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DESCRIPCION
Vectores adenovirales que codifican un patégeno o antigeno tumoral
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevas composiciones de vectores adenovirales inmunogénica y a su uso en
inmunizacion.

Antecedentes

Se ha demostrado que la vacunacion es uno de los medios mas eficaces para prevenir enfermedades, en particular
enfermedades infecciosas. La mayoria de las vacunas funcionan induciendo anticuerpos que protegen contra la
infeccion por el patdgeno relevante. Sin embargo, muchas nuevas vacunas tienen como objetivo el brazo celular del
sistema inmunolégico y funcionan induciendo células T efectoras y de memoria. Estas pueden estar dirigidas
patégenos intracelulares y tumores. Se estan desarrollando muchas nuevas vacunas inductoras de células T que
pueden usarse profilacticamente o terapéuticamente.

Las células T inducidas por vacunacion pueden ser Utiles de diversas maneras. Ademas de reducir el riesgo de
enfermedades en los vacunados, pueden utilizarse en protocolos de transferencia adoptivos para reducir el riesgo de
infeccion o enfermedad en aquellos que reciben estas células. También pueden ser Utiles en el diagnostico.

Un método cada vez mas utilizado para inducir una respuesta inmune es clonar un antigeno o epitopo de interés en
un vector. Los vectores pueden ser plasmidos, bacterianos o virales. Las vacunas de ADN plasmidico estan bajo
intenso desarrollo y diversos vectores virales parecen ser Utiles para la vacunacion. Estos incluyen poxvirus, tales
como el virus de la vacuna modificado Ankara (MVA), vectores de la viruela aviar, tales como la viruela aviar y la
viruela del canario y ALVAC, vectores del herpesvirus (incluyendo herpes simple y CMV), alfavirus y adenovirus.
Existe un interés creciente en el uso de adenovirus como vectores de vacunas debido a su capacidad para inducir
fuertes respuestas celulares y de anticuerpos.

Las enfermedades que pueden ser el objetivo de vectores de adenovirus mejorados incluyen, pero no se limitan a,
paludismo, tuberculosis, VIHA/SIDA, VHC, VHB, VHS, HPV, CMV, enfermedades causadas por bacterias
encapsuladas tales como neumococo, enfermedades parasitarias tales como leishmaniasis y Una amplia gama de
tumores y canceres, tales como linfomas, leucemias, melanoma, céanceres renales, de mama, de pulmén, de
prOstata, pancreatico y colorrectal.

Sumario de lainvencién

La presente invencién se basa en el descubrimiento sorprendente de los inventores de que en vacunas de vectores
adenovirales que aumentan la longitud del promotor heterélogo que controla la expresion del antigeno de interés
aumenta la inmunogenicidad del vector adenoviral y la eficacia protectora.

Los adenovirus forman la familia Adenoviridae y se clasifican en cinco géneros (1). Aisladas por primera vez en 1953
del tejido adenoide humano extraido durante una amigdalectomia (2), se ha descrito un gran nimero de especies
que son infecciosas para los seres humanos y una amplia gama de animales. Todos los adenovirus tienen una
particula icosaédrica similar al viribn de tamafio mediano (60-90 nm), no envuelta, con una capside proteica (240
hexones y 12 pentones) que encierra un genoma de ADN de doble hebra de -34-43 kbp dentro del nucleo (3). Hasta
ahora se han descrito cincuenta y un serotipos de adenovirus humano (AdHu), basandose en estudios seroldgicos
de respuestas de anticuerpos neutralizantes cruzados a la proteina hexdnica y el boton terminal de la fibra
pentonica. Estos serotipos se han agrupado ademas en seis subgrupos o especies (A-F) dentro del género
Mastadenovirus, basado en el andlisis filogenético y su reaccion de hemaglutinacion (1). Los adenoviruses muestran
un amplio tropismo con la mayoria de los serotipos humanos, incluyendo el ampliamente estudiado AdHu5
(subgrupo C), uniéndose inicialmente al receptor del adenovirus Coxsackie (CAR) (4), seguido de internalizacion del
virion tras la interaccion de los motivos Arg-Gly-Asp (RGD) en la base pentdnica con las integrinas avf3s- 0 avs (5).
CAR se expresa ampliamente en muchos tipos celulares, pero solo en las células dendriticas (CD) lo hace a niveles
bajos. Algunos virus dentro del subgrupo B no se unen al CAR. AdHu35, por ejemplo, se une a la proteina
reguladora del complemento, proteina del cofactor de membrana (MCP/CD46) (6), mientras que AdHu3 se une a las
moléculas coestimuladoras CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2) expresadas por las APC (7). Algunos serotipos son ubicuos
e infectan a la mayoria de los nifios durante la lactancia, tales como AdHul, 2 y 5, causando infecciones agudas
leves de las vias respiratorias superiores. Otros, sin embargo, pueden conducir a infecciones graves e incluso
mortales, tales como neumonia (AdHu3 y 7), especialmente en individuos inmunocomprometidos (8) y nifios (9).

Inicialmente, los adenoviruses se desarrollaron como vehiculos para terapia génica. Los intentos de reemplazar los
genes faltantes o defectuosos mediante transferencia génica adenoviral fueron en gran medida infructuosos tanto en
animales experimentales como en voluntarios humanos debido a respuestas inmunes innatas y adaptativas
inducidas por los antigenos adenovirales (3). Sin embargo, la demostracién por parte de los terapeutas génicos de la
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induccién de potentes respuestas inmunitarias celulares y humorales especificas del transgén inici6 el uso de estos
virus como vectores de la vacuna con resultados altamente satisfactorios demostrados primero usando una
glicoproteina recombinante del virus de la rabia (10). El genoma adenoviral estd bien caracterizado y
comparativamente facil de manipular (11, 12). La delecién de regiones cruciales del genoma viral, tal como E1, Hace
gue los vectores tengan una replicacion defectuosa, lo que aumenta su previsibilidad y elimina efectos secundarios
patogénicos no deseados. Los adenovirus con replicacion defectuosa pueden crecer hasta un titulo elevado en
cultivo tisular, utilizando lineas celulares que proporcionan los productos del gen E1 esenciales que faltan en trans
(13). Pueden aplicarse sistematicamente, asi como a través de las superficies mucosas y su termoestabilidad
relativa facilita su uso clinico. Mientras que los adenovirus bovinos, porcinos y ovinos estan siendo explorados para
su uso veterinario (3), los estudios de vectores de adenovirus de diferentes serotipos humanos han mostrado una
inmunogenicidad variable. La mayoria de los estudios ahora se centran en los candidatos mas prometedores,
incluyendo AdHu5, AdHu35 y AdHu11. Estos vectores pueden inducir potentes respuestas protectoras mediadas por
células T y B frente a un intervalo de antigenos codificados por virus y parasitos (10, 14-17). Sin embargo, los
problemas que rodean a la inmunidad preexistente frente a virus ubicuos tales como AdHu5 y AdHu35 siguen siendo
un gran obstaculo para el despliegue clinico de estos vectores. Dependiendo de la regién en estudio, el 35-80 % de
los adultos humanos portan anticuerpos neutralizantes AdHu5 y el 5-15 % de anticuerpos neutralizantes AdHu35
(18).

Los vectores de adenovirus de replicacion defectuosa con delecion de E1 pueden generarse a partir de "clones
moleculares"”, donde la totalidad del genoma entero se encuentra dentro de un pldsmido bacteriano (11). Las
construcciones de vacuna pueden ligarse al sitio de delecion E1 usando kits disponibles comercialmente. Tras la
eliminacion de las secuencias bacterianas mediante digestion con enzimas de restriccion y la exposicion de las
repeticiones terminales invertidas (ITR), el plasmido puede transfectarse en una linea celular de empaquetado que
suministra el producto génico E1 esencial en trans, generando de este modo el virus recombinante puro.

La capside adenoviral solo permitira un aumento del 5 % en el tamafio del genoma antes de que el envasado
eficiente y la estabilidad viral se interrumpa, un 1,8 kbp extra en el caso del vector AdHu5 (3) bien estudiado. Los
vectores con deleciéon de E1 y la region no esencial E3 (21) pueden acomodar hasta 7,5 kbp de ADN extrafio y
siguen siendo la eleccién principal para estudios de vacunas usando este vector.

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un vector adenoviral que
comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o antigeno tumoral bajo el
control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el
potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la region 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el
intron A y excluye el exén By el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la region no
traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb y donde dicho antigeno no es un
antigeno del parasito del paludismo murino.

En una realizacion, la composicion puede ser una composicién de vacuna. Preferentemente, la composicion de
vacuna es adecuada para administracion humana y puede usarse para provocar una respuesta inmunitaria
protectora contra el antigeno codificado.

En una realizacion preferida, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio. Mas preferentemente, el
adenovirus de simio. En una realizacion preferida, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio. Mas
preferentemente, el vector adenoviral de simio es el vector AdC6 (C6), AdC7 (C7), AdC9 (C9). Estos virus estan
detallados en S. Roy et al. Virology (2004) Volumen 324, pag. 361-372. En dicho documento AdC6 se denomina
SAdV-23; ADC7 se denomina SAdV-24; y AdC9 se denomina SAdV-25. En otras publicaciones AdC9 también se
denomina AdC68 (por ejemplo, Fitzgerald et al. J Immunology 2003, 170:1416-22).

Se entendera que el desarrollo de vectores de adenovirus de simio, por ejemplo, adenovirus de chimpancé, contra
los cuales la inmunidad preexistente no es prevalente ni en seres humanos (1-2 %) ni en algunas otras especies de
simios, tales como macacos rhesus, a menudo usados para pruebas preclinicas (19, 20) es deseable.

Se comprendera ademas que en muchas aplicaciones es preferible que el vector de adenovirus sea deficiente en la
replicacién, lo que significa que se han vuelto incapaces de replicarse debido a una delecién funcional o la
eliminacion completa de un gen que codifica un producto génico esencial para la replicacién viral. A modo de
ejemplo, los vectores de la invencion se pueden hacer defectuosos en la replicacion por eliminacién de todo o parte
del gen E1 y, opcionalmente, también la region E3 y/o la region E4.

Debe entenderse que los promotores del CMV son bien conocidos en la técnica. Existen numerosas versiones del
promotor temprano inmediato (IE) del CMV como se muestra en la Figura 1. Se sabe que estos pueden utilizarse
para dirigir la expresion del antigeno en células eucariotas huésped (22). Se ha demostrado que el promotor
potenciador de IE del CMV produce altos niveles de expresion de transgenes en tejidos eucariéticos en comparacion
con otros promotores. Se demostrd que una vacuna de ADN que expresaba los antigenos Gag/Env del VIH-1 bajo el
control del promotor del CMV, en lugar de la repeticion terminal larga del virus de la leucemia murina AKV endogeno,
era mas inmunogénica en macacos (23).
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Se sabe ademas que la inclusién del intrén A del CMV da como resultado una expresién transgénica mejorada sobre
el promotor potenciador del IE del CMV solo in vitro e in vivo (24,25) usando vectores de ADN plasmidico.

Sin embargo, no se ha realizado ninguna evaluaciéon de la inmunogenicidad comparativa de estos vectores con
diferentes promotores.

Mas recientemente, la expresion de un gen de la luciferasa de luciérnaga se ha evaluado usando un vector AdHu5 y
se observo una mejor expresion con la adicion de la secuencia del intrén A (26). De nuevo no se realizaron estudios
de respuestas inmunitarias. Se ha sugerido que la inclusion del intron puede incrementar la velocidad de
poliadenilacion y/o transporte nuclear asociada con el empalme de transcritos primarios pre-ARNm (27). Tal
investigacion sobre la funciéon del promotor con vectores adenovirales y vectores plasmidicos se ha dirigido a
mejorar la expresion del transgén con el fin de mejorar la eficacia de los vectores de terapia génica, donde el
resultado deseado es una expresién prolongada de alto nivel del transgén.

Sera evidente para el experto en la técnica que, aunque se requiere alguna expresion para inmunogenicidad, la
expresion aumentada de un gen no se correlaciona con una inmunogenicidad aumentada. De hecho, la expresion
aumentada de un transgén puede conducir a inestabilidad del vector o la no viabilidad del virus recombinante.

Sera evidente que el antigeno puede ser cualquier antigeno de interés ya sea exdgeno o enddgeno. Los antigenos
exogenos incluyen todas las moléculas encontradas en organismos infecciosos. Por ejemplo, inmundgenos
bacterianos, inmundgenos parasitos e inmun6genos viricos.

Las fuentes bacterianas de estos inmundgenos incluyen las responsables de la neumonia bacteriana, meningitis,
cOlera, difteria, pertussis, tétanos, tuberculosis y lepra.

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

Las fuentes viricas incluyen poxvirus, por ejemplo, virus de la viruela, virus de la viruela vacuna y virus orf; virus del
herpes, por ejemplo, virus del herpes simple tipo 1 y 2, virus B, virus de la varicela zoster, citomegalovirus y virus
Epstein-Barr; adenovirus, por ejemplo, mastadenovirus; papovavirus, por ejemplo, papilomavirus, tales como HPV16,
y poliomavirus, tales como virus BK y JC; parvovirus, por ejemplo, virus adenoasociados; reovirus, por ejemplo,
reovirus 1, 2 y 3; orbivirus, por ejemplo, fiebre por garrapatas de Colorado; rotavirus, por ejemplo, rotavirus
humanos; alfavirus, por ejemplo, virus de la encefalitis oriental y virus de la encefalitis venezolana; rubivirus, por
ejemplo, rubéola; flavivirus, por ejemplo, virus de la fiebre amarilla, virus de la fiebre del dengue, virus de la
encefalitis japonesa, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas y virus de la hepatitis C; coronavirus, por
ejemplo, coronavirus humanos; paramixovirus, por ejemplo, parainfluenza 1, 2, 3 y 4 y paperas; morbillivirus, por
ejemplo, virus del sarampi6n; neumovirus, por ejemplo, virus sincitial respiratorio; vesiculovirus, por ejemplo, virus de
la estomatitis vesicular; lisavirus, por ejemplo, virus de la rabia; ortomixovirus, por ejemplo, gripe A y B; buniavirus,
por ejemplo, virus de LaCrosse; flebovirus, por ejemplo, virus de la fiebre del Valle del Rift; nairovirus, por ejemplo,
virus de la fiebre hemorragica del Congo; hepadnaviridae, por ejemplo, hepatitis B; arenavirus, por ejemplo, virus de
1cm, virus de Lasso y virus de Junin; retrovirus, por ejemplo, HTLV I, HTLV II, VIH-1 y VIH2; enterovirus, por
ejemplo, poliovirus 1, 2 y 3, virus coxsackie, ecovirus, enterovirus humanos, virus de la hepatitis A, virus de la
hepatitis E y virus Norwalk; rinovirus, por ejemplo, rinovirus humanos; y filoviridae, por ejemplo, virus de Marburg
(enfermedad) y virus del ébola.

Los antigenos de estas fuentes bacterianas, viricas y parasitarias pueden considerarse antigenos exdégenos porque
normalmente no estan presentes en el huésped y no estan codificados en el genoma del huésped.

Por el contrario, los antigenos enddgenos estdn normalmente presentes en el huésped o estan codificados en el
genoma del huésped, o ambos. La capacidad para generar una respuesta inmune a un antigeno endégeno es util en
el tratamiento de tumores que soportan ese antigeno o en la neutralizacion de factores de crecimiento para el tumor.
Un ejemplo del primer tipo de antigeno endégeno es HER2, el objetivo del anticuerpo monoclonal denominado
Herceptin. Un ejemplo del segundo, factor de crecimiento, tipo de antigeno enddgeno es la hormona liberadora de
gonadotropina (llamada GnRH) que tiene un efecto trofico en algunos carcinomas de la glandula prostética.

Preferentemente, el antigeno es un antigeno de un patégeno infeccioso de seres humanos o ganado.

En una realizacion preferida, el antigeno proviene de un patégeno que causa paludismo. Preferentemente, el
antigeno es un antigeno de P. falciparum.

Preferentemente, el antigeno del paludismo es un antigeno de paludismo pre-eritrocitico o de fase sanguinea.

