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DESCRIPCION
Proteinas de tipo superhélice modificadas que presentan unas propiedades mejoradas.

La presente invencidon se refiere a antigenos recombinantes que contienen dominios de superhélice o a
antigenos fusionados a proteinas que contienen superhélices, en los que las superhélices estan modificadas. La
modificacion mejora la inmunogenicidad de dichos antigenos. Simultdneamente, mejora su capacidad de unién a
polimeros cargados negativamente tales como acidos nucleicos, incluidos ADN y ARN, y a la heparina.

Antecedentes

Una superhélice es un motivo estructural en proteinas, en las que las hélices alfa se enrollan como las hebras de
una cuerda. Los dominios de superhélice son abundantes en proteinas naturales (1, 2) y pueden ser el
procedimiento mas comun en la naturaleza de proteinas oligomerizantes. Las superhélices consisten en dos o
mas hélices alfa que estan enrolladas unas alrededor de otras formando una superhélice, un plegamiento de
proteinas simple pero versatil (3). Una secuencia primaria de superhélice tipica es repetitiva, hecha de
repeticiones de siete residuos llamadas "heptadas".

Muchas proteinas del tipo de superhélice estan involucradas en funciones bioldgicas importantes. Son de
particular interés en la presente memoria aquellas que se encuentran en antigenos o en proteinas
transportadoras.

Los ejemplos de superhélices que se encuentran en antigenos incluyen, pero sin limitacion:

i) las superhélices diméricas que se encuentran en la familia OCA (OCA significa adhesion de superhélice
oligomérica): los ejemplos son NadA, un antigeno protector de Neisseria meningitidis (4); YadA de
Yersinia enterocolitica (5); UspA2 de Moraxella catarrhalis (6); BadA de Bartonella henselae (7) y HadA de
Haemophilus influenzae (8).

ii) las superhélices triméricas que se encuentran, entre otras, en la proteina hemaglutinina HA2 de la gripe
(9), la glucoproteina F del virus sincitial respiratorio (10), las glucoproteinas gp41 del VIH-1 (11) y el VIH-2
(12) y gp1,2 del virus del Ebola (13).

iii) las superhélices tetraméricas que se encuentran en la glucoproteina HN (hemaglutinina-neuraminidasa)
de la enfermedad de Newcastle y otros paramixovirus (14, y sus referencias).

Las proteinas transportadoras se utilizan en particular para mejorar la inmunogenicidad de antigenos. Se han
descrito anteriormente proteinas transportadoras que contienen superhélices, en particular un pentamero
derivado de COMP (15) y una secuencia artificial que asimismo forma pentameros (34) y heptameros derivada
de dominios de oligomerizacion de C4bp de mamiferos, tales como el dominio murino IMX108 (16) o dominios de
oligomerizacion de C4bp de aves (16, documentos WO 2005/077976 y WO 2007/062819). Un dominio de
oligomerizacion de aves hibrido denominado IMX313 (WO 2007/062819) se utiliza como ejemplo en la presente
memoria.

Técnica anterior

En la técnica anterior, las superhélices han sido objeto de amplias investigaciones para comprender qué
determina sus estados de oligomerizacion y la orientacion relevante (paralela o antiparalela) de sus hélices (35).
Pero no se han producido estudios para mejorar la inmunogenicidad de antigenos mediante la modificacion de
sus superhélices. Dos ejemplos notables en la técnica anterior se refieren a grupos asociados dentro de la
industria de vacunas que necesitaban purificar dos antigenos separados que contenian superhélices con vistas a
vacunacion (10, 36, 37); ninguno de los grupos modifico las superhélices en el antigeno.

En la técnica anterior, se ha demostrado que algunos péptidos especificos mejoran las propiedades de unién de
proteinas monoméricas que carecen de superhélices. Se ha demostrado que cuando una cola de poliarginina se
fusiona a proteinas recombinantes, son mas faciles de purificar mediante cromatografia de intercambio idnico
(17, 18). En usos anteriores, las argininas adicionales se eliminaron después de la purificacion por medios
enzimaticos (17, 18) o, alternativamente, se dejaron en su lugar y se utilizaron para la inmovilizacion y/o el
replegamiento de enzimas (19, 20). Se us6 un péptido tan corto como de seis argininas consecutivas para
inmovilizar una enzima monomérica en una columna de heparina-sefarosa, evitando la agregacién de
monoémeros mediante su unién a la matriz y permitiendo la reutilizacion de la enzima (19, 20). Fuchs y Raines
han demostrado que se puede utilizar una etiqueta de poliarginina de nueve aminoacidos para inmovilizar una
enzima monomérica (RNasa A) en una diversidad de soportes, tales como vidrio y resina de silice (22).

Se han divulgado otros péptidos de unién a acidos nucleicos, tales como el motivo SPKK que se identificé en la
década de 1980 como un motivo de union a ADN, y los péptidos que contienen el motivo SPKK pueden unirse a
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ADN bicatenario (21). Sin embargo, no se demostré la unién a ARN o a ADN monocatenario, y los datos de
Suzuki sugieren con intensidad que no se producira la unién a ADN monocatenario, ya que el surco menor solo
existe en moléculas de doble hélice.

Otros péptidos que se ha demostrado que se unen al ADN incluyen el dominio de tipo protamina del antigeno
central de la hepatitis B (38) que contiene la secuencia peptidica SPRRRRS, utilizada en algunos de los
ejemplos del presente documento.

Sin embargo, las colas de poliarginina son muy susceptibles a su escision por proteasas, especialmente serina
proteasas, y se han reemplazado en el uso rutinario por etiquetas de polihistidina, tanto para propédsitos de
purificacién como de inmovilizacion (45).

Por separado en la técnica anterior, los péptidos se han fusionado a proteinas monomeéricas para mejorar su
inmunogenicidad. Shibagaki y sus colegas han demostrado que pueden utilizarse dominios de transduccion de
proteinas (PTD) para mejorar la transduccion de células dendriticas (CD) in vitro y que cuando las CD
transducidas se reinyectan en los animales, se obtiene una inmunogenicidad mejorada del antigeno (43).
Ademas, Shimada y sus colegas han demostrado que péptidos de poliarginina pueden mejorar la
inmunogenicidad de una proteina, la ovoalbuimina, a la que estan fusionados (42), ya sea cuando se inyectan
directamente en un tumor que expresa la proteina o cuando se inyectan por via intradérmica (41).

La mayor parte de los antigenos purificados son débilmente inmundgenos. Se han utilizado adyuvantes para
aumentar su inmunogenicidad. El uso de un dominio pequefio, que contiene una superhélice, de proteinas C4bp
para aumentar la inmunogenicidad de los antigenos se ha demostrado anteriormente:

- El documento WO 2007/062819 describe complejos que comprenden como primer componente un
dominio C4bp de ave y como segundo componente un antigeno, estando dichos componentes en forma
de una proteina de fusién o estando asociados de forma no covalente. Este complejo muestra un
aumento de la inmunogenicidad del antigeno cuando se administra a un organismo.

- El documento WO 2011/045612 describe una proteina de fusion que contiene un fragmento de la proteina
C4bp del pollo y el antigeno micobacteriano 85A. Dicha proteina hibrida mejora la inmunogenicidad de
85A, no solo en animales tales como los roedores, sino asimismo en primates.

Ademas, para mejorar los procedimientos de inmunizacion, asimismo es de gran importancia inducir sefializacion
a través de receptores TLR, pero es por lo menos tan importante poder limitar esta sefializacion. Los receptores
tipo Toll (TLR) son una clase de proteinas que desempefian un papel clave en el sistema inmunitario innato. Una
vez que los microbios han roto las barreras fisicas de los organismos, son reconocidos por los TLR. Las
caracteristicas reconocidas de los microbios incluyen ARN bicatenario de virus, sitios CpG no metilados de ADN
bacteriano y virico, y otras determinadas moléculas de ARN y ADN.

Existe un interés sustancial en dichos acidos nucleicos, ya que son ligandos para una clase de receptores tipo
Toll (en adelante, TLR), y en particular para TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 y TLR13 (23 y sus referencias). En
ocasiones, estos se clasifican como "receptores tipo Toll intracelulares”, pero por lo menos TLR3 asimismo esta
presente en algunas superficies celulares (24). TLR7 y TLR9 estan localizados en compartimientos intracelulares
(en particular el reticulo endoplasmico y los endosomas) y se ha demostrado claramente para TLR9 y TLR7 que
la escisidn del receptor es necesaria para la activacion de MyD88, a través de la cual se realiza la sefializacion
de los ligandos de los receptores (25, 26). Como esta escisién se produce solo en los endolisosomas, es
posiblemente una adaptacion evolutiva para evitar la sefializacion inadecuada de los acidos nucleicos propios.

El TLR3 se expresa por una diversidad de células epiteliales que incluyen células epiteliales de las vias
respiratorias, uterinas, corneales, vaginales, cervicales, biliares e intestinales, y estas células parecen expresar el
TLR3 en sus superficies celulares (24). Quizas no sea sorprendente, por lo tanto, que la administracion de poli
I:C se haya asociado con una serie de efectos adversos (26). En ese estudio, se uso la administracion repetida
en dosis de 3 miligramos por gramo. Si un ratén promedio pesa casi 35 g, una dosis de 100 mg administrada
repetidamente puede inducir estos efectos. Necesitamos solo 2.5 ug de poli |:C por dosis en las inmunizaciones
descritas en la presente memoria.

La importancia de limitar la sefalizacion a través de estos receptores, y en particular el receptor TLR3, es
dependiente de la dosis. Por tanto, la ventaja de unir estrechamente los ligandos nucleicos al antigeno es
esencial. Los ligandos de TLR intracelulares estrechamente unidos son, por lo tanto, muy preferidos sobre las
formulaciones en las que la unién es menos estrecha. Por lo tanto, los expertos en la materia estan buscando
composiciones antigénicas capaces de unirse de forma eficaz a ligandos de TLR, de modo que no se separen
del antigeno antes de que el antigeno llegue a las células donde desencadenara una respuesta inmunitaria, con
el objetivo de disminuir los posibles efectos adversos mediados por la union de los ligandos a receptores TLR en
otros lugares.
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Descripcion de la invenciéon

La divulgacion general se refiere a proteinas que comprenden dominios de superhélice que estan modificadas
mediante la unidon de un péptido cargado positivamente al dominio de superhélice. Todas las proteinas de
superhélice son recombinantes, y la modificacion se obtiene mediante la fusién de secuencias peptidicas cortas
con los extremos terminales de las superhélices. En los ejemplos de la presente memoria, la modificacion se
lleva a cabo mediante técnicas de ingenieria genética, pero existen otros procedimientos para obtener las
superhélices modificadas, tales como la sintesis de péptidos.

