que consiste en el polipéptido mutante
de acuerdo con la invencion que esta adicionalmente combinado con una o mas moléculas de interés. En una
realizacién preferida, una molécula de interés es una molécula biolégicamente activa ya sea en solitario o
combinada con el polipéptido de la invencién. Dichas moléculas pueden ser especialmente de valor profilactico o
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valor terapéutico es decir, pueden tienen una actividad profilactico o terapéutica, o pueden potenciar una actividad
profilactica o terapéutica.

En realizaciones especificas, las moléculas de interés se seleccionan del grupo que comprende: péptidos,
glucopéptidos, lipopéptidos, polisacaridos, oligosacaridos, acidos nucleicos, lipidos y agentes quimicos.

En una realizaciéon especifica, la una o mas moléculas de interés son moléculas polipeptidicas o contienen
moléculas polipeptidicas. Su secuencia de aminoacidos puede comprender de 2 a 1000, preferiblemente 5 - 800, 5 a
500,5a200,5a100,8a50,5a25, 5a20u8a 16, 0300 -600, 400 - 500, restos aminoacidicos.

En una realizacion preferida, la una o mas moléculas de interés son secuencias de aminoacidos heterdlogas
adecuadas para provocar una respuesta inmune (también mencionadas como "antigenos heterélogos"), en particular
secuencias de aminoacidos que comprenden o consisten en un epitopo, incluyendo antigenos. Como se usa en este
documento, el término "heterélogo" se refiere a un antigeno diferente al polipéptido mutante que se usa en el propio
vector. Como se usa en este documento, el término "epitopo" se refiere a una molécula heteréloga y especialmente
un péptido heterélogo que puede provocar una respuesta inmune, cuando se presenta al sistema inmune de un
hospedador. En particular, dicho epitopo puede comprender o consistir en un tramo de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,156
16 restos aminoacidicos. Puede consistir alternativamente en un antigeno de longitud completa o consistir en
fragmento o fragmentos antigénicos.

En una realizacién especifica, un derivado polipeptidico de acuerdo con la invencion puede estar codificado por un
plasmido que corresponde con el plasmido OVA-QR-AC depositado con el nimero de acceso CNCM 1-4137 (figura
12) en que la secuencia de ADN que codifica la secuencia antigénica "OVA" esta remplazada por una secuencia de
ADN que codifica una secuencia antigénica que comprende uno o mas epitopos.

La molécula polipeptidica adecuada para provocar una respuesta inmune es especialmente una que provoca una
respuesta inmune de células T, incluyendo como ejemplo una respuesta CTL. La molécula polipeptidica adecuada
para provocar una respuesta inmune también puede ser una que provoca una respuesta inmune de células B.

En realizaciones especificas, el antigeno heterélogo se selecciona entre el grupo que consiste en un antigeno de un
patdégeno bacteriano, un antigeno de célula tumoral, un antigeno viral, un antigeno retroviral, un antigeno fangico o
un antigeno de célula parasitaria.

Una molécula de interés puede ser especialmente un antigeno seleccionado entre el grupo que consiste en: un
antigeno de Chlamidia, un antigeno de micoplasma, un antigeno de virus de la hepatitis, un antigeno de poliovirus,
un antigeno de virus VIH, un antigeno de virus de la influenza, un antigeno de virus de la coriomeningitis, un
antigeno tumoral, o una parte de cualquiera de estos antigenos que comprenda al menos un epitopo.

En una realizacion preferida del derivado polipeptidico de la invencion, la secuencia de aminoacidos de cada una de
dichas moléculas adecuadas para provocar una respuesta inmune comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos de un antigeno de Chlamidia, un antigeno de micoplasma, un antigeno de virus de la hepatitis, un
antigeno de poliovirus, un antigeno de virus VIH, un antigeno de virus de la influenza, un secuencia de virus de la
coriomeningitis, un antigeno tumoral, o comprende o consiste en una parte de una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de estos antigenos que comprende al menos un epitopo.

En una realizacién particularmente preferida, la molécula de interés es un antigeno asociado a tumor (TAA). Los
antigenos asociados a tumor se han caracterizado para varios tumores tales como por ejemplo: melanoma,
especialmente melanoma metastasico; carcinoma de pulmén; carcinoma de cabeza y cuello; carcinoma cervical,
carcinoma esofagico; carcinoma de vejiga, especialmente carcinoma de vejiga infiltrante; carcinoma de préstata;
carcinoma de mama; carcinoma colorrectal; carcinoma de células renales; sarcoma; leucemia; mieloma. Para estos
diversos tipos histolégicos de cancer, se ha demostrado que los péptidos antigénicos se expresan especificamente
en muestras de tumor y se reconocen por células T, especialmente por células T CD8" o células T CD4".

Se hizo una revision de péptidos hallados como antigenos asociados a tumor en estos tipos de tumores por Van der
Bruggen P. et al. (Immunological Reviews, 2002, vol 188:51 - 64). Especialmente, la descripcion de los péptidos
contenidos en la tabla 3 de dicha revision se remite en este documento para proporcionar ejemplos de dichos
antigenos asociados a tumor y dicha tabla 3 se incorpora por referencia en la presente solicitud.

Se citan los siguientes antigenos como ejemplos de antigenos asociados a tumor reconocidos por células T, de
acuerdo con la publicacién de Kawakami Y. et al. (Cancer Sci, octubre 2004, vol. 95, n® 10, pag. 784 - 791) que
también proporciona métodos para seleccionar estos antigenos o ademas uno: antigenos compartidos por diversos
canceres, incluyendo MAGE (especialmente en melanoma), NY-ESO-1, Her2/neu, WT1, Survivina, hTERT, CEA,
AFP, SART3, GnT-V, antigenos especificos para algunos canceres particulares tales como pbeta-catenina, CDK4,
MART-2, MUM3, gp100, MART-1, tirosinasa para melanoma; bcr-abl, TEL-AML1 para leucemia; PSA, PAP, PSM,
PSMA para cancer de préstata; Proteinasa 3 para leucemia mielégena; MUC-1 para cadncer de mama, de ovario o
pancreas ; EBV-EBNA, HTLV-1 tax para linfoma, ATL o cancer cervical; HLA-A2 mutado para cancer de células
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renales; HA1 para leucemia/linfoma. También se han descrito antigenos asociados a tumor en animales tales como
Ciclina D1 y Ciclina D2 en tumores que afectan a gatos o perros.

Los antigenos asociados a tumor reconocidos por células T también se han descrito en Newlino L. et al. (Immunol
Immunother 2004, 54:187 - 207).

Mas en general, los TAA de interés en la presente invencion son aquellos correspondiente a antigenos mutados, o a
antigenos que se sobre-expresan en células tumorales, a antigenos compartidos, antigenos de diferenciacion
especificos de tejido o a antigenos virales.

En una realizacion particular de la invencién, el antigeno asociado a tumor es un antigeno de papilomavirus (HPV) o
es tirosinasa.

De acuerdo con otra realizacién particular de la invencion, las secuencias de aminoacidos de las moléculas
polipeptidicas que comprenden o consisten en un epitopo se han modificado con respecto a su secuencia de
aminoacidos nativa, por ejemplo para disminuir la cantidad de restos aminoacidicos cargados negativamente dentro
de la secuencia. Dicha modificaciéon puede obtenerse eliminando algunos de estos restos aminoacidicos cargados
negativamente o también anadiendo algunos restos aminoacidicos cargados positivamente, especialmente como
restos flanqueantes de los epitopos. Los polipéptidos que por tanto comprenden menos restos cargados
negativamente podrian favorecer la translocacion del dominio catalitico del derivado polipeptidico de la invencién al
citosol de células diana.

Las secuencias de aminoacidos de las moléculas polipeptidicas que comprenden o consisten de un epitopo o un
antigeno también pueden disefiarse de tal forma que estén desplegadas cuando se insertan en el derivado
polipeptidico de la invencion, lo que mejora la eficacia de la internalizacidon de la molécula o moléculas de interés de
acuerdo con la invencién en las células diana. Dicho despliegue en polipéptidos que experimentan plegamiento
como consecuencia de su contenido de aminodcidos, puede obtenerse por ejemplo, eliminando o sustituyendo
restos de cisteina para evitar la formacion de enlaces disulfuro que pueden estar implicados en el plegamiento de los
polipéptidos. En algunos casos, es posible evitar el plegamiento de los polipéptidos preparandolos en presencia de
agentes reductores que permiten evitar el replegamiento in vivo.

En una realizacién particular, las secuencias de aminoacidos, especialmente el antigeno, pueden comprender o
consistir en epitopos cripticos.

Los inventores de hecho han determinado que construcciones de derivados polipeptidicos, que comprenden (i) un
polipéptido de la invencidon que es un mutante de una proteina CyaA (polipéptido mutante) de acuerdo con las
definiciones descritas en este documento y (ii) una molécula polipeptidica que tiene una secuencia de aminoacidos
que alberga uno o varios fragmentos antigénicos de uno o varios antigenos, posibilita que epitopos cripticos de
dichos antigenos leguen a ser inmunogénicos como resultado de su presentacion en las construcciones.
Especialmente, dichas construcciones que implican polipéptidos mutantes definidos en la presente invencion que
comprenden molécula o moléculas polipeptidicas derivadas de antigenos de interés para aplicaciones
especialmente profilacticas o terapéuticas, incluyendo propoésitos de vacunaciéon inmunoterapeutica, se procesan en
células diana donde se permite que la molécula o moléculas polipeptidicas se internalicen como resultado de la
translocacion del dominio N-terminal del polipéptido mutante. Dicho procesamiento posibilita la presentacion de
epitopos a través de las moléculas MHC de clase | de las células diana, y dichos epitopos pueden comprender
epitopos cripticos del antigeno que se permite que lleguen a ser inmunogénicos y en particular que establezcan una
respuesta de células T en un hospedador, especialmente una respuesta CTL.

La invencién por tanto también se refiere a un derivado polipeptidico, en particular a una proteina recombinante que
comprende uno o varias moléculas polipeptidicas que tienen una secuencia de aminoacidos que alberga uno o
varios epitopos de uno o varios antigenos, o que alberga dicho o dichos antigenos, insertandose dicha secuencia o
secuencias de aminoacidos de dicha molécula o moléculas polipeptidicas en el mismo sitio o en diferentes sitios,
especialmente en diferentes sitios permisivos de un polipéptido mutante de acuerdo con la invencion, reteniendo
dicha proteina recombinante la propiedad de la toxina CyaA de abordar células presentadoras de antigeno (APC),
donde al menos uno de dichos epitopos es un epitopo criptico subdominante de células T y donde dicho derivado
polipeptidico, especialmente dicha proteina recombinante, es capaz de provocar una respuesta de especifica de
antigeno contra dicha molécula o moléculas polipeptidicas.

En una realizacién especifica del derivado polipeptidico de acuerdo con la invencién, la una o mas secuencias de
aminoacidos se insertan en uno o mas sitios, especialmente sitios permisivos.

Para la presente invencion, un "sitio permisivo" es un sitio de la secuencia de la proteina CyaA donde puede
insertarse un polipéptido sin afectar sustancialmente a la propiedades funcionales deseadas de la proteina CyaA
especialmente sin afectar sustancialmente al direccionamiento celular, especialmente el direccionamiento a células
presentadoras de antigeno (APC) por CyaA, incluyendo sin afectar sustancialmente a la union especifica al receptor
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CD11b/CD18 y ventajosamente sin afectar sustancialmente a los dominios de la proteina implicados en el proceso
de translocacion del dominio N-terminal de CyaA al interior de una célula diana.

Se presentan métodos para seleccionar sitios permisivos por ejemplo en el documento W093/21324, en Ladant et
al., 1992, y en Osicka et al., 2000 (Infection and Immunity, 2000, 68(1):247 - 256). En particular, una metodologia
usando una doble seleccidn (resistencia a antibiético y ensayo colorimétrico en placas por a-complementacion)
posibilita identificar facilmente inserciones de oligonucledétidos (que conservan la fase de lectura) en la parte del gen
que codifica el dominio catalitico N-terminal de la toxina. La consecuencias funcionales de estas mutaciones sobre la
actividad catalitica de la toxina se pueden analizar facilmente, tanto genéticamente (complementacion funcional de
una cepa E. coli cya cepa) como bioquimicamente (caracterizacion de la estabilidad de las adenilciclasas
modificadas, de su actividad enzimatica, de su interaccion con caM, etc.). Esta metodologia ha posibilitado
seleccionar una gran cantidad de mutaciones para identificar los sitios que son potencialmente ventajosos para la
insercion de determinantes antigénicos.

Lo sitios permisivos de la adenilato ciclasa de Bordetella pertussis que permiten la translocacion del dominio
catalitico CyaA y por lo tanto la translocacién de secuencias de aminoacidos insertadas en dicho sitios permisivos
incluyen, aunque sin limitacién, los restos 137 - 138 (Val-Ala), los restos 224 - 225 (Arg-Ala), los restos 228 - 229
(Glu-Ala), los restos 235 - 236 (Arg-Glu), y los restos 317 - 318 (Ser-Ala) (Sebo et al., 1995). También se incluyen los
siguientes sitios permisivos adicionales en realizaciones de la invencion: los restos 107 - 108 (Gly-His), los restos
132 - 133 (Met-Ala), los restos 232 - 233 (Gly-Leu), y los 335 - 336 (Gly-GIn) y 336 - 337. Sin embargo, pueden
usarse otros sitios permisivos en la presente invencién, que se pueden identificar por ejemplo usando la metodologia
indicada anteriormente, especialmente sitios entre los restos 400 y 1700 de la proteina CyaA.

Para otras especies Bordetella los sitios permisivos correspondientes se pueden definir por comparacién de
secuencias y determinacion de los restos correspondientes.

Como se describe en este documento, el uno o mas polipéptidos de secuencia de aminoacidos puede también o
alternativamente insertarse en uno y/o el otro extremos (finales) del polipéptido de la invencion, preferiblemente en el
extremo N-terminal del polipéptido CyaA mutante que carece de todo o parte del dominio catalitico N-terminal de la
proteina CyaA de Bordetella pertussis, y mas particularmente que carece de los restos 1 - 373.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, la una o mas secuencias de aminoacidos adecuadas para provocar una
respuesta inmune, se injertan en un resto aminoacidico de dicho polipéptido.

De acuerdo con la invencion, la "combinaciéon" (o insercion) de una secuencia de aminoacidos con el polipéptido
mutante CyaA para proporcionar un llamado derivado polipeptidico, también mencionada como "proteina
recombinante” o una "proteina hibrida", abarca la insercion genética especialmente por tecnologia de ADN
disponible. Como alternativa, "combinacion" también abarca insercién no genética, incluyendo por ejemplo insercion
quimica por ejemplo acoplamiento covalente realizado especialmente en un extremo de la secuencia de
aminoacidos, o acoplamiento no covalente. La insercién no genética puede ser especialmente de interés cuando la
secuencia de aminoacidos a insertar es sintética o semi-sintética. Los métodos para acoplar un farmaco a un
polipéptido son bien conocidos en la técnica y comprenden por ejemplo enlace disulfuro usando sulfhidrilo activado
por N-piridil sulfonilo.

En particular, es posible injertar moléculas a los polipéptidos de la invencién por enlace quimico o por insercion
genética para direccionamiento in vivo a células diana de CyaA, tales como APC, por ejemplo células CD11b/CD18
positivas y especialmente al citosol de dichas células. De hecho, cuando se acopla una molécula correspondiente a
un epitopo de célula T CD8+ dado al dominio catalitico de CyaA destoxificada, mediante un enlace disulfuro o por
insercidon genética, se ha descubierto que la molécula modificada por ingenieria puede provocar una respuesta CTL
especifica in vivo, mostrando de este modo que dicho epitopo de células T CD8+ se transloca al citosol de células
que expresan CD11b.

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido CyaA mutante se usa en la fabricacién de un vector
proteico o en la preparacion de una composicion especificamente disefiada para cebar una respuesta de células T
citotoxicas CD8+ (respuesta CTL) cuando dicha respuesta sigue al abordamiento del polipéptido CyaA mutante
modificado (especialmente recombinado o conjugado) con una molécula de interés a células que expresan CD11b,
seguido por la translocacién de la molécula de interés al citosol de dichas células que expresan CD11b, y en
particular a células dendriticas mieloides. En este contexto, la molécula de interés es o comprende preferiblemente
un epitopo o un antigeno.

En otra realizacion preferida de la invencion, el polipéptido CyaA mutante se usa en la fabricacion del vector proteico
0 en la preparacion de una composicion especificamente disefiada para cebar una respuesta de células CD4+
cuando dicha respuesta sigue al abordamiento focalizacién de la adenilciclasa modificada (especialmente
recombinada o conjugada) con una molécula de interés a células que expresan CD11b, en particular células
dendriticas mieloides. En este contexto, la molécula de interés es o comprende preferiblemente un epitopo o un
antigeno.
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Los polipéptidos mutantes pueden usarse también en la fabricacion de un vector proteico para el direccionamiento
de un compuesto profilactico o terapéutico a células que expresan CD11b. En este contexto, en una realizacién
especifica de la invencion, la molécula llamada de interés tiene un valor profilactico o terapéutico y en particular es
un farmaco. Dicho compuesto profilactico o terapéutico y en particular dicho farmaco puede estar genética o
quimicamente acoplado al polipéptido mutante. EI método para acoplar un compuesto a un polipéptido es bien
conocido en la técnica y comprende por ejemplo enlace disulfuro usando sulfhidrilo activado por N-piridil sulfonilo. En
una realizacion, una molécula de interés es un compuesto antiinflamatorio que se dirige, cuando esta acoplado al
polipéptido mutante, especificamente a la superficie de las células implicadas de la respuesta inflamatoria, tales
como células dendriticas o neutrdfilos.

Mas especificamente, la presentacion de antigeno para el cebado de células citotoxicas CD8+ selectivas se realiza
principalmente realizada por células dendriticas mieloides.

Por consiguiente, en una realizacién especifica, el polipéptido CyaA mutante usado para la fabricacion del vector
proteico es una adenilciclasa modificada genéticamente que contiene una o mas moléculas quimicamente acopladas
mediante un enlace disulfuro a uno o mas restos insertados de cisteina localizados dentro del dominio catalitico del
polipéptido CyaA mutante. De hecho, se pueden acoplar quimicamente multiples moléculas al polipéptido CyaA
mutante mediante un enlace de disulfuro a diferentes restos de cisteina localizados en diferentes sitios permisivos
dentro del dominio catalitico.

Los polipéptidos mutantes o derivados polipeptidicos de acuerdo con la invencion son adecuados para su uso en
terapia o profilaxis.

Por terapia o efecto terapéutico se entiende cualquier efecto que sea beneficioso para la afeccién de un paciente,
que sea curativo o suficiente para limitar los sintomas o las consecuencias de una afeccion patoldgica, incluyendo
limitacion de la progresion de una afeccion patoldgica. Por terapia o efecto terapéutico también se abarca la
prevencion del comienzo de una afeccion patolégica.

Los polipéptidos mutantes o derivados polipeptidicos de acuerdo con la invencion son en particular adecuados para
provocar una respuesta inmune mediada por células tal como una respuesta inmune de células T o una respuesta
inmune de células B en un hospedador que lo necesite. Incluye respuesta CTL y Th, especialmente Th1, incluyendo
respuesta de células T CD4" y /o respuesta de células T CD8".

La capacidad de un polipéptido derivado de proteina CyaA de provocar una respuesta inmune mediada por células
puede ser suficiente para prevenir el crecimiento tumoral in vivo o incluso para posibilita la regresién tumoral en un
animal. También puede potenciarse por activacion del componente innato de la respuesta inmune a través de la
activacion TLR y por activaciéon negativa del componente regulador de la respuesta inmune a través del uso de
agentes quimioterapéuticos. La invencion proporciona medios que posibilitaran que se obtengan dichos resultados
en condiciones mejoradas de de seguridad como resultado de la mutaciones combinadas E570Q y K860R, que se
han seleccionado.

La solicitud describe métodos terapéuticos que comprenden la administraciéon a un paciente animal o humano del
polipéptido mutante o derivado polipeptidico de acuerdo con la invencién a un paciente para provocar una respuesta
inmune de células T o una respuesta inmune de células B en un hospedador que lo necesite.

Los polipéptidos mutantes o derivados polipeptidicos de acuerdo con la invencion pueden usarse en particular para
la prevencién o el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre neoplasia, canceres y enfermedades
infecciosas seleccionadas entre enfermedades inducidas virales, retrovirales, bacterianas o fungicas. En particular,
los derivados polipeptidicos pueden usarse para el tratamiento de infecciones por VIH en un paciente.

Se proporciona especialmente que en una realizacidn particular de la invencion, el polipéptido mutante o derivado
polipeptidico de CyaA es adecuado para el tratamiento de tumores infiltrantes o vascularizados frente a tumores
superficiales o para el tratamiento de tumores metastasicos frente a tumores primarios, de acuerdo con los criterios
clinicos conocidos para la clasificacion de tumores.

Los tumores soélidos son especialmente una diana para el tratamiento a través del uso del derivado polipeptidico de
la invencion.

Entre los tumores que pueden ser candidatos para el tratamiento con el derivado polipeptidico de la invencion, se
describen los siguientes, para los cuales se han caracterizado antigenos asociados a tumor, como ejemplos:

melanoma, especialmente melanoma metastasico; carcinoma de pulmoén; carcinoma de cabeza y cuello;
carcinoma cervical, carcinoma esofagico; carcinoma de vejiga, especialmente carcinoma de vejiga infiltrante;
carcinoma de prostata; carcinoma de mama; carcinoma colorrectal; carcinoma de células renales; sarcoma;
leucemia; mieloma. Para estos diversos tipos histolégicos de canceres, se ha demostrado que los péptidos
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antigénicos se expresan especificamente en muestras de tumor y se reconocen por células T, especialmente por
células T CD8" o células T CD4".

La invencién ademas se refiere al uso de un derivado polipeptidico de acuerdo con la invencién, para la preparacion
de una composicidn terapéutica para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre neoplasia, canceres y
enfermedades infecciosas seleccionadas entre enfermedades inducidas virales o retrovirales.

En una realizacién preferida, el polipéptido o derivado polipeptidico de acuerdo con la invenciéon se puede
administrar al paciente en combinacidon con un adyuvante y/o en combinacién con otra molécula o agente
terapéuticamente activo.

En el contexto de la presente invencion dicha "otra molécula o agente terapéuticamente activo" es uno que puede
ser beneficioso para la afeccion de un paciente al cual se administrada. Es especialmente un principio activa
adecuado para su uso en la fabricacién de un farmaco. Puede ser un compuesto adecuado para potenciar, aumentar
o modular el efecto de un principio terapéuticamente activo.

El polipéptido CyaA mutante o el polipéptido derivado del mismo se puede administrar con una molécula o agente
terapéuticamente activo, en particular una adecuada para provocar una respuesta inmune en un paciente.

En particular, el polipéptido CyaA mutante o el polipéptido derivado del mismo se puede administrar con un agente
terapéuticamente activo adecuado para modular una respuesta celular en un paciente, en particular por reducir o
bloquear la capacidad inmunosupresora de células T reguladoras.

De acuerdo con una realizacion particular de la invencién, dicho efecto sobre una respuesta celular reguladora se
puede obtener con un agente que modula una célula T reguladora y/o que modula otra respuesta supresora celular,
tal como la respuesta celular supresora mieloide, dirigiendo dicho agente a dichas células reguladoras,
especialmente células T, agotando o inactivando estas células (tal como con anticuerpo CD25-especifico, o
ciclofosfamida), alterando el trafico de dichas células, especialmente células T reguladoras (tal como anticuerpo
CCL22-especifico) o alterando diferenciacion y sefalizacién de dichas células (tal como por bloqueo de sefal
FOXP3 (forkhead box P3)).

De acuerdo con una realizacion particular de la invencién, el agente modulador de una respuesta celular reguladora
aborda moléculas supresoras, especialmente dichas moléculas presentes en APC (tales como B7-H1, B7-H4, IDO
(indolamina 2,3-dioxigenasa) o arginasa) o en células T (tales como CTLA4 (antigeno 4 asociado a linfocitos T
citotéxicos) o PD1 (muerte celular programada 1)), o aborda moléculas inmunosupresoras soluble (tales como TGF
beta (factor de crecimiento transformante), IL-10, VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular), COX2
(ciclooxigenasa 2)).