En realizaciones particularmente preferentes de la presente invencién, el antigeno de paludismo es ME-TRAP, CSP,
MSP-1 o fragmentos de los mismos o AMAL.
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Preferentemente, cuando el antigeno del paludismo es un antigeno de MSP-1 tiene la secuencia de PfM117 (SEQ ID
NO. 1) o PfM128 (SEQ ID NO. 3).

El paludismo es una enfermedad contra la cual ha sido muy dificil generar inmunidad protectora tanto en seres
humanos como en modelos de animales pequefios. Por lo tanto, los resultados analizados mas adelante indican que
el uso de los enfoques de inmunizacién descritos en la presente invencién tienen un potencial general para su uso
en la generacioén de vacunas muy potentes en seres humanos y otras especies.

En una realizacion preferente adicional, el antigeno es un antigeno de micobacterias. Preferentemente, el antigeno
es un antigeno de M. tuberculosis. Mas preferentemente, el antigeno es un antigeno 85A DE M. tuberculosis.

Los inventores han descubierto que la expresion de antigeno potenciada resultante de la presencia del promotor
largo del CMV que incluye el intrén A conduce a un aumento notablemente sorprendente en la potencia
inmunogénica de estos vectores de vacuna y a una eficacia protectora mejorada frente a la exposicion al patégeno.

Las composiciones de vectores viricos inmunogénicos anteriores pueden formularse en formas de dosificacion
farmacéuticas, junto con vehiculos adecuados farmacéuticamente aceptables, tales como diluyentes, cargas, sales,
tampones, estabilizantes, solubilizantes, etc. La forma de dosificacion puede contener otros excipientes
farmacéuticamente aceptables para modificar condiciones tales como el pH, la osmolaridad, el sabor, la viscosidad,
la esterilidad, la lipofilicidad, la solubilidad etc.

Las formas de dosificacién adecuadas incluyen formas de dosificacion sélidas, por ejemplo, comprimidos, capsulas,
polvos, granulos dispersables, sellos y supositorios, incluyendo formulaciones de liberacion sostenida y de liberacion
retardada. Los polvos y comprimidos pueden comprender, generalmente, de aproximadamente 5 % a
aproximadamente 70 % del principio activo. Los vehiculos y excipientes sdlidos adecuados son generalmente
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco, azucar,
lactosa, etc. Los comprimidos, polvos, sellos y capsulas son todas formas de dosificacion adecuadas para
administracion oral.

Las formas de dosificacion liquidas incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Las preparaciones de forma
liquida pueden administrarse mediante inyeccion intravenosa, intracerebral, intraperitoneal, intradérmica, parenteral
o intramuscular o infusién. Las formulaciones inyectables estériles pueden comprender una solucién o suspension
estéril del agente activo en un diluyente o disolvente no toxico, farmacéuticamente aceptable. Los diluyentes y
disolventes adecuados incluyen agua estéril, solucién de Ringer y solucién isotonica de cloruro de sodio, etc. Las
formas de dosificacion liquidas pueden incluir también soluciones o aerosoles para administracion intranasal.

Las preparaciones en aerosol adecuadas para inhalacién pueden incluir soluciones y sélidos en forma de polvo, que
pueden combinarse con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un gas comprimido inerte.

También se incluyen formas de dosificacién para administracion transdérmica, que incluyen cremas, lociones,
aerosoles y/o emulsiones. Estas formas de dosificacion pueden incluirse en parches transdérmicos del tipo matriz o
depdsito, que son generalmente conocidos en la materia.

Las preparaciones farmacéuticas se pueden preparar convenientemente en forma de dosificacion unitaria, segin
procedimientos estandar de formulacion farmacéutica. La cantidad de compuesto activo por dosis unitaria se puede
variar de acuerdo con la naturaleza del compuesto activo y el régimen de dosificacién previsto.

Los agentes activos se han de administrar a sujetos humanos en "cantidades terapéuticamente eficaces", que se
considera que significan una dosificacion suficiente para proporcionar un resultado médicamente deseable en el
paciente. La dosificacion exacta y la frecuencia de administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de
agente activo variara, dependiendo de factores tales como la naturaleza de la sustancia activa, la forma de
dosificacion y la via de administracion.

Los medicamentos y composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar sistémica o
localmente. Esto es aplicable tanto al uso como al método de la invencién por igual. La administracion sistémica
puede ser mediante cualquier forma de administracion sistémica conocida, por ejemplo, por via oral, intravenosa o
intraperitoneal. La administracion local puede ser mediante cualquier forma de administracion local conocida, por
ejemplo, por via topica.

En realizaciones particularmente preferidas, la composicion farmacéutica incluye al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona un vector adenoviral que comprende un
promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o antigeno tumoral bajo el control de dicho
promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el potenciador del
promotor IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén Ay
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excluye el exén By el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la regiéon no traducida
del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su uso como medicamento o vacuna.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio.
Preferentemente, el vector adenoviral es deficiente en la replicacién.
Preferentemente, el antigeno es un antigeno de un patdégeno infeccioso de seres humanos o ganado.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona el uso de un vector adenoviral que
comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno del paludismo bajo el control de
dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador y el potenciador del promotor IE1 del CMV
y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intron A y excluye el exén B y el
intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la regiéon no traducida del gen IE1 del CMV
del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb en la fabricacion de una vacuna o inmunoterapéutico para la
prevencién o el tratamiento del paludismo. Preferentemente, el antigeno del paludismo no es de un parasito murino.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio.
Preferentemente, el vector adenoviral es deficiente en la replicacién.

En una realizacion preferida, el antigeno del paludismo codificado es un antigeno de P. falciparum. Mas
preferentemente, el antigeno del paludismo es un antigeno de paludismo pre-eritrocitico o de fase sanguinea.
Incluso mas preferentemente, el antigeno del paludismo es ME-TRAP, CSP, MSP-1 o fragmentos de los mismos o
AMAL.

En una realizacion més preferente, cuando el antigeno del paludismo es un antigeno de MSP-1 tiene la secuencia
de PfM117 (SEQ ID NO. 1) o PfM128 (SEQ ID NO. 3).

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién se proporciona el uso de un vector adenoviral que
comprende un promotor y una secuencia de &cido nucleico que codifica un antigeno de M. tuberculosis bajo el
control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el
potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la region 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el
intron A y excluye el exén By el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la region no
traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb en la fabricacion de una vacuna o
inmunoterapéutico para la prevencion o el tratamiento de la tuberculosis.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio.

Preferentemente, el vector adenoviral es deficiente en la replicacion.

En una realizacion preferida, el antigeno codificado es un antigeno 85A de M tuberculosis.

De acuerdo con un quinto aspecto de la invencion, se proporciona un vector adenoviral que comprende un promotor
y una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno del paludismo bajo el control de dicho promotor, donde
dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el potenciador del promotor IE1 de
CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén A y excluye el exén B y el
intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la regién no traducida del gen IE1 del CMV
del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su uso en la prevencién o tratamiento del paludismo.
Preferentemente, el antigeno del paludismo no es de un parasito murino.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio.

Preferentemente, el vector adenoviral es deficiente en la replicacién.

Preferentemente, el antigeno del paludismo es un antigeno de P. falciparum.

Preferentemente, el antigeno del paludismo es un antigeno de paludismo pre-eritrocitico o de fase sanguinea.
Preferentemente, el antigeno de paludismo es ME-TRAP, CSP, MSP-1 o fragmentos de los mismos o AMALl. Mas
preferentemente, el antigeno del paludismo es un antigeno MSP-1 tiene la secuencia de PfM117 (SEQ ID NO. 1) o

PfM128 (SEQ ID NO. 3).

De acuerdo con un sexto aspecto de la invencion, se proporciona un vector adenoviral que comprende un promotor y
una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno de M. tuberculosis bajo el control de dicho promotor,
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donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el potenciador del promotor
IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén A y excluye el
exon By el intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la region no traducida del gen
IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su uso en la prevencion o tratamiento de la
tuberculosis.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio.
Preferentemente, el vector adenoviral es deficiente en la replicacion.
En una realizacion preferida, el antigeno codificado es un antigeno 85A de M tuberculosis.

Sera evidente que los medicamentos descritos en cualquiera de los aspectos anteriores pueden comprender uno o
mas vehiculos, transportadores, diluyentes, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencion se proporciona un producto, combinacién o kit que
comprende:

a) una composicion de sensibilizacién que comprende un vector adenoviral que comprende un promotor y una
secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o antigeno tumoral bajo el control de dicho promotor,
donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV y el potenciador del promotor
IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén Ay excluye el
exon By el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la regién no traducida del gen
IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb; y

b) una composicién de refuerzo que comprende un vector de virus de la viruela recombinante, comprendiendo
dicho vector de viruela que comprende al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o
antigeno tumoral que es el mismo que al menos un antigeno de la composicién de sensibilizacién.

Preferentemente, el vector adenoviral es un vector adenoviral de simio. Mas preferentemente, el vector adenoviral de
simio es el vector AAC6 (C6), AdC7 (C7) o AdC9 (C9).

Preferentemente, el antigeno no es un antigeno de parésito de paludismo murino.
Preferentemente, el antigeno es un antigeno de un patégeno infeccioso de seres humanos o ganado.

En una realizacién preferida, el antigeno proviene de un patdgeno que causa paludismo. Preferentemente, el
antigeno es un antigeno de P. falciparum. Méas preferentemente, un antigeno del paludismo pre-eritrocitico o de fase
sanguinea. Incluso mas preferentemente, el antigeno del paludismo es ME-TRAP, CSP, MSP-1 o fragmentos de los
mismos o AMAL.

Cuando el antigeno del paludismo es un antigeno de MSP-1 tiene la secuencia de PfM117 (SEQ ID NO. 1) o PfM128
(SEQ ID NO. 3).

En una realizacion preferente adicional, el antigeno es un antigeno de micobacterias. Mas preferentemente, el
antigeno es un antigeno de M. tuberculosis. Incluso mas preferentemente, el antigeno es un antigeno 85A DE M.
tuberculosis.

También se proporciona el uso de la combinacion para la produccién de un kit para generar una respuesta de
células T protectora contra al menos un antigeno diana de un patégeno o tumor en un sujeto.

También se describe un método para obtener una respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende administrar
una cantidad eficaz de una composicién inmunogénica o vacuna de acuerdo con el primer aspecto de la presente
invencion suficiente para provocar una respuesta inmunitaria.

Serd evidente que se puede administrar al sujeto la composicidn o vacuna para propositos profilacticos o
inmunoterapéuticos, dependiendo del antigeno.

Se puede inmunizar al sujeto usando un régimen de sensibilizacion-refuerzo heterélogo.

El experto entendera que el régimen de sensibilizacidon-refuerzo heterélogo se refiere a un régimen donde una
cantidad eficaz de una primera composicién inmunogénica o vacuna de acuerdo con la presente invencion se
administra a un individuo en un primer punto de tiempo y, después, una cantidad eficaz de una segunda composicién
inmunogénica o vacuna que codifica el mismo antigeno que la composicién inmunogénica o vacuna de acuerdo con
la presente invencion se administra en un segundo momento. Se entendera que en un régimen de sensibilizacion-
refuerzo heterélogo, la primera y segunda composicion inmunogénica o vacunas son diferentes.
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Preferentemente, la segunda composicion inmunogénica o vacuna se administra 2-8 semanas después de la
primera composicion inmunogénica o vacuna.

Resultara evidente para el experto en la técnica que el término sujeto tal como se utiliza en la presente invencion se
refiere a cualquier sujeto animal. Este puede ser, particularmente, un sujeto mamifero, incluyendo un ser humano.

Por lo tanto, los productos de la invenciéon pueden ser Utiles no solo en el uso humano sino también en usos
veterinarios, por ejemplo en el tratamiento de mamiferos domesticados, incluyendo ganado (por ejemplo, ganado
vacuno, ovejas, cerdos, cabras, caballos, o en el tratamiento de mamiferos salvajes, tales como los cautivos en
zoolégicos).

En otro aspecto, el producto de la invencion puede usarse para el tratamiento de sujetos no mamiferos, incluyendo
aves, tales como pollos, pavos, patos, gansos y similares.

También se describe un vector adenoviral de simio que comprende un promotor heterélogo largo, donde el promotor
es un fragmento de la regién 5 ' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén A y al menos una secuencia
de &cido nucleico que codifica un patégeno o antigeno tumoral de interés.

Preferentemente, el promotor no incluye el exén B.
Preferentemente, el vector adenoviral de simio es deficiente en la replicacion.
Preferentemente, el antigeno es un antigeno de un patégeno infeccioso de seres humanos o ganado.

El antigeno puede proceder de un patégeno que causa paludismo. Preferentemente, el antigeno es un antigeno de
P. falciparum. Mas preferentemente, un antigeno del paludismo de fase sanguinea. Incluso mas preferentemente, el
antigeno del paludismo es ME-TRAP, CSP, MSP-1 o fragmentos de los mismos o AMAL.

Cuando el antigeno del paludismo es un antigeno de MSP-1 tiene la secuencia de PfM117 (SEQ ID NO. 1) o PfM128
(SEQ ID NO. 3).

El antigeno es un antigeno de micobacterias. Mas preferentemente, el antigeno es un antigeno de M. tuberculosis.
Incluso més preferentemente, el antigeno es un antigeno 85A DE M. tuberculosis.

También se describe un método para mejorar la inmunogenicidad de células T de una composicién o vacuna de
vector adenoviral inmunogénico de acuerdo con el primer aspecto, que comprende administrar dicha vacuna en
combinacién con un adyuvante CpG.

Seré evidente que el adyuvante CpG puede administrarse antes, junto con, 0 posteriormente a dicha composicion
inmunogénica o vacuna.

También se describe una composicion que comprende una composicion o vacuna de vector adenoviral
inmunogénico de acuerdo con el primer aspecto y un adyuvante de CpG.

También se describe la composicion anterior para su uso como medicamento.

También se describe un kit que comprende la composicion o vacuna vectores adenovirales inmunogénicos del
primer aspecto y un adyuvante de CpG para su uso en la generacidon de una respuesta inmunitaria en un sujeto
contra al menos un patégeno o antigeno tumoral.

Se entendera que una composicion inmunogénica a la que se ha hecho referencia en cualquiera de los aspectos
anteriores puede ser, en ciertas realizaciones, una vacuna.

Sera evidente que el antigeno de acuerdo con cualquier aspecto de la presente invencion puede ser cualquier
antigeno de interés como se describe en relacion con el primer aspecto.

Sera evidente que cualquier caracteristica descrita como preferente en relacion con un aspecto de la invencién
también se prefiere en relaciéon con otros aspectos de la invencion a menos que se indique otra cosa, y que las
realizaciones preferentes relacionadas con una caracteristica se divulgan en combinacion con realizaciones
preferentes relacionadas con otras caracteristicas.

La invencion se describira adicionalmente a continuacién con referencia a los ejemplos siguientes y la figura, donde:
La figura 1 muestra promotores del CMV.

1) Secuencia completa del promotor de IE del CMV de GenBank. 2) La versién "larga" de 1,9 kbp del promotor
mencionado en este documento. 3) Promotor con intron quimérico de Promega (Southampton, Reino Unido)
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usado para expresar ME-TRAP. 4) La version "pequefia” de 0,6 kbp del promotor mencionado en este
documento.

La Figura 2 muestra la cuantificacion de la expresion del antigeno mediante RT-PCR cuantitativa en
tiempo real.

Las células 293A se infectaron con AdHu5 que expresa (a) MSP-14, 0 (b) 85A, bajo el control del promotor largo
0 pequefio. Se recogieron las células en tampdn RLT, y se extrajo el ARN y se transcribié de forma inversa en
ADNCc. Los niveles de las secuencia diana del ADNc de MSP-14,, 85A y AdHu5 E4orfl se midieron mediante
PCR en tiempo real. La expresién génica relativa se calculé como la proporcién de copias de ARNm de antigeno
diana con respecto a las copias de E4orfl. Cada columna representa la proporcién media + S.E.

La figura 3 muestra la cuantificacién del antigeno MSP-14, mediante Western Blot.