Las proteinas del tipo de superhélice modificadas segun la invencion presentan una inmunogenicidad mejorada
y, simultaneamente, propiedades de unién mejoradas para polimeros cargados negativamente, tales como
heparina y acidos nucleicos. El péptido cargado positivamente comprende argininas y es corto.

La presente invencion se refiere a una proteina modificada que comprende:

(i) una proteina que presenta un dominio de superhélice y por lo menos un péptido cargado positivamente
directamente unido al dominio de superhélice, siendo dicha proteina modificada tal como se indica en la
SEC ID n° 42 (IMX313P) o enla SEC ID n° 7 (IMX313T) o

(i) una proteina que presenta un dominio de superhélice trimérica directamente unida a un péptido de
secuencia SEC ID n°® 37 (SPRRRRRRRRRS).

En la presente invencion, la proteina modificada definida anteriormente en (i) comprende la proteina
transportadora IMX313, derivada de las proteinas C4bp de pollo.

La invencién se refiere asimismo a una proteina de fusién que comprende una proteina transportadora de
superhélice modificada fusionada a un antigeno.

La invencion se refiere asimismo a un antigeno modificado que comprende un dominio de superhélice
modificado.

La invencion se refiere asimismo a una composicién inmunégena que comprende la proteina de fusion
modificada o un antigeno modificado, y ligandos de acido nucleico para TLR intracelulares.

La descripcion se refiere asimismo a un soporte que porta la proteina modificada de la invencién, formandose la
unién al soporte a través del péptido unido al dominio de superhélice. Puede utilizarse el soporte de heparina in
vitro o in vivo. Los procedimientos para utilizar heparina para mejorar la inmunogenicidad de las proteinas
cargadas positivamente son bien conocidos (47, y sus referencias).

La presente solicitud se refiere asimismo a un antigeno modificado o a una proteina de fusion modificada o una
composicion inmunogena tal como se ha descrito anteriormente para su uso como una vacuna, para inducir una
respuesta inmunitaria en un paciente.

Una proteina del tipo de superhélice modificada segun la presente solicitud, en la que el péptido cargado
positivamente esta unido al dominio de superhélice de la proteina modificada, presenta ventajas en comparacion
con la proteina correspondiente no modificada, y en particular:

- una mejor unién a las columnas de cromatografia cargadas negativamente tales como la columna de
intercambio de iones catidnicos SP FF y especialmente a columnas de heparina-sefarosa;

- una mejor unién a acidos nucleicos;

- en el caso de proteinas transportadoras y antigenos, una inmunogenicidad aumentada de los antigenos
que son estas proteinas del tipo de superhélice modificadas, o de los antigenos asociados con dichas
proteinas transportadoras modificadas.

Descripcion detallada de la invencién

Antes de describir la presente invencion en detalle, debe apreciarse que la presente invencién no esta limitada a
procedimientos ejemplificados de forma particular y que, por supuesto, puede variar. En particular, la presente
invencion se refiere a antigenos modificados que poseen dominios de superhélice, y no se limita a antigenos
especificos que contienen superhélices.

Las publicaciones mencionadas en la presente memoria se citan con el propédsito de describir y divulgar los
protocolos, reactivos y vectores de los que se informa en las publicaciones y que podrian utilizarse con respecto
a la invencion.
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Ademas, para la puesta en practica de la presente invencién se utilizan, a menos que se indique lo contrario,
técnicas convencionales de purificacion de proteinas y de biologia molecular dentro de los conocimientos de la
técnica. Dichas técnicas son bien conocidas por el experto en la materia, y se explican completamente en la
literatura. En las reivindicaciones siguientes y en la descripcion consecutiva de la invencion, excepto cuando el
contexto exija lo contrario debido al lenguaje expreso o la implicacion necesaria, la palabra "comprende",
"contiene”, "involucra" o "incluye" o variaciones tales como "comprende", "que comprende", "que contiene",
"involucrado”, "incluye”, "que incluye" se utilizan en un sentido inclusivo, es decir, para indicar la presencia de las
caracteristicas indicadas, pero no para excluir la presencia o la adicién de otras caracteristicas en diversas
formas de realizacién de la invencion.

Para una mejor comprension de la invencion se definen los términos y las expresiones siguientes:

Una "proteina del tipo de superhélice" asimismo denominada "proteina que contiene una superhélice" o "proteina
que tiene un dominio de superhélice" designa una proteina que comprende un motivo de superhélice, es decir,
por lo menos dos hebras alfa-helicoidales que se enrollan una alrededor de otra formando una superhélice. En la
literatura se ha informado de diversas proteinas que contienen dichas superhélices.

Segun la invencion, las proteinas del tipo de superhélice preferidas son antigenos y proteinas transportadoras.

Una "proteina transportadora" designa generalmente una proteina a la que se han conjugado o fusionado
antigenos y, por lo tanto, los antigenos resultan mas inmundgenos. En la presente memoria, la expresion se
utiliza especificamente con el significado de una proteina que porta un antigeno. La funcion de la proteina es
aumentar la inmunogenicidad de dicho antigeno al que se ha conjugado o fusionado. La fusién tiene la ventaja
de crear un producto homogéneo. Mas formalmente, la "conjugacion” puede describirse como genética: el ADN
que codifica la etiqueta proinmunégena o proteina transportadora se empalma con el ADN que codifica el
antigeno. Con los procedimientos tradicionales de conjugacién quimica no siempre es posible controlar con
precision en qué posiciones se une el antigeno a la proteina. De esta forma, esta subclase de proteinas
transportadoras asimismo se denomina "etiquetas proinmundégenas” o incluso "adyuvante" (16) o "adyuvante
genético".

Segun la invencion, una "proteina modificada" designa una proteina que tiene una secuencia modificada en
comparacion con la secuencia de tipo silvestre, con la adicién o sustitucion parcial de un péptido cargado
positivamente segun la invencion. La diferencia entre la proteina no modificada y la proteina modificada de la
invencion reside en el péptido cargado positivamente unido al dominio de superhélice, ya sea afiadido o de forma
parcialmente sustituida. El experto en la materia apreciara que la proteina modificada de la invencion es una
proteina recombinante, o una quimera que no se encuentra en la naturaleza. Las proteinas naturales que
comprenden un dominio de superhélice y un dominio peptidico cargado modificadas en otro sitio que no sea el
dominio peptidico cargado no son parte de la presente invencion.

La invencion se refiere a una proteina modificada que comprende:

(i) una proteina que tiene un dominio de superhélice y por lo menos un péptido cargado positivamente
directamente unido al dominio de superhélice, siendo dicha proteina modificada tal como se indica en la
SEC ID n° 42 (IMX313P) o enla SEC ID n°7 ( IMX313T) o

(ii) una proteina que tiene un dominio de superhélice trimérica directamente unido a un péptido de secuencia
SEC ID n° 37 (SPRRRRRRRRRS).

El dltimo aminoacido del péptido puede no ser un residuo de arginina ni de lisina cuando se desea proteger el
péptido contra la destruccion por exoproteasas tales como la carboxipeptidasa B.

Particularmente para superhélices triméricas, una fusién de dos péptidos cargados positivamente de secuencia
SPRRRRRRRRRS (SEC ID n° 37) se debe unir al dominio de la superhélice, tal como se ha definido
anteriormente en (ii). El péptido puede fusionarse a la superhélice en el extremo C-terminal o en el extremo N-
terminal. En un aspecto preferido de la invencion, el péptido se une a la superhélice en su extremo C-terminal.

En un aspecto de la invencion, la proteina modificada tiene funcién de proteina transportadora, en particular
actua como un vehiculo para antigenos.

En algunos aspectos de la invencion, la proteina modificada es la proteina de union a C4 transportadora derivado
de pollo denominada IMX313, que comprende una superhélice heptamérica, que se describe en la solicitud de
patente WO 2007/062819.

Una proteina modificada especifica preferida segun la invencion es la proteina IMX313 en la que el péptido
SPRRRRS (SEC ID n° 2) esta unido al dominio de superhélice de IMX313. Las secuencias de aminoacidos de
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IMX313, IMX313T e IMX313P se muestran a continuacion (el * representa el codon STOP (de detencion)):

IMX313 KKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKE* (SEC ID n° 6)
IMX313T KKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQSPRRRRS* (SEC ID n° 7)
IMX313P KKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVEGRRRRRS* (SEC ID n° 42).

En una forma de realizacién preferida, la proteina que tiene la funcién de una proteina transportadora es
IMX313P (SEC ID n°® 42). Una proteina que comprende la secuencia de IMX313P (SEC ID n° 42) asimismo es un
objeto de la presente invencion, sola o fusionada a uno o mas péptidos cargados positivamente y un antigeno u
otra proteina.

Asimismo se describe el dominio de superhélice de IMX313P (SEC ID n° 42) unido a un péptido de secuencia
SPRRRRRRRRRS (SEC ID n° 37).

En otro aspecto de la invencion, la proteina modificada no es una proteina transportadora, sino que es un
antigeno. Dicho antigeno oligomérico se selecciona en particular del grupo que consiste en:

- la proteina hemaglutinina HA de la gripe,

- la glucoproteina F del virus sincitial respiratorio,
- la glucoproteina gp41 del VIH-1,

- la glucoproteina gp41 del VIH-2,

- gp1,2 del virus del Ebola,

- NadA de Neisseria meningitidis,

- YadA de Yersinia enterocolitica,

- UspA2 de Moraxella catarrhalis,

- BadA de Bartonella henselae y

- HadA de Haemophilus influenza.

La invencion se refiere asimismo a una asociacion entre una proteina transportadora modificada y un antigeno.
Ya se ha demostrado que dicha asociacion de una proteina transportadora (IMX313) y un antigeno aumenta la
inmunogenicidad de dicho antigeno (véase la solicitud de patente WO 2007/062819). Con una proteina
transportadora modificada, el aumento de la inmunogenicidad es incluso mejor que con la proteina IMX313 no
modificada.

En particular, la proteina transportadora modificada asociada a un antigeno es IMX313P que tiene la secuencia
SEC ID n°® 42.

En una alternativa, los dos componentes asociados estan asociados de forma no covalente entre si. En una
alternativa preferida, los dos componentes asociados estan acoplados quimicamente, y se encuentran en forma
de una proteina de fusion. El experto en la materia sabe cémo conectar dos componentes peptidicos con el
objetivo de producir una proteina de fusion.

La invencion se refiere en particular a una proteina de fusidon que comprende una proteina transportadora con
una superhélice modificada y uno o mas antigenos.

En un aspecto preferido de la invencién, uno de los antigenos siguientes se fusiona a la proteina modificada
IMX313T o IMX313P:

i) la proteina Proteina A de Staphylococcus aureus, mutada tal como se describe (27, 44), o la proteina
hemolisina alfa de Staphylococcus aureus, o la proteina CIfB de Staphylococcus aureus o la proteina
sortasa A de Staphylococcus aureus;

ii) 85A, una proteina secretada por Mycobacterium tuberculosis (28);

i) el autoantigeno GnRH;

iv) el antigeno de Cryptosporidium Cp15;

v) la nucleoproteina de la gripe.