Como ejemplos de agentes que tienen un efecto sobre una respuesta celular reguladora, se proponen agentes
citotdxicos, que pueden eliminar células T reguladoras u otras células inmunosupresoras, o que pueden bloquear su
actividad y/o desarrollo y/o acumulacion.

En una realizacién particular de la invencion, el agente que modula la respuesta celular reguladora, especialmente
una respuesta de células T reguladoras, es un agente quimioterapéutico. Especialmente se selecciona entre agentes
quimioterapéuticos conocidas como agentes antineoplasicos y usados en quimioterapia. Dichos agentes incluyen
aquellos que ayudan a reducir la carga del tumor, aquellos que actian aumentando la sensibilidad de las células
tumorales al tratamiento o aquellos que posibilitan la eliminacion o inactivacion de células reguladoras inmunes. Los
agentes quimioterapéuticos usados dentro del marco de la invencion de este modo potencian la inmunidad
antitumoral.

En una realizacion particular de la invencion, el agente quimioterapéutico es un agente alquilante. Especialmente, es
ciclofosfamida (CTX) (Sigma, Steinheim, Alemania). La ciclofosfamida es capaz de agotar o inactivar células T
reguladoras.

En otra realizacion particular de la invencion, el agente quimioterapéutico es un agente intercalante.

En una realizacién particular, el agente quimioterapéutico es doxorrubicina (DOX) (Calbiochem, La Jolla, CA,
EEUU).

El agente quimioterapéutico se administra ventajosamente por dosis bajas.

El polipéptido CyaA mutante o el polipéptido derivado del mismo se puede administrar también con un componente
adyuvante, adecuado para activar la respuesta inmune innata cebada por un tumor en un paciente.

En una realizaciéon particular de la invencién, el componente adyuvante se selecciona en el grupo de componentes
que consisten en acidos nucleicos, peptidoglucanos, carbohidratos, péptidos, citoquinas, hormonas y moléculas
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pequefas, donde dicho componente adyuvante es capaz de sefalizar a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR).

Los PRR son conocidos por mediar la respuesta inmune innata a patégenos, y a tumores, por reconocimiento de las
llamadas marcas conservadas evolutivamente de patdégenos (patrones moleculares asociados a patégenos, PAMP).
Los PRR estan presentes en una diversidad de células inmunes incluyendo células dendriticas, células citoliticas
naturales, células B, y también en algunas células no inmunes tales como células epiteliales o células endoteliales.
Los PRR y su implicacién en la respuesta inmune innata se describen en Pashine A. et al. (Nature medicine
supplement volumen 11, N° 4, abril 2005).

En particular un componente adyuvante para la activacion de la respuesta inmune innata puede abordar PRR y por
lo tanto activar la sefializaciéon a través de PRR, donde dichos PRR abarcan receptores tipo Toll o dominio de
oligomerizacién de unién a nucledétido (NOD) o lectina tipo C.

En una realizacién particular de la invencion, el componente de adyuvante es un agonista de receptor tipo Toll
(TLR). ElI agonista de receptor tipo Toll se formula especialmente para activar de forma eficaz el sistema inmune
innato de un paciente. Dicho agonista TLR es capaz de unirse al TLR, es decir, es un ligando del TLR y ademas es
capaz de potenciar la respuesta inmune provocada bajo el control de dicho TLR.

Por motivos de ilustracion, los agonistas TLR se seleccionan entre el grupo de agonistas TLR-9, TLR-8, TLR-3 y
TLR-7. Sin embargo pueden usarse agonistas de otros receptores TLR para realizar la invencién, tales como
agonistas de los receptores TLR2, TLR4, TLRS.

El agonista TLR usado en la invencion puede ser un agonista natural o sintético. Puede ser una combinacién de
diferentes agonistas del mismo o de diferentes receptores tipo toll.

De acuerdo con una realizacién particular de la invencion, el agonista TLR es una secuencia de nucleétidos
inmunoestimuladora, especialmente una secuencia de nucleétidos estabilizada, por ejemplo estabilizada como
resultado de modificacion estructural tal como modificacion fosforotioato. La secuencia de nucleétidos puede
protegerse también contra degradacion por formulacion especifica. Especialmente formulacion de liposoma de la
misma, por ejemplo, suspension de liposoma, puede ser ventajosa para la administracion eficaz de la secuencia de
nucleodtidos inmunoestimuladora.

En una realizacion particular de la invencién, la secuencia de acido nucleico inmunoestimuladora es un ARN
monocatenario.

En una realizacion particular de la invencion, la secuencia de nucleétidos inmunoestimuladora comprende un motivo
CpG y especialmente es un oligonucleétido CpG (CpG ODN). Como ejemplo de oligonucledtidos CpG adecuados la
invencion proporciona ligandos TLR-9 tales como CpG ODN tipo A, es decir, CpG 2216 que tiene la secuencia de
nucleotidos 5'-GGGGGACGATCGTCGGGGGG-3' o CpG ODN tipo B, es decir, CpG 1826 que tiene la secuencia de
nucledtidos 5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3".

El oligonucleétido CpG puede usarse después de complejarse con DOTAP (Roche Manheim, Alemania), para
protegerlo contra la degradacion y para facilitar su captacion.

De acuerdo con otra realizacion particular de la invencion, el agonista TLR es una molécula pequeia. Las moléculas
pequefias adecuadas como agonistas TLR son, por ejemplo, derivados amina de imidazoquinolina, tales como el
llamado R848 (resiquimod), es decir, 4-amino-2-etoximetil-a,a, dimetil-1-H-imidazo[4,5c]quinolina -1-etanol
disponible en Invivogen, como ligando TLR-7, o el llamado R837 (imigimod) disponible en Aldara como agonista
TLR-7.

Otras moléculas adecuadas como agonistas TLR son poliuridina (pU) como ligando TLR-3, o acido policitidilico
(PICO) como ligando TLR-7.

Estas moléculas pueden formularse para facilitar su captacién y/o para protegerlos de la degradacion. Estas
moléculas se pueden preparar también como una formulacién de liposoma, especialmente como una suspension de
liposoma, para administracion a un paciente.

De acuerdo con otra realizaciéon particular de la invencién, el componente adyuvante puede ser un componente
adyuvante basado en células. Un ejemplo del mismo es células dendriticas que se sabe que son capaces de cebar
una respuesta de linfocitos, estando dichas células dendriticas posiblemente condicionadas ex vivo antes de su
administracion, para aumentar su actividad de estimulacién de la respuesta de células T. Las células dendriticas por
tanto pueden estimularse con adyuvantes que interaccionan con los PRR, incluyendo ligandos o agonistas TLR
(Pashine A. et al. Nature Medicine Supplement volumen 11, N° 4, abril 2005 pag. S63-S68).
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Como alternativa, el polipéptido o derivado polipeptidico de acuerdo con la invencidén se puede administrar al
paciente sin un adyuvante.

De hecho los inventores han demostrado previamente que puede cebarse la CTL especifica para el antigeno
vectorizado in vivo después de una inyeccion intravenosa unica de la toxina recombinante, especialmente sin
necesidad de proporcionar un adyuvante heterdlogo. Estos resultados y en particular el direccionamiento especifico
del epitopo a células dendriticas mieloides posibilita eludir la necesidad de adyuvante y célula T CD4+ auxiliar.

Por lo tanto, la invenciéon también se refiere al uso de un polipéptido CyaA mutante recombinado con una molécula y
especialmente un péptido de interés para la preparacion de una composicion formulada para administracion
intravenosa y que posibilite una respuesta inmune de células T CD8+ in vivo, estando dicha composicion libre de un
adyuvante heterélogo. La invencion también se refiere esta composicion como tal.

La solicitud describe métodos terapéuticos que comprenden la administracién del polipéptido mutante o derivado
polipeptidico de acuerdo con la invencion a un paciente animal o humano que padece una enfermedad seleccionada
entre neoplasia, canceres y enfermedades infecciosas seleccionados entre enfermedades inducidas virales,
retrovirales, bacterianas o flngicas.

El polipéptido mutante o derivado polipeptidico se puede administrar en particular con una molécula
terapéuticamente activa y/o un adyuvante.

El polipéptido CyaA mutante o el derivado polipeptidico, la molécula terapéuticamente activa y/o un adyuvante
pueden administrarse juntos como parte de una composicion farmacéutica que comprende ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Como alternativa, los diversos tipos de moléculas descritas en este documento para realizar la invencién usada,
pueden administrarse por separado o simultdneamente en el tiempo (especialmente para el polipéptido CyaA
mutante o el derivado polipeptidico y el adyuvante) o por separado en el tiempo (especialmente para el polipéptido
CyaA mutante).

La administracion de la molécula terapéuticamente activa se puede realizar alternativamente antes y después de la
administracion del polipéptido CyaA mutante o el derivado polipeptidico y/o el adyuvante. También puede ser
secuencial en el tiempo.

Un régimen particular que puede adoptarse es un protocolo de administracion repetida, especialmente en un
protocolo que comprende dos rondas o mas de administracion de al menos uno de los compuestos seleccionados
entre el polipéptido CyaA mutante o el derivado polipeptidico, el agente terapéuticamente activo y/o el adyuvante.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido CyaA mutante o un
derivado polipeptidico de acuerdo con la invencion, un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente un adyuvante y/u otra molécula terapéuticamente activa.

La solicitud describe un kit de partes que comprenden el polipéptido CyaA mutante o el derivado polipeptidico, una
molécula terapéuticamente activa y/o un adyuvante.

Los compuestos del kit de partes o la composicién de la invencion pueden darse al paciente especialmente a través
de administracion intravenosa, administracién intratumoral o administraciéon subcutanea.

El kit de partes o la composicion tiene la capacidad de abordar (i) la respuesta inmune adaptativa, a través del
polipéptido CyaA mutante o el derivado polipeptidico descrito en la presente solicitud, (ii) regular negativamente la
respuesta inmune reguladora a través del agente terapéuticamente activo, y si el adyuvante esta presente, abordar
(iii) el componente innato de la respuesta inmune, activando dicha respuesta innata a través del adyuvante.

La solicitud describe un método de tratamiento de un paciente en necesidad del mismo, un paciente humano o
animal, que comprende la etapa de administrar los componentes del kit de partes o de la composicién descrita en
este documento.

La invencién en particular también se refiere a una nueva composicidn inmunogénica formulada para su
administracion, especialmente administracion intravenosa, a un hospedador animal o humano, caracterizada por que
comprende un derivado polipeptidico CyaA recombinante que comprende un antigeno insertado en el dominio
catalitico.

La invencion ademas se refiere a una composicién farmacéutica para su administracién a un ser humano o animal

formulada para dirigir una molécula de interés especificamente a células que expresan CD11b caracterizada por que
dicha molécula de interés esta acoplada a un polipéptido CyaA mutante descrito en este documento.
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En otra realizacion especifica, la composicion farmacéutica o inmunogénica comprende una construccion de acido
nucleico que codifica el derivado polipeptidico CyaA recombinante que comprende un polipéptido mutante CyaA
como se define en este documento acoplado a una molécula de interés.

Ademas, la invencién también se refiere al uso de la composicion inmunogénica definida anteriormente para la
preparacion de una vacuna o una composicién inmunoterapeutica, para su administraciéon a un hospedador animal o
humano.

Como se usa en este documento, la expresion "composicion inmunoterapeutica” se refiere a una composiciéon que
conduce a una respuesta inmunolédgica y que esta asociada a tratamientos terapéuticos, tales como tratamiento
contra neoplasia, canceres, infecciones virales, infecciones fungicas, infecciones por parasitos o infecciones
bacterianas.

La solicitud describe un método para inmunizar a un hospedador animal o humano, donde dicho método comprende
las etapas de:

a) proporcionar una composiciéon inmunogénica como se ha definido anteriormente;

b) administrar dicha composiciéon inmunogénica, preferiblemente mediante via intravenosa, a dicho hospedador
para promover una respuesta inmune.

En particular, las composiciones inmunogénicas de la invencién son capaces de inducir o estimular, in vivo o in vitro
una respuesta celular inmune que implique especificamente células dendriticas. Las composiciones inmunogénicas
de la invencién pueden usarse para vacunacion preventiva o terapéutica de un paciente.

Como consecuencia, en una realizacion especifica, la composicidn inmunogénica o farmacéutica esta
ventajosamente desprovista de adyuvantes cebadores usados habitualmente en la técnica, tales como hidréxido de
aluminio.

La invencion ademas se refiere a un método para la preparacion de un vector proteico adecuado para el suministro
de una molécula de interés a una célula que comprende la unién la molécula de interés a un polipéptido mutante
CyaA definido en este documento.

La solicitud describe moléculas de acido nucleico, en particular moléculas de ADN o ARN, que codifican un
polipéptido o derivado polipeptidico definido anteriormente.

La solicitud describe células eucariotas o procariotas que comprenden las moléculas de acido nucleico definidas
anteriormente.

La solicitud describe células eucariotas, preferiblemente células de mamifero, que comprenden un polipéptido CyaA
mutante o derivado polipeptidico definido anteriormente. Como se describe en este documento, las células son
células humanas.

La solicitud describe células eucariotas, preferiblemente células de mamifero, transformadas con el vector proteico
definido anteriormente.

Figuras

Fig. 1. Sustituciones en los dominios de formacion de poros y de acilacién sinergizan en la disminucion de la
actividad hemolitica especifica de CyaA. (A) Se incubaron eritrocitos de oveja (5x108/ml) en tampon TNC con 5
pg/ml de proteinas CyaA enzimaticamente activas a 37°C. Después de 30 min, se lavaron alicuotas de
suspensiones celulares repetidamente para retirar la CyaA no unida y se usaron para determinar la cantidad de
actividad AC asociada a células e invasiva de células. La actividad hemolitica se midié después de 5 horas de
incubacién como la cantidad de hemoglobina liberada por determinaciéon fotométrica (Ass1). La actividad de CyaA
intacta se tomd6 como el 100%. (B) La reducida actividad de unién celular de las proteinas con la sustitucion
K860R se compensd aumentando su concentracion de 5 ug/ml a 25 pug/ml. Las actividades de CyaA/2330VA
(CyaA/OVA) en presencia se tomaron como el valor del 100%. Los resultados representan valores promedio de
al menos tres experimentos independientes realizados por duplicado. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (**, p< 0,001) de actividades de CyaA (Fig. 1A) o CyaA/OVA (Fig. 1B).

Fig. 2. CyaAIOVA/E570Q+K860R se une y se transloca al interior de monocitos CD11b*. (A) Se incubaron
células J774A1 (106/ml) en D-MEM durante 30 min a 4°C con 2,5 pg/ml de CyaA, se lavaron repetidamente, y se
determiné la cantidad de actividad AC asociada a las células en lisados celulares. Para bloquear el receptor
CD11b/CD18, las células se incubaron durante 30 min con el anticuerpo M1/70 especifico de CD11b (Exbio,
Republica Checa) a una concentracion final de 10 pg/ml antes de la adicién de CyaA (**, p< 0,001). (B) La
capacidad de translocacion del dominio AC de las construcciones se evalué como la capacidad de penetrar en
las células y convertir ATP citosélico en AMPc. Las células J774A.1 se incubaron con construcciones de CyaA

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2505324 T3

durante 30 minutos a 37°C y se determinaron las cantidades de AMPc acumuladas en lisados celulares (41). El
receptor CD11b/CD18 se bloqued con M1/70 como anteriormente. Se muestran los resultados representativos de
tres determinaciones independientes realizadas por duplicado.

Fig. 3. El toxoide E570Q+K860R no permeabiliza células J774A.1. Se realizaron mediciones de pinzamiento
zonal de célula completa sobre células J774A.1 individuales a temperatura ambiente expuestas a 1 pug/ml de
proteinas (A) CyaA/2330VA/AC™ o (B) CyaA/2330VA/E570Q+K860R/AC™ como se describe en materiales y
métodos. Las curvas mostradas son representativas de seis determinaciones en 3 experimentos independientes.

Fig. 4. El toxoide con sustituciones E570Q+K860R suministra el epitopo de células T OVA para su presentacion
por moléculas MHC de clase | e induccién de CTL CD8". (A) Se incubaron BMDC (3 x 10° células/pocillo) usadas
como APC en presencia de concentraciones indicadas (0 a 60 nM) de los toxoides que albergan el epitopo OVA
o con CyaA/AC simulado. Tras el co-cultivo durante 24 horas con células T B3Z (1 x 10° células/pocillo), se
determind la secrecion de IL-2 por las células B3Z estimuladas por el método de proliferacion de CTLL. Los
resultados se expresan como Acpm de [3H]timidina incorporada (cpm en presencia de toxoide - cpm en ausencia
de toxoide) + SD y son representativos de cinco experimentos independientes. (B) Andlisis de la induccién de
respuestas CTL especificas de OVA (SIINFEKL) por ensayo de eliminacién in vivo. En el dia 0, los ratones
recibieron 50 pg i.v. de toxoides simulador AC” u OVA/AC' y en el dia 7, se les inyecto i.v. una mezcla (1:1) de
esplenocitos CFSE™®" cargados con péptido OVA (SIINFEKL) y CFSE"™ no cargados. Se determind la cantidad
de células CFSE-positivas restantes en el bazo después de 20 h por analisis FACS, documentado para un
ensayo de eliminacion in vivo representativo en el ensamblaje de panel superior de diagramas, donde se indican
los porcentajes de células en las entradas. El panel inferior muestra resultados combinados de ensayos de
eliminacion in vivo para tres experimentos independientes. Se determind la significancia estadistica por el ensayo
t de Student (p= 0,75 para OVA/AC’ frente a OVA/E570Q+K860R/AC’).

Fig. 5. Modelo de accién de CyaA sobre la membrana. (A) El modelo predice un equilibrio entre dos conférmeros
de CyaA en solucién, insertdndose cada uno de ellos en la membrana celular en diferente conformacion. Uno
produciria un precursor de translocacion de CyaA monomérica, suministro del dominio AC al citosol y flujo
entrante concomitante de iones calcio a las células. El conférmero se insertaria como precursor de poro que
oligomeriza en un poro de CyaA. (B) El efecto sinérgico de las sustituciones E570Q y K860R bloquearia
selectivamente la capacidad de los precursores de poro CyaA de oligomerizar en un poro, mientras que la
capacidad de los precursores de translocacion de suministrar el dominio AC a través la membrana permaneceria
sin afectar.

Fig. 6. Secuencia de aminoacidos de la toxina CyaA de Bordetella pertussis (SEC ID N° 1).

Fig. 7. Secuencia de aminoacidos del mutante CyaA/E570Q+K860R de Bordetella pertussis (SEC ID N° 2).

Fig. 8. Secuencia de aminoacidos del mutante CyaA/E570Q+K860R/AC" de Bordetella pertussis (SEC ID N° 3).

Fig. 9. Secuencia de aminoacidos del mutante CyaA/2330VA/E570Q+K860R/AC” de Bordetella pertussis (SEC ID
N° 4).

Fig. 10. Plasmido que codifica el mutante CyaA/E570Q+K860R/AC™ (QR-AC).

Fig. 11. Secuencia de ADN del plasmido QR-AC™ que codifica el mutante CyaA/E570Q+K860R/AC™ (SEC ID N°
5).

Fig. 12. Plasmido que codifica el mutante CyaA/2330VA/E670Q+K860R/AC™ (OVA-QR-AC).

Fig. 13. Secuencia de ADN del pldsmido OVA-QR-AC" que codifica el mutante CyaA/2330VA/E570Q+K860R/AC
(SEC ID N° 6).

Ejemplos

La toxina adenilatociclasa se transloca a través de la membrana de la célula diana sin formacién de un poro

Materiales y métodos

Construccion, produccién y purificacion de proteinas CyaA. Las modificaciones que producen las construcciones
CyaA/AC’, CyaA/2330VA, CyaA/E570Q y CyaA/K860R se han descrito previamente (13, 20, 21) y se introdujeron en
CyaA/2330VA/AC  individualmente o en combinacion. Las proteinas derivadas de CyaA se produjeron en E. coli XL-
1 Blue y se purificaron cerca de homogeneidad como se ha descrito previamente (29). Durante la cromatografia
hidréfoba, la resina con toxina unida se lavo repetidamente con isopropanol al 60% (30) para reducir el contenido de
endotoxinas de las muestras de CyaA por debajo de 100 Ul/mg de proteina, determinado por ensayo LAL QCL-1
000 (Cambrex).
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Se depositd una cepa de Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene) que contenia el pldsmido QR-AC (figura 10) que
codifica el mutante CyaA/E570Q+K860R/AC" el 18 de marzo de 2009 a la CNCM (Collection Nationale de Cultures
de Microorganismes, Francia) con el numero de acceso CNCM [-4136 (figura 10). La secuencia de ADN del
plasmido QR-AC™ (SEC ID N° 5) se describe en la figura 11.

Se depositd una cepa de Escherichia coli cepa XL1-Blue (Stratagene) que contenia el plasmido OVA-QR-AC" (figura
12) que codifica el mutante CyaA/2330VA/E570Q+K860R/AC™ el 18 de marzo de 2009 a la CNCM (Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes, Francia) con el nimero de acceso CNCM 1-4137. La secuencia de ADN
del plasmido OVA-QR-AC" (SEC ID N° 6) se describe en la figura 13.

Unién a las células y actividades hemoliticas sobre eritrocitos de oveja. Se incubaron 5x1 0° eritrocitos de oveja
lavados en Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM y CaCl, 2 mM (tampén TNC) a 37°C con 5 pg/ml de proteinas CyaA y
se determind la unidn a las célula, la AC invasiva de células y las actividades hemoliticas de CyaA como se ha
descrito en detalle previamente (13). Se analiz6 la significancia de diferencias en valores de actividad usando un
andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) con el post-ensayo de Bonferroni (SigmaStat v. 3.11, Systat, San Jose,
CA).

Unién a macroéfagos, elevacion de AMPc y capacidades de lisis celular de CyaA. Se incubaron macréfagos J774A.1
(106) en D-MEM con 2,5 ug/ml de variantes de CyaA durante 30 min a 4°C, antes de eliminacion de toxina sin unir
por tres lavados en D-MEM. Las células se lisaron con Triton X-100 al 0, 1% para la determinacion de la actividad AC
unida a las células. Para ensayos de AMPc intracelular, se incubaron 10° células con CyaA durante 30 minutos en
D-MEM con IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) 100 uM, la reaccién se detuvo por adicién de Tween-20 al 0,2% en HCI
100 mM, las muestras se hirvieron durante 15 min a 100°C, se neutralizaron por adicién de imidazol no tamponado
150 mM y se midié el AMPc como se ha descrito (29). Para bloquear el receptor CD11b/CD18, las células se
preincubaron durante 30 min en hielo con el MAb M1/70 de bloqueo CD11b-especifico (Exbio, Republica Checa) a
una concentracion final de 10 ug/m) antes de la adiciéon de CyaA. La lisis inducida por toxina de las células J774A.1
se determiné usando el kit de ensayo CytoTox 96 (Promega) como la cantidad de lactato deshidrogenasa liberada
de 10° células en 3 horas de incubacion con 10 pg/ml de la proteina apropiada a 37°C en D-MEM como se ha
descrito (8). La significancia de las diferencias en los valores de actividad se analiz6 como anteriormente.

Mediciones de pinzamiento zonal. Las mediciones de pinzamiento zonal de célula completa se realizaron sobre
células J774A.1 en bafio en HBS (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 3 mM, Hepes-Na 10 mM, glucosa
50 mM; pH 7,4). Se cargaron micropipetas de vidrio pulidas al fuego con diametro exterior de aproximadamente 3
Um con una solucién de gluconato de potasio 125 mM, KCI 15 mM, CaCl, 0,5 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 5 mM,
HEPES-KOH 10 mM pH 7,2. Las resistencias resultantes de los microelectrodos fueron 3 a 5 MQ. Las células se
pinzaron a -40 mV, los datos se filtraron a 1 kHz y se digitalizaron a 2 kHz usando el amplificador Axopatch 200A, el
digitalizador Digidata 1320A y el paquete de software PClamp-9 (Axon Instruments, Foster City, CA).