Las células 293A se infectaron sin virus (calle 1) Ad42SP (calle 2) o Ad42LP (calle 3) en medio de cultivo celular
sin FCS. Los sobrenadantes del cultivo celular se cosecharon una vez que fue evidente el 100 % de CPE y se
concentraron por centrifugacion a través de tubos Centricon YM 30 (Millipore, Watford, Reino Unido). Las
proteinas de los sobrenadantes del cultivo celular se separaron mediante SDS-PAGE y se electrotransmitieron
sobre membrana de nitrocelulosa, antes de la tincion con mAb conjugado con HRP al marcador PK/V5 C-
terminal. La mancha se desarrollo y se expuso a la pelicula fotogréfica.

La masa molecular prevista para MSP-142-PK es 46 kDa.

La figura 4 muestra respuestas de células T secretoras de IFN-y especificas del péptido inducidas por
vacunacioén (a) Ad-MSP-14; o (b) Ad-85A.

Se inmunizaron ratones BALB/c i.d. con 10™° vp de cada adenovirus, y las respuestas medidas en los bazos de
ratones inmunizados 14 dias después de la inmunizacion mediante ELISPOT de IFN-y ex vivo. Las columnas
representan el nimero medio de SFC de IFN-y por milldn de esplenocitos £ S.E. (n = 3 ratones/grupo). * p <
0,05, ** p < 0,01, comparando las respuestas entre los grupos que fueron inmunizados con vectores AdHuU5 que
expresaban el antigeno relevante bajo el control del promotor largo (LP) o corto (SP).

La Figura 5. muestra respuestas de anticuerpos IgG completos especificas de MSP-119 inducidas por
Ad42SP o Ad42LP.

Se inmunizo a los ratones BALB/c i.d. con 10™ de vp Ad42SP o con 5 x 10'° de vp Ad42LP. las respuestas de
IgG completas contra MSP-1,9 se midieron mediante ELISA anti-GST-MSP-119 en el suero de ratones 13 dias
después de la inmunizacién. GST controles todos negativos (datos no mostrados). Las columnas representan la
media del titulo del criterio de valoracién log10 + IC del 95 %. (n = 3 ratones/grupo). * p < 0,05, comparando las
respuestas entre grupos.

La Figura 6 muestra la cinética de las respuestas de anticuerpos IgG completos especificas de MSP-119
inducidas por Ad42LP.

Se inmunizé a los ratones BALB/c una vez i.d. con 5 x 10" de vp Ad42 la semana 0. Se analizaron las
respuestas de IgG completas contra MSP-119 mediante ELISA anti-GST-MSP-119 en el suero de los ratones
tomadas a intervalos de 14 dias. Los puntos representan los resultados de dos experimentos como la media del
titulo del criterio de valoracion log10 + IC del 95 %. (n = 18 ratones). *** p < 0,001, comparando las diferencias
entre los puntos de tiempo mediante andlisis pareado de datos de ratones individuales.

La Figura 7 muestra respuestas de anticuerpos IgG especificas de MSP-1,9 inducidas por vacunacion de
sensibilizacién-refuerzo de AdM42

Se inmunizé a los ratones BALB/c i.d. con 5 x 10™° de vp Ad42LP y se realizaron refuerzos i.d. con 5 x 10’ de ufp
MVA que expresan el mismo antigeno dos u ocho semanas después. Las respuestas de IgG completas contra
MSP-1;9 se midieron mediante ELISA anti-GST-MSP-119 en el suero de los ratones 13 dias después de la
segunda inmunizacion. Las columnas representan los resultados de dos o tres experimentos como la media del
titulo del criterio de valoracion log10 + IC del 95 %. (n = 11-22 ratones/grupo). *** p < 0,001, comparando las
respuestas entre los dos grupos.

La Figura 8 muestra la exposicidn a esporozoitos de P. yoelii de ratones BALB/c inmunizados con AdM42
(8 semanas).

Se inmunizo a los ratones BALB/c como se describe en la tabla 1 y se expusieron a 50 esporozoitos de P. yoelii
14 dias después de la inmunizacion final (dia 0). La parasitemia en el estadio de la sangre se monitorizd
diariamente mediante frotis de sangre fina tefiido con Giemsa a partir del dia 5 y se calcul6 el porcentaje de
pRBC. Los resultados se muestran para: (a) controles virgenes no inmunizados n = 6; (b) AdM42 (8 semanas) n
=6.

Los ratones no protegidos que sucumbieron a la infeccion o fueron sacrificados (a = 80 % de la parasitemia en la
fase sanguinea) se indican con el simbolo de cruz t.

La Figura 9 muestra inmunogenicidad a ME.TRAP.
(a) Amplitud de la respuesta inmune a ME.TRAP. Se inmunizaron ratones BALB/c con 1x10° de vp de vectores
adenovirales que codifican ME.TRAP. Las respuestas inmunitarias se midieron 2 semanas mas tarde mediante
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ELISPOT después de la estimulacién de células con péptidos superpuestos que cubren toda la secuencia del
transgén ME.TRAP. Los datos son la media + s.d. para tres ratones por grupo. (b) Cinética de la respuesta
inmune a ME.TRAP. Se inmunizaron ratones BALB/c con vectores adenovirales (1x10lO vp) y de la viruela aviar
(1x107 ufp). La magnitud de la respuesta inmunitaria se midié6 después de la estimulacion de esplenocitos con
péptido Pb9 y la deteccion de células T CD8" productoras de IFNgamma’'mediante citometria de flujo a
diferentes intervalos. (c) Nimero total de células T CD8" productoras de IFNgamma’ por bazo durante el pico de
las respuestas efectoras y de memoria para cada vector. Los calculos se realizaron en los mismos grupos de
ratones de la figura 1b. (d) El porcentaje de células T CD8" productoras de IFNgamma' de ratones
representativos sobre la estimulacion de péptidos Pb9. El panel superior muestra el pico de la respuesta efectora
para cada vector (20 dias después de la sensibilizacion para los vectores adenovirales y 7 dias después de la
sensiilizacion para los vectores poxvirales). La fase de memoria se midié a los 60 dias de la sensibilizacion. Los
datos son media £ s.e.m. para tres ratones por grupo.

La Figura 10 muestra la inmunogenicidad a ME.TRAP en ratones C57BL/6.

(a) Amplitud de la respuesta inmunitaria. Se inmunizaron ratones con 1x10° de vp de vectores adenovirales que
codifican ME.TRAP. Las respuestas inmunitarias se midieron 2 semanas mas tarde mediante ELISPOT después
de la estimulacién de células con péptidos superpuestos que cubren toda la secuencia del transgén ME.TRAP.
Los datos son la media + s.d. para tres ratones por grupo. (b) El porcentaje de las células T CD8'Y CD4"
IFNgamma’" de un grupo de 3 ratones tras estimulacién peptidica. El panel superior muestra ela respuesta de las
células T CD8"para cada vector (20 dias después de la sensibilizacion) y el panel inferior muestra la respuesta
de las células T CD4".

La Figura 11 muestra la adquisicién del fenotipo efector y las funciones citoliticas por las células T CD8'A
diferentes intervalos después de la vacunacion.

Se inmuniz6 a los ratones BALB/c como se describe en la figura 1. Los datos muestran el porcentaje de
coexpresion de CD8" IFNgamma' CD43" (a) y CD8" IFNgamma® Granzyme B (b). (c) Expresion de Granzyme B
a partir de ratones representativos los dias indicados después de la sensibilizacion. El histograma muestra la
expresion de GrB (fondo blanco) después de la tincion con GrB antihumano, en comparacion con un control de
isotipo (fondo gris). El numero corresponde al MFI de la muestra positiva (linea negra continua). Los datos en los
graficos son la media + s.e.m. para tres ratones por grupo.

Figura 12. Muestra el andlisis de la respuesta de la memoria por marcadores fenotipicos.

Se inmunizé a los ratones BALB/c como se describe en la figura 1. Los esplenocitos se tifieron de forma conjunta
para CD8, IFNgamma’ y (a) CD62L, (b) CD127, (c) IL-2 y (d) CD27. Las barras muestran los porcentajes de
células dentro del compartimiento de IFNgamma'. Los datos son media + s.e.m. para tres ratones por grupo.

Figura 13. Muestra el andlisis de las respuestas de anticuerpos a Pf TRAP.

Los anticuerpos 1gG contra la region TRAP se analizaron mediante ELISA en suero de grupos de al menos 3
ratones BALB/c después de 2 semanas de inmunizacion con vectores individuales. Los resultados se informaron
como un factor de dilucidn necesario para una muestra con el fin de alcanzar la D.O. de un suero virgen.

Figura 14. Muestra inmunogenicidad de varios adenovirus que codifican el inserto PfM115 en ratones BALBI/c.
Después de una Unica inmunizacion intradérmica (5 x 10" de vp) con los diversos vectores adenovirales la
semana 0 se detectaron buenos niveles de anticuerpos en el fragmento de 19Kd de PfMSP1 a las 2 semanas en
todos los ratones y estos titulos aumentaron hasta la semana 8, cuando a todos los ratones se administr6 una
MVA que codificaba el mismo inserto, que conduce a un incremento adicional de los titulos de anticuerpos. Los
vectores adenovirales de simio parecen similares en inmunogenicidad al vector AdHu5. El AdHU5PfM115C4bp
codifica una secuencia de nucleo C-terminal adicional de la proteina C4bp del complemento.

La Figura 15 muestra la evaluacion del potencial efecto potenciador inmunitario potencial de una secuencia CpG
(CpG 1826) afnadida al vector adenovirus AdHu5 PfM115.

Se inmunizé a los ratones BALB/c por via intradérmica una vez y las respuestas de células T se evaluaron 14
dias después. Se utilizé una gran reserva de péptidos superpuestos que abarcaban el inserto para evaluar
respuestas de IFN-gamma de células T CD8 (arriba) y CD4 (abajo).

Ejemplos

En los siguientes Ejemplos se han utilizado varios antigenos en las vacunas de vector de adenovirus de la presente
invencion:

El antigeno 85A de Mycobacterium tuberculosis (28, 29).

El extremo C de 42 kDa de la proteina 1 de superficie de merozoito del antigeno paltudico de fase sanguinea-1
(MSP-142) del paréasito murino Plasmodium yoelii (30).

La proteina del circumsporozoito (CSP) del antigeno del esporozoito del paludismo del parasito del paludismo
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murino P. berghei

El inserto del antigeno paludico pre-eritrocitico cadena de mudltiples epitopos-proteina de adhesion relacionada con
la trombospondina (ME-TRAP) de P. falciparum (31, 32).

Una proteina de fusion de las regiones del antigeno de la etapa sanguinea de P. Falciparum MSP-1 denominado
PfM117

Una proteina de fusion de las regiones del antigeno de la etapa sanguinea de P. Falciparum MSP-1 denominado
PfM128

Ejemplo 1: Produccién de vacunas de vectores de adenovirus que contienen antigenos de paludismo murino
y un antigeno de tuberculosis.

1.1 Aumento de la expresién del antigeno por el promotor del CMV en vectores AdHu5 recombinantes.

Se compararon vectores AdHu5 que codifican MSP-14, de P. yoelii de paludismo murino o el antigeno 85A de M.
tuberculosis, usando vectores que impulsan la expresion del transgén por la version "pequefia” de 0,6 kpb del
promotor IE del CMV (sin intrén A) o la version "larga" de 1,9 kbp del promotor (con el elemento regulador,
potenciador e intrén A). Las versiones pequefia y larga del promotor se denominan SP y LP respectivamente. El
nivel de expresion de antigeno por los vectores AdHu5 se ensayo in vitro mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo
real (Figura 2). El nivel de expresion de antigeno se normaliz6 con el transcrito AdHu5 E4orfl. En ambos casos, se
midieron niveles de expresion del antigeno significativamente mas altos después de la infeccion de células 293A con
vectores AdHu5 que expresaban antigeno bajo el control del promotor largo. El nivel global de expresion del
antigeno puede ser dependiente del antigeno, dado que los vectores que codifican 85A expresaron niveles
significativamente mas altos de antigeno en comparacion con cualquiera de los vectores que codifican MSP-14,.
Estos resultados se confirmaron para los vectores que codifican MSP-14, mediante Western Blot (Figura 3). El
antigeno MSP-14, incluye el epitopo PK (secuencia de aminoacidos IPNPLLGLD) como una fusion C-terminal. El
antigeno se detecta usando el anticuerpo monoclonal anti-PK (también conocido como anti-V5) de Serotec (Oxford,
Reino Unido).

1.2 Aumento de la inmunogenicidad de células T por los promotores del CMV en vectores AdHu5 recombinantes.

Se inmunizaron grupos BALB/c por via intradérmica (i.d.) con 10 vp de cada adenovirus y las respuestas se
midieron en el bazo con respecto a los epitopos de células T, CD8" y CD4" conocidas 14 dias despues mediante
ELISPOT de interferon gamma ex vivo (Flgura 4). Los epitopos MSP-14, son todos epitopos de H- 2° restringidos de
clase | (Figura 4a). pll es un epitopo H- 2° de clase | restringido conocido en 85A, mientras que pl5 es uno
restringido de clase Il (Figura 4b). Las respuestas solo se detectaron contra epitopos conocidos en MSP-14, cuando
los ratones fueron inmunizados con Ad42LP, mientras que las respuestas a 85A fueron inducidas por ambos
vectores, tendiendo aquellos contra p15 a ser mas fuertes en el grupo Ad85ALP. Estos datos se correlacionan con el
nivel de expresion de antigeno medida mediante RT-PCR en tiempo real (Figura 2).

1.3 Aumento de la inmunogenicidad de anticuerpo por los promotores del CMV en vectores AdHuU5 recombinantes.

Se inmunizaron grupos de ratones BALB/c mice I.d. con 10%° vp de Ad42LP o Ad42SP. Se analizaron las respuestas
de anticuerpos IgG enteras contra el extremo C de MSP-14, (MSP-119) mediante ELISA dos semanas mas tarde
(Figura 5). No hubo respuestas detectables de anticuerpos contra MSP-119 después de la inmunizacion con Ad42SP,
mientras que Ad42LP sensibiliz6 una respuesta significativamente mas alta, con un titulo final de aproximadamente
1000. Esta respuesta, inducida por Ad42LP, continla aumentando con el tiempo, alcanzando una meseta a las 6-8
semanas (Figura 6). Esta respuesta de anticuerpos puede reforzarse a un nivel significativamente mas alto mediante
MVA que codifica el mismo antigeno. Las respuestas de anticuerpos son significativamente mas altas después de
este régimen heterdlogo de sensibilizacion-refuerzo con AdM. Si los ratones sensibilizados con Ad42LP son
estimulados 8 semanas en lugar de 2 semanas mas tarde (Figura 7).

1.4 Proteccién de ratones contra la exposicidon a P. yoelii en fase sanguinea letal mediante inmunizacién con AdM-
MSP-14,.

La proteccion proporcionada por el régimen de sensibilizacién-refuerzo se investigd mediante el examen de la
proteccion proporcionada por la inmunizacion con AdM-MSP-1,4, contra la exposncmn a P. Yoelii en fase sanguinea
letal en ratones. Se inmuniz6é a los grupos de ratones BALB/c i.d. con 5 x 10" de vp Ad42LP y se realizaron
refuerzos con MVA que expresaba el mismo antigeno dos u ocho semanas después. Todos los regimenes de
|nmun|za(:|on utilizaron el vector Ad42LP, y MVA que expresaba el mismo antlgeno Los ratones fueron expuestos
iv.a10* pRBC de P. yoelii 14 dias después de la inmunizacion final. Los regimenes homélogos de sensibilizacion-
refuerzo se incluyeron como comparacion. El 76 % de los ratones inmunizados con el régimen de AdM42 utilizando
un mtervalo de ocho semanas de sensibilizacién-refuerzo estaban completamente protegidos frente a una exposicion
letal a 10* glébulos rojos parasitizados (pRBC) como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1
Régimen de N°. de ratones % P . Mediana (intervalo) del pico % de
inmunizacién protegidos/expuestos 6 Protegidos Parasitemia de ratones protegidos
AdM42 (2 semanas) 0/6 0% N/A
AdM42 (8 semanas) 4/5 + 4/6 + 5/6 76 % 1,2 %/0,004 %/27,7 %
MM42 (8 semanas) 0/3 0% N/A
AdAd42 (8 semanas) 0/3 0% N/A
No expuestos 0/4 +0/4 + 0/4 0% N/A

La tabla resume los resultados de los experimentos individuales y el nivel general de eficacia protectora. Se incluyen
la mediana y el intervalo de parasitemia maxima de los ratones que sobrevivieron en cada grupo. El crecimiento
exponencial del parasito da como resultado una parasitemia = 80 % en fase sanguinea en 5-7 dias después de la
infeccibn en ratones no expuestos o desprotegidos, momento donde se sacrifican los ratones. Los ratones
protegidos pueden controlar y, en Ultima instancia, eliminar la infeccion del paludismo en fase sanguinea.