Una proteina de fusion especifica segun la invencion es la proteina IMX313P (SEC ID n° 42) en la que el péptido
GRRRRRS (SEC ID n° 36) esta unido al dominio de superhélice de IMX313, y la proteina modificada se fusiona

con la proteina Proteina A de Staphylococcus aureus.

Otra proteina de fusion especifica segun la invencion es la proteina IMX313P (SEC ID n° 42) en la que el péptido
GRRRRRS (SEC ID n° 36) esta unido al dominio de superhélice de IMX313, y la proteina modificada se fusiona

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2719256 T3

con la proteina 85A.

Una proteina modificada especifica preferida segun la invencion es la proteina IMX313 (SEC ID n° 6) en la que el
péptido SPRRRRS (SEC ID n° 2) esta unido al dominio de superhélice de IMX313, y la proteina modificada se
fusiona con la proteina Proteina A de Staphylococcus aureus.

Otra proteina modificada especifica preferida segun la invencion es la proteina IMX313 (SEC ID n° 6) en la que
el péptido SPRRRRS (SEC ID n° 2) esta unido al dominio de superhélice de IMX313, y la proteina modificada se
fusiona con la proteina 85A.

Tal como se muestra en los ejemplos, se utilizaron estos dos antigenos modelo para demostrar que la
modificacion de las superhélices mejoré su inmunogenicidad. Las respuestas tanto de células B como de células
T se mejoraron. Ademas, las superhélices modificadas fueron mas inmundgenas cuando se administraron como
proteinas o como acidos nucleicos.

La invencién se refiere asimismo a una composiciéon inmundgena que comprende una proteina del tipo de
superhélice modificada tal como se ha descrito anteriormente, o una proteina de fusion tal como se ha descrito
anteriormente, y ligandos de acidos nucleicos para TLR intracelulares. Estos ligandos de acidos nucleicos para
TLR se complejan preferentemente con una proteina transportadora modificada. Ventajosamente, los ligandos de
acidos nucleicos estan unidos a la proteina modificada, aunque la proteina transportadora no modificada
correspondiente no pudo unirse significativamente a estos ligandos de acidos nucleicos para TLR.

La invencién se refiere asimismo a una composicion inmundgena que comprende una proteina del tipo de
superhélice modificada tal como se ha descrito anteriormente, o una proteina de fusion tal como se ha descrito
anteriormente, y heparina. La heparina esta complejada preferentemente con una proteina transportadora
modificada. Ventajosamente, la heparina esta unida a la proteina modificada, aunque la proteina transportadora
no modificada correspondiente no pudo unirse significativamente a la heparina. La descripciéon se refiere
asimismo a un soporte sélido que porta una proteina modificada, estando unida dicha proteina al soporte con el
péptido. De hecho, la abundancia de cargas en el péptido es suficiente para unir fuertemente la proteina
modificada a la superficie.

La divulgacion se refiere asimismo a un procedimiento para aumentar la capacidad de unién a un soporte de una
proteina que comprende un dominio de superhélice, que comprende la unién de por lo menos un péptido
ZXBBBBZ al dominio de superhélice, en el que:

- Z es cualquier aminoacido, o esta ausente,
- X es cualquier aminoacido;
- B esuna arginina (R) o una lisina (K).

En particular, el soporte es una columna de cromatografia. Todas las proteinas de superhélices modificadas
solubles pueden unirse a dichas columnas, utilizando el péptido cargado positivamente como una etiqueta de
afinidad. El operador puede modificar el nimero de residuos de arginina en el péptido de secuencia general
ZXBBBBZ para fortalecer o atenuar la union. Alternativamente, el operador puede modificar el nimero de
péptidos de la secuencia general ZXBBBBZ para fortalecer la unién. Cuanto menor sea el nimero de cadenas de
proteina en el oligdmero, mayor sera el nimero de argininas en el péptido o péptidos que deberan utilizarse. Asi,
por ejemplo, con una superhélice trimérica, deberan usarse preferentemente nueve o mas argininas por cadena
para asegurar una purificacion similar en heparina-sefarosa.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento para aumentar la inmunogenicidad de una proteina
transportadora o de un antigeno que comprende un dominio de superhélice, que comprende la unién de por lo
menos un péptido cargado positivamente directamente al dominio de superhélice de dicha proteina para obtener
una proteina modificada tal como se establece en la SEC ID n° 42 (IMX313P) o en la SEC ID n° 7 (IMX313T) o la
union directa de la secuencia SEC ID n° 37 (SPRRRRRRRRRS) en la que la proteina tiene un dominio de
superhélice trimérica.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento para aumentar la inmunogenicidad de un antigeno que
comprende:

- preparar una proteina transportadora modificada tal como se ha descrito anteriormente; y

- asociar dicho antigeno a dicha proteina transportadora modificada y a ligandos de acidos nucleicos para
TLR intracelulares o heparina.

La invencion se refiere en particular a un procedimiento para aumentar la inmunogenicidad Th1 de un antigeno,
caracterizado por proporciones muy altas de IgG2a con respecto a IgG1, tal como se ejemplifica a continuacion,
que comprende:
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- preparar una proteina transportadora modificada tal como se ha descrito anteriormente; y

- asociar dicho antigeno a dicha proteina transportadora modificada y a ligandos de acidos nucleicos para
TLR intracelulares o heparina.

La invencion se refiere asimismo a un antigeno modificado segun la invencion, o a una proteina de fusion segun
la invencion, para su uso como vacuna.

La presente invencion se refiere asimismo a una proteina de fusioén tal como se ha definido anteriormente para
su uso en el tratamiento y la prevencién de infecciones estafilocécicas, o para su uso en el tratamiento y la
prevencion de la gripe.

La invencion se refiere asimismo a moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas modificadas y
proteinas de fusion, tal como se ha descrito anteriormente.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicién de vacuna que comprende por lo menos una
molécula de acido nucleico tal como se ha descrito anteriormente. Las composiciones de vacunas que
comprenden moléculas de acidos nucleicos son bien conocidas por el experto en la materia, y se describen en
particular en la solicitud de patente W02008/122817.

Dichos acidos nucleicos pueden utilizarse como tales o pueden administrarse en vectores viricos que asimismo
se describen en la solicitud de patente W02008/122817. Algunos vectores viricos se han modificado para
producir acidos nucleicos que posteriormente podrian unirse a los antigenos modificados que estan codificados
en vectores viricos. La modificacion de los vectores viricos para producir acidos nucleicos se describe en el
documento WO 2007/100908.

La presente divulgacion se refiere asimismo a un procedimiento para purificar proteinas del tipo de superhélice
modificadas, tal como se han descrito anteriormente, que comprende las etapas sucesivas siguientes:

- cargar una columna de cromatografia de heparina-sefarosa con la proteina modificada,
-y eluir dicha proteina con una concentracion de sal superior a 500 mM.
Descripcion de los dibujos

Figura 1. Cromatograma de IMX313T purificado en una columna Hi Trap heparin HP. Una columna de
heparina-sefarosa separa claramente los contaminantes (picos A y B) de la proteina IMX313T en su mayor
parte pura (pico C). La linea de puntos muestra el gradiente de sal utilizado para eluir la proteina modificada.

Figura 2. Ligandos de TLR 9 y la proteina IMX497 (PAm-IMX313T) - Electroforesis en gel de agarosa (0.8%
en tampon TAE). La posicion en el gel al que migra el oligonucleétido es observable bajo luz ultravioleta
cuando el gel se tifie con bromuro de etidio.

Figura 3. Ligandos de TLR7 y TLR3 y la proteina IMX497 (PAm-IMX313T) - Electroforesis en gel de agarosa
(0.8% en tampon TAE).

Figura 4. Ligandos de TLR7 y las proteinas IMX495 (PAm), IMX494 (PAm-IMX313) e IMX497 (PAm-
IMX313T) - Electroforesis en gel de agarosa (0.8% en tampdn TAE).

Figura 5. Grupos de ratones BALB/C hembra (n = 5) se inmunizaron por via subcutanea dos veces, en un
intervalo de catorce dias, con PAm, PAm-IMX313, PAmM-IMX313T o PAm formulados en primer lugar en CFA
y después en IFA. Veintiocho dias después de la primera inmunizacién, se determinaron los titulos de 1gG
especificos de PAm en sueros usando un ELISA en el que las placas se recubrieron con PAm. Los resultados
se expresan como la DO de muestras medidas a 405 nm + SEM. Las diferencias significativas entre las
medias de diferentes grupos se determinaron mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de
comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se considerd estadisticamente significativo y esta
representado por diferentes *, mientras que *** representa p < 0.001 y ** representa p < 0.01.

Figura 6. Niveles de expresion de IFN-y en poblaciones de células T totales. Respuestas inmunitarias
mediadas por célula especificas de 85A en ratones inmunizados por via intramuscular. Grupos de ratones
BALB/c hembra (n = 5) se inmunizaron dos veces, con un intervalo de 14 dias, con plasmidos que expresan:
85A, 85A-IR14, 85A-TL18, 85A-IMX313 o 85A-IMX313T. Dos semanas después de la Ultima inmunizacion,
los ratones se sacrificaron y se purificaron las células T del bazo. Las células se cocultivaron con proteina
85A recombinante. Las diferencias significativas entre las medias de diferentes grupos se determinaron
mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se
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consider6 estadisticamente significativo. Las respuestas de IFN-y en sobrenadantes del cocultivo se
expresan como células que secretan IFN-y/millén de células.

Figura 7. Niveles de expresion de IFN-y en poblaciones de células T CD8+. Respuestas inmunitarias
mediadas por célula especificas de 85A en ratones inmunizados por via intramuscular. Grupos de ratones
BALB/c hembra (n = 5) se inmunizaron dos veces, con un intervalo de 14 dias, con plasmidos que expresan:
85A, 85A-IR14, 85A-TL18, 85A-IMX313 o 85A-IMX313T. Dos semanas después de la Ultima inmunizacion,
los ratones se sacrificaron y se purificaron células T CD8+ del bazo. Las células se cocultivaron con el
péptido 85A p11. Las diferencias significativas entre las medias de los diferentes grupos se determinaron
mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de comparacién multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se
consider6 estadisticamente significativo. Las respuestas de IFN-y en sobrenadantes del cocultivo se
expresaron como células que secretan IFN-y/millén de células.