Ratones y lineas celulares. Se mantuvieron C57BL/6 hembra obtenidos de Charles River Laboratorys en
condiciones especificas libres de de patégenos y se manipularon de acuerdo con las directrices institucionales. Las
células CTLL-2 se obtuvieron de la ATCC. El hibridoma B3Z especifico de células T CD8" para el epitopo OVA K®
restringido (SIINFEKL), se proporcioné por N. Shastri (Universidad de California, Berkeley) y se mantuvo en
presencia de 1 mg/ml de G418 y 400 pg/ml de higromicina B en medio RPMI 1640 completo (Invitrogen Life
Technologles) con FCS inactivado por calor al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, y 2-ME 5x
107° M.

Estudios de presentacion de antigeno. Se incubaron células dendriticos de médula 6sea (BMDC, 3 x 10° por pocillo)
usadas como APC en presencia de diversas concentraciones (0 a 60 nM) del CyaA/OVA/AC" recombinante que
porta el epitopo OVA (SIINFEKL) o el CyaA/AC” simulado y se cocultivaron durante 24 horas con células T B3Z (1 x
10° por pocillo), se reconociendo selectivamente los complejos OVA SIINFEKL/H- 2K® MHC clase |. Después de 18 h
de cultivo, se congelaron los sobrenadantes durante al menos 2 h a -80°C. La cantidad de IL-2 producida por Ias
células B3Z estimuladas se determiné después por el método de proliferacion CTLL. En resumen, se cultivaron 10*
células de la linea CTLL IL-2-dependiente por pocillo con 100 pl de sobrenadante en 200 pl de volumen final.
Veinticuatro horas después, se afiadio LsH]-timidina (50 pCilpocillo) y se recogieron las células 6 h después con un
recolector automatizado de células. La ["H]-timidina incorporada se detectd por recuento de centelleo. Cada punto se
hizo por duplicado y el experimento se repitid cincos veces. Los resultados se expresan en Acpm de [3H]-timidina
incorporada (cpm en presencia de toxoide - cpm en ausencia de toxoide).

Ensayo de eliminacién in vivo. Para el cebador CTL, se inmunizaron ratones por inyeccion i.v. con 50 ug de
CyaA/OVA/AC™ recombinante que porta el epitopo OVA (SIINFEKL) o CyaA/AC” simulado. Siete dias después de la
inmunizacion, se pulsaron esplenocitos virgenes singénicos con péptido OVA (SIINFEKL) (10 pg/ml) (30 min, 37°C),
le lavaron extensivamente y se marcaron con una elevada concentraciéon (1,25 pM) de succinimidil éster de
carboxifluoresceina (CFSE; Molecular Probes, Eugene, OR). La poblacion de control no pulsada se marcé con una
concentramon baja (0,125 pM) de CFSE. Las células marcadas CFSEM9" -y CFSE"" se mezclaron en una proporcion
1:1 (5x 10° células de cada poblacién) y se inyectaron i.v. en ratones. Las células esplénicas se recogieron 20 h
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después, se lavado y se resuspendieron en tampon FACS (PBS suplementado con BSA al 1% y NaNs al 0,1%). El
numero de células CFSE-positivas restante en el bazo después de 20 h se determiné por FACS. El porcentaje de
lisis especifica se calculd del siguiente modo: porcentaje de lisis especifica = 100 - [100 x (% de ratones
inmunizados CFSE"®"/% de ratones inmunizados CFSE"")/(% ratones virgenes CFSE™"/% de ratones virgenes

CFSE™).

Analisis estadistico: La significancia de diferencias en los valores se analiz6é usando un analisis de la varianza de un
factor (ANOVA) con post-ensayo de Bonferroni (SigmaStat v. 3.11, Systat, San Jose, CA).

Resultados

Eliminaciéon combinada de glutamato 570 cargado negativamente y lisina 860 acilada extirpa la capacidad de
permeabilizacion celular de CyaA. El modelo de trabajo de acciéon de CyaA predice que CyaA se puede modificar
para perder su actividad de formacién de poros (hemolitico) conservando al mismo tiempo la capacidad de
suministrar el dominio AC al de células diana. Para ensayar esta hipétesis, los inventores buscaron producir
construcciones de CyaA que mostraran como actividades hemoliticas y citoliticas los mas bajas posibles, sobre la
observacion anterior de que la capacidad de los toxoides CyaA/AC” de lisar células puede modularse tanto positiva
como negativamente por sustituciones dentro del dominio de formacion de poros (8, 12 - 14, 18). Para posibilitar la
evaluacion de la penetracion en células diana también para los toxoides CyaA/AC’, los inventores obtuvieron dichos
mutantes de una toxina CyaA/2330VA que se habia marcado previamente por insercion del péptido SIINFEKL de
ovalbimina (OVA). Esta variante de CyaA se eligié ya que la insercién del epitopo indicado de células T CD8" K®-
restringido en el resto 233 no afecta a la actividad AC y permite cuantificar la translocacién de la enzima OVA/AC en
células como elevacion del AMPc citosdlico. De forma mas importante, la presencia del epitopo OVA permite evaluar
también la capacidad de toxoides CyaA/2330VA/AC’a enzimaticamente inactivos de suministrar su dominio
OVA/AC  al citosol de células presentadoras de antigeno (APC) CD11b", ya que esto posibilita el procesamiento por
el proteasoma y la presentacion en superficie celular del epitopo OVA en glucoproteinas MHC clase | que puede
determinarse como estimulacion de células T CD8" OVA-especificas, tanto in vitro como in vivo (20).

Para generar toxoides de CyaA/AC™ que posiblemente carecen de actividad citolitica, los inventores combinaron las
sustituciones E570Q y K860R que previamente han demostrado reducir la actividad hemolitica especifica de CyaA
sobre eritrocitos de oveja, con la sustitucion E570Q que se ha descubierto que reduce también la actividad citolitica
de CyaA/AC" en monocitos J774A.1 CD11b* (8, 13). Estas sustituciones se realizaron por ingenieria en
CyaA/2330VA/AC individualmente y en combinacién y las actividades especificas hemolitica y citoliticas de los
toxoides resultantes se compararon usando eritrocitos de oveja como diana CD11b™ modelo y J774A.1 como diana
CD11b" modelo en paralelo (tabla |). De acuerdo con los resultados obtenidos previamente con toxoides que
carecen del epitopo OVA (4, 8, 13, 21), en la condiciones usadas los toxoides OVA/AC™ que portan individualmente
las sustituciones E570Q y K860R mostraron respectivamente una actividad hemolitica relativa dos veces reducida
(55 = 8) y nula (1 = 1) en eritrocitos y la actividad citolitica relativa del toxoide E570Q hacia células J774A.1 que
expresan CD11b también estaba reducida (37 + 10), en comparacién con OVA/AC'. A su vez, como se esperaba de
los resultados obtenidos con una construccion K860R enzimaticamente activa, a pesar de la baja actividad
hemolitica sobre eritrocitos CD11b", el toxoide K860R mostré una actividad citolitica relativa sélo ligeramente
reducida sobre células J774A.1 CD11b" (72 + 22%), confirmando que el defecto estructural causado por la
sustitucion K860R se rescataba por interaccion con el receptor CD11b/CD18 (4). Sin embargo, cuando se combina
con E570Q, la sustitucion K860R mostré un claro efecto sinérgico en reducir la actividad citolitica relativa de la
construccion E570Q+K860R hacia células J774A.1 hasta 14 £ 7%

Tabla I: actividades citoliticas de OVA/AC' y derivados sobre eritrocitos de oveja y macrofagos J774A.1.

Proteina Lisis de eritrocitos (% de AC')® Lisis de células J774A.1 (% de AC)°
AC 100 £ 5 100 £ 10

OVA/AC 93+4 93 +12

OVA/ES70Q/AC 55 + 8** 37 £10*

OVA/K860R/AC 11 72 £22*

OVA-L247Q-AC 97 +3 41+9

OVA/E570Q+K860R/AC’ 11 14 £ 7

OVA-E570Q-L247Q-AC” 50 £ 12 40 + 11

OVA-K860R-L247Q-AC 1+1 45 = 11
OVA-E570Q-K860R-L247Q-AC’ 01 16+ 10

Leyendas de la tabla

- ?La lisis de eritrocitos de oveja se determind después de 4,5 horas como la cantidad de hemoglobina liberada
tras incubacion de 5x10® RBC a 37°C en presencia de Ca®* 2 mM con 5 pg/ml de la proteina dada (31). La
actividad hemolitica de CyaA/AC” se tomd como el 100% de actividad. Los resultados representan el promedio
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de valores obtenidos en cuatro experimentos independientes realizados en duplicados + S.D con dos diferentes
Ereparaciones de proteina.

- “Lalisis de células J774A.1 se determiné como la cantidad de lactato deshidrogenasa liberada de 10° células tras
3 horas de incubaciéon celular con 10 pg/ml de la proteina apropiada a 37°C en D-MEM. La lisis de células
J774A.1 por CyaA/AC” se tom6 como el 100%. Los resultados representan el promedio de valores obtenidos en
cuatro experimentos diferentes realizados en duplicados + S.D con dos diferentes preparaciones de proteina (%,
p < 0,05; **, p<0,001).

Para posibilitar la cuantificacion de la capacidad de la construccion E570Q+K860R de suministrar el dominio AC al
citosol de células, las sustituciones E570Q y K860R se transfirieron a construcciones enzimaticamente activas
derivado de CyaA/2330VA (CyaA/OVA). Estas se produjeron y purificaron en la misma forma que los toxoides AC’
(no mostrados) y se caracterizaron para la unién celular, las capacidades hemolitica y de translocaciéon de AC en
eritrocitos de oveja. Como se muestra en la Fig. 1A y esperado a partir de los resultados con toxinas que carecen del
epitopo OVA (4, 13, 21), la sustituciéon E570Q no tuvo impacto sobre la uniéon a eritrocitos o la capacidad de
CyaA/OVA de suministrar el dominio AC al citosol de eritrocitos y de reducir selectivamente sélo su actividad
hemolitica relativa. Como se esperaba adicionalmente (4), la sustitucion K860R redujo significativamente la
capacidad de CyaA/OVA de unirse y penetrar en eritrocitos, causando una aguda reduccién de las actividades AC
relativas hemolitica e invasiva de células de los mutantes E570Q y E570Q+K860R sobre eritrocitos.

Debe observarse, que la actividad hemolitica de CyaA es una funcion muy cooperativa de la cantidad de CyaA
asociado a células (numero de Hill >3), lo que sugiere que la oligomerizacion de CyaA es un pre-requisito para la
formacion de poros (22). Por lo tanto, para evaluar el impacto de combinar sustituciones E570Q+K860R sobre la
actividad hemolitica, la pérdida de capacidad de union a eritrocito de las construcciones K860R tuvo que
compensarse aumentando su concentracién en el ensayo hasta 25 pg/ml (5 pg/ml para toxina intacta), para
conseguir la unién de cantidades iguales de todas proteinas a los eritrocitos, como se muestra en la Fig. 1B. En
estas condiciones la combinacion de las sustituciones E570Q y K860R demostraron una clara sinergia en reduccion
adicional en un factor de dos las ya alteradas actividades hemoliticas de las construcciones que portan las
sustituciones E570Q ((60%) y K860R ([30%) individualmente. Esto sugiere que la combinacion de la das
sustituciones afectaba a la capacidad de permeabilizacidn celular especifica de CyaA.

La actividad de formacién de poros de CyaA es dispensable para la translocacion en membrana del dominio AC. En
contraste con el impacto de la sustitucion K860R sobre la actividad de toxina sobre eritrocitos, se descubrid
previamente que las sustituciones tanto E570Q como K860R no tienen efecto sobre la capacidad de CyaA de unirse
y penetrar en monocitos J774A.1 que expresan el receptor CD11b/CD18 (4, 8). Ademas, como se documenta en la
Fig. 2, cuando la das sustituciones se combinaban en la misma molécula de toxina, la construccion
CyaA/OVA/E570Q+K860R mostraba una capacidad igual para unirse a células J774A.1 (Fig. 2A) y para suministrar
el dominio AC a su citosol para elevar las concentraciones citosélicas de AMPc (Fig. 2B), a la de CyaA intacta. Al
mismo tiempo, sin embargo, el toxoide doblemente mutado E570Q+K860R mostré una capacidad citolitica relativa
aproximadamente siete veces reducida (14 £ 7%) sobre estas células (cf. Tabla I). Esto sugirid6 que la combinacién
de las sustituciones E570Q y K860R alteraba selectivamente solo la capacidad del toxoide de permeabilizar células
J774A.1 y no su capacidad de translocar el dominio AC a través de la membrana celular.

Para ensayar esto, los inventores analizaron la capacidad de permeabilizacion celular de la construccion
E570Q+K860R en experimentos de pinzamiento zonal de célula completa. Aqui otra vez tuvieron que usarse los
toxoides AC’, para a evitar la alteracion masiva de células J774A.1 provocada por el AMPc generado por la toxina
(23). Como se muestra en la Fig. 3A mediante un registro representativo de las corrientes de iones a través de la
membrana de células J774A.1 individuales con pinzamiento zonal expuestas a 1 pg/ml de CyaA/OVA/AC’, tras una
demora inicial de aproximadamente 3 minutos, las células J774A.1 se permeabilizaron de forma progresa y masiva
por CyaA/OVA/AC vy las corrientes a través de la membrana celular alcanzaron - 3 000 pA en 10 minutos. En
contraste, como se muestra en la Fig. 3B, la exposicion al CyaA/OVA/E570Q+K860R/AC™ causé de forma
reproducible una permeabilizacion inicial solamente transitoria y minima de las células, con corrientes a través de la
membrana celular que no excedieron los -200 pA y volviendo cerca de cero en 10 minutos después de la adicion de
toxoide. Los registros mostrados fueron representativos de al menos seis determinaciones de 3 experimentos
independientes y demuestran que la combinacion de las sustituciones E570Q y K860R tuvo un mayor impacto sobre
la capacidad del toxoide de permeabilizar la membrana de células J774A.1. Dado que la versidon enzimaticamente
activa de la misma construccion fue completamente capaz de translocar el dominio AC al interior de células J774A.1
(cf. Fig. 2B), estos resultados sugieren fuertemente que la actividad de permeabilizacion celular (formacion de poros)
de CyaA no era necesaria para la translocacion del dominio AC a través de la membrana celular.

La actividad de permeabilizacidn de membrana de CyaA es dispensable para suministrar de antigenos pasajeros a
la via MHC clase | citosdlica. Como el ensayo para el AMPc citosélico no pudo usarse para evaluar la capacidad de
penetracion celular de los toxoides AC’, se usé6 el ensayo afin para su capacidad de suministrar el epitopo OVA
indicador al sitio de procesamiento citosolico de la via de presentacion de antigenos MHC clase | (7, 24). Hacia este
fin, los inventores determinaron la capacidad de células dendriticas derivadas de médula ésea de raton C57BL/6
(BMDC), cargado con los toxoides, de estimular la liberacién de IL-2 por células T B3Z que reconocen
selectivamente el complejo de moléculas K° MHC clase | con el péptido SIINFEKL (OVA) sobre APC. Como se
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muestra en la Fig. 4A, las células de hibridoma B3Z se estimularon eficazmente tras co-incubacién con BMDC y
cualquiera de los toxoides que portan el epitopo OVA, pero no con el toxoide simulado. Ademas, los toxoides
OVA/E570Q/AC” y OVA/E570Q+K860R/AC indujeron estimulacién de los linfocitos B3Z por APC in vitro con una
eficacia tan elevada como el OVA/AC" intacto. Estos resultados confirman que el doble mutante E570Q+K860R era
completamente capaz de translocar su dominio AC al citosol de BMDC para el procesamiento y presentacion del
epitopo OVA por moléculas K® MHC clase |, mientras que es esencialmente incapaz de permeabilizar las células
J774A.1. Estos resultados sugieren que la actividad de permeabilizacion celular (formacion de poros) de CyaA no
era necesaria para la translocaciéon del dominio AC a través de la membrana celular, no para desempefiar ninguna
tarea en la capacidad de CyaA de suministrar epitopos pasajeros al citosol de APC.

Para corroborar la capacidad observada in vitro de suministro de antigeno de los toxoides no citoliticos, los
inventores evaluaron su capacidad in vivo de cebar linfocitos T CD8" citotéxico (CTL) OVA-especificos. Se
inyectaron 50 pg de los diversos toxoides OVA- por via intravenosa en ratones C57BL/6 y una semana después se
evaluaron las respuestas CTL OVA-especificas en ratones inmunizados por un ensayo de eliminacién in vivo. Los
ratones C57BL/6 recibieron inyeccion i.v. de una mezcla (1:1) de esplenocitos CFSE high cargados con péptido OVA
(SIINFEKL) y CFSE"" no cargados, seguido una dia mas tarde por andlisis FACS de células marcadas con CFSE.
Como se muestra en la Fig. 4B, la inmunizacién de ratones con el toxoide simulado no indujo ninguna actividad CTL
SIINFEKL-especifica in vivo. A su vez, la inmunizacion con el toxoide E570Q+K860R indujo la misma respuesta de
eliminacion por CTL OVA-especifica in vivo que el toxoide no mutado usado como control positivo, no siendo la
ligera diferencia en los valores de respuesta media en los toxoides intacto y doblemente mutado estadisticamente
significativa (p=0,065). Estos resultados muestran que la actividad de permeabilizacion celular de CyaA era
dispensable para la capacidad in vivo de los toxoides CyaA/2330VA/AC™ de suministrar un antigeno pasajero
insertado en AC al citosol de APC.

Discusién

Los inventores aqui demuestran que la translocacion del dominio AC de CyaA a través de la membrana de células
diana mieloides que expresan el receptor CD11b/CD18 no depende de la capacidad de la toxina de formar poros y
permeabilizar la membrana celular.

Como se resumen en el modelo propuesto en la Fig. 5, los inventores han informado previamente de que el
equilibrio entre la dos actividades de CyaA puede desplazarse por mutaciones o acilacion alternativa de CyaA. La
potenciacion de la actividad de formacién de poros (hemolitica) a expensar de la capacidad de suministrar AC al
interior de las células se observo, de hecho, tras sustituciones con lisina de los glutamatos 509, 516 y 581 (13, 18), o
tras el bloqueo de la translocacion de AC por el anticuerpo monoclonal (MAb) 3D1 (25). A su vez, se observo un
desplazamiento en la direccion opuesta para la r-Ec-CyaA recombinante, acilada en E. coli por restos de palmitoleilo
(C16:1), en comparacion con la Bp-CyaA palmitilada (C16:0) nativa producida por B. pertussis. Se descubri6é que la
r-Ec-CyaA mostraba actividad hemolitica aproximadamente cuatro veces reducida y actividad de formacién de poros
aproximadamente diez veces inferior en bicapas lipidicas planas que Bp-CyaA (12), mientras ambas formas de
CyaA eran igual de activas en penetracion de la membrana celular y translocacion del dominio AC al interior del
eritrocito (17, 26). Ademas, recientemente se descubrid que la construccién CyaA/E570Q muestra una capacidad
completa de suministrar el dominio AC al interior tanto de eritrocitos como de macroéfagos J774A.1, mostrando al
mismo tiempo actividad hemolitica reducida y capacidad de formacién de poros especifica inferior en bicapas
lipidicas planas que CyaA intacta, mostrando el toxoide CyaA/E570Q/AC" una actividad citolitica dos veces reducida
sobre células J774A.1 (8, 13).

A pesar de los mencionado anteriormente y las muchas CyaA mutantes que los inventores caracterizaron, la
pregunta sigue siendo si la formacion de un poro de membrana por CyaA es necesaria para la translocacion del
dominio AC a través de la membrana de células que expresan CD11b. El mutante CyaA/2330VA/E570Q+K860R
aqui descrito es la primera construccion con una capacidad reducida de forma importante de permeabilizar células
que sigue siendo completamente capaz de translocar el dominio AC a través de la membrana celular. Esto
demuestra que en su camino al citosol celular el dominio AC que se esta translocando puede eludir el poro selectivo
de cationes formado por CyaA.

El modo y trayecto de la translocacién del dominio AC a través de la membrana celular, sin embargo, sigue teniendo
que definirse en mas detalle. Dados los diferentes efectos de las sustituciones de los glutamatos 509, 516, 570 y 581
sobre el formacién de poros y las actividades de suministro de AC de CyaA (8, 13, 18), donde el equilibrio entre la
dos actividades puede desplazarse casi completamente en cualquier direccion por sustituciones especificas, las
hélices anfipaticas que albergan estos restos de glutamato parecen estar implicadas en ambas actividades de CyaA
de una manera alternativa. Esto esta apoyado por el efecto de la sustitucion E509K+E516K combinada, que produce
una CyaA hiper-hemolitica incapaz de suministrar el dominio AC al interior de las células (8, 18), mientras que la
combinacion E570Q+K860R aqui descrita produce lo opuesto, una CyaA esencialmente no citolitica que es
completamente competente para translocar el dominio AC al interior de células J774A.1 (CD11b"). Estas
observaciones corroboran adicionalmente el modelo propuesto de que las dos actividades de membrana de CyaA
dependerian de diferentes conférmeros que se insertan en la membrana, produciendo uno la translocacién del
dominio AC por mondmeros de toxina y conduciendo el otro a la formacion de poros de CyaA oligoméricos (13, 18).
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Sigue por definir cuales fuera de los segmentos de CyaA fuera del dominio de formacién de poros estan implicados
en la translocacion del dominio AC a través de la membrana. Dada la necesidad para su integridad estructural (27),
el dominio de repeticién RTX grande (restos 1006 a 1706) probablemente toma parte en la translocacion de AC al
interior de las células. Tendria un tamafio suficiente (700 restos) para formar una interfaz de translocacion hidréfila
dentro de la membrana celular que podria dejar un paso de un dominio AC no plegado a través de la membrana sin
la formaciéon concomitante de un poro de permeabilizacion celular real. Como alternativa, CyaA podria promover la
formacion de estructuras lipidicas no lamelares invertidas (fase hexagonal invertida) (28), que podrian tomar parte
potencialmente en una interfaz proteina-lipido bien sellada a través de la cual el dominio AC podria deslizar al citosol
celular.