Estos resultados podrian replicarse en una segunda cepa de raton y, en este caso, el 100 % de los ratones C57BL/6
sobrevivieron a la exposicién, en comparacion con ninguno de los controles no inmunizados no expuestos como se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2

Régimen de
inmunizaciéon

Ne°. de ratones
protegidos/expuestos

% Protegidos

Mediana (intervalo) del pico % de
Parasitemia de ratones protegidos

AdM42 (8 semanas)

6/6

100 %

14,7 %I3,7 %/56,4 %

No expuestos

0/6

0 %

N/A

El 100 % de ratones BALB/c inmunizados con este régimen también fueron protegidos contra una exposicién a 50
esporozointos de P. yoelii-el modo natural de la infeccion por paludismo (Figura 8).

1.5 Proteccidn estéril de ratones a la exposicién a esporozoitos de P. berghei mediante inmunizacién con AdHu5-
PbCSP

El vector de AdHu5 recombinante para la proteina del circumsporozoito (CSP) de P. berghei se generé con el
antigeno bajo el control del promotor largo (33). Se inmuniz6 a los ratones BALB/c como se indica en la Tabla 3.
Algunos grupos de ratones recibieron una sola inmunizacion i.d. de AdHu5 que expresan PbCSP y se expusieron
dos u ocho semanas mas tarde. Los grupos restantes se inmunizaron con regimenes de sensibilizacion-refuerzo
heterdlogos utilizando AdHuU5 y MVA que expresaban PbCSP. El intervalo de tiempo en semanas entre las dos
inmunizaciones se indica entre paréntesis. Todos los regimenes de inmunizacion utilizaron el vector AdHu5 que
expresaba PbCSP bajo el control del promotor largo. Los ratones fueron expuestos i.v. a 10° esporozoitos de P.
berghei. La parasitemia en la fase sanguinea se monitorizd diariamente mediante frotis de sangre fina tefiido con
Giemsa a partir del dia 5 en ratones expuestos. Los ratones estan protegidos debido a la ausencia continuada de
parasitemia patologica en sangre hasta el dia 21. El 33 % de los ratones se protegié contra la exposicién después de
una unica inmunizacién con Ad-PbCSP y la infeccién dos semanas mas tarde como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

L . S Intervalo de tiempo entre la N°. de ratones % de

Régimen de inmunizacién . T o . .
inmunizacion y exposicion protegidos/expuestos Proteccion
Ad-PbCSP 2 semanas 4/12 33%
Ad-PbCSP 8 semanas 1/6 18 %
No expuestos 2 semanas/8 semanas. 0/12 0%
Ad-MVA PbCSP (intervalo de
ey 2 semanas 66 %

sensibilizacion-refuerzo 2 semanas)
Ad-MVA PbCSP (intervalo de
sensibilizacion-refuerzo de 8 2 semanas 100 %
semanas)
No expuestos 2 semanas 0%
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La inmunizacién con Ad-PbCSP induce una potente respuesta de las células T CD8" contra el epitopo H-2¢
restringido de clase I, Pb9 (34). Si estos ratones son reforzados con MVA que codifica PbCSP ocho semanas mas
tarde, el 100 % de los ratones son refractarios a la exposicion a esporozoitos de P. berghei Tabla 3 y Ref. (33).

Ejemplo 2 Producciéon de paludismo humano pre-eritrocitico (P. Falciparum) Vacunas antigénicas con
vectores de adenovirus humanos y simios

La vacunacién con vacunas pre-eritrociticas ha demostrado ser particularmente prometedora para abordar el enorme
problema de salud global de la paludismo (1,2) con cierta eficacia en ensayos clinicos de inmunidad a esta etapa del
ciclo de vida del paludismo dirigida hacia el esporozoito y al posterior esquizonte intrahepaticos (37). Anteriormente
se ha demostrado que la respuesta inmunitaria celular es importante en la inmunidad pre-eritrocitica con células T
CD8+ y la produccion de IFN-gamma desempefian un papel central en la proteccién del paludismo hepéatica (38). La
proteina de adhesién relacionada con la trombospondina (TRAP) es un antigeno expresado en los esporozoitos que
se ha demostrado anteriormente que induce una respuesta protectora de células T CD8" (39). TRAP se probado
extensamente en ensayos clinicos de vacunas como una proteina de fusiéon con una cadena multiepitopo que
contiene epitopos adicionales de células B, células T CD8" y CD4", conocida como ME.TRAP (40, 41). En seres
humanos, se ha demostrado que los regimenes de sensibilizacion-refuerzo de FP9-MVA.ME.TRAP inducen
respuestas de células T tanto CD8+ como CD4+ que conferian proteccion estéril en algunos voluntarios (42, 43). Los
vectores adenovirales del serotipo humano 5 se han utilizado previamente en un modelo de ratén de P. yoelii de
paludismo y han demostrado una inmunogenicidad excelente y una proteccion significativa después de solo una
dosis Unica (44]. Sin embargo, una limitacion importante que impide el uso de este serotipo en los seres humanos es
la presencia omnipresente de AdH5, con infecciones infantiles frecuentes que dan como resultado seroconversion.
Se ha informado que casi todos los adultos tienen anticuerpos contra AdH5 (45), y del 45 % al 80 % de los individuos
poseen anticuerpos neutralizantes (NAB) contra el virus (46). Para eludir el problema de la inmunidad preexistente a
AdH5, ha aumentado el interés en el uso de serotipos adenovirales de origen simio que no circulan a niveles
apreciables en poblaciones humanas, con una serie de estudios que demuestran la capacidad de estos vectores
para provocar respuestas de células T CD8+ tanto en ratones como en modelos de primates no humanos de SARS
(47]y el VIH (48, 49).

En este trabajo actual, los inventores demuestran por primera vez en un modelo de paludismo de ratén que con el
uso de un intron A largo que contiene el promotor del CMV, como se ha definido anteriormente, cuatro vectores
adenovirales de simio, AdC6, AdC7, AdC9 (también conocido como C68 (50)), puede inducir respuestas de células T
CD8" excelentes con frecuencia superan a AdH5. Ademés, se produjo induccién de altos niveles de proteccién
estéril a una exposicion con P. Berghei después de una sola vacunacion con los vectores. Finalmente, en
condiciones de inmunidad preexistente a los vectores adenovirales de simio de AdH5, se mantuvo un alto grado de
proteccion que se anul6 con el uso del serotipo humano 5.

2.1 Materiales y métodos

Ratones e inmunizaciones

Se usaron ratones BALB/c hembra de 4 a 6 semanas de edad y se inmunizaron por via intradérmica, que
previamente se ha demostrado que provoca una mejor inmunogenicidad cuando se compara con otras vias, por
ejemplo subcutanea, intramuscular (58). MVA.ME.TRAP (MVA) o FP9.ME.TRAP se administraron a una dosis de
1x10° 0 1x10” ufp y adenovirus a una dosis de 1x10° o 1x10'%particulas viricas (v.p.).

Vectores virales

Todos los vectores expresan el transgén ME.TRAP que se ha descrito previamente (40, 71). El inserto ME.TRAP es
un transgén hibrido de 2398 pb que codifica una proteina de 789 aa. La cadena de ME contiene el epitopo de Pb9
de BALB/c H-2K® entre un nimero de otros epitopos de células B y T (72). Los vectores adenovirales de simio
(SAdV) y el vector AdHu5 se construyeron con una region del CMV langa portadora del intron promovido como se
describe (73). La construccion del MVA (71) y del FP9 (43) se ha descrito anteriormente.

IFNy ELISPOT ex vivo

Se cultivaron esplenocitos tratados con ACK o PBMC se cultivaron durante 18-20 horas en placas de membrana
IPVH (Millipore) con el inmunodominante H-2Kd-epitopo restringido de P9b (SYIPSAEKI) a una concentracion final
de 1 pg/ml. ELISPOT se realiz6 como se describid anteriormente (74). Para analizar la amplitud de la respuesta
inmune, los esplenocitos se estimularon con grupos de péptidos de 20 unidades que se superponian por 10aa que
abarcaban toda la longitud de TRAP (43,71) asi como un grupo de péptidos que cubrian la cadena ME, todos a una
concentracion final de 5ug/ml.

Tincion intracelular de citocinas

Los esplenocitos tratados con ACK se incubaron durante 5 horas en presencia de 1 pg/ml de Pb9 y 2 pu/ml de Golgi-
Plug (BD). La tincién intracelular de citocinas (ICS) se realizé con BD cytofix/cytoperm mas el kit de acuerdo con las
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instrucciones del fabricante. Los esplenocitos se tifieron con una combinacién adecuada de anticuerpos conjugados
con fluorocromo, especificos de CD8 (clon 53-6.7, eBioscience), IFNy (clon XMG1.2, eBioscience), CD27 (clon
LG.7F9, eBioscience), CD43 (clon 1B11, BD/Pharmingen), CD127 (clon A7R34, eBioscience), IL-2 (cloneJES6-5H4,
eBioscience), controles del isotipo de raton Gg2a (eBR2a, eBioscience), Receptor de CD16/CD32 Fcgamma I/
(2,4G2, BD/Pharmingen), anti-Granzima B (clon GB12, Caltag), Control de isotipo IgG1 Caltag). Cuando se uso
CD62L (clon MEL-14, eBioscience), las células estimuladas se incubaron con el péptido TAPI-2 (Peptides
International, USA) a una concentracion final de 250 uM para prevenir que CD62L oculte la superficie celular. Para el
mapeo de péptidos y la potencia en ratones C57BL/6, los esplenocitos se estimularon con grupos de péptidos que
contenian 20 unidades superpuestas por 10, abarcando toda la secuencia de ME-TRAP. La concentracion final fue
de 20 pg/ml. Las respuestas de CD4 y CD8 se rastrearon mediante citometria de flujo y se sintetizaron péptidos
individuales después de un analisis en la base de datos SYFPEITHI para predecir los epitopos inmunodominantes.
Tras la titulacion, se usaron péptidos individuales a una concentracion final de 5 pg/ml.

Los andlisis de citometria de flujo se realizaron utilizando un FACSCanto (BD Biosciences) y los datos se analizaron
con FACSDiva (BD) o Flow Jo (Tree Star).

Evaluacion de la respuesta de células T CD8" especifica de antigeno mediante citometria de flujo

La frecuencia de células T IFNy* CD8" se calculé restando los valores del control no estimulado, que nunca superé
el 0,1 % en ninguno de los experimentos. El nUmero total de células especificas de antigeno se calcul6 como se ha
descrito previamente (53). Para los marcadores fenotipicos investigados, cada marcador se compar6 con un control
de isotipo.

ELISA

Los anticuerpos IgG contra la region TRAP se analizaron mediante ELISA como se ha descrito previamente (43).
Para este experimento, se obtuvo suero de grupos de al menos 3 ratones BALB/c después de 2 semanas de
inmunizacién con vectores individuales. Los resultados se informaron como un factor de diluciéon necesario para una
muestra con el fin de alcanzar la D.O. de un suero virgen.

Exposicién a parasito

Se aislaron esporozoitos (spz) de Plasmodium berghei (clon 234 de la cepa ANKA) de las glandulas salivales de
mosquitos hembra Anopheles stephensi Los parasitos se resuspendieron en medio RPMI-1640, recibiendo con cada
raton un total de 1.000 spz mediante via i.v. Se tomaron muestras de sangre diariamente desde el dia 5 hasta el 20;
los frotis se tifieron con Giemsa y se examinaron para detectar la presencia de esquizontes dentro de los glébulos
rojos. La supervivencia se defini6 como la ausencia completa de paréasitos en la sangre.

2.2 Resultados

Amplitud de la respuesta inmunitaria.

Se analizé la amplitud de la respuesta inmunitaria a ME.TRAP en ratones BALB/c (Figura 9a) y C57BL/6 (Figura
10a) mediante ELISPOT IFNy. En BALB/c, la respuesta predominante se dirigioé hacia el epitopo de Pb9 restringido a
H-2K’-, mientras que en C57BL/6, la respuesta estaba presente en tres subpoblaciones; la cadena ME, TRAP 1y
TRAP 2. Un andlisis adicional con tincion intracelular de citocinas y el uso de la base de datos SYFPEITHI permitid
la caracterizacién de un epitopo DE CD4 en TRAP 1 (IHLYVNVFSNNAKEI), un epitopo DE CD8 en TRAP 2
(NVAFNRFLV) y un epitopo DE CD8 en la cadena ME (DASKNKEKAL).

cinética de la respuesta de células T CD8" especifica de Pb9.

La respuesta de células T CD8" a Pb9 de los seis vectores se investigé en términos de expansién, contraccién y
generacién de células de memoria. El adenovirus de simio (SAds) AdC7 (C7) AdC9 (C9) provoco las respuestas
inmunes mas fuertes, seguido de AdH5 (H5) (Figuras 9b, 9c, 9d). De los SAds, AAC6 (C6) fue el menos potente en
términos de produccién de IFN-y, pero todos los Ads indujeron una cinética de expansién de células T CD8" similar,
con una respuesta maxima aproximadamente 20 dias después de la inmunizacién. Por otra parte, los poxvirus MVA
y FP9 (que utilizan un promotor de poxvirus no CMV) indujeron una respuesta inmunitaria que alcanz6 su maximo
una semana después de la vacunacioén, con una disminucion en la frecuencia de las células CD8+IFN-V+ observada
ya a las 2 semanas de la vacunacién. La frecuencia de las células T CD8"IFN-y* el dia 60 después de la vacunacién
fue mas altas en los ratones que fueron vacunados con un adenovirus, esto fue mas evidente en los ratones
inmunizados con C9 o H5. Por tanto, todos los vectores adenovirales comparten caracteristicas similares en
términos de resistencia y cinética de la respuesta de células T CD8", con profundas diferencias en la cinética de
expansion y contraccion observada entre los vectores adenovirales y poxvirales.
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Respuesta de células T CD8" efectoras

Debido al corto intervalo entre la infeccion y la progresion a la enfermedad, las células T CD8" efectoras pueden
desempefiar un papel importante en la proteccion contra el paludismo. Por lo tanto, se investigo la adquisicion de
funciones efectoras determinadas por la expresién de un nimero de marcadores fenotipicos, CD43 y Granzyme B.
Se ha demostrado previamente que la expresion de CD43 esté regulada por aumento durante la fase efectora de la
respuesta de CD8 (51) mientras que la molécula efectora citolitica Granzyme B (GrB), esta altamente expresada en
células T CD8" efectoras, con niveles mas bajos observados en Tew and Tew (52), y es uno de los principales
mecanismos que utilizan los CTL para matar las celulas mfectadas En general los vectores adenovirales indujeron
un porcentaje significativamente mayor de CD8'IFN-gamma *cD43" durante todo el curso de la respuesta
inmunitaria en comparamon con los vectores poxvirales. De forma interesante, los vectores poxwrales indujeron un
bajo porcentaje de cD43" ya una semana después de la vacunacion, lo que sugiere una transicién mas rapida hacia
la fase de memoria, especialmente con MVA. El dia 60 después de la sensibilizacion, los ratones |nmun|zados con
los vectores adenovirales todavia conservaban un porcentaje significativamente mayor de CcD43"cuando se
compara con el homélogo poxviral (Figura 11a). Ademas, los niveles de GrB fueron significativamente menores en el
grupo de MVA al dia 20 (p <0,001), y al dia 60 ambos vectores poxvirales fueron significativamente mas bajos que
C6 (p <0,05) (Fig. 11b, 11c). Estos resultados demuestran que en respuesta a los cuatro adenovirus hubo un
desarrollo completo de una respuesta efectora con preservacion de moléculas citoliticas durante largos periodos de
tiempo, indicativo de la presencia de células Tem (52).

Marcadores funcionales y de memora fenotipicos de las células T CD8" especificas de Ph9.