Figura 8. Niveles de expresion de IFN-y en poblaciones de células T CD4+. Respuestas inmunitarias
mediadas por células especificas de 85A en ratones inmunizados por via intramuscular. Grupos de ratones
BALB/c hembra (n = 5) se inmunizaron dos veces, con un intervalo de 14 dias, con plasmidos que expresan:
85A, 85A-IR14, 85A-TL18, 85A-IMX313 o 85A-IMX313T. Dos semanas después de la Ultima inmunizacion,
los ratones se sacrificaron y se purificaron células T CD8+ del bazo. Las células se cocultivaron con el
péptido 85A p15. Las diferencias significativas entre las medias de diferentes grupos se determinaron
mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de comparacién multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se
consider6 estadisticamente significativo. Las respuestas de IFN-y en sobrenadantes del cocultivo se
expresaron como células que secretan IFN-y/millén de células.

Figura 9. Grupos de ratones BALB/C hembras (n = 5) se inmunizaron por via intramuscular dos veces, con 14
dias de diferencia, con el plasmido 85A-IMX313, el plasmido 85A-IMX313T y las secuencias mas cortas
85AIR14 y 85A-TL18. Veintiocho dias después de la primera inmunizacién, se determinaron los niveles de
IgG especificos de 85A en sueros utilizando un ELISA especifico de 85A. Los resultados se expresan como la
DO de muestras medidas a 405 nm + SEM. Las diferencias significativas entre las medias de diferentes
grupos se determinaron mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de comparacion multiple de Tukey.
Un valor de p < 0.05 se considerd estadisticamente significativo. NS significa no significativo; los valores de
significacion se muestran con asteriscos: *** (p <0.001), ** (p <0.01), * (p <0.05)

Figura 10: Mapa del plasmido parental pcDNA3-NP: este plasmido y sus derivados, construidos tal como se
describe en los ejemplos, se utilizaron para la vacunacién con ADN.

Figura 11: Comparacion de células T totales que secretan IFN-y en respuesta a la inmunizacién con un
plasmidos que codifican NP, en NP fusionada a IMX313.

Figura 12: Comparacion de células T CD8 y CD4 que secretan IFN-y en respuesta a la inmunizacién con un
plasmido que codifica NP o un plasmido que codifica NP fusionada a IMX313.

Figura 13: Comparacion de respuestas de anticuerpos IgG a NP recombinante inducidas por plasmidos de
ADN que codifican NP o NP fusionada a IMX313

Figura 14: Comparacion de respuestas de subclases de anticuerpos IgG a NP recombinante inducidas por
plasmidos de ADN que codifican NP o NP fusionada a IMX313.

Figura 15: Comparacion de respuestas de células T totales a plasmidos que codifican NP, NP monomérica
(NP-M), NP monomérica fusionada a IMX313 (NP-M-IMX313) y NP monomeérica fusionada a IMX313T (NP-
M-IMX313T).

Figura 16: Comparacion de respuestas de células T CD8+ y CD4+ a plasmidos que codifican NP, NP
monomérica (NP-M), NP monomérica fusionada a IMX313 (NP-M-IMX313) y NP monomérica fusionada a
IMX313T (NP-M-IMX313T).

Figura 17: Comparacion de respuestas de anticuerpos IgG, medidas por ELISA utilizando NP recombinante, a
plasmidos que codifican NP, NP monomeérica (NP-M), NP monomeérica fusionada a IMX313 y NP monomérica
fusionada a IMX313T.

Figura 18: Comparacion de respuestas de subclases de anticuerpos IgG, medidas utilizando NP
recombinante, a plasmidos que codifican NP, NP monomérica (NP-M), NP monomérica fusionada a IMX313 y
NP monomérica fusionada a IMX313T.

Figura 19: Influencia de la secrecion, por el péptido sefial tPA, de las diversas proteinas de fusién NP. Las
células T totales se midieron mediante ELISpot de IFNy comparando NP, NP secretada (tPA-NP), NP
monomérica secretada (tPA-NP-M), NP secretada fusionada a IMX313 (tPA-NP-IMX313), NP monomérica
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secretada fusionada a IMX313 y NP monomérica secretada fusionada a IMX313T (tPA-NP-M-IMX313T).

Figura 20: Influencia de la secrecion, por el péptido sefial tPA, sobre las respuestas de CD8+ y CD4+ a
diversas proteinas de fusion NP, medidas por ELISpot de IFNy comparando: NP, NP secretada (tPA-NP), NP
monomérica secretada (tPA-NP-M), NP secretada fusionada a IMX313 (tPA-NP-IMX313), NP monomérica
secretada fusionada a IMX313 y NP monomérica secretada fusionada a IMX313T (tPA-NP-M-IMX313T).

Figura 21: Influencia de la secrecion, por el péptido sefal tPA, de las respuestas de IgG a diversas proteinas
de fusion NP, medidas por ELISA comparando: NP, NP secretada (tPA-NP), NP monomérica secretada (tPA-
NP-M), NP secretada fusionada a IMX313 (tPA-NP-IMX313), NP monomérica secretada fusionada a IMX313
y NP monomérica secretada fusionada a IMX313T (tPA-NP-M-IMX313T).

Figura 22: Influencia de la secrecion, por el péptido sefial de tPA, sobre las respuestas de subclases de IgG a
diversas proteinas de fusiéon NP, medidas por ELISA comparando: NP, NP secretada (tPA-NP), NP
monomérica secretada (tPA-NP-M), NP secretada fusionada a IMX313 (tPA-NP-IMX313), NP monomérica
secretada fusionada a IMX313 y NP monomérica secretada fusionada a IMX313T (tPA-NP-M-IMX313T).

Figura 23: Esta figura muestra que la proteina IMX743 se une fuertemente a un oligonucleétido de ADN
ODN1826, mientras que el IMX744 se une solo débilmente al mismo oligonucleétido. La electroforesis en gel
de agarosa se llevo a cabo en el 0.8% en tampdn TAE. La posicién en el gel al que migra el oligonucleétido
es observable bajo luz ultravioleta cuando el gel se tifie con bromuro de etidio. Se prepararon diferentes
combinaciones del ligando de TLR9 ODN1826 y las proteinas IMX744 e IMX743, tal como se describe en la
tabla sobre el gel, y se analizd la formacion del complejo mediante electroforesis en gel de agarosa. La
formacion del complejo fue claramente detectable porque los complejos migraron mucho mas lentamente que
el ligando sin complejar. A medida que disminuia la concentracion de la proteina, los complejos observados
se hacian mas difusos y se hacia visible una banda de ligando de TLR no unido. El gel muestra que el
cambio de gel es reproducible con IMX743 (comparense los carriles 6 y 12), pero que IMX744 (carriles 3-5)
produce un cambio que es casi imperceptible en el gel.

Ejemplos
1. Produccion de las proteinas IMX313, IMX313T e IMX313P

Se produjo IMX313 mediante clonacion de este dominio de oligomerizacion en un vector de expresion basado en
T7 utilizando procedimientos estandar. El producto de PCR contenia un sitio Ndel en el extremo N-terminal y un
sitio Hindlll que se superponia al segundo coddn de detencion. La secuencia de nucleodtidos es:

SEC ID n° 8:

CATATGTCAAAGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGA
TTGCCACGTGCCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACT
GAAGGTGGAATTGCAAGGACTGAGCAAGGAGTAATAAGCTT

Este gen codifica la secuencia proteica siguiente (SEC ID n° 9):
MSKKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKE**

Los asteriscos representan codones de detencion. La serina de la segunda posicién permitid la eliminacion
completa de la metionina inicial, determinada mediante espectrometria de masas.

Se expreso IMX313 en la cepa de Escherichia coli C43 (DE3). Las células transformadas se cultivaron en medio
Terrific Broth a 37°C hasta una DO600 de aproximadamente 0.6, luego se indujo la expresion con IPTG a una
concentracion de 1 mM vy el cultivo se cultivdé durante la noche a 37°C. Las bacterias recogidas se lisaron por
sonicacién en un tampon que contenia fosfato sédico 50 mM, pH 7.4, y se centrifugaron a 18,000 rpm durante 30
minutos a 4°C. La proteina IMX313 se encontraba en la fraccion soluble.

Se genero IMX313T reemplazando los ultimos cinco aminoacidos C-terminales (GLSKE) de IMX313 por el
péptido cargado positivamente (SPRRRRS) de la forma siguiente: se cred un sitio de restriccion de Pstl
(CTGCAG: que codifica los aminoacidos leucina y glutamina) mediante mutagénesis dirigida al sitio
inmediatamente anterior a los aminoacidos que se van a sustituir (GLSKE). Esto permite la sustitucion de los
Ultimos cinco aminoacidos de IMX313 por cualquiera de los aminoacidos codificados por dos oligonucleétidos
complementarios que pueden hibridarse y ligarse al sitio Pstl y al sitio Hind Ill justo cadena abajo de los codones
de detencion.

Los siguientes oligonucledétidos fosforilados reemplazaron la secuencia que codifica LQGLSKE** (SEC ID n° 10)
por LQSPRRRRS** (SEC ID n° 11, en la que * representa un codon de detencion), cuando se hibrida y se clona
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entre los sitios Pstl y Hindlll:

SEC ID n°12: 5 GTCTCCGCGTCGCCGTCGCTCCTMTA 3'y
SEC ID n° 13: 5 AGCTTATTAGGAGCGACGGCGACGCGGAGACTGCA 3.

La secuencia de nucleétidos que codifica IMX313T es la siguiente (SEC ID n° 14):

atgtcaaagaagcaaggtgatgctgatgtgtgcggagaggttgcttatattcagagcgtcgtctccgattgccacgtgcctacagcggaactgcgtactetge
tggaaatacgaaaactcttcctggagattcaaaaactgaaggtggaactgcagtctccgegtcgecgtegcetectaataa

IMX313T asimismo se expreso en la cepa de Escherichia coli C43 (DE3). Las células transformadas se cultivaron
en medio Terrific Broth a 37°C hasta una DO600 de aproximadamente 0.6, después se indujo la expresion
mediante la adicion de IPTG a una concentracion 1 mM vy el cultivo se cultivd durante la noche a 37°C. Las
bacterias se lisaron por sonicacion en un tampén que contenia fosfato sédico 50 mM, pH 7.4, y se centrifugaron
a 18,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. La proteina IMX313T asimismo se encontraba en la fraccion soluble. Se
construyé IMX313P mediante la mutacion del plasmido que expresa IMX313T con los oligonucleotidos: IMX205:
5' GGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAAGGTCGCCGTCGCCGTCGCTCC 3' (SEC ID n° 43) e IMX139: 5'
GGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC 3' (SEC ID n° 44).

El producto de PCR se inserté mediante el procedimiento de Geiser (29) en un vector T7 que expresa la proteina
IMX313T.