Por ultimo, un descubrimiento practico informado en este documento es que el toxoide CyaA/E570Q+K860R/AC con
la actividad de permeabilizacién celular (citolitico) muy reducida, sigue completamente activo en el suministro de
antigeno a APC CD11b". Esto es de importancia a la luz de su uso potencial como herramienta con perfil de
seguridad potenciada para el suministro de antigenos de especificos de tumor en vacunas de segunda generacion
derivadas de CyaA/AC" para inmunoterapia de cancer.
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Asp

660

Ser

Gly

Gly

Asp

Glu

740

Leu

Val

Ala

Val

Leu

Thr

Ala

Gln

Ala

645

Lys
Thr
Ala
Tle
Tyr
725
Lys
Arg
Ille
Ala
Asp

805

Asp
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Ser

Leu

Ser

630

Tyr

Thr

Val

Prc

Leu

710

Ala

Asn

Lys

Gly

Ile

790

Arg

Val

Gly

Ala

615

His

Gly

Ala

Gly

Val

695

Arg

Arg

Leu

Met

Val

775

Thr

Phe

Ala

Leu

600

Ala

Tyr

Tyr

Ala

Ala

680

Ala

Gly

Lys

Gln

Leu

760

Gln

Gly

Val

Ala

26

Gln

Ala

Ala

Glu

Glu

665

Ala

Val

Val

Ile

Ala

745

Ala

Thr

Asn

Gln

Gly

Val

Leu

Asp

Gly

650

Gly

Val

val

Gln

Asp

730

Arg

Asp

Thr

Ala

Gly

810

Gly

Ala

Ser

Gln

635

Asp

Ala

Ser

Thr

Gln

715

Glu

His

Leu

Glu

Asp

795

Glu

Ile

Gly

Pro

620

Leu

Ala

Val

Ile

Ser

700

Pro

Leu

Glu

Gln

Ile

780

Asn

Arg

Asp

Ala

605

Met

Asp

Leu

Ala

Ala

685

Leu

Ile

Gly

Gln

Ala

765

Ser

Leu

Val

Ile

Ser

Glu

Lys

Leu

Gly

670

Ala

Leu

Ile

Gly

Leu

750

Gly

Lys

Lys

Ala

Ala

Ala

Ile

Leu

Ala

655

Val

Ala

Thr

Glu

Pro

735

Ala

Trp

Ser

Ser

Gly

815

Ser

Gly

Tyr

Ala

640

Gln

Ser

Ala

Gly

Lys

720

Gln

Asn

Asn

Ala

Val

800

Gln

Arg
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820 825 830

Lys Gly Glu Arg Pro Ala Leu Thr Phe Ile Thr Pro Leu Ala Ala Pro
835 840 845

Gly Glu Glu Gln Arg Arg Arg Thr Lys Thr Gly Lys Ser Glu Phe Thr
850 855 : 860

Thr Phe Val Glu Ile Val Gly Lys Gln Asp Arg Trp Arg Ile Arg Asp
865 870 875 880

Gly Ala Ala Asp Thr Thr Ile Asp Leu Ala Lys Val Val Ser Gln Leu
885 890 895

Val Asp Ala Asn Gly Val Leu Lys His Ser Ile Lys Leu Asp Val Ile
2900 905 o910

Gly Gly Asp Gly Asp Asp Val Val Leu Ala Asn Ala Ser Arg Ile His
915 920 925

Tyr Asp Gly Gly Ala Gly Thr Asn Thr Val Ser Tyr Ala Ala Leu Gly
930 935 940

Arg Gln Asp Ser Ile Thr Val Ser Ala Asp Gly Glu Arg Phe Asn Val
945 950 955 - 360

Arg Lys Gln Leu Asn Asn Ala Asn Val Tyr Arg Glu Gly Val Ala Thr
965 970 975

Gln Thr Thr Ala Tyr Gly Lys Arg Thr Glu Asn Val Gln Tyr Arg His
980 985 990

Val Glu Leu Ala Arg Val Gly Gln Val Val Glu Val Asp Thr Leu Glu
995 1000 1005

His Val Gln His Ile Ile Gly Gly Ala Gly Asn Asp Ser Ile Thr
1010 1015 1020

Gly Asn Ala His Asp Asn Phe Leu Ala Gly Gly Ser Gly Asp Asp
1025 1030 1035

Arg Leu Asp Gly Gly Ala Gly Asn Asp Thr Leu Val Gly Gly Glu
1040 1045 1050
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Gly

Gln

Val

Leu

Gly

His

Arg

Gly

Gly

Ile

Gly

Gly

Asp

Asp

Gln
1055

Asp
1070

Asp
1085

Glu
1100

Thr
1115

Val

1130

Ile
1145

Asn
1160

Gly
1175

Phe
1190

Ala
1205

Arg
1220

Leu
1235

Tyr
1250

Asn

Leu

Thr

Arg

Val

Lys

Ala

Asp

Leu

Leu

Gly

Ile

Ser

Tyr

Thr

Gly

Val

Met

Glu

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

Val

Arg

Asp

Val

Val

Lys

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Leu

Asp

Asp

Ala

Glu

Asn
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Ile

Trp

Tyr

Asp

Trp

Glu

Asp

Arg

Asp

Asp

Thr

Pro

Trp

Val

Gly Gly
1060

Ser Asn
1075

Asn Val
1090

Thr Gly
1105

Pro Ala
1120

asn Leu
1135

Gln Asp
1150

Gly Arg
1165

Thr Leu
1180

Glu Thr
1195

Val Asp
1210

His Glu
1225

Val Arg

©1240

Arg Asn
1255
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Ala

Gln

His

Ile

Leu

His

Asn

Gly

Tyr

Val

Tyr

Tyr

Lys

Val

Gly

Leu

Gln

His

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Ala

Glu

Asp

Asp

Pro

Ala

Leu

Ser

Leun

Asp

Glu

Asp

Ala

Phe

Ser

Asn

Asp
1065

Gly
1080

Ser
1095

Asp
1110

Phe
1125

Arg
1140

Trp
1155

Asp
1170

Asp
1185

Asp
1200

Met
1215

Gly
1230

Ala
1245

Val
1260

Val

Gly

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Ile

Phe

Ala

Glu

Gln

Val

Asn

His

Leu

Asn

Asp

His

Giun

Gly

Gly

Leu

Gly

Arg

Lys

Asp

Asp

Asp

Arg

Asp

Gly

Fro

Ala

val

Thr



Ser

Met

Asp

Ala

Glu

Glu

Tyr

Gly

Leu

Glu

Ala

Ala

Asp

Ala

Met
1265

Gly
1280

Leu
1295

Gly
1310

Gly
1325

His
1340

Ser
1355

Leu
1370

Gly
1385

Asn
1400

Gln
1415

Gly
1430

Gln
1445

Gly
1460

Lys

Gln

Leu

Asn

Gly

Asp

Gln

Gly

Glu

val

Ala

Gly

Leu

Asp

Asp

Phe

Asp

Ala

Val

Thr

Ile

Ala

Val

Asn

Glu

Ser

Asp

Val

Gly

Gly

Thr

Gly

Len

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

Gly

Gly

Trp
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Leu

Asp

Gly

Leu

Asn

Arg

Ala

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

Phe

Ile
1270

Asp
1285

Asp
1300

Tyr
1315

Asp
1330

Gly
1345

His
1360

Asp
1375

Ser
1390

Glu
1405

Arg
1420

Asp
1435

Ala
1450

Phe
1465

Gly

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

Val

Gly

Gln

29

Asp

Val

Asn

Gly

Phe

Asp

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

Leu

Arg

Asp

Ala

Arg

Asp

Leu

Gly

Gly

Ile

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

AsSp

Ala

Gln

Gly

Met

Gly

Gln

Val

Ala

Gly

Thr

Arg

Gly

Gly

Arg

Ala

Ala
1275

Gly
1290

Leu
1305

Asp
1320

Thr
1335

Asp
1350

Ala
1365

Arg
1380

Val
1395

Ile
1410

Ala
1425

Gly
1440

Leu
1455

Asn
1470

Asn

Asp

Tyr

Asp

Gln

Thr

Gly

Val

Ser

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ala

Thr
Gly
Gly
Thr
Ala
val
Arg
Asp
Gly
Gly
Val
Gly
Gly

Gly

Leu

Asp

Asp

Leu

Arg

Asp

Ile

Lys

Ile

Asp

Leu

Asp

Glu

Asn



Leu

Pro

Leu

Asn

Asp

Ala

Leu

Leu
1475

Gly
1490

Gly
1505

Val
1520

val
1535

Gly
1550

Gly

~ 1565

Asp

Val

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Asp
1580

Gly
1585

Thr
1610

Gln
1625

Leu
1640

Ile
1655

Lys
1670

Ala

Asp

Arg

Lys

Leu

Leu

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

Gly

Th;

Ile

Leu

Ala

Gly

Gly

Gly

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn

Val

His

Val

Ala

Gly

Leu

Phe

Asn

Gly

Val

Gly

Gly

His

Ile

Asp

His

Ala

Glu

Pro
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Asp

Asp

Ala

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Prc

Gly
1480

Ala
1495

Ser
1510

Glu
1525

Ala
1540

Ser
1555

Asp
1570

Gln
1585

Thr
1600

Ala
1615

Glu
1630

Trp
1645

Asn
1660

Met
1675

Ala

Arg

Gly

Leu

Asn

Gly

Giy

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Tyr

Gln

Ala

‘Ala

30

Asp

Ala

Met

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Arg

Ala

Gln

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

Val

Tyr

Val

Val

Gly

Glu

Gly

Val

Gly

Gly

Thx

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Pro

Pro

Asp
1485

Val
1500

Pro

~ 1515

Ser
15390

Leu
1545

Asp
1560

Asp
1575

Tyr
1590

Gly
1605

Leu
1620

Gly
1635

Asp
1650

Gln
1665

Asp
1680

Asp

Phe

Phe

Glu

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

Gly

Trp

Thr

His

Ala

Pro

Thr

Ser

Leu

Thr

Arg

Gly

Val

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

Gly

Ser

Ser

Asp

Leu

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Asp

Val

Ile

Ala

Met



10

<210>2
<211> 1706
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

1685

Gln Ser
1700

<223> CyaA/E570Q

<400> 2

Met

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Asn

Asp

Leu

Val

Glu
145

Gln

Gly

Lys

Leu

50

Ser

Leu

Asn

Thr

Thr

130

Gln

Gln

Ile

Asn

35

Ile

Ser

Ser

Asp

Leu

115

Gly

Phe

Ser

Pro

20

Ala

Ala

Asp

Lys

Val

100

Ser

Met

Glu

Leu Ala Val Asn Trp Arg

His

Ala

Thr

Glu

Trp

Len

85

Asn

Lys

Ala

Phe
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Gln

Ala

Leu

Gly

Gly

70

Phe

Ser

Glu

Asp

Arg
150

Ala

Val

Met

Val

55

Leu

Gly

Ser

Arg

Gly

135

Val

Gly

Leu

Phe

40

Ala

Gln

Arg

Leu

Leu

120

Val

Lys

31

1690

1705

Tyr

Asp

25

Arg

Thr

Ala

Ala

Ala

105

Bsp

Val

Glu

Ala

10

Gly

Leu

Lys

Gly

Pro

90

His

Tyr

Ala

Thr

Asn

Ile

val

Gly

Tyr

75

Glu

Leu

Ser

Ser
155

Ala

Lys

Asn

Leu

&0

Ile

Val

His

Arg

Asn

140

Asp

Ala

Ala

Pro

45

Gly

Pro

Ile

Thr

Gln

125

His

Gly

1695

Asp

Val

30

His

Val

Val

Ala

Ala

110

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

Ser

His

Asn

Arg

95

Val

Gly

Gly

Tyr

Glu

Lys

Thr

Ala

Pro

80

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ala
160



Val

Ile

Ala

Val

Ala

225

Leu

Ala

Thr

Ala

Pro

305

Glu

Gln

Ala

Pro

Ala

Gln

Gly

Ile

Thr

210

Ala

Trp

Arg

Asp

Val

290

Phe

Ser

Arg

Gly

Ser

370

Ser

Tyr

Asn

Met

195

Ser

Ser

Lys

Arg

Phe

275

Gly

Pro

Gln

Gly

Lys

355

Gly

Pro

Arg

Ala

180

Pro

Gly

Glu

Iie

Gln

260

Glu

Ala

Glu

Met

Glu

340

Ser

Arg

Gly

Arg

165

Ala

His

Asp

Ala

Ala

245

Fhe

Leun

Gln

Ala

Leu

325

Gly

Leu

Ser

Leu
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Lys

Gly

Leu

Ser

Thr

230

Arg

Arg

Glu

Asp

Asp

3190

Thr

Tyr

Phe

Lys

Arg

Gly
Ile
Ser
Val
215
Gly
Ala
Tyr
Val
Val
295
Glu
Arg
Val
Asp
Phe

375

Arg

Gly
Pro
Asn
200
Thr
Gly
Gly
Asp
Arg
280
Val
Lys
Gly
Phe
Asp
360

Ser

Pro

32

Asp

Leu

185

Phe

Asp

Leu

Ala

Gly

265

Asn

Gln

Ile

Gln

Tyr

345

Gly

Pro

Ser

Asp
170
Thr
Arg
Tyr
Asp
Arg
250
Asp
Ala

His

Phe

Fhe

Ala

Asp

Leu

Arg

235

Ser

Met

Leu

Gly

Val

315

Leu

330

Glu

Leu

Asp

Leu

Lys

Asn

Gly

Val

Gly

Glu

Asp

Ser

Ala

220

Glu

Ala

Asn

Asn

Thr

300

Val

Glu

' Arg

Ala

Leu
380

Ala

Ala

Ile

Ala

205

Arg

Arg

Val

Ile

Arg

285

Glu

Ser

Tyr

Ala

Ala

365

Glu

Val

Val

Asp

190

Arg

Thr

Ile

Gly

Gly

270

Arg

Gln

Ala

Tle

Tyr

350

Pro

Thr

Glu

Lys

175

Met

Ser

Arg

Asp

Thr

255

Val

Ala

Asn

Thr

Gly

335

Gly

Gly

Val

Arg

Val

Phe

Ser

Arg

Leu

240

Glu

Iie

His

Aszn

Gly

320

Gln

Val

Val

Pro

Gln



385

Asp

Leu

Met

Fro

Gly

465

Leu

Ala

Ala

Ala

Ile

545

Ala

Gly

Ala

Ala

Ser

Gly

Thr

Gly

450

Ala

Met

Ala

Val

Gly

530

Ala

Gly

Gly

Arg

Ala
G10

Gly

Glu

Arg

435

Val

Gln

Thr

Ser

Ala

515

Gly

Ala

Gln

Thr

Gly

59%

Ala

Tyr

Val

420

Gln

Ser

Ala

Gln

Leu

560

Glu

Phe

Ala

Lys

Val

580

Val

Gly

Asp

405

Ser

val

Gly

Val

Phe

485

Ser

Thr

Gly

Val

Ala

565

Glu

Thr

Ala
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390

Ser

Asp

Leu

Ala

Ala

470

Gly

Ala

Val

Val

Gly

550

Ala

Leu

Ser

Leu

Leu

Met

His

Ser

455

Ala

Arg

Ala

Ser

Ala

535

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala
615

Asp

Ala

Ala

440

Ala

Ala

Ala

Val

Gly

520

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

600

ala

33

Gly

Ala

425

Gly

His

Gln

Gly

Phe

505

Phe

Gly

Met

Ala

Ser

585

Gln

Ala

Val

410

Val

Ala

Trp

Arg

Ser

490

Gly

Phe

Ala

Ser

Gln

570

Ile

Val

Leu

395

Gly
Glu
Arg
Gly
Leu
475
Thr
Leu
Arg
Met
Len
555
Ile
Ala

Ala

Ser

Ser

Ala

Gin

Gln

460

Val

Asn

Gly

Gly

Ala

540

Thr

Ala

Leu

Gly

Pro
620

Arg

Ala

Asp

445

Axrg

His

Thr

Glu

Ser

525

Leu

Asp

Leun

Ala

Ala

605

Met

Ser

Glu

430

Asp

Ala

Ala

Pro

Ala

510

Ser

Gly

Asp

Gln

Leu

590

Ser

Glu

FPhe

415

Leu

Ala

Leu

Ile

Gln

495

Ser

Arg

Gly

Ala

Leu

575

Ala

Ala

Ile

400

Ser

Glu

Glu

Gln

Ala

480

Glu

Ser

Trp

Gly

Pro

560

Thr

Ala

Gly

Tyr



Gly
625

Gln

Leu

Ala

Ser

Ala

705

Leu

ala

Ser

Ala

Leu

785

Asp

Pro

Lys

Leu

Glu

Tyr

Val

Val

690

Len

Ala

Tyr

Asp

Ser

770

Glu

Val

Val

Gly

Val

Ser

Arg

Leu

675

Val

Asn

Asn

Phe

Gly

755

Ser

Leu

Phe

Val

Glu
835

Gln

Ser

Asp

660

Ser

Gly

Gly

Asp

Glu

740

Leu

Val

Ala

val

Leu

820

Arg

Gln

Ala

645

Lys

Thr

Ala

Ile

Tyr

725

Lys

Arg

Ile

Ala

Asp

805

Asp

Pro
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Ser

630

Tyr

Thr

Val

Pro

Leu

710

Ala

Asn

Lys

Gly

Ile

790

Arg

Val

Ala

His

Gly

Ala

Gly

Val

695

Arg

Arg

Leu

Met

Val

775

Thr

Phe

Ala

Leu

Tyr

Tyr

Ala

Ala

680

Ala

Gly

Lys

Gln

Len

760

Gln

Gly

Val

Ala

Thr
840

34

Ala

Glu

Glu

665

Ala

Val

Val

Ile

Ala

745

Ala

Thr

Asn

Gln

Gly

825

Phe

Asp

Gly

650

Gly

Val

Val

Gln

Asp

730

Arg

Asp

Thr

Alz

Gly

810

Gly

Ile

Gln

635

Asp

Ala

Ser

Thr

Gln

715

Glu

His

Leu

Glu

Asp

795

Glu

Ile

Thr

Leu

Ala

Val

Ile

Ser

700

Pro

Leu

Glu

Gln

Ile

780

Asn

Arg

Asp

Pro

Asp

Leu

Ala

Ala

685

Leu

Ile

Gly

Gln

Ala

765

Ser

Leu

Val

Ile

Leu
845

Lys

Leu

Gly
670
Ala
Leu
Ile
Gly
Leu
750
Gly
Lys
Lys
Ala
Ala

830

Ala

Leu

Ala

655

val

Ala

Thr

Glu

Pro

735

Ala

Trp

Ser

Ser

Gly

815

Ser

Ala

Ala

640

Gln

Ser

Ala

Gly

Lys

720

Gln

Asn

Asn

Ala

Val

800

Gln

Arg

Pro
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Gly Glu Glu Gln Arg Arg Arg Thr Lys Thr Gly Arg Ser Glu Phe Thr
850 _ 855 860

Thr Phe Val Glu Ile Val Gly Lys Gln Asp Arg Trp Arg Ile Arg Asp
865 870 875 880

Gly Ala Ala Asp Thr Thr Ile Asp Leu ala Lys Val Val Ser Gln Leu
885 890 895

Val Asp Ala Asn Gly Val Leu Lys His Ser Ile Lys Leu Asp Val Ile
900 905 910

Gly Gly Asp Gly Asp Asp Val Val leu Ala Asn Ala Ser Arg Ile His
915 920 925

Tyr Asp Gly Gly Ala Gly Thr Asn Thr Val Ser Tyr Ala Ala Leu Gly
930 935 940

Arg Gln Asp Ser Ile Thr Val Ser Ala Asp Gly Glu Arg Phe Asn Val
945 950 955 960

Arg Lys Gln Leu Asn Asn Ala Asn Val Tyr Arg Glu Gly Val Ala Thr
965 970 975

Gln Thr Thr Ala Tyr Gly Lys Arg Thr Glu Asn Val Gln Tyr Arg His
980 985 990

Val Glu Leu Ala Arg Val Gly Gln Val Val Glu Val Asp Thr Leu Glu
995 1000 1005

His Val Gln His Ile Ile Gly Gly Ala Gly Asn Asp Ser Ile Thr
1010 1015 1020

Gly Asn Ala His Asp Asn Phe Leu &la Gly Gly Ser Gly Asp &sp
1025 1030 1035

Arg Leu Asp Gly Gly Ala Gly Asn Asp Thr Leu Val Gly Gly Glu
1040 1045 1050

Gly Gln Asn Thr Val Ile Gly Gly Ala Gly Asp Asp Val Phe Leu
1055 1060 1065
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Gln
Val
Leu
Gly
His
Arg
Gly
Gly
Ile
Gly
Gly
Asp
Asp
Ser

Met

Asp
1070

Asp
1085

Glu
1100

Thr
1115

Val
1130

Ile
1145

Asn
1160

Gly
1175

Phe
1190

Ala
1205

Arg
1220

Leu
1235

Tyr
1250

Met
1265

Gly

Leu

Thr

Arq

Val

Lys

Ala

ASp

Leu

Leu

Gly

Ile

Ser

Tyr

Lys

Gln

Gly

Val

Met

Glu

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

Val

Arg

Asp

Asp

Gly

Val

Lys

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Leu

Asp

Asp

Ala

Glu

Asn

val

Gly
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Trp

Tyr

Asp

Trp

Glu

Asp

Arg

Asp

Asp

Thr

Pro

Trp

Val

Leu

Asp

Ser
1075

Asn
1090

Thr
1105

Pro
1120

Asn
1135

Gln
1150

Gly
1165

Thr
1180

Glu
1195

Val
1210

His
1225

Val
1240

Arg
1255

Ile
1270

Asp

Asn

Val

Gly

Ala

Leu

Asp

Arg

Leu

Thr

Asp

Glu

Arg

Asn

Gly

Thr
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Gln

His

Ile

Leu

His

Asn

Gly

Tyr

Val

Tyr

Tyr

Lys

Val

Asp

Val

Leu

Gin

His

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

ser

Gly

Ala

Glu

Ala

Arg

Asp

Pro

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

Glu

Asp

Ala

Phe

Ser

Asn

Gln

Gly

Gly
1080

Ser
1095

Asp
1110

Phe
1125

Arg
1140

Trp
1155

Asp
1170

Asp
1185

Asp
1200

Met
1215

Gly
1230

Ala
1245

Val
1260

ala
1275

Gly

Gly

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Ile

Asn

Asp

Ala
Glu
Gln
Val
Asn
His
Leu
Asn
Aép
His
Glu
Gly
Gly
Thr

Gly

Gly

Brg

Lys

Asp

Asp

Asp

Arg

Asp

Gly

Pro

Ala

Val

Thr

Leu

Asp



Asp

Ala

Glu

Glu

1280

Leu
1295

Gly
1310

Gly
1325

His

1340

Tyr

Gly

Leu

Glu

Ala

Ala

Asp

Ala

Leu

Pro

Ser
1355

Leu
1370

Gly
1385

Asn
1400

Gln
1415

Gly
1430

Gln
1445

Gly
1460

Leu
1475

Gly
1490

Leu

Asn

Gly

Asp

Gln

Gly

Glu

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Asp

Arg

Phe

Asp

Ala

Val

Thr

Ile

Ala

Val

Asn

Glu

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Thr

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

Gly

Gly

Trp

Gly

Leu
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Gly

Leu

Asn

Arg

Ala

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

Phe

Asp

Asp

1285

Asp
1300

Tyr
1315

Asp
1330

Giy
1345

His
1360

Asp
1375

Ser
1390

Glu
1405

Arg
1420

Asp
1435

Ala
1450

Phe
1465

Gly
1480

Ala
1495

Gly

Gly

Trp

Gly

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

Val

Gly

Gln

Arg

Gly
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Asn

Gly

Phe

Asp

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

Leu

Arg

ASP

Asp

Ala

Asp

Leu

Gly

Gly

Ile

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

Lys

Met

Gly

Gln

Val

Ala

Gly

Thr

Arg

Gly

Gly

Arg

Ala

Val

Gly

12%0

Leu
1305

Asp
1320

Thr
1335

Asp
1350

‘Ala

1365

Arg
1386

Vval
1395

Ile”
1410

Ala
1425

Gly
1440

Leu
1455

Asn
1470

Asp
1485

Val
1500

Tyr

Asp

Gln

Thr

Gly

Val

Ser

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ala

Phe

Phe

Gly

Thr

Ala

Val

Axg

Asp

Gly

Gly

val

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Asp

Leu

Arg

Asp

Ile

Lys

Ile

Asp

Leu

Asp

Glu

Asn

Gly

Ser



Leu

Asn

Asp

Ala

Leu

Asp

Val

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

<210> 3
<211> 1708
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly
1505

Val
1520

Val
1535

Gly
1550

Gly
1565

Asp
1580

Gly
1595

Thr
1610

Gln
1625

Leu
1640

Ile
1655

Lys
1670

Ala
1685

Ser
1700

Lys

Leu

Leu

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

Gly

Thr

Ile

Leu

Ala

Leu

Gly

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn

val

His

Val

Ala

Ala

Phe

Asn

Gly

val

Gly

Gly

His

Ile

Asp

His

Ala

Glu

Pro

Val
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Ala

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro

Asn

Ser
1510

Glu
1525

Ala
1540

Ser
1555

Asp
1570

GLln
1585

Thr
1600

Ala
1615

Glu
1630

Trp
1645

Asn
1660

Met
1675

Ala
1690

Trp
1705

- Leu

Asn

Gly

Gly

Leu

Gly

Ile

Gly

"Ile

Tyr

Gln

2la

Ala

Arg

38

Met

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Arg

Ala

Gln

Arg

Asp

Val

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

Val

Tyr

Val

Glu

Gly

Val

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Pro

Pro

Pro
1515

Ser
1530

Leu
1545

Asp
1560

Asp
1575

Tyr
1590

Gly
1605

Leu
1620

Gly

1635

Asp
1650

Gln
1665

Asp
1680

Asp
1695

Glu

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

Gly

Trp

Thr

His

Ala

Pro

Thr

Thr

Arg

Gly

Val

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

Leu

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Asp

Val

Ile

Ala

Met



<223> CyaA/E570Q ZHf

<400> 3

Met

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Asn

Asp

Leu

Val

Glu

145

Val

Ile

Gln

Gly

Lys

Leu

50

Ser

Leu

Asn

Thr

Thr

130

Gln

Gln

Gly

Gln

Ile

Asn

35

Ile

Ser

Ser

Asp

Leu

115

Gly

Phe

Tyr

Asn

Ser

Pro

20

Ala

Ala

Asp

Lys

Val

100

Ser

Met

Glu

Arg

Ala
184

His

Ala

Thr

Glu

Trp

Leu

85

Asn

Lys

Ala

Phe

Arg

165

Ala
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Gln
Ala
Leu
Gly
Gly
70

Phe
Ser
Glu
Asp
Axrg
150

Lys

Gly

Ala

Val

Met

Val

55

Leu

Gly

Ser

Arg

Gly

135

Val

Gly

Ile

Gly

Leu

Phe

40

Ala

Gln

Arg

Leu

Tyr

Asp

25

Arg

Thre

Ala

Ala

Ala

.105

Leu

120

Val

Lys

Gly

Pro

39

Asp

Val

Glu

Asp

Leun
185

Ala

10

Gly

Leu

Lys

Gly

Pro

90

His

Tyr

Ala

Thr

Asp

170

Thr

Asn

Ile

val

Gly

Tyr

75

Glu

Gly

Leu

Ser

Ser

155

Phe

Ala

Ala

Lys

Asn

Leu

60

Ile

Val

His

Arg

Asn

140

Asp

Glu

Asp

Ala

Ala

Pro

45

Gly

Pro

Ile

Thr

Gln

125

His

Gly

Ala

Gly

Asp

Val

30

His

Val

Val

Ala

Ala

110

Ala

Ala

Arg

Val

Ser
1390

Arg

15

Ala

Ser

His

Asn

Arg

95

Val

Gly

Gly

Tyr

Lys

175

Ile

Glu

Lys

Thr

Ala

Pro

80

Ala

Asp

Leu

Tyr

ala

160

val

Asp



Met

Ser

Arg

225

Asp

Thr

Val

Ala

Asn

305

Thr

Gly

Gly

Gly

Val

385

Arg

Phe

Ser

210

Arg

Leu

Glu

Ile

His

290

Asn

Gly

Gln

Val

Val

370

Pro

Gln

Ala

1985

Val

Ala

Leu

Ala

Thr

275

Ala

Pro.