Uno de los objetivos principales de cualquier régimen de vacunacion es la generacion de células T CD8" de memoria
que son capaces de persistir in vivo y expandiéndose rapidamente al encontrarse con patdégenos que proporcionan
proteccion. Hasta la fecha se ha sugerido que un nimero de moléculas diferentes corresponden a diferentes
subtipos de células de memoria (53, 54). En este estudio actual, los inventores eligieron investigar varias de estas
moléculas para determinar si los vectores individuales indujeron diferentes poblaciones de células de memoria.
Durante la fase temprana de la respuesta, las células CD8" IFN-y" generadas en respuesta a FP9 o MVA mostré un
cD62L™, cD127™ y produjo IL-2, lo que confirma la raplda transicion a un fenotipo Tcm A la inversa, los vectores
adenowrales no |ndu1eron un fenotipo de células T CD8" de memoria centrales, incluso al dia 60, con la mayorla de
células CD8'IFN-y" que exhiben predominantemente un fenotipo de memoria efectora (CD62LI0 cD127" y un
porcentaje bajo de células productoras de IL-2) (Figura. 12a-d). De forma interesante, CD27 se mantuvo bajas en
ratones vacunados con vectores adenovirales, mientras que el porcentaje de células CD27+ aumenté con el tiempo
en respuesta a los vectores poxvirales. Dado que las células CD8" CD27 se mantienen en respuesta a la
estimulacion antigénica persistente (55), esto puede sugerir que se estaba produciendo una estimulacion prolongada
del antigeno en respuesta a los adenovirus. En resumen, estos resultados demuestran que la vacunacion con
vectores adenovirales induce predominantemente una respuesta TEM, como lo demuestra un fenotipo CcD62L",
CD127", IL-2°" ademas del porcentaje alto relativo de células CD43", asi como niveles mas altos de moleculas
citoll’ticas 60 dias después de la sensibilizacion.

Supervivencia tras una exposicion a P. berghei.

Para evaluar el nivel de proteccion proporcionado por estos diferentes vectores, se expuso a los ratones a P. berghei
como se muestra en la Tabla 1. Se inmunizé a los ratones BALB/c con vectores adenoviral es(1x10'° vp) y
poxvirales (1x10 ufp) y después se expusieron 14 dias (n=12) y 60 dias después (n=6) mediante administracion i.v.
de 1000 esporozoitos de Plasmodlum berghei. La inmunidad preexistente a AdH5 se analizé después de inyectar a
grupos de 6 ratones BALB/c 5x10° v. p. de AdH5 que codifica un transgén no relacionado (Ag85.A). 30 dias después,
se inmunizé a los mismos ratones con 1x10™° v. p. por raton de AdH5, C6, C7 y C9 que codifican ME.TRAP. Se
expuso a los ratones 14 dias después de la Ultima inmunizacién. Los nameros representan el porcentaje de animales
gue sobrevivieron a la exposicion. Las diferencias estadisticas se indican como: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001, y
muestran comparacion de regimenes individuales con el control virgen.

Tabla 1
Vector Dia 14 (n=12) % Dia 60 (n=6) % Inmunidad preexistente a H5 (dia 14) (n=6) %
H5 83 *** 0 0
C6 67 ** 0 17
C7 83 *** 50 * 33 **
C9 Q2 *** 17 50 *
MVA 0 0 n.t.
FP9 0 0 n.t.
No
expuesto 0 0 0
S
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En condiciones sin inmunidad previa a AdH5 (dia 14), C9 proporcioné la mejor proteccion (92 ), seguido de C7, H5
(83 %) vy, por ultimo C6 (67 %), todas ellas significativamente mas altas que el grupo control no expuesto (0 %, p
<0,001). No se confiri6 proteccion mediante MVA o FP9 en el mismo momento. El dia 60 después de la
sensibilizacion, se logré una proteccion significativa con C7 (50 %) y C9 (17 %), pero no se observé proteccion
cuando se inmunizé a los ratones con H5 o C6. La capacidad de estos vectores para conferir proteccion en
presencia de inmunidad preexistente a AdH5, que imitaria una situacion humana donde se espera que al menos el
45 % de la poblacién tenga NAB a AdH5, también se evalud en este estudio. Se inmuniz6 a los ratones inicialmente
con AdH5 que contenia un inserto no relacionado (antigeno 85A de Mycobacterium tuberculosis), que se sigui6 4
semanas mas tarde por los vectores Ads que codifican ME.TRAP. En presencia de inmunidad de AdH5 preexistente,
la inmunizacién con H5 no proporcioné proteccion, mientras que C9 dio la mejor proteccion (50 %), seguida de C7
(33 %) y C6 (17 %). Ambos, C9 y C7 fueron significativamente mas altos que IH5 y los controles no expuestos (p
<0,05y p <0,01, respectivamente).

RESPUESTAS DE CELULAS T A Pf TRAP

Para determinar que las respuestas inmunitarias son provocadas por el TRAP de P. Falciparum dentro del transgén
ME-TRAP, se analizé la inmunogenicidad mediante tincion intracelular de citocinas en esplenocitos de ratones
C57BL/6 tras la vacunacion con todos los vectores. La técnica ELISpot mostré una respuesta inmunitaria provocada
por tres subconjuntos (Figura 10a). El andlisis por citometria de flujo revel6 la presencia de un epitopo de CD4 y un
epitopo de CD8 en la secuencia TRAP y un epitopo de CD8 en la cadena ME. Un andlisis adicional utilizando la
base de datos SYFPEITHI permiti6 la identificacién de las secuencias peptidicas 6ptimas con fines de sintesis (56).
Se observé una tendencia similar en términos de potencia de las respuestas de células T CD4'- y CD8"- con
respecto a las respuestas de Pb9. C9 provocé las respuestas de células T TRAP mas potentes, seguido de C7, H5
y, finalmente, C6. Ambos vectores poxvirales indujeron una respuesta inmunitaria mas modesta medida a la semana
3 después de la vacunacion (Fig. 10b).

ANTICUERPOS FRENTE A TRAP

La induccion de una respuesta de células B especifica de TRAP por los vectores se evalué en sueros de ratones
vacunados. Todos los vectores adenovirales fueron capaces de inducir altos niveles de anticuerpos IgG contra la
regibn TRAP, mientras que los vectores poxvirales provocaron bajos niveles de anticuerpos. Las respuestas mas
fuertes se alcanzaron mediante AdH5 (D.O. %=3930+14), seguido de dC7 (x¥=3358+256), AdC9 (x=2862+979), AdC6
(x=739%452); mientras que MVA (x=178+98) yFP9 (¥=126+95) indujeron niveles minimos de anticuerpos (Fig 13).
Valores para AdH5, AdC7 y AdC9 fueron significativamente mayores que el resto del grupo.

2.3 Discusién

Cada vez hay mas pruebas de que las respuestas de las células T pueden ser un requisito fundamental para la
proteccién contra enfermedades como el paludismo, SIDA, tuberculosis y cancer. Las células T CD8+ Se ha
demostrado que las células T desempefian un papel central en la proteccion del estadio hepatico de la infeccién por
paludismo (57). Se ha demostrado que una serie de vacunas de subunidades, en forma de ADN desnudo y vectores
virales, inducen fuertes respuestas de células T CD8" en ratones (44), proporcionando protecciéon contra el
paludismo.

Los vectores adenovirales del serotipo humano 5 (AdH5) se han analizado en ratones como candidatos a vacunas
para diversas enfermedades infecciosas (44, 58, 59). Estos vectores han mostrado una excelente inmunogenicidad
de las células T CD8"en un régimen de sensibilizacién-refuerzo en combinacién con vectores poxvirales y han
conferido una proteccion significativa. Sin embargo, en el Unico estudio previo de los vectores adenovirales en el
modelo de P. berghei, la proteccién mediante inmunizacion con AdH5 homélogo fue minima (58). Debido a la
presencia omnipresente de AdH5, un alto porcentaje de seres humanos desarrollan anticuerpos que hacen que la
vacuna sea ineficaz. Para evitar este problema, los vectores adenovirales se han disefiado a partir de serotipos de
chimpancé que no circulan en seres humanos. En estudios previos se ha demostrado la capacidad del adenovirus
del chimpancé para provocar potentes respuestas inmunitarias mediadas por células T CD8" y células B en modelos
de rabia (50), SARS (47) y VIH 49), como regimenes de sensibilizacion o sensibilizacién-refuerzo heterogéneos en
ratones y primates.

El uso de tres vectores adenovirales de chimpancé, AAdC6, AdC7 y AdC9 como una vacuna de paludismo pre-
eritrocitica ha sido posible utilizando un intrén A que lleva un promotor largo. Los inventores han comparado estos
vectores con AdH5 que también expresan un promotor largo y dos vectores poxvirales que se han usado
ampliamente en ensayos clinicos en seres humanos MVA y FP9.

Los vectores adenovirales provocaron las respuestas de células T CD8" méas potentes. que alcanzaron su maximo
en la semana 3, aunque mantuvieron una alta frecuencia de células especificas de Ph9 incluso 60 dias después de
la sensibilizacion. Por el contrario, los vectores poxvirales alcanzaron su maximo en la primera semana y luego se
contrajeron rapidamente. Tras el analisis de un nimero de marcadores fenotipicos, tales como CD43 y GrB, se
demostré que Ads inducian una potente poblacion efectora de células que era significativamente menor cuando los
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ratones se inmunizaban con cualquiera de los vectores poxvirales. Ademas, se demostré que MVA induce un nivel
mas bajo de GrB, lo que sugiere un nivel globalmente reducido de la actividad citolitica. Por tanto, los vectores
adenovirales fueron capaces de inducir una respuesta sostenida de células T CD8" efectoras que se mantuvo en
altos niveles durante al menos 60 dias después de la sensibilizacion. Los marcadores fenotipicos adicionales
mostraron que los vectores poxvirales inducian la generacion de, predominantemente, células T CD62L", CD127"
CD8", mientras que el fenotipo predominante de las células T CD8" en respuesta a los vectores Ad fue cbe2L™",
CD127 durante un periodo de tiempo prolongado. Basandose en la expresion de estos marcadores, se pueden
identificar tres subgrupos diferentes de células T CD8" especificas de Ag: células T efectoras Te (CD62L'CD127);
células T de memoria efectoras Tew (CD62L CD127%) y células T de memoria centrales Tew (CD62L'CD1277) (60).

Los anticuerpos frente a la region TRAP también se evaluaron después de la vacunacion de ratones BALB/c con
cada vector. La potencia en términos de la respuesta de células B se correlacion6 bien con la magnitud de las
respuestas de células T CD8". La proteccion contra P. Berghei en este sistema se basa en las respuestas de células
T CD8" dirigidas hacia un epitopo inmunodominante. Pb9. Los anticuerpos frente a TRAP no desempefiarian un
papel en la protecciéon debido al hecho de que la secuencia de TRAP deriva de P. falciparum. Sin embargo, la
presencia de anticuerpos podria afiadir un beneficio adicional para mejorar la proteccion en las infecciones humanas
con P. falciparum.

Los inventores muestran que los vectores adenovirales de simio utilizando un promotor largo provocaron potentes
respuestas de células T CD8" que son importantes en la protecciéon en un modelo de paludismo pre-eritrocitico de
ratdn. En contraste con los serotipos de adenovirus humanos raros, tales como AdHu35 (70), la inmunogenicidad y
la eficacia de estos vectores de simio es tan grande o mayor que AdH5. La comparacién de los vectores
adenovirales con dos vectores poxvirales, FP9 y MVA, demostré que los Ads eran capaces de sostener un alto
ndmero de células T CD8" durante un largo periodo de tiempo que posteriormente resulté en la generacién de un
alto nimero de células Tew. A la inversa, la inmunizacion con cualquiera de los vectores poxvirales indujo una alta
proporcion de células Tcy muy temprano después de la inmunizacion. Ademas, todos los vectores adenovirales de
simio indujeron niveles sobresalientes de proteccién durante la fase efectora de la respuesta en ausencia y
presencia de inmunidad preexistente a AdH5, manteniéndose la proteccién durante un largo periodo de tiempo con
un nimero de vectores. Estos datos demuestran por primera vez que una dosis Unica de una vacuna de subunidad
es capaz de producir proteccion frente a P. berghei y destaca el potencial de los vectores adenovirales de simio para
una futura aplicacion como vacuna contra el paludismo en seres humanos.

Ejemplo 3 Vacunas de fase sanguinea contra paludismo por P. Falciparum

Basandose en los hallazgos del Ejemplo 1 que demuestran la sorprendente capacidad de un régimen de
inmunizacién de sensibilizacién-refuerzo heterélogo con Ad-MVA para inducir una fuerte inmunidad protectora contra
el paludismo en la fase sanguinea en un modelo de paludismo por P. yoelii murino, los inventores procedieron a
generar vectores de adenovirus y MVA que codifican secuencias del gen MSP-1 del parasito del paludismo humano
P. falciparum. Este gen es dimodrfico con dos tipos de secuencia de prevalencia. Tiene una estructura de bloques
bien estudiada que permite la identificacion de bloques conservados y variables.

El inserto PfM117 (véase la SEQ ID NO. 1) se ha disefiado como un inserto Util para la inmunizacion. Comprende los
bloques de secuencias conservados 1, 3, 5y 12 en el extremo N de una proteina de fusion, seguido por ambas
copias del fragmento 33kd importante y en el extremo C de la proteina el fragmento 19Kd relativamente conservado.
El fragmento de 33 Kd es un componente inmunogénico bien estudiado del antigeno MSP1 que se sabe que
contiene epitopos de células T. Sin embargo, es dimorfico con la divergencia sustancial de las secuencias entre los
dos tipos principales, a menudo indicado por las etiquetas Wellcome y MAD20 en referencia a las cepas del parasito
de las que derivaron las secuencias tempranas (Miller L.H. et al. Mol Biochem Parasitol. 1993, 59(1):1-14). En
PfM117, la secuencia de la cepa Wellcome se encuentra en N-terminal a la secuencia de la cepa MAD20, e
inmediatamente C-terminal a estos esta la secuencia de 19Kd. Este Ultimo fragmento esta altamente pero no
completamente conservado entre cepas de parasitos de P. falciparum y se sabe que es el blanco de anticuerpos
protectores. Sin embargo, algunos de estos anticuerpos protectores pueden ser inhibidos en su accién protectora por
los llamados anticuerpos de bloqueo (Uthaipaibul et al. J Mol Biol. 2001; 307 (5): 1381-94]). Uthaipaibul et al. (2001)
describen los cambios de aminoacidos que pueden realizarse en la secuencia candnica del fragmento de 19Kd que
permiten que los anticuerpos inhibidores actien preferentemente sobre los anticuerpos bloqueantes, aumentando de
este modo la probabilidad de que los anticuerpos inducidos a este fragmento sean protectores. Por lo tanto, dentro
de este fragmento de 19 Kd se han alterado tres aminoacidos para evitar bloguear la unién del anticuerpo
(Uthaipaibul et al. 3(2001)).

El inserto PfM128 (véase la SEQ ID NO. 3), es idéntico a la secuencia de PfM117 con una copia adicional de un
fragmento de 19Kd insertado entre los dos fragmentos de 33Kd. Este fragmento adicional de 19Kd permite que una
secuencia alélica alternativa de ese fragmento sea expresada por esta construccion potencialmente ampliando el
intervalo de anticuerpos protectores o células T que podrian ser inducidos por PfM128 en comparacion con PfM117.

Los inventores también construyeron una insercién adicional "PfM115" que es muy similar a la secuencia PfM117 en
gue comprende bloques secuenciales conservados 1, 3, 5y 12,en el extremo N de la proteina de fusion PfMSP1,
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seguidos por ambas copias del fragmento 33kd importante y en el extremo C de la proteina el fragmento de 19Kd
relativamente conservado. Sin embargo, hay algunas diferencias de secuencias menores al final de los fragmentos
de 33Kd en comparacién con la secuencia corregida de PfM117. La secuencia de PfM115 se us6 para generar
vectores recombinantes de los serotipos C6, C7, C9 y AdHu5 (notacion de las cepas como en el ejemplo 2)
utilizando de nuevo el promotor largo que contiene el intron A. Se observé una buena estabilidad genética del vector.
La potencia medida por induccién de anticuerpos (Figura 14) fue excelente. Ademas, se indujeron respuestas de
células T CD4 y CD8 a grupos de péptidos que comprendian toda la secuencia de inserto de PfM115. El refuerzo
con un vector MVA que codifica el mismo inserto condujo a respuestas mejoradas de anticuerpos y células T.