La secuencia de nucledtidos que codifica IMX313P es la siguiente (SEC ID n° 45):

ATGTCAAAGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTG
CCACGTGCCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACTGAA
GGTGGAAGGTCGCCGTCGCCGTCGCTCCTAA

La proteina IMX313P se produjo purificada de la misma forma que la proteina IMX313T, excepto que el tampdn
de lisis asimismo contenia NaCl 1 M. El lisado bacteriano clarificado se calenté a 80°C durante 20 minutos y se
clarific6 nuevamente mediante centrifugacion a 18,000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

2. IMX313P e IMX313T, al igual que IMX313, son heptaméricas

La proteina IMX313T se purificé en una columna Hi Trap SP FF de 5 ml equilibrada con fosfato de sodio 50 mM,
pH 7.4. La proteina se eluyé en un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Las fracciones que contenian la proteina
IMX313T se agruparon, se dializaron frente a 1 x PBS y se aplicaron a una columna Hi Load 26/60 Superdex 75
pg que se equilibré con 1 x PBS. El volumen de elucion para IMX313T (Ve 170 ml) fue muy similar al de IMX313
(Ve 162 ml).

La proteina IMX313P se purificé en una columna de heparina sefarosa. La proteina se dializé en primer lugar
frente a una solucién de Tris-HCI pH 8.0 y NaCl 150 mM, antes de cargarla en la columna. Después se desarrolld
la columna con Tris-HCI pH 8.0 y NaCl 2 M. Las fracciones de la proteina IMX313P eluidas se agruparon, se
dializaron frente a PBS que contenia NaCl 500 mM y se aplicaron a una columna Hi Load 26/60 Superdex 75 pg
que se equilibré con 1 x PBS que contenia NaCl 500 mM. El volumen de elucién era indistinguible del de
IMX313T.

Para demostrar la formacion de heptamero en geles de SDS-PAGE, las proteinas IMX313T e IMX313P
purificadas se analizaron en condiciones nativas, desnaturalizantes y reductoras. En ausencia de agente
reductor, IMX313T e IMX313P se oligomerizaron, al igual que IMX313, y todas migraron con un peso molecular
mucho mas elevado que sus monémeros.

3. La fusion de un péptido corto cargado positivamente con IMX313 facilita la purificaciéon de proteinas

La proteina IMX313T purificada como anteriormente se cargd posteriormente en una columna HiTrap Heparin HP
de 5 ml en un tampodn que consistia en Tris-HCI 10 mM y NaCl 150 mM, pH 7.5. La elucién de proteinas unidas
se llevd a cabo con un gradiente de sal: 15 volumenes de columna de NaCl 2 M en el mismo tampoén. La proteina
IMX313T cargada positivamente se uni6 a la columna de heparina y se eluy6 con NaCl aproximadamente 1 M.
En una ejecucion de columna separada, se demostroé que IMX313 no se unia a la columna de heparina-sefarosa,
sino que se encontraba, por el contrario, en el flujo a través de la fraccion.

La heparina sefarosa es una columna de cromatografia de afinidad. Se utiliza ampliamente para purificar
proteinas séricas, incluidos factores de coagulacion, lipasas, lipoproteinas y receptores hormonales, y asimismo
se ha utilizado con éxito para purificar factores de crecimiento. La estructura polianiénica de la heparina, que
sirve como un analogo del ADN y el ARN, ha permitido la purificacion de muchos tipos de proteinas que
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interactuan con el ADN o el ARN, incluidas polimerasas, ligasas, quinasas y proteinas ribosémicas. en la
presente memoria mostramos que la modificacion de superhélices mediante la fusién de un péptido cargado
positivamente (tal como una cola de poliarginina), confiere la capacidad util de unirse a la columna de heparina
sefarosa cargada negativamente, lo que simplifica enormemente la purificacion.

Esto fue inesperado, porque cuando Stempfer et al. (19,20) utilizaron seis residuos de arginina fusionados a una
enzima para inmovilizar la enzima en heparina-sefarosa, la enzima pudo eluirse de la columna con NaCl que era
solo 0.35 M. A esta concentracién de sal, otras proteinas de los extractos celulares asimismo se eluiran tal como
se muestra en el ejemplo 4, y existe una ventaja significativa al poder eluir la gran mayoria de las proteinas que
se unen a la columna con concentraciones de sal inferiores a NaCl 500 mM, y después eluir la proteina de fusién
de superhélice modificada con concentraciones incluso mayores de sal en una forma sustancialmente pura. Esto
permite realizar un gradiente de etapas o purificaciones por lotes. Por lo tanto, las columnas de heparina-
sefarosa se pueden utilizar como columnas de afinidad para proteinas fusionadas a IMX313T, y otras
superhélices modificadas de la forma descrita en la presente memoria.

En comparacion con columnas de intercambio catidnico tales como Hi Trap SP FF, las columnas de heparina-
sefarosa son mas Utiles porque son mas especificas para superhélices modificadas. En nuestro estudio, la
proteina IMX313T que se eluyé de la columna de intercambio catiénico (Hi Trap SP FF; pH 7.4) no era
totalmente pura. Cuando esta proteina purificada por SP FF y S75 se cargé en una columna de heparina-
sefarosa (HiTrap Heparin HP), se eliminaron los trazas de contaminantes en el flujo y la proteina IMX313T se
eluy6 con una pureza > 98% que muestra que la columna de heparina es mas especifica que SP FF para la
superhélice modificada mediante la adicion del péptido SPRRRRS, aunque la proteina se eluyera de ambas
columnas a concentraciones similares de NaCl.

4. La heparina sefarosa actiia como una columna de afinidad para superhélices modificadas

Se produjo IMX313 tal como se ha descrito en el ejemplo 1. La fraccion soluble se obtuvo después de la
sonicacion del lisado bacteriano en un tampén que contenia Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5 y
centrifugacion a 18,000 rpm durante 30 minutos a 4°C en un rotor Sorvall SS34.

El sobrenadante que contenia la proteina de fusion se cargd en una columna Hi Trap heparin HP equilibrada con
Tris-HCI 10 mM y NaCl 150 mM, pH 7.5. La elucion se llevé a cabo con un gradiente de sal: NaCl 2 M en el
mismo tampodn. Casi todos los contaminantes se eliminaron en el flujo a través, o con baja concentracion de sal;
y la proteina IMX313T se eluy6 posteriormente con NaCl aproximadamente 1 M con una pureza muy alta
(aproximadamente el 95%) en una uUnica etapa cromatografica. La purificacién adicional por filtracion en gel
produce una proteina esencialmente pura. Los resultados se presentan en la figura 1.

5. Otros péptidos cortos cargados positivamente fusionados a IMX313
Se realizaron otras tres modificaciones de IMX313T para comparar diferentes enlazadores (glicina frente a serina
y prolina) o para comparar arginina con lisina. El plasmido que expresa IMX313T se mutdé mediante amplificacion

con los oligonucledtidos:

IMX206: 5 GGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAAGGTCGCCGTCGCCGTTAATAAGCTTGATCCGGC 3
(SEC ID n° 46) o

IMX207: 5' CTGAAGGTGGAATCTCCGaaaaagaaaaagTAATAAGCTTGATCCGGCTG 3' (SEC IDn°47) o

IMX208: GGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAAGGTAAAAAGAAAAAGTAATAAGCTTGATCCGGC 3' (SEC
IDn°48)y

IMX139 5 'GGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC 3' (SEC ID n° 49)

y el producto de PCR se inserté mediante el procedimiento de Geiser (29) en un vector T7 que expresa la
proteina IMX313T.

Los plasmidos resultantes, denominados pIMX427, pIMX428 y pIMX429 codifican las proteinas:
IMX427: MSKKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVEGRRRR* (SEC ID n° 50)
IMX428: MSKKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVESPKKKK* (SEC ID n° 51)
IMX429: MSKKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVEGKKKK* (SEC ID n° 52)

Estos se purificaron como IMX313P y después se examiné su comportamiento en una columna de 5 ml de
heparina-sefarosa en comparacion con IMX313T e IMX313P.

| | Ve(ml) | NaCl(mM) | C-terminal | pl |
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IMX428 34.4 786 SPKKKK 8.88
IMX429 37.38 817 GKKKK 8.88
IMX313T 41.18 901 SPRRRRS | 9.18
IMX427 44.24 968 GRRRR 9.02
IMX313P 48.38 1058 GRRRRRS | 9.41

Las condiciones fueron las siguientes: Tampodn cargado Tris 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM. Después se llevo a
cabo una elucién en gradiente utilizando un segundo tampdn. El segundo tampén fue Tris 20 mM, pH 7.5, y NaCl
2 M.

Estos resultados pueden compararse con los experimentos de Fromm y sus colegas (47), que mostraron que un
péptido de siete argininas se eluyd a partir de heparina sefarosa a una concentracion de NaCl 820 mM, y un
péptido de siete lisinas se eluyé a una concentracion 640 mM de NaCl. Claramente, la fusion de péptidos
cargados positivamente a una superhélice mejora su union a la heparina.

6. Produccion y purificacion del antigeno PAm y de las proteinas de fusion PAm-IMX313 y PAm-IMX313T.

Para producir el antigeno PAm fusionado a IMX313, la proteina A del marco de lectura abierto de
Staphylococcus aureus se amplificdé a partir del plasmido pEZZ18 (Amersham Pharmacia) utilizando los
oligonucledtidos:

SEC ID n® 15 - IMX1078: 5' CTTTAAGAAGGAGATATACATATGgctgatgcgcaacaaaataac 3 'y
SEC ID n°® 16 - IMX1079: 5' CCGCACACatcagcatcaccttgcttttttggtgcttgagcatcatttagc 3'

y el producto de PCR de ~233 pb (pares de bases) se inserté mediante el procedimiento de Geiser (29) en un
vector T7 que expresa la proteina IMX313. El marco de lectura de la proteina A se muté después utilizando los
oligonucledtidos:

SEC ID n® 17 - IMX1080: 5' cttcaacaaagaAAaaAaGunaUNAcgccttctatg 3'y
SEC ID n°® 18 - IMX1081: 5' gcgctttggcttggagccgcttttaagettigg 3'

para introducir las mutaciones descritas por Kim et al. (27), creando el vector de expresion pIMX494, que tiene el
siguiente casete de expresion (SEC ID n° 19):

atggctgatgcgcaacaaaataacttcaacaaaggaaaaaagaacgccttctatgaaatc
ttgaatatgcctaacttaaacgaagaacaacgcaatggtttcatccaaagcttaaaageg
gctccaagecaaagegctaaccttttagcagaagctaaaaagctaaatgatgetcaagea
ccaaaaaagcaaggtgatgctgatgtgtgcggagaggttgettatattcagagegtegte
tccgattgecacgtgectacageggaactgegtactctgctggaaatacgaaaactctte

ctggagattcaaaaactgaaggtggaattgcaataataa
Este codifica la proteina siguiente (SEC ID n° 20):

MADAQQNNFNKGKKNAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKAAPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKKQGDADVCGEVAY
IQSVVSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQ**

Debe apreciarse que esta version de IMX313 carece de los ultimos cinco aminoacidos (GLSKE) encontrados en
la version de cincuenta y cinco aminoacidos para facilitar la interpretacion de las inmunizaciones planificadas. La
proteina de fusion IMX494 (PAm-IMX313) se expresd en la cepa C43 (DE3) en induccion con IPTG. El
sedimento celular se lis6 por sonicacion en Tris-HCI 20 mM, pH 7, y se centrifugdé a 18,000 rpm durante quince
minutos a 4°C. La proteina de fusiéon se encontré en el sedimento que después se sonicé en un tampon
compuesto de Tris-HCI 50 mM, urea 3 M, pH 7.4, y se centrifugé nuevamente a 18 000 rpm. Esta vez, la proteina
de fusion se encontraba en el sobrenadante, que se cargd en una columna Hi Trap Q FF de 5 ml y la columna se
desarrollé con un gradiente de NaCl 1 M.