Glu

Gln

Ala

355

Pro

Ala

Asp

Ile

Thr

Ala

Trp

Arg

260

Asp

Val

Phe

Ser

Arg

340

Gly

Ser

Ser

Ser

Met

Ser

5er

Lys

245

Arg

Phe

Gly

Fro

Gln

325

Gly

Lys

Gly

Fro

Gly
405
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Pro

Gly

Glu

230

Ile

Gln

Glu

Ala

Glu

310

Met

Glu

Ser

Arg

Gly

390

Tyr

His
Asp
215
Ala
Ala
Phe
Leu
Gln
2965
Ala
Leu
Gly
Leu
Ser
375

Leu

Asp

Leu

200

Ser

Thr

Arg

Arg

Glu

280

Asp

Asp

Thr

Tyr

Phe

360

Lys

Arg

Ser

40

Ser

Val

Gly

Ala

Tyr

265

Val

Val

Glu

Arg

val

345

Asp

Phe

Arg

Leu

Asn

Thr

Gly

Gly

250

Asp

Arg

Val

Lys

Gly

330

Phe

Asp

Ser

Pro

Asp
410

Phe

Asp

Leu

235

Ala

Gly

Asn

Gln

Ile

315

Gln

Tyr

Gly

Pro

Ser

395

Gly

Arg Asp
20%

Tyr Leu
220

Asp Arg

Arg Ser

Asp Met

Ala Leu
285

His Gly
300

Phe Val

Leu Lys

Glu Asn

Leu Gly

365

Asp Val
380

Leu Gly

Val Gly

Ser

Ala

Glu

Ala

Asn

270

Asn

Thr

Val

Glu

Arg

350

Ala

Leu

Ala

Ser

Ala

Arg

Arg

Val

255

Ile

Arg

Glu

Ser

Tyr

335

Ala

Ala

Glu

Val

Arg
415

Arg

Thr

Ile

240

Gly

Gly

Arg

Gln

Ala

320

Ile

Tyr

Pro

Thr

Glu

400

Ser



Phe

Leu

Ala

Leu

465

Ile

Gln

Ser

Arg

Gly

545

Ala

Leu

Ala

Ala

Ile
625

Ser

Glu

Glu

450

Gln

Ala

Glu

Ser

Trp

530

Gly

Pro

Thr

Ala

Gly

610

Tyr

Leu

Met

435

Pro

Gly

Leu

Ala

Ala

515

Ala

Ile

Ala

Gly

Ala

595

Ala

Gly

Gly

420

Thr

Gly

Ala

Met

Ala

500

Val

Gly

Ala

Gly

Gly

580

Arg

Ala

Leu

Glu

Arg

Val

Gln

Thr

485

Ser

Ala

Gly

Ala

Gln

565

Thr

Gly

Ala

vVal
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Val

Gln

Ser

Ala

470

Gln

Leu

Glu

Phe

Ala

550

Lys

Val

Val

Gly

Gln
630

Ser

Val

Gly

455

Val

Phe

Ser

Thr

Gly

535

Val

Ala

Glu

Thr

Ala

615

Gln

Asp

Leu

440

Ala

Ala

Gly

Ala

Val

520

Val

Gly

Ala

Leu

Ser

600

Leu

Ser

41

et

425

His

Ser

Ala

Arg

Ala

505

Ser

Ala

Ala

Ala

Ala

585

Gly

Ala

His

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

420

Val

Gly

Gly

Gly

Gly

570

Ser

Leu

Ala

Tyr

Ala

Gly

His

Gln

475

Gly

Phe

Phe

Gly

Met

555

Ala

Ser

Gln

Ala

Ala
635

Val

Ala

Trp

460

Arg

Ser

Gly

Phe

Ala

540

Ser

Gln

Ile

Val

Leu

620

Asp

Glu
Arg
445
Gly
Leu
Thr
Leu
Arg
525
Met
Leu
Ile
Ala
Ala
605

Ser

Gln

Ala

430

Gln

Gln

val

Asn

Gly

510

Gly

Ala

Thr

Ala

Leu

590

Gly

Pro

Leu

Ala

Asp

Arg

His

Thr

495

Glu

Ser

Leu

Asp

Leu

575

Ala

Ala

Met

Asp

Glu

Asp

Ala

Ala

480

Pro

Ala

Ser

Gly

Asp

560

Gln

Leu

Ser

Glu

Lys
640



Leu

Ala

Val

Ala

Thr

705

Glu

Pro

Ala

Trp

Ser

785

Ser

Gly

Ser

Ala

-Phe

Ala

Gln

Ser

Ala

690

Gly

Lys

Gln

Asn

Asn

770

Ala

Val

Gln

Arg

Pro

850

Thr

Gln

Leu

Ala

675

Ser

Ala

Leu

Ala

Ser

755

Ala

Leu

Asp

Pro

Lys

835

Gly

Thr

Glu

Tyr

660

Val

Val

Leu

Ala

Tyr

740

ASp

Ser

Glu
Val
Val
820
Gly

Glu

Phe

Ser

645

Arg

Leu

Val

Asn

Asn

725

Phe

Gly

Ser

Leu

Phe

805

Val

Glu

Glu

Val
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Ser

Asp

Ser

Gly

Gly

710

Asp

Glu

Leu

val

Ala

790

val

Leu

BRrg

Gln

Glu

Ala

Lys

Thr

Ala

695

Ile

Tyr

Lys

Arg

Ile

115

Ala

Asp

Asp

Pro

‘Arg

855

Ile

Tyr

Thr

Val

680

Pro

Leu

Ala

Asn

Lys

760

Gly

Ile

Arg

val

Ala

8490

Arg

Val

42

Gly

Ala

665

Gly

Val

Arg

Arg

Leu

745

Met

Val

Thr

Phe

Ala

825

Leu

Arg

Gly

Tyr

650

Ala

Ala

Ala

Gly

Lys

730

Gln

Leu

Glin

Gly

Val

810

Ala

Thr

Thr

Lys

Glu

Glu

Ala

Val

Val

715

Ile

Ala

Ala

Thr

Asn

795

Gln

Gly

Fhe

Lys

Gln

Gly

Gly

val

Val

700

Gln

Asp

Arg

Asp

Thr

780

Ala

Gly

Gly

Ile

Thr

860

Asp

Asp

Ala

Ser

685

Thr

Gln

Glu

His

Leu

765

Glu

Asp

Glu

Ile

Thr

845

Gly

Arg

Ala

Val

670

Ile

Ser

Pro

Leu

Glu

750

Gln

Ile

Asn

Arg

Asp

830

Pro

Arg

Trp

Leu

655

Ala

Ala

Leu

Ile

Gly

735

Gln

Ala

Ser

Leu

Val

815

Ile

Leu

Ser

Arg

Leu
Gly
Ala
Leu
Ile
720
Gly
Leu
Gly
Lys
Lys
800
Ala
Ala
Ala

Glu

Ile
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865 870 875 880G

Arg Asp Gly Ala Ala Asp Thr Thr Ile Asp Leu Ala Lys Val Val Ser
885 890 895

Gln Leu Val Asp &la Asn Gly Val Leu Lys His Ser Ile lys Leu Asp
900 905 910

Val Ile Gly Gly Asp Gly Asp Asp Val Val Leu Ala Asn Ala Ser Arg
915 920 . 925

Ile His Tyr Asp Gly Gly Ala Gly Thr Asn Thr Val Ser Tyr Ala Ala
930 935 940

Leu Gly Arg Gln Asp Ser Ile Thr Val Ser Ala Asp Gly Glu Arg Phe
945 950 955 960

Asn Val Arg Lys Gln Leu Asn Asn Ala Asn Val Tyr Arg Glu Gly Val
965 970 : 975

Ala Thr Gln Thr Thr &la Tyr Gly Lys Arg Thr Glu Asn Val Gln Tyr
280 985 990

Arg His Val Glu Leu Ala Arg Val Gly Gln Val Val Giu Val Asp Thr
995 1000 1005

Leu Glu His Val Gln His Ile Ile Gly Gly Ala Gly Asn Asp Ser
1010 1015 1020

Ile Thr Gly Asn Ala His Asp Asn Phe Leu Ala Gly Gly Ser Gly
1025 1030 1035

Asp Asp Arg lLeu Asp Gly Gly Ala Gly Asn Asp Thr Leu Val Gly
1040 1045 1050

Gly Glu Gly Gln Asn Thr Val Ile Gly Gly Ala Gly Asp Asp Val
1055 1060 1065

Phe Leu Gln Asp Leu Gly Val Trp Ser Asn Gln Leu Asp Gly Gly
- 1070 1075 1080

ala Gly Val Asp Thr val Lys Tyr Asn Val His Gln Pro Ser Glu
1085 1090 1095

43



Glu

Gln

Val

Asn

His

Leu

Asn

Asp

His

Glu

Gly

Gly

Thx

Gly

Axg
1100

Lys
1115

Asp
1130

Asp
1145

Asp
1160

Arg
1175

Asp
1190

Gly
1205

Pro
1220

Ala
1235

Val
1250

Thr
1265

Leu
1280

Asp
1295

Leu

Gly

His

Arg

Gly

Gly

Ile

Gly

Gly

Asp

Asp

Ser

Met

Asp

Glu

Thr

Val

Ile

Asn

Gly

Phe

Ala

Arg

Leu

Tyr

Met

Gly

Leu

Brg

Val

Lys

Ala

Asp

Leu

Leu

Gly

Ile

Ser

Tyr

Lys

Gln

Leu
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Met

Glu

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

Val

Arg

Asp

Asp

Gly

Phe

Gly
1105

Lys
1120

Ile
1135

Asp
1150

Ile
1165

Leu
1180

Asp
1195

Asp
1210

Ala
1225

Glu
1240

Asn
1255

Val
1270

Gly
1285

Gly
1300

Asp

Trp

Glu

Asp

Arg

Asp

Asp

Thr

Pro

Trp

Val

Leu

Asp

Gly

44

Thr

Pro

Asn

Gln

Gly

Thr

Glu

Val

His

Val

Arg

Ile

Asp

Asp

Gly

Ala

Leu

Asp

Arg

Leu

Thr

Asp

Glu

Arg

Asn

Gly

Thr

Gly

Ile

Leu

His

Asn

Gly

Tyr

Val

Tyr

Tyr

Lys

val

Asp

Val

Asn

His
1110

Asn

Ala

Leu

1125 .

Gly
1140

Glu
1158

Gly
1170

Gly
1185

Ser
1200

Ser
1215

Gly
1230

Ala
1245

Glu
1260

Ala
1275

Arg
1290

Asp
1305

Ser

Leu

Asp

Glu

Asp

Ala

Phe

Ser

Asn

Gln

Gly

Met

Asp

Phe

Arg

Trp

Asp

Asp

Asp

Met

Gly

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

Leu

Ser

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Ile

Asn

Asp

Tyr



Gly

Thr

Ala

Val

Arg

Asp

Gly

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Asp
1310

Leu
1325

Arg
1340

Asp
1355

Ile
1370

Lys
1385

Ile
1400

Asp
1415

Leu
1430

Asp
1445

Glu
1460

aAsn
1475

Gly
1430

Ser
1505

Ala

Glu

Glu

Tyr

Gly

Leu

Glu

Ala

Ala

Asp

Ala

Leu

Pro

Leu

Gly

Gly

His

Ser

Leu

Gly

Asn

Gln

Gly

Gln

Gly

Leu

Gly

Gly

Asn

Gly

Asp

Gln

Gly

Glu

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Asp

Arg

Lys
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Asp

Ala

Val

Thr

Ile

Ala

Val

Asn

Glu

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Thr
1315

Gly
1330

Leu
1345

Gly
1360

Leu
1375

Gly
1390

Gly
1405

Val
1420

Gly
1435

Gly
1450

Trp
1465

Gly
14890

Leu
1485

Phe
1510

Leu

Asn

Arg

Ala

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

Phe

Asp

Asp

Ala

45

Tyr

Asp

Gly

His

Asp

Serx

Glu

Arg

Asp

Ala

Phe

Gly

Ala

Ser

Gly

Trp

Gly

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

Val

Gly

Gln

Arg

Gly

Leu

Gly

Fhe

Asp

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

Leu

Arg

Asp

Asp

Ala

Met

Leu
1320

Gly
1335

Gly
1350

Ile
1365

Ala
1380

Asp
1395

Asp
1410

Gly
1425

Leu
1440

Asp
1455

Ala
1470

Thr
1485

Lys
1500

Asp
1515

Gly

Gln

Val

Ala

Gly

Thr

Arg

Gly

Gly

Arg

Ala

val

Gly

Glu

Asp

Thr

Asp

Ala

Arg

Val

Ile

Ala

Gly

Leu

Asn

Asp

Val

Pro

Asp

Gln

Thr

Gly

Val

Ser

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ala

Phe

FPhe

Glu
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Thr

Arg

Gly

Val

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu
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Ser
1520

Asp
1535

Leu
1550

Leu
1565

Asn
1580

Gly
1595

His
1610

Ala
1625

Asp
1640

Val
1655

Ile
1670

Ala
1685

Met
1700

<213> ARTIFICIAL

<220>

Asn

Asp

Ala

Leu

Asp

Val

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

Val

Val

Gly

Gly

Asp

Gly

Thr

Gln

Leu

Ile

Lys

Ala

Ser
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<400> 4

Leu

Leu

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

Gly

Thr

Ile

Leu

Ala

Leu

ES 2505324 T3

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn

Val

His

Val

Ala

Ala

Asn
1525

Gly
1540

Val
1555

Gly
1570

Gly
1585

His
1600

Ile
1615

Asp
1630

His
1645

Ala
1660

Glu
1675

Pro
1690

Val
1705

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro

Asn

46

Glu

Ala

Ser

asp

Gln

Thr

Ala

Glu

Trp

Asn

Met

Ala

Trp

Asn

Gly

Gly

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Tyr

Gln

Ala

Ala

Arqg

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Arg

Ala

Gln

Arg

Val

1530

Asn
1545

Ala
1560

Ser
1575

Asp
1590

Glu
1605

Asp
1620

Ile
1635

Asp
1650

Val
1665

Tyr
1680

Val
1695

Gly

Val

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Fro

Pro

Ser

Len

Asp

Asp

Tyr

Gly

Leu

Gly

Asp

Gln

Asp

Asp

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

Gly

Trp

Thr

His

Ala

Pro

Thr



Met

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Asn

Asp

Leu

Val

Glu

145

Val

Ile

Met

Gln

Gly

Lys

Leu

50

Ser

Leu

Asn

Thr

Thr

130

Gln

Gln

Gly

Phe

Gln
Ile
Asn
35

Ile
Ser
Ser
Asp
Leu
115
Gly
Phe
Tyr

Asn

Ala
195

Ser

Pro

20

Ala

Ala

Asp

Lys

Val

100

Ser

Met

Glu

Arg

Ala

180

Ile

His

Ala

Thr

Glu

Trp

Leu

85

Asn

Lys

Ala

Phe

Arg

165

Ala

Met
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Gln

Ala

Leu

Gly

Gly

70

Phe

Ser

Glu

Asp

Arg

150

Lys

Gly

Pro

Ala
Val
Met
Val
55

Leu
Gly
Ser
Arg
Gly
135
Val
Gly

Ile

His

Gly

Leu

Phe

40

Ala

Gln

Arg

Leun

Leu

120

vVal

Lys

Gly

Pro

Leu
200

47

Tyr
Asp
25

Arg
Thr
Ala
Ala
Ala
105
Asp
Val
Glu
Asp
Leu

185

Ser

Ala

10

Gly

Leu

Lys

Gly

Pro

90

His

Tyr

Ala

Thr

Asp

170

Thr

Asn

Asn

Ile

Val

Gly

Tyr

75

Glu

Gly

Leu

Ser

Ser

155

Phe

Ala

Phe

Ala

Lys

Asn

Leu

60

Ile

Val

His

Arg

Asn

140

Asp

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

Pro

45

Gly

Pro

Ile

Thr

Gln

125

His

Gly

Ala

Gly

Asp
205

Asp

Val

30

His

Val

Val

Ala

Ala

110

Ala

Ala

Arg

Val

Ser

130

Ser

Arg

13

Ala

Ser

His

Asn

Arg

95

Val

Gly

Gly

Tyr

Lys

175

Ile

Ala

Glu

Lys

Thr

Ala

Pro

80

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ala

160

Val

Asp

Arg



Ser

Arg

225

Phe

Lys

Arg

Phe

Gly

305

Pro

Gln

Gly

Lys

Gly

385

Pro

Gly

Glu

Ser

210

Arg

Glu

Ile

Gln

Glu

290

Ala

Glu

Met

Glu

Ser

370

Arg

Gly

Tyr

Val

Val

Ala

Lys

Ala

Phe

275

Leu

Gln

Ala

Leu

Gly

355

Leu

Ser

Leu

Asp

Ser

Thr

Ala

Leu

Arg

260

Arg

Glu

Asp

Asp

Thr

340

Tyr

Fhe

Lys

Arg

Ser

420

Asp

Ser

Ser

Val

245

Ala

Tyr

Val

Val

Glu

325

Arg

Val

Asp

Phe

Arg

405

Leu

Met
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Gly
Glu
230
His
Gly
Asp
Arg
Val
310
Lys
Gly
Phe
Asp
Ser
390
Pro

Asp

Ala

Asp

215

Ala

Leu

Ala

Gly

Asn

295

Gln

Ile

Gln

Tyr

Gly

375

Fro

Ser

Gly

Ala

Ser

Thr

Asp

Arg

Asp

280

Ala

His

Phe

Leu

Glu

360

Leu

Asp

Leu

val

Val

48

Val

Gly

Arg

Ser

265

Met

Leu

Gly

Val

Lys

345

Asn

Gly

val

Gly

Gly“

425

Glu

Thr

Gly

Glu

250

Ala

Asn

Asn

Thr

Val

330

Glu

Arg

Ala

Leu

Ala

410

Ser

Ala

Asp

Val

235

Arg

Val

Ile

Arg

Glu

315

Ser

Tyr

Ala

Ala

Glu

395

Val

Arg

Ala

Tyr

220

Leu

Tle

Gly

Gly

Arg

300

Gln

Ala

Ile

Tyr

Pro

380

Thr

Glu

Ser

Glu

Leu

Ser

Asp

Thr

Ala

Ile

Leu

Arg

Ile

Leu

255

Glu

- 270

Val
285
Ala
Asn
Thr
Gly
Gly
365
Gly
Val
Arg

Phe

Leu

Ile

His

Asn

Gly

Gln

350

Val

Val

Pro

Gln

Ser

430

Glu

Ala

Thr

Ala

Pro

Glu

335

Gln

Ala

Pro

Ala

Asp

415

Leu

Met

Thr
Asn
240
Trp'
Arg
Asp
Val
Phe
320
Ser
Arg
Gly
Ser
Ser
400
Ser

Gly

Thr



Arg

Val

465

Gln

Thr

Ser

Ala

Gly

545

Ala

Gln

Thr

Gly

Ala

625

Val

Ser

Gln

450

Ser

Ala

Gln

Leu

Glu

530

Phe

Ala

Lys

val

Val

6l0

Gly

Gln

Ser

435

val

Gly

Val

Phe

Ser

515

Thr

Gly

val

Ala

Glu
595

Thr-

Ala

Gln

Ala

Leu

Ala

Ala

Gly

500

Ala

Val

Val

Gly

Ala

580

Leu

Ser

Leu

Ser

Tyr
660

His

Ser

Ala

485

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

565

Ala

Ala

Gly

Ala

His

645

Gly
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Ala

Ala

470

Ala

Ala

Val

Gly

Gly

550

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

630

Tyr

Tyr

Gly

455

His

Gln

Gly

Phe

Phe

535

Gly

Met

Ala

Ser

Gln

615

Ala

Ala

Glu

440

Ala

Trp

Arg

Ser

Gly

520

Phe

Ala

Ser

Gln

Ile

600

Val

Leu

Asp

Gly

49

Arg

Gly

Leu

Thr

505

Leu

Arg

Met

Leu

Ile

585

Ala

Ala

Ser

Gln

Asp
665

Gln

Gln

Val

490

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

570

Ala

Leu

Gly

Pro

Leu

650

Ala

Asp

Arg

475

His

Thr

Glu

Ser

Leu

555

Asp

Len

Ala

Ala

Met

635

Asp

Leu

Asp

460

Ala

Ala

Pro

Ala

Ser

540

Gly

Asp

Gln

Leu

Ser

620

Glu

Lys

Leu

445

Ala

Leu

Ile

Gln

Ser

525

Arg

Gly

Ala

Leu

Ala

€05

Ala

Ile

Leu

Ala

Glu

Gln

Ala

Glu

510

Ser

Trp

Gly

Pro

Thr

590

Ala

Gly

Tyzr

Ala

Gln
670

Pro

Gly

Leu

495

Ala

Ala

Ala

Ile

‘Ala

575

Gly

Ala

Ala

Gly

Gln

655

Leu

Gly

Ala

480

Met

Ala

Val

Gly

Ala

560

Gly

Gly

Arg

Ala

Leu

640

Glu

Tyr



Arg

Leu

Val

705

Asn

Asn

Phe

Gly

Ser

785

Leu

Phe

Val

Glu

Glu

865

val

AsSp
Ser
690
Gly
Gly
Asp
Glu
Leu
770
Val
Ala
Val
Leu
Arg
850

Gln

Glu

Lys
675
Thr
Ala
Ile
Tyr
Lys
755
Arg
Ile
Ala
Asp
Asp
835
Pro

Arg

Ile

Thr

Val

Pro

Leu

Ala

740

Asn

Lys

Gly

Ile

Arg

820

val

Ala

Arg

Val

Ala

Gly

Val

Arg

725

Arg

Leu

Met

Val

Thr

805

Phe

Ala

Leu

Arg

Gly
885
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&la

Ala

Ala

710

Gly

Lys

Gln

Leu

Gln

790

Gly

Val

Ala

Thr

Thr

870

Lys

Glu
Ala
695
Val
val
Ile
Ala
Ala
775
Thr
Asn
Gln
Gly
Phe
855

Lys

Gln

Gly

680

Val

Val

Gln

Asp

Arg

760

Asp

Thr

Ala

Gly

Gly

840

Ile

Thr

Asp

50

Ala
Ser
Thr
Gln
Glu
745
His
Leu
Glu
Asp
Glu
825
Ile
Thr

Gly

Arg

val

Ile

Ser

Pro

730

Leu

Glu

Gln

Ile

Asn

810

Arg

Asp

Pro

Arg

Trp
890

Ala

Ala

Leu

715

Ile

Gly

Gln

Ala

Ser

795

Leu

Val

Ile

Leu

Ser

875

Arg

Gly

Ala

700

Leu

Ile

Gly

Leu

Gly

780

Lys

Lys

Ala

Ala

Ala

860

Glu

Ile

Val

685

Ala

Thr

Glu

Pro

Ala

765

Trp

Ser

Ser

Gly

Ser

845

Ala

Fhe

Arg

Ser

Ala

Gly

Lys

Gln

750

Asn

Asn

Ala

Val

Gln

830

Arg

Pro

Thr

Asp

Ala

Ser

Ala

Leu

735

Ala

Ser

Ala

Leu

Asp

815

Pro

Lys

Gly

Thr

Gly
895

Val

Val

Leu

720

Ala

Tyr

Asp

Ser

Glu

?00
Val
val
Gly
Glu
Phe

880

Ala
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Ala Asp Thr Thr Ile Asp Leu Ala Lys Val Val Ser Gln Leu Val Asp
900 905 910