Un ensayo in vitro ampliamente utilizado para predecir la eficacia probable de las vacunas en fase contra P.
falciparum es el ensayo de actividad inhibidora del crecimiento (GIA) (Bergmann-Leitner y col. Am J Trop Med Hyg.
2006, 75:437-42; Malkin et al. Infect Immun. 2005, 73:3677-85.) Este ensayo in vitro cuantifica el % de inhibicion de
crecimiento en % de parasitos del paludismo de P. falciparum en fase sanguinea cuando se cultivan en presencia de
suero de ensayo y control. Se usa una reaccién enzimatica del parasito para cuantificar el crecimiento del parasito
después del periodo de tiempo de 40 horas del ensayo. Se espera que los animales inmunizados con las vacunas
candidatas contra el paludismo en fase sanguinea desarrollen respuestas protectoras de anticuerpos. Por lo tanto, el
suero de estos animales puede cribarse usando este ensayo para determinar su capacidad para inhibir el
crecimiento del parasito. Se han realizado esfuerzos considerables para estandarizar este ensayo, particularmente
por el laboratorio NIH de C. Long. Los ratones fueron inmunizados con el inserto AdHu5-PfM115 y reforzados con la
construccion de MVA correspondiente. Los sueros tomados en una hemorragia terminal mostraron un GIA de 46-52
%, medido por el laboratorio C. un nivel que representa una inhibicién sustancial del crecimiento de parasitos en el
estadio sanguineo (Bergmann-Leitner y col. Am J Trop Med Hyg. 2006, 75, 437-42). Este resultado sugiere que un
régimen de inmunizacion correspondiente usado en seres humanos mostrara eficacia protectora.

Para intentar aumentar ain mas la inmunogenicidad y la probable eficacia protectora de las vacunas vectorizadas
adenovirales, las vacunas vectorizadas AdHu5-PfM115 se coadministraron como una mezcla con la secuencia CpG
1826 (Brunner et al. J Immunol. 2000, 165, 6278-86). Los CpG se han estudiado bien como adyuvantes para
vacunas basadas en proteinas pero no para vacunas vectorizadas (Daubenberger CA, Current Opinion in Molecular
Therapy 2007; 9:45-52). Un estudio previo de una secuencia de CpG coadministrada con una vacuna de adenovirus
que codifica un antigeno de tumor PSA condujo a una menor inmunogenicidad de células T que cuando se
administrd sin el CpG (Lubaroff et al. Vaccine 2006, 24: 6155-62). Sin embargo, la coadministracion del
oligonucledtido CpG 1826 con la vacuna AdHu5-PfM115 condujo a un aumento de las respuestas de las células T
CD4 y CD8 segun se midi6 mediante citometria de flujo (Figura 15). Esto sugiere que la coadministracion de
oligonucledtidos de CpG con ciertos vectores viricos, incluyendo vectores adenovirales promotores largos
heterdlogos, puede conducir a una inmunogenicidad mejorada de células T para una variedad de inserciones
antigénicas.
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Glu
415
Leu
Lys
Ser
Lys
Tyr
495
Asn
Phe
ser

Gln

Ala

320

val
val
Lys
Va1‘
Asn
400
Asn

Thr

Glu

Ile

480

Asn

val

Asn

ASp

Asp



Leu

Thr

Leu

val

625

Gly

val

Asn

Tyr

ser

705

Glu

val

Lys

Ile

Pro

785

Pro

Ile

val

ser

Gly

Asp

610

val

Phe

Tyr

Leu

Phe

690

ser

GlIn

Glu

val

Lys

770

ser

Phe

Asp

Glu

Thr

Met

595

Gly

Thr

Glu

Arg

Asn

675

Leu

Asn

Lys

Asn

Leu

755

Glu

Pro

Leu

Asp

Lys

580

val

Asn

Gly

Asn

ser

660

Leu

Asp

Glu

Asn

Asp

740

Ala

Glu

Ala

Thr

Tyr

820

Asp

565

Tyr

Phe

Leu

Glu

Glu

645

Leu

ASN

val

Tyr

Thr

725

Ile

Lys

Lys

Lys

Asn

805

Leu

Glu

ES 2638577 T3

AsSn

Glu

Gln

Ala

630

Tyr

Lys

Asp

Leu

Ile

710

Leu

Lys

Tyr

Glu

Thr

790

Ile

Ile

Ala

His

Asn

Gly

Ile

ASp

Lys

Ile

Glu

695

Ile

Leu

Phe

Lys

Lys

Asp

Glu

Asn

His

ASn

Leu

600

Gly

Ser

val

Gln

Leu

680

ser

Glu

Lys

Ala

Glu

Thr

Leu

val

Asn

585

Ala

Gly

val

Ile

Ile

665

Asn

Asp

ASp

ser

Gln

745

Asp

Pro

Gln

Leu

LyS

Lys

26

570

Leu
LysS
Gly
Thr
Tyr
650
Glu
Ser
Leu
Ser
Tyr
730
Glu
Leu
Ser
Lys
Tyr
810

Ala

Ile

Leu

Thr

Pro

Met

635

Leu

Lys

Arg

Met

Phe

715

Lys

Gly

Glu

Ser

Lys

795

Asn

Lys

Thr

Thr

val

Gly

Asp

Lys

Asn

Leu

GlIn

700

Lys

Tyr

Ile

ser

Pro

780

Glu

Asn

Ile

Lys

Lys

Leu

605

Gly

Asn

Pro

Ile

Lys

Phe

Leu

Ile

Ser

Ile

765

Pro

Ser

Leu

Asn

Leu

Phe

590

Ser

Gly

Ile

Leu

Phe

670

Lys

Lys

Leu

Lys

Tyr

750

Lys

Thr

Lys

val

830

Ser

575

Leu
AsSn
Asp
Leu
Ala
655
Thr
Arg
His
ASn
Glu
735
Tyr
Lys
Thr
Phe
Asn
815

Cys

Asp

ser
Leu
Gln
Ser
640
Gly

Phe

Lys

ser
720
Ser
Glu
val
Pro
Leu
800
Lys

Asn

Leu
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Lys

Ala

835

Ile Asp

850

Glu

865

Gly

Ile

GlIn

Arg

Ala

Lys

Ser

His

His

Ile Lys

Leu Leu

Asp

Lys

Ser

ES 2638577 T3

840

Ile
855

Lys

Leu Ile

870

Thr Gly

885

Leu

Lys
900

Gln
'915

Cys

Leu Asp

930

Gln
945
Asn
Gly

Tyr

Tyr

Glu

Asn

ser

Pro

ser

Gly Asp

Gly Gly

ser Arg

980

Leu Phe

995

Phe Ile

1010

<210> 3
<211> 3333
<212> ADN

<213> Plasmodium falciparum

<400> 3

atgaagatca
acccacgaga
accggctaca
aaccacatgc
gaggagatca
ctgaacgacg
aacgagctgg

aaggacaacg

tcttcttect
gctaccagga
gcctgttcca
tgaccctgtg
acgagctgct
tgtgcgccaa
acgtgctgaa

tgggcaagat

Ile

val

Glu

Lys

Asp

Glu Gly

Lys Lys

Asp.

Asn

Leu

Lys

Gln

Leu Phe

Asp Asp

Lys

Thr

845

Asn
860

Pro

Lys Lys

875

GlIn
890

val

Phe Gln

905

Ile Pro

920

Glu
935

Arg

Cys

val
950 )

Asp Ala

Lys Ile

Gly Ile

gtgctctttc
gctggtgaag
gaaagagaag
cgacaacatc
gtacaagctg
cgactactgc
gaaactggtg

ggaggactac

Glu

Glu

Asp

Thr

Phe
1000

Trp Lys

Asn Pro

Asn

Asp

Glu

Cys

Asn

Phe Pro

Met

Leu

Ser
925

Asn

Leu
940

Leu

Pro Thr

955

Thr
970

Ala

Cys Glu

985

ctgttcttca
aagctggagg
atggtgctga
cacggcttca
aacttctact
cagatcccct
ttcggctacc

atcaagaaga

27

Cys

Cys

Thr Glu

Thr Lys

Cys Ser Ser Ser Asn

Tyr Asp Phe

Met Leu

880

ASp

Thr
895

Asn

Asn Ile Ala

910

Gly Cys Phe

Asn Tyr Lys

Glu
960

Cys Asn

Glu Asp Ser

975

Pro Ser

990

Asp

Leu Ile Leu

1005

tcatcaacac
ccctggagga
acgagctgtt
agtacctgat
tcgacctgct
tcaacctgaa
ggaagcccct

acaagaccac

ccagtgcgtg
cgccgtgetg
cgacctgacc
cgacggctac
gcgcgccaag
gatccgcgcec
ggacaacatc

catcgccaac

60
120
180
240
300
360
420
480



attaacgagc
gaggagggca
ctggaggagg
aacgagaaca
ttcaccgacc
aagaagctga
cacaacgtgc
gaaaccgaga
aagtactaca
gaggacaact
gtgatcgaca
ctggccggeg
gtgaacgtga
ctggaaagcg
ccctacaagt
aaggacagca
ctgagcgaga
ggcgagaacg
aacgacaaga
gagaagagca
aagctggccg
tacaaccaca
gccaagacag
cagcatcagt
gaacgggaag
aaccctaacc
gaagaagatt
taccctctct
gaccaagtcg
gaaaacgaat
aagcagatcg
cgcctgaaga
cacatcagca

dadagadcacac

tgatcgaggg
agaagaagct
cccacaacct
tcaagatcaa
ccctggaget
ccetgetgaa
tgcagaactt
acaccctgga
acggcgagag
acgccaacct
acatcctgag
tgtacagaag
aggacatcct
acctgatccc
tcctgaacaa
tcgacaccga
agtacaagag
agaagtacct
tcgacctgtt
acgtggaggt
acttcaagaa
acaacctgct
tgctgtccaa
gtgtcaaaaa
aatggaagtg
ctacctgtaa
ccggctccaa
tcgatgggat
tgaccggcga
acgacgtgat
agaagaacat
agcgcaagta
gcaacgagta

tgctgaagtc

ES 2638577 T3

cagcaagaaa
gtaccaggcc
gatcagcgtg
ggégatcgcc
ggagtactac
ggagcagctyg
cagcgtgttc
gaataccaag
cagccecectg
ggagggccaa
caagatcgag
cctgaagaag
gaacagccgg
ctacaaggac
dgdagaagcgg
catcaacttc
cgacctggac
gcccttectg
cgtgatccac
gaagatcaaa
gaacaacaac
gaccaagttc
cctgctggac
acagattcct
tctgctcaac
tgagaataat
tggcaagaaa
cttttgcagc
agccatcagc
ctatctgaaa
cttcaccttc
cttcctggac
catcatcgag

ttacaagtat

accatcgacc
cagtacgacc
ctggagaagc
aagaccatca
ctgcgcgaga
gaaagcaagc
ttcaacaaga
atcctgctoa
aaaaccctga
gtggtéaccg
aacgagtacg
cagctggaaa
ttcaacaagc
ctgaccagca
gataagttcc
gccaacgacg
agcatcaaga
aataacatcg
ctggaagcca
gagctgaact
ttcgtcggea
ctgtccaccg
ggcaacctgc
cagaactccg
tataaacagg
gggggctygtyg
atcacatgtg
tccagtaatg
gtgaccatgg
ccecctggecg
aatctgaacc
gtgctggaga
gacagcttca

atcaaggaga

28

agaacaagaa
tgagcatcta
ggatcgacac
agttcaacat
agaataagaa
tgaacagcct
dagaaggaggc
agcactacaa
gcgaagtgag
gcgaggccgt
aggtgctgta
acaacgtgat
gggagaactt
gcaactacgt
tgagcagcta
tgctgggcta
agtacatcaa
agaccctgta
aggtgctgaa
acctgaaaac
tcgeccgacct
gcatggtgtt
agggcatgct
gctgctttag
aaggtgataa
atgccgatgc
aatgtaccaa
gcggcggacc
ataacatcct
gcgtgtatcg
tgaacgatat
gcgacctgat
agctgctgaa
gcgtggagaa

cgccgacaac
caacaagcag
cctgaagaag
cgactccctg
gatgcagatc
gaacaacccc
cgagatcgec
gggcctggtyg
catccagacc
gacccccage
cctgaagccc
gaccttcaac
caagaacgtg
ggtgaaggac
caactacatc
ctacaagatc
cgacaagcag
caagaccgtg
ctacacctac
catccaggac
gagcaccgac
cgagaacctg
caatatcgca
acacctggat
gtgtgtcgag
caaatgtacc
acccgactcc
cgggggaggg
gagcggcttc
gtctctgaag
cctgaatagc
gcagttcaag
cagcgagcag

cgatatcaag

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
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ttcgcccagg
gagtccatca
acccccccca
ctgaccaata
aatctgaagg
accaagctga
gacttcgagg
ctgctgtcta
gggaagttcc
gagaacagcg
tacaagcagg
ggcggctgceg
atcacctgcg

agctccaact

<210>4
<211> 1110
<212> PRT

agggcatcag
agaaagtgat
gccccgecaa
tcgagacact
ccaagatcaa
gcgatctgaa
ccattaagaa
ccggectggt
aggatatgct
gctgcttccg
agggcgacaa
acgccgacgc
agtgcaccaa

taatattata

<213> Plasmodium falciparum

<400> 4

Met

1

Thr

Glu

Glu

Thr

65

Glu

Leu

Pro

Lys
Gln

Ala

Glu
Arg

Phe

Ile Ile

val
20

Cys

Leu Glu

35

Met val

Cys Asp

Ile Asn

Ala Lys

100

Asn Leu

115

“Thr

Asp

Asn

Glu

ES 2638577 T3

ctactacgag
caaggaggag
gaccgacgag
gtataacaac
cgattgcaac
agccatcgac
gctgatcaac
gcagaatttc
gaacatcgcc
gcacctggac
gtgcgtggag
cacctgcacc
gcccgacagce

ttcctttatc

Phe Phe Leu

His Glu
val

Ala

Glu
55

Leu Asn

ITe His

70

Leu Leu

85

Leu Asn Asp

Lys Ile Arg

aaagtgctgg
aaggagaagt
cagaagaagg
ctggtgaata
gtggagaagg
gataagatcg
gacgacacca
cccaacaéca
cagcaccagt
gagcgcgagg
aatcccaacc
gaggaggaca
taccccctgt

tga

Cys Sser

ser Tyr

25

Leu Thr

40

Leu Phe

Gly Phe

Tyr Lys

val Cys

105

Ala Asn

120

29

Phe

10

Gln

Gly

Asp

Lys

Leu

90

Ala

Glu

ccaagtacaa
tccccageag
agagcaagtt
agatcgacga
acgaggccca
atctgttcaa
agaaggacat
tcatcagcaa
gcgtgaagaa
agtggaagtg
ccacctgcaa
gcggcagcag
tcgacggcat

Leu Phe

Glu Leu
ser

Tyr

Thr
60

Leu

Tyr Leu

75

Asn Phe

Asn

Asp

Leu ASp

Phe

val

Leu

45

Asn

Ile

Tyr

Tyr Cys

val

ggacgatctg
cccececcacc
cctgcctttt
ctacctgatc
cgtgaagatc
gaacccctac
gctgggcaag
gctgatcgaa
gcagatcccc
cctgctgaat

cgagaacaac

‘ccggaagaag

cttctgcagc

Ile
15

Ile

Lys

Gln

His Met

ASp Gly

Phe Asp

95

Gln
110

Leu Lys

125

Asn

Leu

Lys

Leu

Tyr

80

Leu

Ile

Lys

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3600
3060
3120
3180
3240
3300
3333