Las fracciones que contenian la proteina IMX494 se dializaron agrupadas frente a PBS y se purificaron
adicionalmente mediante filtracion en gel en una columna Hi Load 26/60 Superdex 75.

Para producir el antigeno PAm no fusionado a la proteina transportadora, la secuencia codificante de IMX313 se
eliminé del vector pIMX494 utilizando los oligonucleodtidos:

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2719256 T3

SEC ID n° 21 - IMX1279 5' gcagccggatcaagcttattattttggtgcttgagcatc 3' y SEC ID n° 22 - T7 directo: 5'
TAATACGACTCACTATAGGG 3'. El producto de PCR se insert6 (27) en el vector parental creando el
plasmido pIMX495.

Se indujo un cultivo de 500 ml de pIMX495 en la cepa C43 (DE3) con IPTG 1 mM y se cultivé durante la noche.
Las bacterias recogidas se lisaron por sonicacion en el tampon: fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4, y se
centrifugaron a 18,000 rpm durante 15 minutos a 4°C en un rotor Sorvall SS34. La proteina IMX495 (PAm sin su
metionina N-terminal) se encontr6é en el sobrenadante y se purifico calentando el sobrenadante a 76°C durante
quince minutos, operacion seguida de una segunda centrifugacion a 18k durante 15 minutos. De nuevo, se
encontré IMX495 en el sobrenadante, que se dializé frente a un tampén de MES 50 mM, pH 6. El sobrenadante
se cargd en una columna Hi Trap SP FF de 5 ml y se eluyé con un gradiente de NaCl. Finalmente, la proteina
IMX495 se refind mediante filtracion en gel en PBS en una columna Hi prep 26/60 sephacryl S-100 HR.

Para producir el vector pIMX497 que codifica la proteina de fusion PAM-IMX313T, el vector pIMX494 se modificd
mediante mutacion de forma sinénima de la secuencia que codifica los dos ultimos aminoacidos leucina y
glutamina de TTGCAA a CTGCAG, y luego se clon6 entre el sitio Pst | recién creado y el sitio Hind Il
superponiendo al segundo coddn de detencion los oligonucledtidos;

SEC ID n° 23- 5 GTCTCCGCGTCGCCGTCGCTCCTAATA3'y
SEC ID n°® 24- 5 AGCTTATTAGGAGCGACGGCGACGCGGAGACTGCA 3'

cambiando el extremo C-terminal de IMX313 de LQ** a LQSPRRRRS** (SEC ID n° 11).

La proteina IMX497 codificada se expresd luego en la cepa C43 (DE3) y se purificd lisando el sedimento
bacteriano en fosfato sdédico 50 mM, pH 7.4, y centrifugando a 18k rpm. La proteina de fusion se encontro en el
sedimento y se resuspendié por sonicacion en fosfato de sodio 50 mM, urea 8 M, pH 7.4. Después de una
centrifugacion adicional, el sobrenadante se dializé frente a fosfato de sodio 50 mM a pH 7.4 y el dializado se
centrifugd. El sobrenadante se calentd a 75°C durante quince minutos y después se centrifugé de nuevo. El
sobrenadante se purificé en una columna Hi Trap SP FF desarrollada con un gradiente de NaCl a 2 M, y las
fracciones que contenian la proteina de fusion IMX497 se agruparon, se dializaron frente a PBS y se pulieron por
filtracién en gel en una columna Hi Load 26/60 Superdex 75.

7. Unién de ligandos de TLR intracelulares

Para determinar si estas proteinas podrian unirse a ligandos de TLR intracelulares, se llevaron a cabo ensayos
de cambio de movilidad electroforética (EMSA).

Se prepararon diferentes combinaciones de ligandos de TLR intracelulares y la proteina IMX497 (PAm-
IMX313T), y se analizé la formacion de complejos mediante electroforesis en gel de agarosa.

Los ligandos de TLR utilizados fueron los siguientes:

Para TLR3: poli I:C que es un duplex de un polinucleétido de acido polinosinico hibridado a acido policitidilico,
un analogo de ARN bicatenario. La longitud de la cadena era de veinte nucleétidos para cada hebra.

Para TLRY: un oligonucledtido, denominado ssRNA40, con la secuencia 5
GsCsCsCsGsUsCsUsGsUsUsGsUsGsUsGsAsCsUsC 3' en la que "s" representa un enlace fosfotioato (SEC
ID n° 25);

Para TLR9: un oligonucleétido denominado ODN1826 con la secuencia: 5' tccatgacgttcctgacgtt 3' (SEC ID n°
26).

Para los ligandos de TLRO, los resultados se presentan en la figura 2. De izquierda a derecha:

Carril 1: escalera de masa molecular baja (NEB);

Carril 2: proteina IMX497 (1 mg/ml);

Carril 3: ODN CpG - FITC (Eurogentec) 10 uM;

Carril 4: proteina IMX497 (1 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM;
Carril 5: proteina IMX497 (0.5 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 6: proteina IMX497 (0.25 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 7: proteina IMX497 (0.125 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM.

La formacion del complejo fue claramente detectable, debido a que los complejos migraron mucho mas
lentamente que el ligando sin complejar, "desplazando”, por lo tanto, el ligando en el gel. A medida que disminuia
la concentracion de la proteina, los complejos observados se hacian mas difusos, y se volvia visible una banda
de ligando de TLR no unido (migraba a la misma distancia que la muestra que contenia solo el ligando de TLR
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utilizada como control).

Las combinaciones de la proteina IMX497 con los ligandos de TLR7 y TLR3 se muestran en la figura 3; estos
acidos nucleicos asimismo formaron complejos que fueron facilmente detectados por los EMSA.

Leyenda de la figura 3 (ligandos de TLR7 o ligandos de TLR3 + IMX497):

Carril 1: escalera de baja masa (NEB);

Carril 2: proteina IMX497 (1 mg/ml);

Carril 3: ARNmc - FITC (Eurogentec) 10 pM;

Carril 4: proteina IMX497 (1.5 mg/ml)/ARNmc - FITC 10 pM;
Carril 5: proteina IMX497 (1 mg/ml)/ARNmc - FITC 10 puM;
Carril 6: proteina IMX497 (0.5 mg/ml)/ARNmc - FITC 10 pM;
Carril 7: proteina IMX497 (0.25 mg/ml)/ARNmc - FITC 10 pM;
Carril 8: proteina IMX497 (0.125 mg/ml)/ARNmc - FITC 10 uM;
Carril 9: ARNmc - FITC 10 pM;

Carril 10: control negativo;

Carril 11: poli (I:C) (R&D TOCRIS Bioscience) 0.5 mg/ml;
Carril 12: proteina IMX497 (1.5 mg/ml)/Poli (I:C) 0.5 mg/ml;
Carril 13: proteina IMX497 (1 mg/ml)/Poli (I:C) 0.5 mg/ml;
Carril 14: proteina IMX497 (1 mg/ml)/Poli (I:C) 0.25 mg/ml;
Carril 15: proteina IMX497 (0.5 mg/ml)/Poli (I:C) 0.5 mg/ml;
Carril 16: proteina IMX497 (0.5 mg/ml)/Poli (1:C) 0.25 mg/ml
Carril 17: proteina IMX497 (0.25 mg/ml)/Poli (I:C) 0.5 mg/ml

Se examina asimismo si IMX494 (PAm-IMX313) e IMX495 (PAm) asimismo podrian producir tales cambios de
gel con el oligonucledtido de CpG (ligandos TLR9). Los resultados se muestran en la figura 4.

Leyenda de la figura 4:

Carril 1: escalera de masa molecular baja (NEB);

Carril 2: proteina IMX497 (1 mg/ml);

Carril 3: proteina IMX494 (1 mg/ml)

Carril 4: proteina IMX495 (1 mg/ml)

Carril 5: ODN CpG - FITC (Eurogentec) 10 uM;

Carril 6: proteina IMX497 (1.5 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 7: proteina IMX497 (1 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM;
Carril 8: proteina IMX497 (0.5 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 9: proteina IMX497 (0.25 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 10: proteina IMX494 (1 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM;
Carril 11: proteina IMX494 (0.5 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 12: proteina IMX494 (0.25 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM;
Carril 13: proteina IMX495 (1 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 pM;
Carril 14: proteina IMX495 (0.5 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM;
Carril 15: Proteina IMX495 (0.25 mg/ml) y ODN CpG - FITC 10 uM

El gel de la figura 4 muestra que el cambio de gel es reproducible con IMX497, pero que IMX495 (carriles 13-15)
no produce cambio de gel detectable y que los cambios de gel observados con IMX494 (carriles 10-12) son
apenas detectables, y mucho menos marcados que los observados con IMX497.

La diferencia entre IMX494 e IMX497 es la presencia de la secuencia SPRRRRS presente en IMX497, fusionada
al extremo C-terminal de la superhélice de la proteina.

Conclusion: sin el péptido, la proteina de fusion IMX313 y el antigeno PAM son incapaces de unirse a los
ligandos de acido nucleico para receptores TLR.

8. Inmunogenicidad de antigenos asociados con IMX313T

Después se realizaron inmunizaciones de ratones para determinar la inmunogenicidad de PAm, ya sea solo o
fusionado a IMX313 o IMX313T, y con o sin formulacién con los ligandos de TLR intracelulares. Se utilizé6 como
control PAm formulado con adyuvante completo o incompleto de Freund (CFA/IFA).

Con este fin, se inmunizaron ratones BALB/C hembra por via subcutanea dos veces, con un intervalo de 14 dias,
utilizando 2 nanomoles de cada proteina por inyeccion, con PAm, PAM-IMX313, PAM-IMX313T o PAm
formulados en primer lugar en CFA y después en IFA. Veintiocho dias después de la primera inmunizacion, se
determinaron los titulos de IgG especificos de PAm en sueros utilizando un ELISA en el que las placas se
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recubrieron con PAm.