Ala Asn Gly Val Leu Lys His Ser Ile Lys lLeu Asp Val Ile Gly Gly
915 920 925

Asp Gly Asp Asp Val Val Leu Ala Asn Ala Ser Arg Ile His Tyr Asp
930 935 940

Gly Gly Ala Gly Thr Asn Thr Val Ser Tyr Ala Ala Leu Gly Arg Gln
945 950 955 960

Asp Ser Ile Thr Val Ser Ala Asp Gly Glu Arg Phe Asn Val Arg Lys
965 970 975

Gln Leu Asn Asn Ala Asn Val Tyr Arg Glu Gly Val Ala Thr Gln Thr
980 985 990

Thr Ala Tyr Gly Lys Arg Thr Glu Asn Val Gln Tyr Arg His Val Glu
995 1000 1005

Leu Ala Arg Val Gly Gln Val Val Glu Val asp Thr Leu Glu His
1010 1015 1020

Val Gln His Ile Ile Gly Gly &Ala Gly Asn Asp Ser Ile Thr Gly
1025 1030 1035

Asn Ala His Asp Asn Phe Leu Ala Gly Gly Ser Gly Asp Asp Arg
1040 1045 1050

Leu Asp Gly Gly Ala Gly Asn Asp Thr Leu Val Gly Gly Glu Gly
1055 1060 1065

Gln Asn Thr Val Ile Gly Gly B&la Gly Asp Asp Val Phe Leu Gln
1070 1075 1080

Asp Leuw Gly Val Trp Ser Asn Gln Leu Asp Gly Gly BAla Gly Val
1085 1090 1095

Asp Thr WVal Lys Tyr Asn Val His Gln Pro Ser Glu Glu Arg Leu
1100 1105 1110

51



Glu

Thr

Val

Ile

Asn

Gly

Phe

Ala

Arg

Leu

Tyr

Met

Gly

Leu

Gly

Arg
1115

Val
1130

Lys
1145

Ala
1160

Asp
1175

Leu
1190

Leu
1205

Gly
1220

Ile
1235

Ser
1250

Tyr
1265

Lys
1280

Gln
1295

Leu
1310

Asn

Met

Glu

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

Val

Arg

Asp

Asp

Gly

Phe

Asp

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Leu

Asp

Asp

Ala

Glu

Asn

val

Gly

Gly

Thr

Asp

Trp

Glu

Asp

Arg

Asp

Asp

Thr

Pro

Tzp

Val

Leu

Asp

Gly

Leu

ES 2505324 T3

Thr

Pro

Asn

Gln

Gly

Thr

Glu

Val

His

Val

Arg

Ile

Asp

Asp

Tyr

Gly
1120

Ala
1135

Leu
1150

Asp
1165

Arg
1180

Leu
1195

Thr
121Q

Asp
1225

Glu
1240

Arg
1255

Asn
1270

Gly
1285

Thr
1300

Gly
1315

Gly

Ile

Leu

His

Asn

Gly

Tyr

Val

Tyr

Tyr

Lys

Val

Asp

Val

Asn

Gly

52

His

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Ala

Glu

Ala

Arg

Asp

Leu

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

Glu

Asp

Ala

Phe

Ser

Asn

Gln

Gly

Met

Gly

Asp

Phe

Arg

Trp

Asp

Asp

Asp

Met

Gly

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Leu
1125

Ser
1140

Leu
1155

Gly
1170

Ile
1185

Gly
1200

Ile
1215

Ile
1230

Ile
1245

Leu
1260

Ile
1275

Asn
1290

Asp
1305

Tyr
1320

Asp

Gln

Val

Asn

His

Leu

Asn

Asp

His

Glu

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

Asp

Arg

Asp

Gly

Pro

Ala

Val

Thr

Len

Asp

Asp

Leu

Gly

His

Arg

Gly

Gly

Ile

Gly

Gly

Asp

Asp

Ser

Met

Asp

Ala

Glu
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1325 1330 1335

Gly Gly Ala Gly Asn Asp Trp Phe Gly Gln Thr Gln Ala Arg Glu
1340 1345 1350

His Asp Val Leu Arg Gly Gly Asp Gly Val aAsp Thr Vval Asp Tyr
1355 1360 1365

Ser Gln Thr Gly Ala His Ala Gly Ile Ala Ala Gly Arg Ile Gly
1370 1375 1380

Leu Gly Ile Leu Ala Asp Leu Gly Ala Gly Arg Val BAsp Lys Leu
1385 1390 1395

Gly Glu Ala Gly Ser Ser Ala Tyr Asp Thr Val Ser Gly Ile Glu
' 1400 1405 1410

Asn Val Val Gly Thr Glu Leu B&Ala Asp Arg Ile Thr Gly Asp Ala
1415 1420 1425

Gln Ala Asn Val Leu Arg Gly BAla Gly Gly Ala Asp Val Leu Ala
1430 1435 1440

Gly Gly Glu Gly Asp Asp Val Leu Leu Gly Gly Asp Gly Asp Asp
1445 1450 1455

Gln Leu Ser Gly Asp Ala Gly Arg Asp Arg Leu Tyr Gly Glu Ala
1460 1465 1470

Gly Asp Asp Trp Phe Phe Gln Asp Ala Ala Asn Ala Gly Asn Leu
1475 1480 1485

Leu Asp Gly Gly Asp Gly Arg Asp Thr Val Asp Phe Ser Gly Pro
1490 1495 1500

Gly Arg Gly Leu Asp Ala Gly Ala Lys Gly Val Phe Leu Ser Leu
1505 1510 1515

Gly Lys Gly Phe Ala Ser Leu Met Asp Glu Pro Glu Thr Ser Asn
1520 1325 1530

Val Leu Arg Asn Ile Glu Asn Ala Val Gly Ser Ala Arg Asp Asp
1535 1540 1545

53



10

Val

Gly

Gly

Asp

Gly

Thr

Gln

Leu

Ile

Lys

Ala

Ser

<210>5

<211> 8825

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> QR AC-

<400> 5

Leu
1550

Asn
1565

Asp
1580

Leu
1595

Tyr
1610

Ile
1625

Gly
1640

Thr
1655

Ile
1670

Leu
1685

Ala
1?00

Leu
1715

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn

Val

His

Val

ala

Ala

Gly

Val

Gly

Gly

His

Ile

Asp

His

Ala

Glu

Pro

Val

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro

Asn
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Ala
Ser

Asp

Gln.

Thr

Ala

Glu

Trp

Asn

Met

Ala

Trp

Gly
1555

Gly
1570

Leu
1585

Gly
1600

Ile
1615

Gly
1630

Ile
1645

Tyr
1660

Gln
1675

Ala
1690

Ala
1705

Arg
1720

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Arg

Ala

Gln

Arg

54

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

val

Tyr

Val

Val

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Bro

Pro

Leu

Asp

Asp

Tyr

Gly

Leu

Gly

Asp

Gln

Asp

Asp

Asn
1560

Asp
1575

Ala
1590

Leu
1605

Gly
1620

Trp
1635

Thr
1650

His
1665

Ala
1680

Pro
1695

Thr
1710

Gly

Val

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

Leu

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Asp

Val

Iie

Ala

Met

Ala

Leu

Asp

Val

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln



Cggaagagcy
gctggcacga
gttagcteac
gtggaattgt
ttaatacgac
atatacatat
cggcactggy
tgcatctget
gatgcaatga
tctectatgt
tgtggatcat
cgctggecga
acaccgcgceyg
agctggaccyg
cgecgcgagy
ggtttcccga
attaggcacc
gcggataaca
tacgcaaacq
gccgtggega
agcctgattg
tgggggttge
gcgeccegagy
accgcggteg
gtcaccggca
tttcgegtyga
gacgatttcg

ggatccatcg

cccaatacqgce
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
tcactatagg
gctteegtec
caatattgcce
cgcacgcaac
cgtgeeggtt
catggecgece
cgactggate
acggcaccce
cgtcaaggag
ctaccatgcc
ccggggeace
ctggaaagcyg
ccaggctita
atttcacaca
ccgccegacey
aggaaaaaaa
ccgaaggggt

aggcgggcta

tgatcgegeg

acctgacgct
tggccgatgg
aggaaacctc
aggcggtcaa

acatgttcgc
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aaaccgcctc
gactggaaag
coccaggett
caatttcaca
gaaagctcta
gceccaagege
tggctgtgga
acgctcgbgc
gcatactgca
tegtegetygg
gegecattet
gacagcgtygg
taccgaggec
gaactgatcyg
gcctaaggat
ggcagtgagc
cactttatgce
ggaaacagct
ggagtctgge
cgccacattg
ggccaccaaa
cattecccgte
ggccgacaac
gtcgaaagag
cgtggtegeg
ggacdggege
ggtgatcgge

cattatgceg

tceccegegeg
cgggcagtga
tacactttat
caggaaacag
gaaataattt
ccteccteet
tgaactctcc
cgattcaact
gctgggecct
gcegggaatge
cgcgegacga
gcoegtteget
gcgegetgga
caggactygcg
cctetagage
gcaacgcaat
tteceggeteg
atgaccatgce
atccccgeag
atgttcegee
ggattgggcy
aacccgaatce
gacgtcaaca
cggcttgact
agcaaccacg
tatgcegtge
aatgccgecg

catctgtecca

55

ttggccgatt
gcgcaacgcea
gecttecgget
ctatgaccat
tgtttaactt
caatcceace
catgcaccgce
gggccaatac
aatggacgcce
ctggaactge
caatcgtgey

gcgegttegyg

cgcggccgccl

cgcgageaac
ttgcatgecee
taatgtgagt
tatgttgtgt
agcaatcgca
ccgtactcga
tggtcaaccc
tgcacgccaa
tttccaaact
gcagcctgge
atctgcggca
caggctacga
agtatcgeeyg
gtattccact

acttcecgega

cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgaat
taagaaggag
gacgacttcg
gactggecgg
attctgetge
gacaccgaac
ggcgaccgac
ctgecgecygcey
cgcggcygygcy
actcgegege
ggcggatacy
tggcacgaca
tagcteactce
ggaattgtga
tcaggctggt
tggcatcaag
ccattccacc
gtcgtoecgat
gttcggceegt
gcatggcecat
agegggectg
gcagttegag
caagggeggc
gacggcggat

ctcggegege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



agttcggtga
agcgaggceca
gctegegecyg
ggcgacatga
aggcggygcege
cctttecegg
ctcacgcgcg
tacgagaacc
gcgeccggceyg
gcgtcaccceyg
gacagccttg
gccgtggaag
gacgatgeceg
ggcgeecagy
tteggceggy
gtcggcttgg
tettegeget
atcgccécgg
gcegocgecyg
tccategegt
gogteggeeg
ggcctggtge
gcatacggtt
gagggegeey
gocogeggegy
gctetcaacg

tacgctcgca

gcgcgtcacyg

ccageggega
cgggcgatgt
gcgeccgtte
atatcggegt
acgecgtegg
aggcagatga
ggcaactgaa
gtgcatacgg
tgccgagegg
gattgcggceg
atggggtggg
cggeggaact
agccgggegt
cggtggcgge
ccggttecac
gcgaggcecag
gggccggegy
ccgttggege
gagctecgat
tggcgctggce
gggcggctgce
agcaatcgca
acgagggega
tcgecggegt
ccaécgtggt
gcatcctgeyg
agatcgacga

aacaactggc
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ttcggtgacce
acacctggat
cgcagtgggce
gatcaccgat
cgcgcaggac
gaagattttc
ggaatacatt
cgtggcgggy
acgttcgaag
gecegtegetyg
atcgcgatcg
ggaaatgacc
gagcggtgey
ggcgceagegy
caacacgceyg
cagcgecgtyg
ttteggcgtyg
cgggatgtceg
cgegetgcag
cgecggegege
cggcgeattyg
ctatgcggat
cgeccttgetg
ctecogeegte
aggggecccy
cggegtgcayg
gctgggeggy

caattcggac

gattacctgg
cgcgaacgea
accgaggcge
ttcgagetgg
gtggtccage
gtcgtatcgg
ggccageage
aaaagcctgt
ttctcgccgq
ggcgcagtgyg
ttectegttygg
cggcaagtet
tcggegecact
ctggttcatg
caggaageqq
gocgaaaceqg
getggeggcey
ttgaccgatg
ttaacgggtg
ggcgtgacca
gccgeggege
cagctggaca
gcccagetgt
ctgagcacgyg
gtggcggtgy
cagcccatca
ccgeaagegt

ggcctacgga
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cgcgeacgcy
tcgacttgtt
gtegeccagtt
aagtgcgcaa
atggcactga
ccaccggtga
gcggcgagyyg
tcgacgatgg
atgtactgga
aacgccagga
gcgaggtgtc
tgcacgccgy
gggggcagey
ccattgcect
cctegttgtee
tgagcggttt
cgatggceget
acgecgeoggc
gaacggtcga
gcggcttgea
tcagtcccat
agctggcegcea
atcgcgacaa
tgggggcage
tcacttecett
tcgaaaaget
acttcgagaa

aaatgctgge

gcgggeegec
gtggaaaatc
ccgctacgac
tgcgcectgaac
gcagaacaat
aagccagatg
ctatgtettce
gctgggagec
aacggtgeeg
ttccggctat
cgacatggece
ggcgcggcag
ggcgctgecag
gatgacgcaa
ggcggecgtyg
tttcocgeggy
gggaggcegyc
cggacagaag
gctggettet
ggtggecggyg
ggagatctac

ggaatcgagce

gacggccgece

ggtgtcgatce
gctgaccgygyg
ggccaacgat
aaacctgcag

cgacctgeag

1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360



gcecggttgga
ctegaactgyg
gaccgetteg
ggeggrateg
ctggcogege
acattcgteg
accaccatcg
cacagcatea
tcgegeatcece
cgacaggatt
aacaacgcca
acggagaatyg
gacacgctcg
aatgegeacg
ggcaacgaca
gacgtattcc
gataccgtga
acgggcatcc
ttcagcgtcg
atcgeeggeg
ggccggggcg
gacggcadacg
gcggggctygg
catgaatacg
gegetgggeg
atgaaggatg
gataccgtgc
ctgtatggceg

ggeggegegyg

acgccagcag
cegecattac
tccagggega
atatcgceay
caggagaaga
agatcgtggy
atctggccaa
aactggatgt
attatgacgg
ccattaccgt
acgtgtatcg
tccaataccg
agcatgtgca
acaacttecct
ccetggttgg
tgcaggacct
agtacaacgt
atgccgatct
accatgtcaa
acgaccagga
gcgacgacat
acatcttect
acaccgtcga
gcttegggat
tggactatta
tgctcategyg
gcggcggega
acgecggeaa

gcaacgattg
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cgtgatcggg
cggcaacgcg
gcgggtggcee
ccgraagggc
gcagcgcecgy
caagcaggac
ggtggtgteg
gatcggegga
cggcgcggge
gtecgecgac
cgaaggcgty
ccatgtcgag
gcacatcate
ageeggeggyg
<cggegagggc
gggggtatgy
gcaccagect
tcaaaagggc
gaatatcgag
caacgagcte
cctgegegge
gcaggacgac
ctactecgee
cgaggcggac
cgataatgtc
cgacgcgcaa
cggcgatgat
cgacacccete

gtteoggecag

gtgcagacga
gacaacctga
ggccageegyg
Jageggcecegyg
cgcacgaaaa
cgctggegea
caactggteg
gatggcgatg
accaacacgg
ggggaacgtt
gctacccaga
ctggccegty
ggcggggccey
tegggegacy
caaaacacgg
agcaaccagc
tccgaggage
acggtcgaga
aatctgcacy
tggggccacg
ggcetgggcece
gagaccgtca
atgatccate
ctgtccaggg
cgcaatgtceg
gccaatacce
ctgetgtteg
tacggggggce

acgcaggege
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cagagatctc
aatccgtcega
tggtcctcga
cgctgacgtt
cgggcagatc

tcecgggacyay

acgccaatgg
acgtegtget
tcagetatge
tcaacgtgeyg
caaccgecta
tcgggcaagt
gcaacgatte
acaggctgga
tcateggegy
tcgatggcgy
gcctegaacy
agtggeegge
gcteoegect
atggcaacga
tggacacgct
gcgatgacat
caggcaggat
aatgggtgcg
aaaacgtcat
tgatgggcca
geggegacygg
tgggcgacga

gegageatga

caagtcggeg
cgtgttegtg
cgtegeoegeo
catcacgecy
tgaattcacc
cgcggecgac
cgtgctcaag
tgccaatget
cgecetgggt
caagcagtty
cggcaagego
ggtggaggtc
gatcaccgge
tggcggegee
cgeeggegac
cgcgggegte
catgggcgac
cctgaacctg
aaacgaccgc
cacgatacgc
gtatggcgag
cgacggcggc
cgttgcgecy
caaggcgtcc
cggtacgage
gggcggcgac
caacgacatg

tacccttgaa

cgtgetgege

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

43880

5040

5100



ggcggagatyg
gcgggtcgea
ggcgaggccy
gaacfggccg
gccgacgtge

cagcetgtegg

ttccaggatg’

gatttcageg
ggcaaggggt
gagaacgcog
ctcaatggec
ggcgacgagyg
cagggcgatyg
ggeggeggcece
cagggcaacg
tggtatcgey
caggcaggca
gcggetgece
tggcgetgaa
cgttettete
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt

aaatcggaac

gggtggatac
tcgggetggg
gcagcagcgce
accgecatcac
ttgcgggcygy
gegacgecgyg
ccgecaatge
gecegggeey
tcgecagect
tgggcaqcgce
tggcgggcaa
gcteggaccet
atacttatct
atgacaccat
acctggagat
acgcecgatca
tegaaaagcet
cgecggegyce
gcgeegtgaa
cgaggtattt
ccetggegtt
tagcgaagag
ggaaattgta
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac

cctaaaggga
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cgtcgattac
catcctggcet
ctacgatacg
gggecgatgeg
cgagggcgac
acgcgatege
cggcaatctg
gggcctcgac
gatggacgaa
gegtgatgac
cgacgtgetyg
gctcagegge
gttcggggtc
ccgecatcaac
ccgeattete
ccgggtggaa
ggtcgaggca

gcgegtgecyg

tcacggcccg”

cccatcatga
acccaactta
gcecgeaceyg
aacgttaata
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaqtcaag

tgcccegatt

agccagaccyg
gacctgggceg
gtttceggta
caggccaacy
gatgtgetge
ttgtacggcyg
ctcgacgygceyg
gceggegcaa
cccgaaacca
gtgctgatceg
tceggeggey
gatgcgggca
gggtacgggce
gcgggggcgy

ggcaccgacg

atcafccatg
atggcgcagt
gacacgctga
cctgectege
attcactggc
atcgeettge
atcgecette
ttttgttaat

ccaataggec

gagtgttgtt

agggcgaaaa
ttttttgggyg

tagagcttga
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gegegeatge
ccggeegegt
tcgagaacgt
tgctgcgegg
tgggecggega
aagceggtga
gcgacggccg
agggcgtatt
gcaacgtgtt
gcgacgcagyg
ctggcegacga
acgacgatct
acgacacgat
acéagctgtg
atgcacttac
ccgccaacca
atccggacce
tgcagtccet
gcggeggcege
cgtegtttta
agcacatccc
ccaacagttg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctate
tegaggtgee

cggggaaagce

cggeattgcee
cgacaagctg
ggtgggcacy
cgcgggtagc
cggcgacgac
cgaétggttc
cgataccgtg
cctgagcecttyg
gcgcaatate
cgccaacgte
tgtgctgctyg
gttecggcggy
ctacgaatcg
gttegegeoge
cgtgcacgac
ggcggtagac
cggcgeggcg
ggctgtcaac
cgtctetttg
caacgtogtyg
cctttcgeca
cgcagcectga
aattcgegtt
aaatcectta
acaagagtcec
agggecgatgg
gtaaagcact

cggcgaacgt

5160

5220

5280

5340

5400

5460

- 5520

5580

5640

5700

5760

5820

58890

5940

16000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

€420

6480

©540

6600

€660

€720

6780



gygcgagaaay
ggtcacgctg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttoct
gttgégtgca
ttttegeeee
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
caccacgatg
tactctaget
acttctgcge
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgec
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagate
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gcegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg

aagcgcecacyg

gaaggdaaga
cgcgtaacca
ttteggggaa
tatccgetea
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetyg
Jgaggaccga
gatcgttggy
cctgtagcaa
teeccggcaac
teggecctte
cgeggtatea
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccacegetac
gtaactgget
ggecaccact
ccagtggcetyg
ttaccggata
gagcgaacga

ctteecgaag
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aagcgaaagg
cgacacecge
atgtgcgeygyg
tgagacaata
aacattteceg
acccagaaac
acatcgaact
ttcocaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggetggety
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
Cagcggfggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgccagtyg
aggcgceagcg
cctacaccga

ggagaaaggc

agcgggeget
cgecgcettaat
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactecggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgottttitg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggayg
gtttattgct
ggggcecagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttce
tttttttctyg
ttgtttgecg
gcagatacca
tgtagcaccy
cgataagtcg
gtcgggetga
actéagatac

ggacaggtat

59

agggcgetgg
gcgecgetac
tgtttatttt
atgcttcaat

attcecettt

gtaaaagatg

agcggtaaga
aaagttctge
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatqgg
ataccaaacq
ctattaactg
gcggataaayg
gataaatctg
ggtaagecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagecgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtee
cctacatace
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagcegtg

ccggtaagceyg

caagtgtagc
agggegegtce

tctaaataca

aatattgaaa

ttgcggeatt
ctgaagatca
teccttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagcecggtga
cecgtategt
agatcgctga
catatatact
teoctttttga
cagaccecgt
gctgettgcea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga

gcagggtegy

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
83240
§400
§460

8520



10

aacaggagag cgcacgaggyg
cgggtttege cacctetgac
cctatggaaa aacgecagea
tgctcacatg ttctttectg

tgagtgagct gatacegetce

ggaag

<210>6
<211> 8855
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> OVA QR AC-