Leu

Asn

Asp

Ser

Lys

Lys

val

Thr

305

Lys

Ser

Thr

Ile

Tyr
385

val

130

Lys

Asn

Ala

Leu

val
210

s Ile

Thr

Met

Leu

Phe

290

Leu

Tyr

Ile

Gly

Glu

370

Arg

Phe

Met

Glu

ASp

Ser

195

Leu

Lys

Asp

GIn

Asn

275

Phe

Glu

Tyr

GIn

Glu

355

Asn

ser

Gly

Glu

Leu

Asn

180

Ile

Glu

Glu

Pro

Ile

260

Ser

Asn

Asn

Asn

Thr

340

Ala

Glu

Leu

Tyr

Asp

Ile

165

Glu

Tyr

Lys

Ile

Leu

245

Lys

Leu

Lys

Thr

Gly

Glu

val

Tyr

Lys

ES 2638577 T3

Arg

Tyr

150

Glu

Glu

Asn

Arg

Ala

230

Glu

Lys

Asn

Lys

Lys

310

Glu

Asp

Thr

Glu

Gly

Gly

Lys

Ile

215

Lys

Leu

Leu

Asn

ser

Asn

Pro

val

375

Gln

Pro

Lys

ser

Lys

Gln

200

Asp

Thr

Glu

Thr

Pro

280

Glu

Leu

Ser

Tyr

Ser

360

Leu

Leu

Leu

Lys

Lys

Lys

185

Leu

Thr

Ile

Tyr

Leu

265

His

Ala

Leu

Pro

Ala

345

val

Tyr

Glu

30

Asp

Asn

Lys

Lys

Glu

Leu

Lys

Tyr

250

Leu

ASl’l

Glu

Lys

Leu

330

Asn

Ile

Leu

Asn

Asn
Lys
Thr
Leu
Glu
Lys
Phe
235
Leu
Lys
val
Ile
His
315
Lys
Leu
Asp

Lys

Asn
395

Ile
140
Thr
Ile
Tyr
Ala
Lys
220
Asn
Arg
Glu
Leu
Ala
300
Tyr
Thr
Glu
Asn
Pro

380

val

Lys

Thr

Asp

Glin

His

205

Asn

Ile

Glu

GIn

Gln

285

Glu

Lys

Leu

Gly

Ile

Asp

Ile

Gln

Ala

190

Asn

Glu

Asp

Lys

Leu

270

Asn

Thr

Gly

ser

GIn

350

Leu

365

Leu

Met

Ala

Thr

Asn

Ala

Asn

175

Gln

Leu

Asn

Ser

Asn

255

Glu

Phe

Glu

Leu

Glu

335

val

ser

Gly

Phe

val

Asn

160

Lys

Tyr

Ile

Ile

Leu

240

Lys

ser

Ser

Asn

val

320

val

val

Lys

val

Asn
400



val

Phe

ser

Lys

Asn

Ile

Ile

val

545

Lys

Leu

Thr

Leu

val

625

Glu

Lys

Asn
Lys
ser
Arg
Thr
Ser
Asp
Glu
His
530
Glu
Leu
Ser
Gly
Asp
610
Lys

Arg

Cys

val
Asn
Asn
435
Asp
Asp
Glu
Lys
Thr
515
Leu
val
Ala
Thr
Met
595
Gly
Lys

Glu

val

Lys

val

420

Tyr

Lys

Ile

Lys

Gln

500

Leu

Glu

Lys

Asp

Asp

val

Asn

Gln

Glu

Glu
660

val

Phe

Asn

Tyr

485

Gly

Tyr

Ala

Ile.

Phe

565

Tyr

Phe

Leu

Ile

Trp

Asn

ES 2638577 T3

Ile

Glu

val

Leu

Phe

470

Lys

Glu

Lys

Lys

Lys

Asn

Glu

Gln

Pro

630

Lys

Pro

Leu

Ser

Lys

Ser

455

Ala

Ser

Asn

Thr

val

535

Gl ui
Lys
His
Asn
Gly
Gln
Cys

Asn

Asn

Asp

Asp

Ser

Asn

Asp

Glu

val

520

Leu

Leu

Asn

Asn

Leu
600

Met

Asn

Leu

Pro

Ser

Leu

425

Pro

Tyr

Asp

Leu

Asn

Asn

Asn

Asn

585

Ala

Leu

Ser

Leu

Thr
665

31

Arg

410

Ile

Tyr

Asn

val

Asp

490

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Asn

570

Leu

Lys

Asn

Gly

Asn

650

Cys

Phe

Pro

Lys

Tyr

Leu

475

Ser

Leu

Lys

Thr

Leu

555

Phe

Leu

Thr

Ile

cys

635

Tyr

Asn

Asn

Tyr

Phe

Ile

460

Gly

Ile

Pro

Ile

Tyr

540

Lys

val

Thr

val

Ala

620

Phe

Lys

Glu

Lys

Lys

Leu

445

Lys

Tyr

Lys

Phe

Asp

525

Glu

Thr

Gly

Lys

Leu

605

Gln

Arg

Gln

Asn

Arg
Asp
430
Asn
Asp
Tyr
Lys
Leu
510
Leu
Lys
Ile
Ile
Phe
590
ser
His
His
Glu

Asn
670

Glu

415

Leu

Lys

ser

LysS

Tyr

495

Asn

Phe

Ser

Gln

Ala

575

Leu

Asn

Gln

Leu

Asn
Thr
Glu
Ile
Ile
480
Asn
val
Asn
Asp
560
Asp
Ser

Leu

cys

Asp

Gly



cys

Lys

705

Asp

Leu

Ala

Thr

Arg

His

Asn

Glu

Tyr

Phe

Asn

Cys

AsSp

Lys

Gly

GIn

Ser

Gly

Phe

770

Lys

ITe

Ser

Ser

Glu

850

val

Pro

Leu

Lys

Asn
930

Ala
675
Ile
Ile
val
Gly
val
755
Asn
Tyr
ser
Glu
val
835
Lys
Ile
Pro
Pro
Ile

915

val

Asp
Thr
Phe
val
Phe
740
Tyr
Leu
Phe
Ser
Gln
820
Glu
val
LysS
Ser
Phe
900

Asp

Glu

Ala

cys

Cys

Thr

725

Glu

Arg

Asn

Leu

Asn

805

Lys

Asn

Leu

Glu

Pro

885

Leu

Asp

LysS

ES 2638577 T3

Lys

Glu

Ser

710

Gly

Asn

Ser

Leu

Asn

Asp

Ala

Glu

870

Ala

Thr

ASp

Cys

cys

695

Ser

Glu

Glu

Leu

Asn

775

val

Tyr

Thr

Ile

Lys

Asn

Leu

Glu

935

Thr

680

Thr

Ser

Ala

Tyr

Lys

760

ASp

Leu

Ile

Leu

Lys

840

Tyr

Glu

Thr

Ile

Ile

920

Ala

Glu

Lys

Asn

Ile

Asp

745

Lys

Ile

Glu

Ile

Leu

825

Phe

Lys

Lys

Asp

Glu

905

Asn

His

32

Glu

Pro

Gly

ser

730

val

Gln

Leu

Ser

Glu

810

Lys

Ala

Asp

Phe

Glu

890

Thr

Leu

val

Asp

Asp

Gly

val

Ile

Ile

Asn

Asp

Asp

Ser

GIn

Asp

Pro

875

Gln

Leu

Lys

Lys

ser

Ser

700

Gly

Thr

Tyr

Glu

ser

780

Leu

Ser

Tyr

Glu

Leu

860

ser

Lys

Tyr

Ala

Ile
940

Pro

Met

Leu

LysS

Arg

Met

Phe

Lys

Ser

Lys

Asn

ser

Pro

Gly

Asp

Leu

Gln

Lys

TYr

830

Ile

Ser

Pro

Glu

Asn

910

Ile

Lys

Asn

Leu

Gly

Asn

735

Pro

Ile

Lys

Phe

Leu

815

Ile

sSer

Ile

Pro

Ser

895

Leu

Asn

Leu

Gly
Phe
Gly
7

Ile
Leu
Phe
Lys
LysS
800
Leu
Lys
Tyr
Lys
Thr
880
Lys -
val

ASp

ser
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945

ASp

Met

Thr

Ile

Leu Lys
pPhe Glu
Leu Gly Lys

980

Ile Ile

ES 2638577 T3

950

965

Ser
995

Ala Gln His Gln Cys

1010

Gly

Leu

Cys
1025

Asn Tyr Lys Gln

1040

Pro

Thr

Cys Asn Glu

1055

Cys

Thr

Glu Glu Asp

1070

Glu

Cys

Thr Lys Pro

1085

cys

Ser

Ser Ser Asn

1100

<210>5
<211> 3093
<212> ADN

<213> Plasmodium falciparum

<400> 5

atgaagatca
acccacgaga
accggctaca
aaccacatgc
gaggagatca
ctgaacgacg
aacgagctgg
aaggacaacg

attaacgagc

tcttcttect
gctaccagga
gcctgttcca
tgaccctgtg
acgagctgct
tgtgcgccaa
acgtgctgaa
tgggcaagat
tgatcgaggg

Leu

Lys

Phe Arg His

985

1000

val
1015

Leu Asp

1030

Glu Gly

1045

Asn
1060

Asn

Gly

Ser
- 1075

ser
1090

AsSp

Ile
1105

Leu

gtgctctttc
gctggtgaag
gaaagagaag
cgacaacatc
gtacaagctg
cgactactgc
gaaactggtg
ggaggactac

cagcaagaaa

Ala Ile Asp Asp Lys Ile Asp Leu Phe Lys Asn Pro Tyr
955

960

Ala Ile Lys Lys Leu Ile g;g Asp Asp Thr Lys Lys Asp

975

Leu Ser Thr Gly Leu val GIn Asn Phe Pro Asn
990

Leu ITe Glu Gly Lys Phe GIn Asp Met Leu Asn

1005

Lys Lys GIn Ile Pro Glu Asn Ser

Glu Arg Glu

Asp Lys Cys

Gly Gly Cys

Ser Ser Arg

Tyr Pro Leu

Leu Tyr Ser

ctgttcttca
aagctggagg
atggtgctga
cacggcttca
aacttctact
cagatcccct
ttcggctacc
atcaagaaga

accatcgacc

33

1020

Glu
1035

val
1050

Asp
1065

Lys

Lys
1080

.Phe
1095

Ile
1110

Phe

tcatcaacac
ccctggagga
acgagctgtt
agtacctgat
tcgacctgct
tcaacctgaa
ggaagcccct
acaagaccac

agaacaagaa

Trp Lys Cys Leu

Glu Asn Pro Asn

Ala Asp Ala Thr

Ile Thr Cys

Asp Gly Ile Phe

ccagtgcgtg
cgccgtgctg
cgacctgacc
cgacggctac
gcgcgccaag
gatccgcegec
ggacaacatc
catcgccaac

cgccgacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540



gaggagggca
ctggaggagg
aacgagaaca
ttcaccgacc
aagaagctga
cacaacgtgc
gaaaccgaga
aagtactaca
gaggacaact
gtgatcgaca
ctggccggeg
gtgaacgtga
ctggagtccg
ccctacaagt
aaggacagca
ctgagcgaga
ggcgagaacgqg
aacgacaaga
gagaagagca
aagctggcecg
tacaaccaca
ctgaagagcg
accaccccca
gaccaagtcg
gaaaacgaat
aagcagatcg
cgcctgaaga
cacatcagca
aagaacacac
ttcgcccagg
gagtccatca
acccccccca
ctgaccaata

aatctgaagg

agaagaagct
cccacaacct
tcaagatcaa
ccctggaget
ccctgctgaa
tgcagaactt
acaccctgga
acggcgagag
acgccaacct
atatcctgag
tgtaccggag
aggacatcct
acctgatccc
tcctgaacaa
tcgacaccga
agtacaagag
agaagtacct
tcgacctgtt
acgtggaagt
acttcaagaa
acaacctgct
tgctgagcaa
tgcggaaaaa
tgaccggcga
acgacgtgat
agaagaacat
agcgcaagta
gcaacgagta
tgctgaagtc
agggcatcag
agaaagtgat
gccccgecaa
tcgagacact

ccaagatcaa
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gtaccaggcc
gatcagcgtg
ggagatcgcc
ggagtactac
ggagcagctg
cagcgtgttc
gaataccaag
cagcccectg
ggagggccaa
caagatcgag
cctgaagaaa
gaacagccgg
ctacaaggac
ggagaagcgc
catcaacttc
cgacctggat
gcccttectg
cgtgatccac
gaagattaag
gaataacaac
gaccaagttc
cctgctggac
gaccatgatc
agccatcagc
ctatctgaaa
cttcaccttc
cttcctggac
catcatcgag
ttacaagtat
ctactacgag
caaggaggag
gaccgacgag
gtataacaac

cgattgcaac

cagtacgacc
ctggagaagc
aagaccatca
ctgcgcgaga
gaaagcaagc
ttcaacaaga
atcctgctga
aaaaccctga
gtggtcaccg
aacgagtacg
cagctggaga
ttcaacaagc
ctgaccagca
gacaagtttc
gccaacgacg
agcatcaaga
aataacatcg
ctggaggcca
gagctgaact
ttcgtgggca
ctgtccaccg
tggaagctgg
cagcagagcg
gtgaccatgg
ccecectggecg
aatctgaacc
gtgctggaga
gacagcttca
atcaaggaga
aaagtgctgg
aaggagaagt
cagaagaagg
ctggtgaata
gtggagaagg_

34

tgagcatcta
ggatcgacac
agttcaacat
agaataagaa
tgaacagcct
agaaggaggc
agcactacaa
gcgaagtgag
gcgaggccgt
aagtgctgta
acaacgtgat
gcgagaactt
gcaactacgt
tgtccagcta
tgctgggcta
agtacatcaa
agaccctgta
aagtgctgaa
acctgaaaac
tcgccgatct
gcatggtgtt
cccgctacgt
gagggggacc
ataacatcct
gcgtgtatcg
tgaacgatat
gcgacctgat
agctgctgaa
gcgtggagaa

CcCaagtacaa

tccccagcag

agagcaagtt
agatcgacga

acgaggccca

caacaagcag
cctgaagaag
cgactccctg
gatgcagatc
gaacaacccc
cgagatcgcc
gggcctggtg
catccagacc
gaccacaagc
cctgaagcect
gaccttcaac
caagaacgtg
ggtgaaggac
caactacatt
ctacaagatc
cgacaagcag
caagaccgtg
ctacacctac
catccaggac
gagcaccgac
cgagaacctg
gaagcacttc
€gggggagag
gagcggcttc
gtctctgaag
cctgaatagc
gcagttcaag
cagcgagcag

cgatatcaag

ggacgatctg

cccceccace
cctgcctttt
ctacctgatc

cgtgaagatc

600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



10

accaagctga
gacttcgagg
ctgctgtcta
gggaagttcc
gagaacagcg
tacaagcagg
ggcggctgeg
atcacctgcg

agctccaact

gcgatctgaa
ccattaagaa
ccggectggt
aggatatgct
gctgcttccg
agggcgacaa
acgccgacgce
agtgcaccaa

taatattata

<210>6
<211> 1030
<212> PRT

<213> Plasmodium falciparum

<400> 6

Met Lys

Thr GIn

Glu Ala

Glu

Thr
65

Glu Glu

Leu Arg
Phe

Pro

val
130

Leu
Gly

Lys

Ile Asn

Ile

Cys

Leu

35

Met

Cys

Ile

Ala

Asn

115

Phe

Met

Glu

Ile

val

20

Glu

val

Asp

Asn

Lys

Leu

Gly

Glu

Leu
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agccatcgac
gctgatcaac
gcagaatttc
gaacatcgcc
gcacctggac
gtgcgtggag
cacctgcacc
gcccgacagce

ttcctttatc

Phe Phe Leu

Thr His Glu

Asp Ala val

Glu
55

Leu Asn

Ile His

70

Asn

Glu Leu

85

Leu

Leu Asn Asp

Lys Ile Arg

Lys

Tyr
135

Arg

Tyr Ile

150

Asp

Ile Glu Gly

gataagatcg
gacgacacca
cccaacacca
cagcaccagt
gagcgcgagg
aatcccaacc
gaggaggaca
taccccctgt

tga

atctgttcaa
agaaggacat
tcatcagcaa
gcgtgaagaa
agtggaagtg
ccacctgcaa
gcggcagceag
tcgacggcat

gaacccctac
gctgggcaag
gctgatcgaa
gcagatcccc
cétgctgaat
cgagaacaac
ccggaagaag

cttctgcagc

Cys

Ser

Leu

40

Leu

Gly.