Los resultados se expresan como la DO de muestras medidas a 405 nm + SEM. Las diferencias significativas
entre las medias de los diferentes grupos se determinaron mediante ANOVA de una via seguido del ensayo de
comparacion multiple de Tukey. Un valor de p < 0.05 se consideré estadisticamente significativo y se representa
por diferentes *, mientras que *** representa p < 0.001 y ** representa p < 0.01. Los resultados se muestran en la
figura 5. Los ratones inmunizados con PAm solo tenian niveles muy bajos de anticuerpos IgG anti-PAM en su
suero o carecian de los mismos. Los ratones inmunizados con PAmM-IMX313 o PAm-IMX313T, por otra parte,
mostraron niveles elevados de respuestas sistémicas de anticuerpos IgG especificos de PAm; sin embargo, los
ratones inmunizados con PAmM-IMX313T tuvieron respuestas de anticuerpos IgG significativamente mas altas (p
< 0.001) en comparacion con las de los ratones inmunizados con PAmM-IMX313; se obtuvieron respuestas
similares a PAmM-IMX313T con PAm + CFA/IFA como adyuvantes.

Esto muestra que la adicion del péptido SPRRRRS confiere una inmunogenicidad significativamente mejorada al
antigeno en comparacion con la secuencia parental IMX313.

Cuando el antigeno PAm se formulé con los ligandos de TLR intracelulares (ya sea de ADN o ARN
monocatenarios o ARN bicatenario), su inmunogenicidad se mejoré sustancialmente, y se observaron mejoras
similares cuando el antigeno se fusion6 a IMX313 antes de su formulacion. Sin embargo, se observaron
claramente los mejores resultados cuando el antigeno se fusioné a IMX313T antes de formularse con los
ligandos de TLR.

Los resultados se tabulan en la presente memoria y se muestran esquematicamente a continuacion.

Tabla 1: Titulos de dilucién de punto final de IgG frente a PAm

PAm | PAmM-IMX313 | PAm-IMX313T
Sin adyuvante 0 800 1600
Con Pali I:C 100 3200 12800
Con ODN CpG 100 3200 6400
Con ARNmc 0 2400 6400
Con CFA/IFA 1600 - -

Una cuestion interesante es si estas mejoras modifican los tipos de respuestas inmunitarias obtenidas contra el
antigeno, en este caso PAm. ;Se mejoran selectivamente las respuestas de Th1 o Th2? Para responder a esto,
comparamos las respuestas de IgG1 con las respuestas de IgG2a, ya que los titulos de IgG1 son representativos
de las respuestas de tipo Th2, mientras que IgG2a representa las respuestas de tipo Th1. Los resultados se
presentan en la tabla 2.

Se evidencia que PAm por si mismo induce respuestas Th1 y Th2 casi igualmente, pero su formulacién con
adyuvante de Freund cambia esto drasticamente, siendo la respuesta Th2 (IgG1) ahora predominante. La fusién
de PAm a IMX313 muestra que tanto las respuestas Th1 como Th2 aumentan, y no hay ningin cambio
significativo en el tipo de respuesta. Con IMX313T, la respuesta Th1 (IgG2a) comienza a predominar, pero el
efecto es mucho menos marcado que con adyvante de Freund y en la direccién opuesta. El consenso entre los
inmunologos es que las respuestas Th1 son preferibles a las respuestas Th2.

Continuando con este analisis, examinamos si la formulacién con ligandos de TLR intracelulares podria utilizarse
para redirigir al sistema inmunitario para que produzca respuestas Th1 o Th2. Se utilizaron datos de isotipos de
anticuerpos IgG para evaluar el tipo de respuesta Th, con un predominio de anticuerpos IgG2a o IgG1 que
indican una respuesta tipo Th1 o Th2, respectivamente. Las respuestas de tipo Th1 tenian relaciones muy altas
de IgG2a con respecto a IgG1, de forma que la media del grupo asimismo era alta. La relacion 1gG2a/lgG1 se
us6 como indicador de una respuesta predominantemente de Th1 (IgG2a > IgG1), predominantemente de Th2
(IgG1 > 1gG2a), o una respuesta mixta de Th1/Th2 (ThO, IgG1 = IgG2a).

Los resultados se muestran en la tabla 2 siguiente:

Composicion inmunégena IgG1 especifico | 1gG2a especifico Relacién Respuesta

de PAm de PAm IgG2a/lgG1 TH
PAmM 0.147 0.150 1.02 ThO
PAmM-CFA/IFA 0.530 0.241 0.45 Th2
PAmM-IMX313 0.387 0.497 1.28 Th1
PAM-IMX313T 0.436 0.686 1.57 Th1
PAmM-IMX313T + ligandos de TLR9 0.301 0.896 2.97 Th1
PAmM-IMX313T + ligandos de TLR7 0.391 0.71 1.81 Th1
PAmM-IMX313T + ligandos de TLR3 0.424 1.28 3.25 Th1
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Se evidencia inmediatamente que la formulacién de PAm-IMX313T con los ligandos de TLR aumenta la
tendencia a que predomine la respuesta Th1, con cada uno de los tres ligandos; el efecto es mas marcado con el
ligando de TLRS poli I:C y casi tan marcado con el ligando de TLRO.

9. Respuestas de células T

Para determinar si la modificacién de la superhélice de IMX313 con el péptido cargado positivamente asimismo
podria mejorar las respuestas de las células T, utilizamos el antigeno micobacteriano 85A como modelo, porque
IMX313 ha demostrado mejorar las respuestas de las células T a este antigeno en ratones y monos (28). Se
preparo una serie de plasmidos recombinantes que expresaban el antigeno 85A solo o fusionado a IMX313T o a
dos versiones truncadas de IMX313, que contenian solo catorce o dieciocho aminoacidos del mismo,
subclonando en primer lugar la secuencia de codificacion 85A-IMX313 del vector pSG2-85A-IMX313 descrito por
Spencer ef al. (28) en el plasmido pENTR4-LP de Gateway. En este esqueleto de pENTR4, se produjeron
derivados para eliminar o modificar IMX313.

A este respecto, se muestran las secuencias de aminoacidos de las variantes de IMX313:

IR14 IRKLFLEIQKLKVE* (SEC ID n° 27)

TL18 TLLEIRKLFLEIQKLKVE* (SEC ID n° 28)

IMX313 KKQGDADVCGEVAYIQSVVSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQGLSKE* (SEC ID n° 6)
IMX313T KKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQSPRRRRS* (SEC ID n°

Los fragmentos 14-méricos y 18-méricos de IMX313 se eligieron porque permanecieron heptaméricos a 37°C (e
incluso a 42°C) y, por lo tanto, deberian formar proteinas de fusién heptaméricas cuando se expresan después
de la vacunacién con ADN. Las modificaciones de IMX313 se llevaron a cabo de la forma siguiente:

Los cebadores directos IMX043 e IMX044 y el cebador inverso IMX045 se utilizaron para amplificar los
fragmentos de IMX313 y este producto de PCR se utilizé (29) para reemplazar IMX313 en el plasmido parental.

IMX043: 5' gaagcccgacctgcaacgtggatccATACGAAAACTCTTCCTGGAGA 3' (SEC ID n° 29)
IMX044: 5' gaagcccgacctgcaacgtggatccACTCTGCTGGAAATACGA 3' (SEC ID n° 30)
IMX045: 5' agggccctctagatgcatgctcgagcggecgcttattaTTCCACCTTCAGTTTTTG 3' (SEC ID n° 31)

La secuencia de codificacion de IMX313 se elimind utilizando los cebadores IMX037 e IMX047 y el plasmido
parental como plantilla; el producto de PCR resultante se utilizo (29) para reemplazar la secuencia de IMX313.

IMXO037: 5' cagaatagaatgacacctactcag 3' (SEC ID n°® 32)
IMX047: 5 GAAGCCCGACCTGCAACGTTAATAAgcggccgctcgagcatg 3' (SEC ID n° 33)

Para producir 85A-IMX313T, se utilizaron los siguientes oligos para amplificar IMX313T a partir del plasmido
pIMX497; el producto de PCR se inserté (29) en el plasmido parental:

IMX1030: 5' GTGCCTACAGAGGACGTGAAAATGCTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGG 3' (SEC ID n°
34)

IMX046: 5' AgggccctctagatgcatgctcgageggcecgcttattaGGAGCGACGGCGACGCGGAGA 3' (SEC ID n° 35)

Estos cinco plasmidos (que codifican 85A, 85A-IR14, 85A-TL18, 85A-IMX313 y 85A-IMX313T) se utilizaron
después para las inmunizaciones de ADN.

Se inmunizaron cinco grupos de ratones BALB/c por via intramuscular con cada uno de los cinco plasmidos los
dias 0 y 14, utilizando 25 ug por inyeccion. La induccion de respuestas de células T especificas de antigeno se
midi6 mediante ELISPOT, utilizando esplenocitos, el dia 28. Se cocultivaron células T CD4+, CD8+ y totales de
bazo purificadas aisladas de los ratones inmunizados con proteina 85A recombinante (Clinibiosciences) o
péptidos p11 o p15 (26) adquiridos de Eurogentec.

Ensayos ELISPOT: se recubrieron placas de nitrocelulosa de 96 pocillos de fondo plano (Millititer; Millipore) con
mAb (anticuerpo monoclonal) IFN-y (15 pg/ml; MABTECH, Estocolmo) y se incubaron durante la noche a 4°C.
Después de lavar con PBS, las placas se bloquearon con suero fetal bovino al 10% durante una hora a 37°C. Se
estimularon 2 x 10° células por pocillo con péptidos relevantes a una concentracion final de 2 ug/ml (epitope CD8
p11, epitope CD4 p15 o proteina 85A) en membranas de IPVH recubiertas con 15 pyg/ml de IFN-y antihumano y
se incubaron durante 20 horas. Después de la incubacién, las placas se lavaron a fondo con PBS para retirar las
células y se afiadié a cada pocillo mAb IFN-y (1 pg/ml de biotina, MABTECH). Después de la incubacién durante
2 horas a 37°C, las placas se lavaron y se desarrollaron con estreptavidina-HRP (1 ug/ml; MABTECH) durante
una hora a temperatura ambiente. Después del lavado, se afiadié el sustrato (3-amino-9-etilcarbazol (Sigma)) y
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se incubd durante 15 minutos. Después de un lavado adicional, se contaron las manchas rojas bajo el
microscopio.

Las células T CD4+, T CD8+ y T totales de bazo purificadas aisladas a partir de los ratones inmunizados con
85A-IMX313, 85A-IR14 o 85A-TL18 o 85A-IMX313T mostraron respuestas de IFN-y significativamente mayores
en comparacion con las de los ratones inmunizados con 85A, y confirmaron la capacidad de IMX313 y las otras
secuencias modificadas para aumentar las respuestas de las células T. Ademas, las células T CD4+, CD8+ y
totales de bazo de los ratones vacunados con 85A-IMX313T produjeron significativamente mas IFN-y que las de
cualquiera de los otros grupos inmunizados (p < 0.001) (figuras 6, 7, 8).