<400> 6

cggaagagcg
gctggcacga
gttagctcac
gtggaattgt
ttaatacgac
atatacatat
cggcactggqg
tgcatctget
gatgcaatga
tctectatgt
fgtggatcat
cgctggecga
acaccgcgcyg
agctggacceg
cgccgegagy
ggtttccega

attaggcacc

cccaatacge
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
tcactatagyg
gcttecgtec
caatattgce
cgcacgcaac
Cgtgccggt£
catggcgccec
cgactggatce
acggeaccee
cgtcaaggag
ctaccatgcc
ccggygcace
ctggaaagcg

ccaggcttta
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agcttccagyg
ttgagegtey
acgcdgcctt
cgttatcecce

gccgcagecyg

aaaccgecte
gactggaaag
ccccaggett
caatttcaca
gaaagctcta
gcccaagege
tggetgtgga
acgctcgege
gcatactgca
tcgtcgectgg
gcgcecattet
gacagcgtgg
taccgaggece
gaactgatcg
gectaaggat
ggcagtgage

cactttatgce

gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg

aacgaccgag

tcececgegeyg
cgggcagtga
tacactttat
céggaaacag
gaaataattt
cctcectect
tgaactctec
cgattcaact
gctgggeect
gcgggaatge
cgcgcgacga
gccgtteget
gcgcegetgga
caggactgceg
cctctégagc
gcaacgcaat

ttccggeteg

60

tggtatcttt
tgeteogtcag
ctggcctttt

gataaccgta

cgcagegagt

ttggcegatt
gcgcaacgca
gcttceggcet
ctatgaccat
tgtttaactt
caateccace
catgcaccgce
gggccaatac
aatggacgcc
ctggaactgce
caatcgtgceg
gcgcgttegg
cgeggecgcee
cgcgagcaac
ttgcatgcecec
taatgtgagt

tatgttgtgt

atagtcctgt
gggggcggay
gctggeccettt
ttaccgectt

cagtgagcga

cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgaat
taagaaggag
gacgacttcg
gactggccgg
attctgctge
gacaccgaac
ggcgaccgac
ctgegecgey
€gcggeggcy
‘actcgegege
ggcggatacyg
tggcacgaca
tagctcactce

ggaattgtga

8580
8640
8700
8760
8820

8825

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



gcggataaca
tacgcaaacq
gcegtggcega
agcctgattg
tgggggttge
gcgececgagyg
accgeggteg
gtcaccggca
tttegegtga
gacgatttcg
ggatccatcg
agttcggtga
agcgaggeca
cgcgaacgcea
accgaggegce

ttcgagetgg

gtggtccagd

gtegtategy
ggccageage
aaaagcctgt
ttctegeegy
ggcgcagtgyg
ttctegttgg
cggcaagtcet
tcggcgcact
ctggttcatg
caggaagcgg

gccgaaacog

gctggcggcg

atttcacaca
ccgccgacey
aggaaaaaaa
ccgaaggggt
aggcgggcta
tgatcgc;cg
acctgacget
tggcegatgy
aggaaacctc
aggcggtcaa
acatgttege
ccageggcga
cgggcggtgt
tcgacttgtt
gtcgecagtt
aagtgcgcaa
atggcactga
ccaceggtga
gcggegagay
tcgacgatgg
atgtactgga
aacgccagga
gcgaggtgtce
tgcacgceegyg
ggggdcagey
ccattgecct
cctegttgte
tgagcggttt

cgatggecget
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ggaaacagct
ggagtctggc
cgccacattg
ggccaccaaa
cattcecgte
ggccgacaac
gtcgaaagag
cgtggtegey
ggacgggcege
ggtgategge
cattatgecy
tteggtgace
actctcaata
gtggaaaatc
ccgctacgac
tgcgetgaac
gcagaacaat
aagccagatyg
ctatgtctte
gctgggagec
aacggtgeceg
ttccggectat
cgacatggcce
ggcegeggceag
ggcgetgcag
gatgacgcaa
ggcggecgtyg
tttcecgeggg

gggaggcggce

atgaccatgce
atcceccocgeag
atgttcegee
ggattgggeg
aacccgaatc
gacgtcaaca
cggcttgact
agcaaccacyg
tatgcegtge
aatgccgecg
catctgtecca
géttacctgg
attaatttecg
gctcgegecyg
ggcgacatga
aggegggege
cctttcccgg
ctcacgegeyg
tacgagaacc
gcgeceegdgcey
gcgtcacccyg
gacagccttyg
gccgtggaag
gacgatgceg
dgcgceccagg
ttcggecagg
ttcggcttgg
tﬁttcgcgct

atcgecgcgg

61

agcaatcygca
ccgtactega
tggtcaacec
tgcacgeccaa
tttccaaact
gcagectgge
atctgeggea
caggctacga
agtatcgcey
gtattccact
acttcecgega
cgcgeacgceg
aaaagctigt
gcgecegtte
atatcggcegt
acgccgtegg
aggcagatga
ggcaactgaa
gtgcatacgg
tgccgagegg
gattgcggcyg
atggggtyay
cggcggaact
agcegggegt
cggtggcegge
ccggttcecac
gcgaggcecag
gggccggegy

ccgttggege

tcaggctggt
tggcatcaag
ccattccacc
gtcgtﬁcg%t
gtteggeegt
gcatggccat
agcgggectyg
gcagttegag
caagggcgge
gacggeggat
cteggegege
gcggygcecgec
acacctggat

cgcagtgggygc

gatcaccgat

cgcgcaggac
gaagattttc
ggaatacatt
cgtggcgggqg
acgttcgaaqg
gccgtegetg
atcgegateg
ggaaatgacc
gagcggtgey
ggcgcagegyg
caacacgecy
cagcgoegtyg
ttteggegtyg

cgggatgteg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

12280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



ttgaccgatyg
ttaacgggtyg
ggcgtgacca
gcegeggege
cagctggaca
gccoccagetgt
ctgagcacgg
gtggcggtygy
cagcccatca
ccgcaagegt
ggcctacgga
gtgcagacga
gacaacctga
ggccagcecgyg
gagcggcecygy
cgcacgaaaa
cgetggegea
caactggtcyg
gatggcgatg
accaacacgyg
ggggaacgtt
gctacccaga
ctggcceogtyg
ggcgggygccy
tcgggegacg
caaaacacgyg
agcaaccagc

tcegaggage

acgcgccgge
gaacggtcga
gcggettgea
tcagtcccat
agctggcegea
atcgcgacaa
tgggggcggc
tcacttcctt
tcgaaaaget
acttcgagaa

aaatgctgge

cagagatctce

aatcegtcga

tggtecctega
cgetgacoatt
cgggcagate

tcegggacgy

acgccaatgg
acgtegtget
tcagctatge
tcaacgtgcy
caaccgecta
tcgggcaagt
goaacgattc
acaggctygga
tcateggegg
tcgatggcgyg

gcectegaacy
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cggacagaag
gctggettet
ggtggccggy
ggagatctac
ggaatcgagc
gacggecgcec
ggtgtcgatc
gctgaccggg
ggccaacgat
aaacctgcag
cgacctgcag
caagtcggceg
cgtgttegtg

cgtegecgec

‘catcacgeceg

tgaattcacc
cgcggecgac
cgtgctcaag
tgccaatget
cgeectgogt
caagcagttyg
cggcaagege
ggtggaggtce
gatcaccggce
tggeggegece
cgccggegac
cgcgggegte

catgggegac

gocgecgeceg
tccatcgegt
gcgteggecyg
ggcctggtyge
gcatacggtt
gagggegecyg
gcegeggegy
gctctcaacg
tacgectegea
gcgegtcacy
geeggttgga
ctegaactgg
gaccgcetteg
dggcggceatcg
ctggcegege
acattcgtcg
accaccatcg
cacagcatca
tcgegeatec
cgacaggatt
aacaacgcca
acggégaatg
gacacgctcg
aatgcgceacg
ggcaacgaca
gacgtattcc
gatacecgtga

acgggcatce
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gagctccgat
tggcgcetggce
gggcggctgce
agcaatcgca
acgagggcga
tcgccggcgt
ccagcgtggt_
géatcctgcg
agatégacga
aacaactggce
acgecageag
ccgecattac
tccagggega
atatcgccag
caggagaaga
agatcgtggg
atctggeccaa
aactggatgt
attatgacgg
ccattaccgt
acgtgtatey
tccaataccey
agcatgtgca
acaacttect
ccetggttgg
tgcaggacct
agtacaacgt

atgccgatct

cgcgetgeag
cgeggegege
cggcgcattg
ctatgcggat
cgecttgety
ctccgccgtc
aggggccecg
cggcgtgcag
gctgggcggyg
caattcggac
cgtgatcggg
cggcaacgeg
gcgggtggec
cchaagggc
gecagcgeogy
caagcaggac
ggtggtgteg
gatcggegga
cggcgegggce
gtcegecgac
cgaaggegty
cqatgtcgag
gcacatcatc
agecggeygygy
cggcgagggce
g99ggtatgg
gcaccagect

tcaaaagggce

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440



acggtcgaga
aatctgcacyg
tggggecacy
ggcctgggee
gagaccgtca
atgatccatc
ctgtccaggg
cgcaatgtcg
gccaataccc
ctgctgtteg
tacggggggce
acgeaggegce
agccagacceyg
gacctgggcy
gtttccggta
caggccaacy
gatgtgcetge
ttgtacggcy
ctcgacggcg
gceggegceaa
cccgaaacca
gtgctgateg
tceggeggeg
gatgcgggea
gggtacgggce
gcgggggcgy
ggcaccgacyg
atcatccatg

atggcgcagt

agtggccggce
gcteecgect
atggcaacga
tggacacgct
gcgatgacat
caggcaggat
aatgggtygcg
aaaacgtcat
tgaﬁgggcca
gcggegacgyg
tgggcgacga
gcgageatga
gcgegcatge
ccggeegegt
tcgagaacgt
tgctgegegg
tgggcggcga
aagccggtga
gcgacggecy
agggcgtatt
gcaacgtgtt
gcgacgceagyg
ctggcgacga
acgacgatct
acgacacgat
accagectgtg
atgcacttac
ccgccaacca

atceggaccee
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cctgaacctyg
aaacgaccqgc
cacgatacgc
gtatggcgag
cgacggcggce
cgttgcgecy
caaggcgtec
cggtacgage
gggcggcgac
caacgacatg
tacccttgaa
cgtgctgege
cggcattgec
cgacaagctg
ggtgggcacg
cgecgggtgge
cggcgacgac
cgactggttc
cgataccgtg
cctgagettg
gcgcaatatc
cgccaacgtc
tgtgctgetyg
gttcggcggy
ctacgaatcg
gttcgegege
cgtgcacgac
ggcggtagac

cggcgcggcyg

ttcagegteg
atcgeeggeyg
ggccyggyygcy
gacggcaacyg
gcggggctgy
catgaatacg
gcgetgggcyg
atgaaggatg
gataccgtgce
ctgtatggcyg
ggcggcgcgyg
ggeggagatg
gcgggtegea
ggcgaggceg
gaactggccyg
gccgacgtge
cagctgtegg
ttccaggafg
gatttcagcg
ggcaaggggt
gagaacgecyg
ctcaatggec
ggcgacgagyg
cagggcgatyg
ggcggeggee
cagggcaacqg
tggtategey
caggcaggca

geggetgece
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accatgtcaa
acgaccagga
gcgacgacat
acatcttcct
acaccgtcga
gcttegggat
tggacfatta
tgctcategg
gcggeggega
acgcecggcaa
gcaacgattg
gggtggatac
tegggctggy
gcagcagcge
accgcatcac
ttgcggycgy
gcgacgecgyg
ccgccaatge
gcccgggceg
tcgccagect
tgggcégcgc
tggcgggéaa
gcteggacct
atacttatct
atgacaccat
acctggégat
acgccgatca
tcgaaaagcet

cgecggeggce

gaatatcgag
caacgagctce
cctgcgegge
gcaggacgac
ctactcegee
cgaggeggac
cgataatgtc
cgacgcgcaa
cggcgatgat
cgacaccctc
gttcggccag
cgtcgattac

catcctgget

ctacgatacg

gggcgatgceg
cgagggcgac
acgcgatcge
cggcaatctyg
gggcctegac
gatggacgaa
gcgtgatgac
cgacgtgetg
gctcagegge
gttcggggte
ccgcatcaac
ccgcattcté
cegggtggaa
ggtcgaggea

gcgcegtgecyg

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

43980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



gacacgctga
cctgectege
attcactgge
atcgecttge
atcgcectte
ttttgttaat
ccaataggec
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga

agcgggegcet

cgcogcttaat

aaccectatt
accctgataa
tgtcgecectt
gctggtgaaa

ggatctcaac

gagcactttt:

gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettitittyg
gaatgaagcece
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget

ggggccagat

tgcagtcect
gcggeggege
cgtegtttta
agcacatcec
ccaacagttyg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctate
tcgaggtgcec
cggggaaagc
agggegctgg
gcgcecgctac
tgtttatttt
atgcttcaat
attcceotttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatgyg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg

ggtaagecect
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ggetgteaac
cgtetettty
caacgtegtyg
cctttegeca
cgcagectga
aattcgcgtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgyg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtage
agggcgegtc
tctaaataca
aatatfgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggegce
actattcteca
gcatgacagt
acttacttcet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaaétact
ttgcaggacce
gagceggtga

cecegtategt

tggcgctgaa
cgttettcte
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgégaaag
ggtcacgctyg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeccttect
gttgggtgca
ttttcgeecce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcc;t
caccacgatg
tactctaget
acttetgege
gcgtgggtet

agttatctac
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gcgcegtgaa
cgaggtattt
ccctggegtt
tagcgaagag
ggaaattgta
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tttcggggaa
tatccgetea
atgagtattc
gtttttgctce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacy
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtageaa
tececeggeaac
tcggeectte

cgcggtatea

acgacgggga

tcacggcecyg
cccatcatga
acccaactta
gcccgcaceq
aacgttaata
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
tgccecgatt
aagcgaaagg
ccacaccege
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttecg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtecac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact

gtcaggcaac

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800

7860



tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg

aacgaccgag

cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagage
aatactgtce
cctacatacce
tgtcttaccyg
acggggggtt
ctacagcegtg
ccggtaageg
tggtatettt
tgctegteag
ctggectitt
gataaccgta

cgcagcgagt
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agatcgetga
catatatact
tectttttga
cagacccegt
gctgecttgcea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetectget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtecctgt
ggg99gcggay
gctggecttt
ttaccgectt

cagtgagcga

gataggtgece
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettyg
aagcgcecacy
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgagct

ggaag
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tcactgatta
ttaaaacttﬁ
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccgcetac
gtaactggcet
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccgaag
cgcacgaggg
cacctetgac
aacgccagea
ttctttectyg

gataccgete

agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cageggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgecagtgg
aggcgcageyg
cctacaccga
ggagaaagyge
agcttccagg
ttgagcgtcyg
acgcggectt
cgttatccce

gcegecagecd

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

88355
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:

(a) una secuencia de aminoacidos que es un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que comprende los
restos aminoacidicos 1 a 860 0 2 a 860 de la SEC ID N° 1, en que:

(i) el resto de acido glutamico, correspondiente a la posicion 570 en la secuencia del CyaA nativo de
Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, esta sustituido por un resto de glutamina; y

(i) el resto de lisina, correspondiente a la posicion 860 en la secuencia del CyaA nativo de Bordetella
pertussis definida en la SEC ID N° 1, esta sustituido por un resto de arginina,

teniendo dicho fragmento la capacidad de la proteina CyaA de Bordetella pertussis de unirse al receptor
CD11b/CD18 de células que expresan el mismo, la capacidad de translocar su dominio enzimatico adenilato
ciclasa N-terminal al interior de dichas células y teniendo una actividad de formacién de poros que esta reducida
o suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA nativa; o,

b) una secuencia de aminoacidos que difiere de un fragmento que tiene un tramo de aminoacidos que
comprende los restos aminoacidicos 1 a 860 o 2 a 860 de la SEC ID N° 1, por:

(i) la sustitucion del resto de acido glutamico, correspondiente a la posicion 570 en la secuencia de CyaA
nativo de Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, por un resto de glutamina;

(ii) la sustitucion del resto de lisina, correspondiente a la posicion 860 en la secuencia de CyaA nativo de
Bordetella pertussis definida en la SEC ID N° 1, por un resto de arginina; y

(iii) de 1 a 50 sustituciones adicionales;

consistiendo el polipéptido en dicha secuencia que tiene la capacidad de la proteina CyaA de Bordetella
pertussis de unirse al receptor CD11b/CD18 de células que expresan el mismo, la capacidad a translocar su
dominio enzimatico adenilato ciclasa N-terminal al interior de dichas células y teniendo una actividad de
formacion de poros que esta reducida o suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA nativa.

2. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento es de al menos 900, 1000, 1100, 1200,
1300, 1400, 1500 o 1600 restos aminoacidicos de la SEC ID N° 1, de tamafio.

3. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que es un mutante de un toxoide de adenilato ciclasa cuya
actividad adenilato ciclasa en células esta parcial o totalmente suprimida en comparacion con la de la toxina CyaA
de Bordetella pertussis.

4. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicha supresién parcial o total de actividad adenilato
ciclasa se consigue por insercion de un dipéptido entre los restos aminoacidicos correspondiente a las posiciones
188y 189 de la SEC ID N° 1.

5. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, cuya secuencia de aminoacidos es la SEC ID N° 2.

6. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que es la secuencia de aminoacidos descrita como la SEC ID N° 2
en que se ha insertado un dipéptido entre las posiciones 188 y 189, preferiblemente que es la secuencia de
aminoacidos descrita como la SEC ID N° 3.

7. Derivado polipeptidico que comprende o que consiste en el polipéptido definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 adicionalmente combinado con una o mas moléculas de interés.

8. Derivado polipeptidico de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que cada una de dichas una o mas moléculas de
interés consiste en una secuencia de aminoacidos adecuada para provocar una respuesta inmune.

9. Derivado polipeptidico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la secuencia de aminoacidos de cada una de
dichas moléculas adecuadas para provocar una respuesta inmune consiste en 5 a 800 especialmente 300 a 600, o
400 a 500 restos aminoacidicos.

10. Derivado polipeptidico de acuerdo con la reivindicacion 8 6 9, en el que la secuencia de aminoacidos de cada
una de dichas moléculas adecuadas para provocar una respuesta inmune comprende o consiste en una secuencia
de aminoacidos de un antigeno de poliovirus, un antigeno de virus VIH, un antigeno de virus de la influenza, una
secuencia del virus de la coriomeningitis, un antigeno tumoral, o comprende o consiste en una parte de una
secuencia de aminodacidos de cualquiera de estos antigenos que comprende al menos uno epitopo.

11. Derivado polipeptidico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que es un polipéptido

recombinante en el que la secuencia de aminoacidos de cada una de dichas moléculas adecuadas para provocar
una respuesta inmune se inserta en un sitio permisivo de dicho polipéptido, siempre que se conserve la capacidad
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de dicho polipéptido de translocar su dominio enzimatico adenilato ciclasa N-terminal en las células que expresan
CD11b/CD18.

12. Derivado polipeptidico de acuerdo con la reivindicacion 8 6 9, en el que cada una de dichas secuencias de
aminoacidos adecuadas para provocar una respuesta inmune esta injertada, especialmente injertada quimicamente,
en un resto de aminoacido de dicho polipéptido.

13. Polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o derivado polipeptidico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, para su uso en terapia.

14. Polipéptido o derivado polipeptidico de acuerdo con la reivindicacion 13, para su uso en terapia para provocar
una respuesta inmune de células T y/o para provocar una respuesta inmune de células B en un hospedador que lo
necesite.

15. Derivado polipeptidico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, para su uso en la
prevencioén o el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre neoplasia, canceres y enfermedades infecciosas
seleccionadas entre enfermedades inducidas virales, retrovirales, bacterianas, por parasitos o fungicas.

16. Polipéptido o derivado polipeptidico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15,
en el que dicho polipéptido tiene que administrarse en combinacién con un adyuvante y/o en combinacion con otra
molécula terapéuticamente activa.

17. Polipéptido o derivado polipeptidico para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15,
en el que dicho polipéptido no tiene que administrarse en combinacién con un adyuvante.

18. Composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6 o un derivado polipeptidico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente un adyuvante y/o una molécula terapéuticamente activa.

19. Uso de un derivado polipeptidico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, para la
preparacion de una composicién terapéutica para el tratamiento de una enfermedad seleccionado entre neoplasia,
canceres y enfermedades infecciosas seleccionadas entre enfermedades inducidas virales, retrovirales, bacterianas,
por parasitos o fungicas.