Tyr

val

Ala

120

Pro

Lys

Ser

ser

Tyr

25

Thr

Phe

Phe

Lys

Cys

105

Asn

Leu

Lys

Lys

35

Phe
10

GIn

Gly

Asp

Lys

Leu

90

Ala

Glu

Asp

Asn

Lys

Leu

Glu

Tyr

Leu

TYyr

75

Asn

Asn

Leu

Asn

Phe
Leu
Ser
Thr
60

Leu
Phe
Asp
Asp
Ile
140

Thr

Ile

Phe

val

Leu

45

Asn

Ile

Tyr

Tyr

val

125

Lys

Thr

Asp

Ile

His

Asp

Phe

cys

110

Leu

Asp

Ile

Gln

Ile

15

Lys

Gln

Met

Gly

Asp

95

GlIn

Lys

Asn

Ala

Asn

Asn

Leu

Lys

Leu

Tyr

80

Leu

Ile

Lys

val

Asn

160

Lys

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3093



Asn
Asp
Ser
Lys
Phe
Lys
Lys
val
Thr
305
Lys
Ser
Thr
Ile
Tyr
385
val

phe

Ser

Ala

Leu

val

210

Ile

Thr

Met

Leu

Phe

290

Leu

Tyr

Ile

Gly

Glu

370

Arg

Asn

LysS

Ser

Asp

ser

195

Leu

Lys

Asp

GlIn

AsSn

275

Phe

Glu

Tyr

GlIn

Glu

355

Asn

Ser

val

Asn

AsSn

Asn

180

Ile

Glu

Glu

Pro

Ile

260

ser

Asn

Asn

Asn

Thr

340

Ala

Glu

Leu

Lys

val

420

Tyr

165

Glu

Tyr

Lys

Ile

Leu

245

LyS

Leu

Lys

Thr

Gly

Glu

val

Tyr

Lys

405

Leu

val

ES 2638577 T3

Glu

Asn

Arg

Ala

230

Glu

Lys

AsSn

Lys

Lys

Glu

Asp

Thr

Glu

LysS

390

Ile

Glu

val

Gly

Lys

Ile

215

Lys

Leu

Leu

Asn

ser

Asn

Thr

val

375

Gln

Leu

ser

Lys

Lys

Gln

200

Asp

Thr

Glu

Thr

Pro

280

Glu

Leu

Ser

Tyr

Ser

360

Leu

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

185

Leu

Thr

Ile

Tyr

Leu

265

His

Ala

Leu

Pro

Ala

345

val

Tyr

Glu

ser

Leu

425

Pro

36

170

Lys

Glu

Leu

Lys

Tyr

250

Leu

Asn

Glu

Lys

Leu

330

Asn

Ile

Leu

Asn

Arg

410

Ile

Tyr

Leu

Glu

Lys

Phe

235

Leu

Lys

val

Ile

His

315

Lys

Leu

Asp

Lys

Asn

395

Phe

Pro

Lys

Tyr
Ala
Lys
Asn
Arg
Glu
Leu
Ala
300
Tyr
Thr
G]»u
Asn
Pro
380
val
Asn

Tyr

Phe

Gln

His

205

Asn

Ile

Glu

GIn

GlIn

Glu

Lys

Leu

Gly

Ile

365

Leu

Met

LYS

Lys

Leu

Ala
190
AsSn
Glu
Asp
Lys
Leu
270
Asn
Thr
Gly
Ser
GlIn
350
Leu
Ala
Thr
Arg
Asp
430

Asn

175

Gln

Leu

AsSn

Ser

Asn

255

Glu

Phe

Glu

Leu

Glu

335

val

Ser

Gly

Phe

Glu

415

Leu

Lys

Tyr

ITle

Leu

240

LyS

ser

ser

Asn

val

320

val

val

Lys

val

Asn

400

AsSn

Thr



Lys

Asn

Ile

Ile

val

545

Lys

Leu

Thr

Leu

Asp

Leu

Ala

Thr

Arg

Arg

450

Thr

Ser

Asp

Glu

His

530

Glu

Leu

Ser

Gly

Asp

610

Lys

Gln

Ser

Gly

Phe

690

Lys

435

AsSp
Asp
Glu
Lys
Thr
515
Leu
val
Ala
Thr
Met
595
Trp
Lys
val
Gly
val
675

Asn

Tyr

Lys

Ile

Lys

Gln

500

Leu

Glu

LysS

AsSp

580

val

Lys

Thr

val

Phe

660

Tyr

Leu

Phe

Phe

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Ala

Phe

565

Tyr

Phe

Leu

Met

Thr

645

Glu

Arg

AsSn

Leu
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Leu

Phe

470

Lys

Glu

Lys

Lys

Lys
550

Lys

Asn

Glu

Ala

Ile

630

Gly

Asn

ser

Leu

Asp

ser

455

Ala

Ser

Asn

Thr

val

535

Glu

LyS

His

Asn

Arg

Gln

Glu

Glu

Leu

Asn

695

val

440

ser
Asn
Asp
Glu
val
520
Leu
Leu
Asn
Asn
Leu
600
Tyr
Gln

Ala

Tyr

Asp

Leu

Tyr

Asp

Leu

Asn

Asn

Asn

Asn

585

Leu

val

ser

Ile

Lys

Ile

Glu

37

Asn

val

490

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Asn

570

Leu

Lys

Lys

Gly

Ser

650

val

GlIn

Leu

ser’

Tyr Ile
460

Leu Gly
475

Sser Ile
Leu Pro
Lys Ile
Thr Tyr

540
Leu Lys
555
Phe val
Leu Thr
ser val
His Phe

620
Gly Gly
val Thr
Ile Tyr
Ile Glu
Asn Ser

700

Asp Leu

445

Lys

Tyr

Lys

Phe

Asp

525

Glu

Thr

Gly

Lys

Leu

605

Thr

Pro

Met

Leu

Arg

Met

Asp

Tyr

Lys

Leu

510

Leu

Lys

Ile

Ile

Phe

590

Ser

Thr

Gly

Asp

Lys

ASn

Leu

Gln

ser

Lys

TYyr

Asn

Phe

Ser

Gln

Ala

575

Leu

Asn

Pro

Gly

Asn

655

Pro

Ile

Lys

Phe

Ile

Ile

480

Asn

val

Asn

ser

Leu

Met

Leu

Phe

Lys

Lys



705

His

Asn

Glu

Tyr

Phe

Asn

Cys

Asp

Met

Thr

Ile

Cys

945

Tyr

Asn

Ile

Ser

Ser

Glu

770

val

Pro

Leu

Lys

Asn

850

Leu

Phe

Leu

Ala
930
Phe

Lys

Glu

Ser

Glu

val

755

Lys

Ile

Pro

Pro

Ile

835

val

Lys

Glu

Gly

Ile

915

GIn

Arg

Gln

Asn

Ser Asn
725

GIn Lys
740

Glu Asn
val Leu
Lys Glu
Ser Pro

805

Phe Leu

820

Asp Asp

Glu Lys

Ala Ile

Ala Ile

885

Lys Leu

Ser Lys

His Gln

His Leu

Glu Gly

Asn Gly
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710

Glu

Asn

Asp

Ala

Glu

790

Ala

Thr

Tyr

Asp

870

Lys

Leu

Leu

Cys

Asp

950

Asp

Gly

Tyr
Thr
Ile
Lys
Lys
Lys
Asn
Leu
Glu
855
Asp
Lys
Ser
Ile
val
935
Glu

Lys

cys

Ile

Leu

Tyr

Glu

Thr

Ile

Ile

840

Ala

Lys

Leu

Thr

Glu

920

Lys

Arg

Cys

Asp

38

Ile

Leu

745

Phe

Lys

Lys

ASp

Glu

825

Asn

His

Ile

Ile

Lys

Glu

val

Ala

Glu

730

Lys

Ala

Asp

Phe

Glu

810

Thr

Leu

val

Asp

Asn

890

Leu

Lys

Gln

Glu

Glu

970

Asp

715

Asp

Ser

Glin

Asp

Pro

795

Gln

Leu

Lys

Lys

Leu

875

Asp

val

Phe

Ile

Ala

Ser

Tyr

Glu

Leu

780

Ser

Lys

Tyr

Ala

Ile

860

Phe

Asp

Gln

GIn

Pro

940

Lys

Pro

Thr

Phe

Lys

Gly

Glu

ser

Lys

Asn

Lys

Thr

Lys

Thr

Asn

ASp

Glu

cys

Asn

cys

Lys

Tyr

750

Ile

Ser

Pro

Glu

Asn

830

Ile

Lys

Asn

Lys

Phe

910

Met

Asn

Leu

Pro

Thr

Leu

735

Ile

ser

Ile

Pro

ser

815

Leu

Asn

Leu

Pro

Leu

ser

Leu

Thr

975

Glu

720

Leu

Lys

Tyr

Lys

Thr

800

Lys

val

Asp

Ser

Tyr

880

Asp

Asn

Asn

Gly

Asn

960

Cys

Glu
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980 985 ~ . 990

Asp Ser Gly Ser Ser Arg Lys Lys 1Ile Thr Cys Glu Cys Thr Lys Pro
995 1000 1005

Asp Ser Tyr Pro Leu Phe Asp Gly Ile Phe Cys Ser Ser Ser Asn
1010 1015 1020

Leu Ile Leu Tyr Ser pPhe Ile
1025 1030

<210>7

<211> 1947
<212> ADN
<213> CMV

<400> 7

39



tgtgagtttc
atatctggcg
tgggcgattc
ctatatcgcc
attgaatcaa
tggctattgg
atgtccaaca
tacggggtca
tggcccgect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcec
cagagctcgt
ccatagaaga
gattccccgt
ggcttcttat
gttataggtg
cccctattgg
tctttattgg

tacaggatgg

tgcccgcagt
cggacatggg
ctccagcgac
gcacagcacg
gtctgaaaat
agcggcagaa
tccegttgeg
cgcgegegec

tttctgcagt

tgtgtaactg
atagcgctta
tgtgtgtcgce
gatagaggcg
tattggccat
ccattgcata
ttaccgccat
ttagttcata
ggctgaccgc
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgc
ttagtgaacc
caccgggacc
gccaagagtg
gcatgctata
atggtatagc
tgacgatact
ctatatgcca

ggtctcattt

ttttattaaa
ctcttctccg
tcatggtcgc
atgcccacca
gagctcgggg
gaagatgcag
gtgctgttaa
accagacata

caccgtcctt
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atatcgccat
tatcgtttac
aaatatcgca
acatcaagct
tagccatatt
cgttgtatcc
gttgacattg
gcccatatat
ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgc
gatccagcct
acgtaagtac
ctgtttttgg
ttagcctata
ttccattact
atacactgtc

attatttaca

cataacgtgg
gtagcggegg
tcggcagctc
ccaccagtgt
agcgggcettg
gcagctgagt
cggtggaggg
atagctgaca

gacacga

ttttccaaaa
gggggatggc
gtttcgatat
ggcacatggc
attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccgc
ccgcccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgeccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
ccgcggecgg
cgcctataga
cttggggtct
ggtgtggatt
aatccataac
cttcagagac

aattcacata

gatctccacg
agcttctaca
cttgctccta
gccgcacaag
caccgctgac
tgttgtgttc
cagtgtagtc

gactaacaga

40

gtgatttttg
gatagacgac
aggtgacaga
caatgcatat
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccc
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgct
gaacggtgca
gtctataggce
atacaccccc
attgaccatt
atggctcttt
tgacacggac

tacaacacca

cgaatctcgg
tccgagccct
acagtggagg
gccgtggegg
gcatttggaa
tgataagagt
tgagcagtac

ctgttccttt

ggcatacgcg
tttggtgact
cgatatgagg
cgatctatac
aaatcaatat
atattggctc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaacgcg
ccacccectt
gcttcctcat
attgaccact
gccacaactc
tctgtatttt

ccgtccccag

gtacgtgttc
gctcccatgce
ccagacttag
tagggtatgt
gacttaaggc
cagaggtaac
tcgttgetgce

ccatgggtct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1947
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REIVINDICACIONES

1. Un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o
antigeno tumoral bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del
promotor IE1 del CMV vy el potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen
IE1 del CMV que incluye el intron A 'y excluye el exén B y el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y
el fragmento de la regién no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb y donde
dicho antigeno no es un antigeno del parasito del paludismo murino.

2. El vector adenoviral de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el vector adenoviral es un vector adenoviral de
simio, preferentemente un vector AdC6 (C6), AdC7 (C7), o AdC9 (C9) (también conocido como SAdV-23, SAdV-24 y
SAdV-25, respectivamente).

3. El vector adenoviral de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde el promotor tiene la secuencia
de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 7.

4. El vector adenoviral de acuerdo con la cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el antigeno proviene
de un patégeno que causa paludismo, preferentemente un antigeno del paludismo pre-eritrocitico o de fase
sanguinea, mas preferentemente la proteina de adhesion relacionada con trombospondina de cadena multiple-
epitopo (ME-TRAP), proteina del circumsporozoito (CSP), proteina 1 de la superficie del merozoito (MSP-1) o
fragmentos de las mismas o antigeno 1 de la membrana apical (AMAL).

5. El vector adenoviral de acuerdo con la reivindicacion 4, donde el antigeno del paludismo es una proteina 1 de la
superficie del merozoito que tiene la secuencia de PfM117 (SEQ ID NO. 1) o PfM128 (SEQ ID NO. 3).

6. El vector adenoviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el antigeno es un
antigeno de micobacterias, preferentemente un antigeno de M. tuberculosis, mas preferentemente el antigeno 85A
de M. tuberculosis.

7. Una composicion inmunogénica que comprende el vector adenoviral de una cualquiera de una de las
reivindicaciones 1 a 6 mezclado con uno o mas vehiculos, transportadores, diluyentes o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables.

8. Un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o
antigeno tumoral bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del
promotor IE1 del CMV vy el potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen
IE1 del CMV que incluye el intrdn A 'y excluye el exén B y el intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y
el fragmento de la region no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su
uso como medicamento o vacuna.

9. Uso de un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un
antigeno de paludismo bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador y
el potenciador del promotor IE1 del CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que
incluye el intron A y excluye el exdn By el intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la
region no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb en la fabricacién de una
vacuna o inmunoterapéutico para la prevencioén o el tratamiento del paludismo.

10. Uso de un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un
antigeno de M. tuberculosis bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento
regulador del promotor IE1 del CMV vy el potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la region 5' no
traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén A y excluye el exon By el intron B, donde el elemento regulador,
el potenciador y el fragmento de la regién no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de
1,9 kb en la fabricacion de una vacuna o inmunoterapéutico para la prevencion o el tratamiento de la tuberculosis.

11. Un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno de
paludismo bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor
IE1 del CMV vy el potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la region 5' no traducida del gen IE1 del
CMV que incluye el intrén A y excluye el exén B y el intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y el
fragmento de la regién no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su uso
en la prevencion o tratamiento del paludismo.

12. Un vector adenoviral que comprende un promotor y una secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno de
M. tuberculosis bajo el control de dicho promotor, donde dicho promotor comprende un elemento regulador del
promotor IE1 del CMV y el potenciador del promotor IE1 de CMV y un fragmento de la region 5' no traducida del gen
IE1 del CMV que incluye el intrén A 'y excluye el exén By el intron B, donde el elemento regulador, el potenciador y
el fragmento de la regién no traducida del gen IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb para su
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uso en la prevencion o tratamiento de la tuberculosis.
13. Un producto, combinacién o kit que comprende:

a) una composicion de sensibilizacién que comprende un vector adenoviral que comprende un promotor y una
secuencia de &cido nucleico que codifica un patégeno o antigeno tumoral bajo el control de dicho promotor,
donde dicho promotor comprende un elemento regulador del promotor IE1 del CMV vy el potenciador del promotor
IE1 de CMV y un fragmento de la regién 5' no traducida del gen IE1 del CMV que incluye el intrén A y excluye el
exon By el intrén B, donde el elemento regulador, el potenciador y el fragmento de la region no traducida del gen
IE1 del CMV del promotor tienen una longitud total de 1,9 kb; y

b) una composicién de refuerzo que comprende un vector de virus de la viruela recombinante, comprendiendo
dicho vector de viruela que comprende al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un patégeno o
antigeno tumoral que es el mismo que al menos un antigeno de la composicién de sensibilizacion.
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