20. Método para la preparacion de un vector proteico adecuado para el suministro de una molécula a una célula que

expresa CD11b/CD18 que comprende unir dicha molécula a un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.
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CGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCAT TAATGCA
GCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTITACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGT
GTGGAATTGTGAGCGGATAACAATT TCACACAGGARACAGCTATGACCATGATTACGAAT
TTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACATATGCTTCCGTCCGCCCRAGCGCCCTCCCTCCTCAATCCCACCGACGACTTCG
CGGCACTGGGCAATATTGCCTGGCTGTGGATGAACTCTCCCATGCACCGCGACTGGCCGG
TGCATCTGCTCGCACGCAACACGCTCGCGCCGATTCAACTGGGCCARTACATTCTGCTGC
GATGCAATGACGTGCCGGTTGCATACTGCAGC TGGGCCCTAARTGGACGCCGACACCGAAC
TCTCCTATGTCATGGCGCCCTCGTCGLTGGGCGGGAATGCCTGGAACTGUGGCGACCGAL
TGTGGATCATCGACTGGATCGCGCCATTCTCGCGUGACGACAATCGTGCGCTGCGCCGLG
CGCTGGCCGAACGGCACCCCGACAGCGTGEGCCGTTCGCTGCGCGTTCGECGCGGLGGLG
ACACCGCGCGCGTCAAGGAGTACCGAGGCLGCGCGLTGGACGLGGCCGLCACTCGCGCGL
AGCTGGACCGCTACCATGCCGARCTGATCGCAGGACTGCGCGCGAGCAACGGCGGATACG
CGCCGCHAGGCCGLGGCACCGCCTAAGGATCCTCTAGAGCTTGCATGCCCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGARAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTITATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGRARCAGCTATGACCATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGT
TACGCAAACGCCGCCGACCGGGAGTCTGGCATCCCCGCAGCCGTACTCGATGGCATCAAG
GCCGTGGCGAAGGRAARRRACGCCACATTGATGTTCCGCCTGGTCAACCCCCATTCCACC
AGCCTGATTGCCGAAGGGGTGGCCACCAAAGGATTGGGCGTGCACGCCAAGTCGTCCGAT
TGGGGGTTGCAGGCGGGCTACATTCCCGTCAACCCGAATCTTTCCAAACTGTTCGGCCGT
GCGCCCGAGGTGATCGCGLCGGGCCGACAACGACGTCAACAGCAGCCTGGCGCATGGCCAT
ACCGCGGTCGACCTGACGCTGTCGRARAGAGCGGCTTGACTATCTGCGGCAAGCGGGCCTG
GTCACCGGCATGGCCGATGGCGTGGTCGCGAGCAACCACGCAGGCTACGAGCAGTTCGAG
TTTCGCGTGAAGGARACCTCGGACGGGCGCTATGCCGTGCAGTATCGCCGCAAGGGCGGT
GACGATTTCGAGGCGGTCAAGGTGATCGGCAATGCCGCCGGTATTCCACTGACGGCGGAT
GGATCCATCGACATGTTCGCCATTATGCCGCATCTGTCCAACTTCCGCGACTCGGCGCGC
AGTTCGGTGACCAGCGGCGATTCGGTGACCGATTACCTGGCGCGCACGCGGCGGGCCGLC
AGCGAGGCCACGGGCEETGTACACCTGGATCGCGAACGCATCGACTTGTTGTGGARAATC
GCTCGCGCCGGCGCCCGTTCCECAGTGGGCACCGAGGCGCGTCGCCAGTTCCGCTACGAC
GGCGACATGAATATCGGCGTGATCACCGATTTCGAGCTGGAAGTGCGCAATGCGCTGARAL
AGGCGGGCGCACGCCGTCGGCGCGCAGGACGTGGTCCAGCATGGCACTGAGCAGAACAAT
CCTTTCCCGGAGGCAGATGAGAAGATTTTCGTCGTATCGGCCACCGGTGAAAGCCAGATG
CTCACGCGCGGGCAACTGAAGGAATACATTGGCCAGCAGCGCGGCGAGGGCTATGTCTTC
TACGAGARACCGTGCATACGGCGTGGCGGGGAAAAGCCTGTTCGACGATGGGCTGGGAGLC
GCGCCCGGECGTGCCGAGCGGACGTTCGAAGTTCTCGCCGGATGTACTGGAAACGGTGCLG
GCGTCACCCGGATTGCGGCGGCCGTCGLTGGGCGCAGTGGAACGCCAGGATTCCGGCTAT
GACAGCCTTGATGGGGTGGGATCGCGATCGTTCTCGTTGGGCGAGGTGTCCGACATGGCC
GCCGTGGAAGCGGCGGAACTGGARATGACCCGGCAAGTCTTGCACGCCGEGECGCGGCAG
GACGATGCCGAGCUGGGCGTGAGCGGTGCGTCGGCGCACTGGGEECAGCGGGCGCTGCAG
GGLCGCCCAGGCGLETGECGGCEGCGLAGCGGCTGGTTCATGCCATTGCCCTGATGACGCAA
TTCGGCCGGGCCGETTCCACCARCACGCCGCAGGAAGCGGCCTCGTTGTCGGCGGCCGTG
TTCGGCTTGGGCGAGGCCAGCAGCGCCGTGGCCGARACCGTGAGCGGTTTTITTCCGCGGG
TCTTCGCGECTGGGCCGGCGETTTCGGCGTGGUTGGCGGCGCGATGGCGCTGGGAGGCEEC
ATCGCCGCGGCCGTTGGCGCCGGGATGTCGTTGACCGATGACGCGCCGGCCGGACAGARG
GCCGCCGCCGGAGCTCCGATCGCGCTGCAGTTAACGGGTGGAALGGTCGAGCTGGCTTCT
TCCATCGCGTTGGLGCTGGCCGCGELGCGCEGCETGACCAGCGGCTTGCAGGTGGCCGGE
GCGTCGGLCGGGEGECGGETGCCGGEGCATTGGCCGCGGEGCTCAGTCCCATGGAGATCTAC
GGCCTGGTGCAGCAATCGCACTATGCGGATCAGCTGGACAAGCTGGCGCAGGAATCGAGC
GCATACGGTTACGAGGGCGACGCCTTGCTGGCCCAGCTGTATCGCGACAAGACGGCCGCC
GAGGGCGCCGTCGCCGGCGTCTCCGLCGTCCT GAGCACGGTGGGGGCHGGCGGTGTCGATC
GCLGCGGLCGGLCAGCGTGGTAGGGGLCCCGGTGGCGETGGTCACTTICCTTGCTGACCGGEG
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GCTCTCAACGGCATCCTGCGCGGCGTGCAGCAGCCCATCATCGARRAAGCTGGCCAACGAT
TACGCTCGCAAGATCGACGAGCTGGGCGGECCGCAAGCGTACTTCGAGARRAACCTGCAG
GCGCGTCACGAACAACTGGCCAATTCGGACGGCCTACGGAAAATGCTGGCCGACCTGCAG
GCCGGTTGGAACGCCAGCAGCGTGATCGGGGTGCAGACGACAGAGATCTCCAAGTCGGCG
CTCGAACTGGCCGCCATTACCGGCAACGLGGACAACCTGAAATCCGTCGACGTGTTCGTG
GACCGCTTCGTCCAGGGCGAGCGGGTGGCCGGCCAGCCEETGGTCCTCGACGTCGLCGCC
GGCGGCATCGATATCGCCAGCCGCAAGGGUGAGCGGCCGGCGCTGACGTTCATCACGCCG
CTGGCCGCGCCAGGAGAAGAGCAGCGCCGGCGCACGAAMACGGGCAGATCTGAATTCACC
ACATTCGTCGAGATCGTGGGCAAGCAGGACCGCTGGCGCATCCGGGACGGLGCGGCCGAL
ACCACCATCGATCTIGGCCAAGGTGGTGTCGCAACTGGTCGACGCCAATGGCGTGCTCAAG
CACAGCATCAARCTGGATGTGATCGGCGGAGATGGCGATGACGTCGTGCTTGCCAATSGCT
TCGCGCATCCATTATGACGGCGGCGCGGGCACCAACACGGTCAGCTATGCCGCCCTGGGET
CGACAGGATTCCATTACCGTGTCCGCCGACGGGGAACGTTTCAACGTGCGCAAGCAGTTG
AACAACGCCAACGTGTATCGCGARGGCGTGGCTACCCAGACAACCGCCTACGGCRAAGCGT
ACGGAGAATGTCCAATACCGCCATGTCGAGCTGGCCCGTGTCGGGCAAGTGGTGGAGGTC
GACACGCTCGAGCATGTGCAGCACATCATCGGCGGGGCCGGCARCGATTCGATCACCGGC
AATGCGCACGACAACTTCCTAGCCGGCGGGTCEGGGCGACGACAGGCTGGATGGCGGCGCT
GGCAACGACACCCTGGTTGGCGGCGAGGGCCARAACACGGTCATCGGLGGCGCCGGCGAC
GRCGTATTCCTGCAGGACCTGGGGGTATGGAGCAACCAGCTCGATGGLCGGCGCGGGCGTC
GATACCGTGAAGTACAACGTGCACCAGCCTTCCGAGGAGCGCCTCGAACGCATGGGCGAC
ACGGGCATCCATGCCGATCTTCARAAGGGCACGGTCGAGAAGTGGCCGGCCCTGRACLTG
TTCAGCGTCGACCATGTCAAGAATATCGAGAATCTGCACGGCTCCCGCCTARACGACCGC
ATCGCCGGCGACGACCAGGACRACGAGCTCTGGGGCCACGATGGCAACGACACGATACGT
GGCCGGGGCGGCGACGACATCCTGCGCGGCGGCCTGEGCCTGGACACGCTGTATGGCGAG
GACGGCAACGACATCTTCCTGCAGGACGACGAGACCGETCAGCGATGACATCGACGGCGGC
GCGGGGCTGGACACCGTCGACTACTCCGCCATGATCCATCCAGGCAGGATCGTTGCGCCG
CATGRATACGGCTTCGGGATCGAGGCGGACCTGTCCAGGGARTGGGTGCGCAAGGCGTCC
GCGCTGGGCGTGGACTATTACGATAATGTCCGCAATGTCGAAAACGTCATCGGTACGAGT
ATGAAGGATGTGCTCATCGGCGACGCGCARGCCAATACCCTGATGGGCCAGGGCGGCGAC
GATACCGTGCGCGGCGGCGACGGCGATGRATCTGCTGTTCGGCGGCGACGGCAACGACATG
CTGTATGGCGACGCCGGCAACGACACCCTCTACGGGEGGCTGGGCGACGATACCCTTGAA
GGCGGCGCGGGCAACGATTGGTTCGGCCAGACGCAGGCGUGCGAGCATGACGTGCTGCGE
GGLGGAGATGGGGTGGATACCGTCGATTACAGCCAGACCGGCGCGCATGCCGGCATTGCC
GCGGGTCGCATCGGGCTGGGCATCCTGGCTGACCTGGGCGCCGGCCGCGTCGACAAGCTG
GGCGAGGCCGGCAGCAGCGCCTACGATACGGTTTCCGGTATCGAGAACGTGGTGGGCACG
GAACTGGCCGACCGCATCACGGGCGATGCGCAGGCCAACGTGCTGCGCGGLGCGGEGTGEGT
GCCGACGTGCTTGCGGGCGGEGAGGGCGACGATGTGCTGCTGGGCGGCGACGGCGACGAL
CAGCTGTCGGGCGACGCCGEACGLGATCGCTTGTACGGCGAAGCCGGTGACGACTGGTTC
- TTCCAGGATGCCGCCAATGCCGGCAATCTGCTCGACGGCGGLGACGGCCGCGATACCGTG
GATTTCAGCGGCCCGGEGCCGEGGEGCCTCEACGCCGGCGCARAGGGCGTATTCCTGAGCTTG
GGCAAGGGGTTCGCCAGCCTGATGGACGARCCCGAAACCAGCAACGTGTTGCGCAATATC
GAGAACGCCGTGGGCAGCGCGLGTGATGACGTGCTGATCGGCGACGCAGGCGCCAACGTC
CTCAATGGCCTGGCGGGCAACGACGTGCTGTCCGGCEGCGLTGGCGACGATGTGCTGLTG
GGCGACGAGGGCTCGGACCTGCTCAGCGGCGATGCGGGCAACGACGATCTGTTCGGCEEE
CAGGGCGATGATACTTATCTGTT CGGGGTCGGETACGGGCACGACACGATCTACGAATCG
GGCGGCGGCCATGACACCATCCGUATCAACGCGGGGECGGACCAGCTGTGETTCGCGCGT
CAGGGCAACGACCTGGAGATCCGCATTCTCGGCACCGACGATGCACTTACCGTGCACGAC
TGGTATCGCGACGCCGATCACCGGGTGGARATCATCCATGCCGCCARCCAGGCGGTAGAL
CAGGCAGGCATCGAAAAGCTGGT CGAGGCAATGGCGCAGTATCCGGACCCCGGCGLGGCE
GCGGUTGCCCCHCCEECEELECGCGTGCCGGACACGCTGATGCAGTCCCTGGCTGTCAAC
TGGCGCTGAAGCGCCGTGAATCACGGCCCGCCTGCCTCGCGLGECGGCGCCGTCTCTTTG
CGTTCTTCTCCGAGGTATTTCCCATCATGRATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTG
ACTGGGAAARCCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCA
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GCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGA
ATGGCGAATGGGAAATTGTAARCGTTAATATTITTGTTAATATTTTIGTTAAAATTCGCGTT
AAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTA
TAARTCAAAAGARTAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCC
ACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGARAALCCGTCTATCAGGGCGATGG
CCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCARGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACT
AAATCGGAACCCTAAAGGGATGCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCEGCGAACGT
GGCGAGAAAGGAAGGGAAGARAGCGARAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGC
GGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGUCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTC
AGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATT TTTCTAAATACA
TTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARA
AAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTITTIGCGGCATT
TTGCCTTCCTGTTITTITGCTCACCCAGARACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAG
TTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTARAGT TCTGCTATGTGGCGC
GGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCARGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCA
GAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGARAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGT
AAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCT
GACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACAT GGGGGATCATGT
ARCTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGARTGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGA
CACCACGATGCCTGTAGCAAT GGCAACARCGTTGCGCAAACTATTARCTGGCGAACTACT
TACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATRAAAGTTGCAGGALCC
ACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGA
GCGTGGGTCTCGUGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGT
AGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGARATAGACAGATCGCTGA
GATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACT
TTAGATTGATTTARAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA
TAATCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGT
AGAARAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCA
AACRARARRARACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTITTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTICTAGTGTA
GCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCT
AATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC
AAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACA
GCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAALGGCGGACAGGTATCCGGTARGCGGCAGGGTCGE
ARACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGT
CGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTT
TGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGAAG
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CGGRAGAGCGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCA
GCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCARCGCARTTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGT
GTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTICACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAAT
TTAATACGACTCACTATAGGGARAGCTCTAGAAATAATTTTIGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACATATGCTTCCGTCCGCCCAAGCGCCCTCCCTCCTCAATCCCACCGACGACTTCG
CGGCACTGGGCAATATTGCCTGGCTGTGGATGAACTCTCCCATGCACCGCGACTGGCCGE
TGCATCTGCTCGCACGCAACACGCTCGCGCCGATTCAACTGGGCCAATACATTCTGCTGC
GATGCAATGACGTGCCGGTTGCATACTGCAGCTGGGCCCTAATGGACGCCGACACCGAAC
TCTCCTATGTCATGGCGCCCTCGTCGCTGGGCGGGAATGCCTGGAACTGCGGCGACCGAT
TGTGGATCATCGACTGGATCGCGCCATTCTCGCGCGACGACARATCGTGCGCTGCGCCGLG
CGCTGGCCGAACGGCACCCCGACAGCGTGGGCCGTTCECTGCGCGTTC GGLGCGGCGGLG
ACACCGCGCGCGTCAAGGAGTACCGAGGUCGCGCGCTGGACGCGGCCGECCACTCGCGCGT
AGCTGGACCGCTACCATGCCGAACTGATCGCAGGACTGCGCGCGAGCAACGGLGGATACG
CGCCGCGAGGCCGGGGCACCGCCTAAGGATCCTCTAGAGCTTGCATGCCCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTCAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGCAGCARTCGCATCAGGCTGGT
TACGCAAACGCCGCCGACCGGEGAGTCTGGCATCCCCGCAGCCGTACTCGATGGCATCAAG
GCCGTGGCGAAGGAAARAAAACGCCACATTGATGTTCCGCCTGGTCAACCCCCATTCCACT
AGCCTGATTGCCGAAGGGGTGGCCACCAARGGATTGGGCGTGCACGCCAAGTCGTCCGAT
TGGGGGTTGCAGGCGGGCTACATTCCCGTCAACCCGAATCTTTCCAARACTGTTCGGCCGT
GCGCCCGAGGTGATCGCGCGGGCCGACAACGACGT CABCAGCAGCCTGGCGCATGGCCAT
ACCGCGGTCGACCTGACGCTGTCGAAAGAGCGGCTTGACTATCTGCGGCAAGCGGGCCTG
GTCACCGGCATGGCCGATGGCGTGGTCGCGAGCAACCACGCAGGCTACGAGCAGTTCGAG
TTTCGCGCTGRAGGAARRCCTCGGACGGGCGCTATGCCGTGCAGTATCGCCGCAAGGGCGGE
GACGATTTCGAGGCGETCAAGCTGATCGGCAATGCCGCCGGTATTCCACTGACGGCGGAT
GGATCCATCGACATGTTCGCCATTATGCCGCATCTGTCCAACTTCCGCGACTCGGCGCGE
AGTTCGGTGACCAGCGGCGATTCGGTGACCGATTACCTGGCGCGCACGCGEGCGGGLLGLT
AGCGAGGCCACGGGCGGTGTACTCTCAATAATTAATTTCGAAAAGCTTGTACACCTGGAT
CGCGALRCGCATCGACTTGTITGTGGAARATCGLCTCGCGCCGGCGCCCGTTCCGCAGTGGGT
BCCGAGGCGCGTCGCCAGTTCCGCTACGACGGCGACATGAATATCGGCGTGATCACCGAT
TTCGAGCTGGAAGTGCGCAATGCGCTGARACAGGCGGGCGCACGCCGTCGGCGCGCAGGAC
GTGGTCCAGCATGGCACTGAGCAGAACRATCCTTTCCCGGAGGCAGAT GAGRAGATTTTC
GTCGTATCGGCCACCGGTGARAGCCAGATGCTCACGCGTUGGGCAACTGAAGGAATACATT
GGCCAGCAGCGCGGCGAGGGCTATGTCTTCTACGAGAACCGTGCATACGGCGTGGCGGGE
BABAGCCTGTTCGACGATGGECTGGEAGCCGCGCCCEGCGTGCCGAGCGGACGTTCGAAG
TTCTCGCCGGATGTACTGGAAACGGIGCCGGCGT CACCCGGATTGCGGLGGLCGTCGCTG
GGCGCAGTGGAACGCCAGGATTCCGGCTATGACAGCCTTGATGGGGTGGGATCGCGATCG
TTCTCGTTGGGCGAGGTGTCCGACATGGCCGCCGTGGAAGCGGCGGAACTGGRAAATGACC
CGGCAAGTCTTGCACGCCGGGGCECEGCAGGACGATGCCGAGCCGGGCGTGAGCGGTGCG
TCGEGCGCACTGGGGGCAGCGGGCGCTGCAGGGCGCCCAGGCGETGGUGGCGECGCAGLGS
CTGGTTCATGCCATTGCCCTGATGACGCAATTCGGCCGGGCCGGTTCCACCARCACGCLG
CAGGAAGCGGCCTCGTTGTCGGCGGLCGTGTTCGGCTTGGGCGAGGCCAGCAGCGCCGTG
GCCGARACCGTGAGCGGTTTTTTCCGLCGGETCTTCGUGCTGGEGCCGGUGGTITCGGCGTG
GCTGGCGGCGCGATGGCECTGGGAGGCGGCATCGCCGCGGCCGTTGGCGCCGGGATGTCG
TTGACCGATGACGCGCCGGCCGGACAGAAGGCCGCCGCCGGAGCTCCGATCGCGCTGCAG
TTAACGGGTGGAACGGTCGAGCTGGUTTCTITCCATCGCGTTGGLGCTGGCCGUGGECGLEL
GGCGTGACCAGCGGCTTGCAGGTGGCCGEGGECETCGECCGGEGCEGCTGCCGGCGCATTG
GCCGCGGCGCTCAGTCCCATGGAGATCTACGGCCTGGETGCAGCAATCGCACTATGCGGAT
CAGCTGGACAAGCTGGCGCAGGAATCGAGCGCATACGGTTACGAGGGCGACGCCTTGCTG
GCCCAGCTGTATCGCGACAAGACGGCCGCCGAGGGCGCCGTCGCCGGUGTCTCCGCCGTC
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CTGAGCACGGTGGGGEGCEECGGTGTCGATEGUCGCEGUEGCCAGCGTGGTAGGGGCCCCE
GTGGCGGTGGTCACTTCCTTGCTGACCGEGECTCTCAACGGCATCCTGCGLGGCGTGCAG
CAGCCCATCATCGAARARAGCTGGCCAACGATTACGCTCGCAAGATCGACGAGCTGGGCGGE
- CCGCAAGCGTACTTCGAGAAAAACCTGCAGGCGCGTCACGAACARCTGGCCARTTCGGAC
GGCCTACGGAARATGCTGGCCGACCTGCAGGCCGETTGGAACGCCAGCAGCGTGATCGGG
GTGCAGACGACAGAGATCTCCARAGTCGGCGCTCGAACTGGCCGCCATTACCGGCAACGCG
GACAACCTGAAATCCGTCGACGTGTTCGTGGACCGCTTCGTCCAGGGCGAGCGGGTGGCT
GGCCAGCCGGTGGTCCTCGACGT CGCLCGCCGGCEGCATCGATATCGCCAGCCGCARGGGT
GAGCGGCCGGCGCTGACGTTCATCACGCCGCTGGCCGCGCCAGGAGAAGAGCAGCGCCGE
CGCACGAAAACGGGCAGATCTGAATTCACCACATTCGTCGAGATCGTGGGCAAGCAGGAC
CGCTGGCGCATCCGGGACGGCGCGGCCGACACCACCATCGATCTGGCCAAGGTGGTGTCG
CAACTGGCTCGACGCCAATGGCGTGCTCAAGCACAGCATCARACTGGATGTGATCGECGGA
GATGGCGATGACGTCGTGCTTGCCAATGCTTCGCGCATCCATTATGACGGCGGCGCGGGT
ACCAACACGGTCAGCTATGCCGCCCTGGGTCGACAGGATTCCATTACCGTGTCCGCCGAC
GGGGAACGTTTCAACGTGCGCAAGCAGTTGAACAACGCCAACGTSTATCGCGAAGGCGTG
GCTACCCAGACAACCGCCTACGGCAAGCGCACGGAGRAATGTCCAATACCGCCATGTCGAG
CTGGCCCGTGTCGGGCARGTGGTGGAGGTCGACACGCTCGAGCATGTGCAGCACATCATC
GGCGGGGECCGEGCAACGATTCGATCACCGGCAATGCGCACGACAACTTCCTAGCCGGLGGE
TCGGGCGACGACAGGCTGGAT GGCGGCGLCGGCAACGACACCCTGGTTGGCGGCGAGGGT
CABAACACGGTCATCGGCGGCGCCGGCGACGACGTATTCCTGCAGGACCTGGGGGTATGG
AGCAACCAGCTCGATGGCGGCGCGGGCGTCGATACCGTGAAGTACAACGTGCACCAGCCT
TCCGAGGAGCGCCTCGAACGCATGGGCGACACGGGCATCCATGCCGATCT TCAAAAGGGC
ACGGTCGAGAAGTGGCCGGCCCTGARCCTGTTCAGCGTCGACCATGTCAAGAATATCGAG
AATCTGCACGGCTCCCGCCTAAACGACCGCATCGCCGGCGACGACCAGGACAACGAGCTC
TGGGGCCACGATGGCAACGACACGATACGCGGCCOGEGCGEGCGACGACATCCTGCGLGGE
GGCCTGGGCCTGGACACGCTGTATGGCGAGGACGGCAACGACATCTTCCTGCAGGACGAC
GAGACCGTCAGCGATGACATCGACGGCGGCGCGEGGCTGGACACCGTCGACTACTCCGCC
ATGATCCATCCAGGCAGGATCGTTGCGCCGCATGAATACGGCTTCGGGATCGAGGCGGAC
CTGTCCAGGGAATGGGTGCGCAAGGCGTCCGCGCTGEGCGTGGACTATTACGATARTGTC
CGCAATGTCGAARRACGTCATCGGTACGAGCATGAAGGATGTGCTCATCGGCGACGCGTAA
GCCAATACCCTGATGGGCCAGGGCGGCGACGATACCGTGCGCGGCGGUGACGGCGATGAT
CTGCTGTTCGGCGGCGACGGCAACGACATCCTGTATGGCGACGCCGGCAACGACACCCTC
TACGGGGGGCTGGGCGACGATACCCTTGAAGGCGLGCECGGGCAACGATTGGTTCGGCCAG
ACGCAGGCGCGCGAGCATGACGTGCTGCGCGGCGGAGATGGGGTGGATACCGTCGATTAC
AGCCAGACCGGCGCGCATGLCGGCATTGCCGCGGETCGCATCGGGCTGGGCATCCTGGCT
GACCTGGGCGCCGGCCGCETCGACAAGCTGGGCGAGGCCGGCAGCAGCGCCTACGATACG
GTTTCCGGTATCGAGRAACGTGGTGGGCACGGRACTGGCCGACCGCATCACGGGCGATGCG
CAGGCCAACGTGCTGCGCGGCGCEGETGGCCGCCGACGTGCTTGCGGGCGGLCGAGGGCGAC
GATGTGCTGCTGGGCGGCGACGGLGACGACCAGCTEGTCGGGCGACGCCGGACGCGATCGC
TTGTACGGCGARGCCGGTGACGACTGGTTCTTCCAGGATGCCGCCARATGCCGGCARTCTG
CTCGACGGCGGCGACGGCCGCGATACCGTGGATTTCAGCGGLCCGGGCCGGGGCCTCGAC
GCCGGCGCAAAGGGCETATTCCTGAGCTTGGGCARGGGGTTCGCCAGCCTGATGGACGAA
CCCGAARACCAGCAACGTGTTGCGCAATATCGAGARCGCCGTGGGCAGCGCGCGTGATGAC
GTGCTGATCGGCGACGCAGGCGCCAACGTCCTCAATGGCCTGGUGEGCAACGACGTGCTG
TCCGGLGECELTGGCGEACGATGTGCTGCTGGGUGACGAGGGCTCGGACCTGCTCAGCGGL
GATGCGGGCAACGACGATCTGTTCGGCGGGCAGGGCGATGATACTTATCTGTTCGGGGTC
GGGTACGGGCACGACACGATCTACGAATCGGGCGGCGGCCATGACACCATCCGCATCAAC
GCGGGGGCGGACCAGCTGTGGTTCGCGCGCCAGGGCAACGACCTGGAGATCCGCATTCTC
GGCACCGACGATGCACTTACCGTGCACGACTGGTATCGCGACGCCGATCACCGGGTGGAA
ATCATCCATGCCGCCAACCAGGCGGTAGACCAGGCAGGCATCGARAAGCTGGTCGAGGCA
ATGGCGCAGTATCCGGACCCCGGCGUGGCEGECEECTGCCCCGCCGGCGEELECECGTECCS
GACACGCTGATGCAGTCCCTGGCTGTCAACTGGCGCTGAAGCGCCGTGAATCACGGLCCG
CCTGCCTCGCGCGGEGGCGCCETCTCTITTGCGTTCTTCTCCGAGGTATTTCCCATCATGA
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ATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTA
ATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCG
ATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGAAATTGTAAACGTTAATA
TTTTGTTAATATTTTGTTARAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAA
CCARATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATARATCAARAGAATAGACCGAGATAGGGTT
GAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACARAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAA
AGGGCGAAAAMACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAG
TTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGATGCCCCGATT
TAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGRAAGGAAGGGAAGARAGCGAAAGG
AGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGC
CGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGARATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATA
ACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARRAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTITCCG
TGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGARAC
GCTGGTGARAGTAAAAGATGCTGAAGAT CAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACT
GGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGARACGTTTTCCAATGAT
GAGCACTTTTARAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGA
GCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAARAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCAT
GAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAAC
CGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCT
GAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAAC
GTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGA
CTGGATGGAGGCGGATARAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTG
GTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC
TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTA
ACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATT
TAARARGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCC
TTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARAAAARCCACCGCTACCAGCGGTGGT
TTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGT TAGGCCACCACTTCAAGAACTC
TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGA
ACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGC
GGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGG
GGGAARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGT CGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTT
TTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCC
TGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCG
AACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAG
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