Las células T CD8+ mostraron un perfil de citoquinas diferente en comparacion con células T CD4+; la poblaciéon
predominante productora de citoquinas observada fue células T CD8+ que produjeron IFN-y (figuras 7 y 8).

Cabe destacar que las respuestas de células T especificas de antigeno tanto CD4+ como CD8+ se mejoran
cuando IMX313 se reemplaza por IMX313T.

En conclusion, las respuestas de las células T al antigeno 85A, que se mejoran con IMX313 se mejoran
adicionalmente al utilizar IMX313T en su lugar.

10. Respuestas de células B inducidas por vacunacién con ADN

Los titulos de anticuerpos para el antigeno 85A se midieron mediante ELISA en los sueros de los ratones que se
inmunizaron con vacunas de ADN (figura 9).

Los ratones inmunizados con el plasmido 85A-IMX313, el plasmido 85A-IMX313T y las versiones mas cortas de
IMX313 (IR14 y TL18) desarrollaron titulos de IgG totales especificos de antigeno significativamente mas
elevados (figura 9) que los inmunizados con el plasmido que expresa 85A. El grupo inmunizado con 85A-
IMX313T mostré las respuestas mas altas de IgG (p < 0.001). Los ratones inmunizados con 85A solo tenian
niveles muy bajos de anticuerpo IgG anti-85A en sus sueros.

La redireccion de respuestas inmunitarias hacia Th1 cuando se afiade el péptido corto cargado positivamente
SPRRRRS asimismo se observé cuando se utiliza ADN para la vacunacion. Medimos los isotipos de 1gG
especificos para la proteina 85A en ELISA (tabla 3). El isotipo IgG2a esta asociado con una Th1 y el isotipo IgG1
esta asociado con una respuesta inmunitaria de tipo Th2 en ratones BALB/c.

Cabe destacar que el uso de IMX313 o IMX 313T condujo a un cambio hacia el tipo 1 de T colaboradora (Th1)
asociada a IgG especificas de antigeno, con niveles significativamente elevados de IgG2a y niveles reducidos de
IgG1 en comparacioén con el antigeno 85A solo (tabla 3) y estos resultados constituyen una evidencia directa de
una polarizacién de Th1; estos resultados son coherentes con los resultados observados con las respuestas
inmunitarias celulares.

Tabla 3. Se inmunizaron grupos de ratones BALB/C hembra (n = 5) por via intramuscular dos veces, con 14 dias
de diferencia, con plasmidos que expresan 85A-IMX313, 85A-IMX313T, las secuencias mas cortas de IMX313
85AIR14 y 85A-TL18, y 85A solo. Veintiocho dias después de la primera inmunizacion, se determinaron los
niveles de IgG1 e IgG2a especificos de 85A en sueros utilizando un ELISA especifico de 85A. Los resultados se
expresan como la DO de muestras medidas a 405 nm + SEM. Cuando analizamos como anteriormente los
mismos datos para clasificar estos datos de isotipo observamos:

Tabla 3:

Relacion IgG2a/lgG1 Respuesta TH
85A 0.8 Th2
85A-IR14 1.6 Th1
85A-TL18 1.47 Th1
85A-IMX313 1.73 Th1
85A-IMX313T 2.57 Th1

Claramente, todas las versiones de IMX313 tienden a aumentar preferentemente las respuestas Th1, y el efecto
es mas marcado con la version de IMX313T que tiene el péptido corto cargado positivamente fusionado a la
superhélice.

11. Uso de un antigeno de la proteina de fusion IMX313T + nucleoproteina (NP) de la gripe

Para las vacunaciones de ADN, el plasmido parental pcDNA3-NP, tal como se muestra en la figura 10, se
modificé tal como se describe en el ejemplo siguiente.
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11.1 - Insercién de IMX313 en plasmidos que codifican NP

La secuencia codificante de IMX313 se amplificé a partir del plasmido pIMX494 utilizando los cebadores
oligonucleotidicos IMX1289 5' caatgcagaggagtacgacaatggatccaagaagcaaggtgatgctgatg 3' (SEC ID n° 53) e
IMX1290 5 GTAGAAACAAGGGTATTTTTCTTtattactccttgctcagtcctigec 3' (SEC ID n° 54) y se insertd en el
plasmido pcDNA3-NP tal como se describe por Geiser (29).

11.2 - Insercién del péptido sefial tPA

El péptido sefial tPA se amplifico a partir del vector pSG2-85A (28) utilizando los oligonucleétidos IMX1305 5'
cactgagtgacatcaaaatcatgGATGCAATGAAGAGAGGGC 3 (SEC ID n° 55) e IMX1306 &
cgtaagaccgtttggtgccttggctagctcttctgaatcgggceatggatttce 3' (SEC ID n® 56) y se insertd en marco con el extremo N-
terminal de la secuencia de codificacion de NP en una serie de plasmidos tal como se describe por Geiser (29).

11.3 - Creacion de dos mutaciones puntuales de NP para hacerla monomérica

Se utilizaron los cebadores oligonucleotidicos IMX1287 5' ccattctgccgcatttgCagatctaagag 3' (SEC ID n° 57) e
IMX1288 5' CAAAAGGGAGATTTGCCTGTACTGAGAAC 3' (SEC ID n° 58) para amplificar un fragmento interno
del gen NP y el producto de PCR resultante se insertdé en plasmidos que codifican NP tal como se describe por
Geiser. Debido a que ambos oligonucledtidos se emparejaron de forma imperfecta con el gen NP, la insercion del
producto de PCR generé dos mutaciones puntuales. El cebador IMX1287 cred la mutacion E339A (GAA a GCA),
mientras que el cebador IMX1288 cred la mutacion R416A en el gen NP (AGA a GCA).

11.4 - Insercién de IMX313T

La secuencia de codificacién IMX313T se amplificé a partir del plasmido plIMX497 utilizando los cebadores
oligonucleotidicos IMX1289 (SEC ID n° 53) e IMX051 5'
GTAGAAACAAGGGTATTTTTCTTtattaggagcgacggcgacgc 3' (SEC ID n® 59) y se insertaron en los diversos
plasmidos derivados de pcDNA3-NP tal como se describe por Geiser.

11.5 - Inmunizaciones de ADN con los acidos nucleicos segun la invencién

11.5.1. Protocolo

Se inmunizaron grupos de cinco ratones BALB/C hembra por via intramuscular dos veces, con un intervalo de 14
dias, con varios ADN de plasmidos, utilizando 20 pg de cada plasmido por inyeccion. Las respuestas
inmunitarias se midieron el dia 28, para determinar la influencia de varias modificaciones: +/- IMX313 o IMX313T;
+/- el péptido sefal tPA; +/- las mutaciones monomerizantes.

Las respuestas de células T especificas de antigeno se midieron mediante ELISPOT, utilizando esplenocitos, el
dia 28. Se cocultivaron células T CD4+, CD8+ y totales de bazo purificadas aisladas de los ratones inmunizados
con NP-péptido A de la gripe (aminoacidos 366-374) adquirido de Eurogentec.

Ensayos ELISPOT: Se recubrieron placas de nitrocelulosa de 96 pocillos de fondo plano (Millititer; Millipore) con
mAb IFN-y (15 pg/ml; MABTECH, Estocolmo) y se incubaron durante la noche a 4°C. Después de lavar con PBS,
las placas se bloquearon con suero fetal bovino al 10% durante una hora a 37°C. Se estimularon 2 x 10° células
por pocillo con péptidos relevantes a una concentracion final de 2 pg/ml (NP-péptido A de la gripe) en
membranas de IPVH recubiertas con 15 pyg/ml de IFN-y antihumano y se incubaron durante 20 horas. Después
de la incubacion, las placas se lavaron a fondo con PBS para retirar las células y se afadié a cada pocillo mAb
IFN-y (1 pg/ml de biotina, MABTECH). Después de la incubacién durante 2 horas a 37°C, las placas se lavaron y
se desarrollaron con estreptavidina-HRP (1 pg/ml; MABTECH) durante una hora a temperatura ambiente.
Después del lavado, se anadio el sustrato (3-amino-9-etilcarbazol (Sigma)) y se incubd durante 15 minutos.
Después de un lavado adicional, se contaron las manchas rojas bajo el microscopio.

Para estudiar las respuestas inmunitarias humorales, evaluamos los niveles de anticuerpos por ELISA
especificos para IgG total, y por separado para IgG1 e IgG2a para evaluar las proporciones relativas de Th1 y
Th2. Los ratones BALB/c responden normalmente a las vacunas contra la gripe con una respuesta inmunitaria de
tipo Th2, que esta asociada con la estimulacion de anticuerpos IgG1. Sin embargo, el principal isotipo de
anticuerpo presente en los sueros de ratones que sobreviven a las infecciones viricas es IgG2a, que se estimula
durante las respuestas inmunitarias de tipo Th1 (32). La estimulacion de anticuerpos IgG2a se ha asociado con
una mayor eficacia de la vacunacion contra la gripe.

Para los ELISA, los antigenos se diluyeron a una concentracion de 5 mg/ml en carbonato/bicarbonato de sodio
0.1 M (pH 9.6) y después se utilizaron para recubrir los pocillos de placas MaxiSorb (Nunc-Immulon, Dinamarca).
Se agregaron dos diluciones seriadas de los sueros de ensayo a los pocillos y, después del lavado, se
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detectaron anticuerpos unidos con IgG anti-ratén, o IgG1 anti-ratén o IgG2a anti-ratén (Sigma) conjugados con
peroxidasa de rabano picante. Se determiné la absorbancia a 490 nm después de afadir o-fenilendiamina
(Sigma) y H20g; las reacciones se detuvieron con acido sulfdrico 1 M.

Los resultados se muestran en las figuras 11 a 14.

11.5.2. En experimentos preliminares, analizamos las respuestas de células T totales a NP inducidas por
vacunas de ADN que codifican o bien NP o bien NP fusionada a IMX313. Las células T totales aisladas de los
ratones inmunizados con NP-IMX313 mostraron respuestas de IFN-y significativamente mas altas en
comparacion con las de los ratones inmunizados con NP y confirmaron la capacidad de IMX313 para aumentar
las respuestas de las células T.

La figura 11 muestra que la fusién del gen del antigeno NP parental con el gen IMX313 mejora las respuestas de
las células T a NP.

11.5.3. Para determinar si el IFN-y detectado en los ELISPOT era producido por células T CD4 o CDS,
purificamos células T CD4+ y CD8+ del bazo de los ratones inmunizados, y estas se cocultivaron con un péptido
NP-A de la gripe. Se detecté un aumento significativo en la produccion de IFN-y a partir de células T CD8+ en el
grupo inmunizado con NP-IMX313. El porcentaje de células CD8+ especificas de antigeno que producen IFN-y
fue mayor que la poblacién correspondiente de T CD4+ (figura 12).

La figura 12 muestra que la fusién del gen del antigeno NP con el gen IMX313 mejora las respuestas tanto de
CD4+ como de CD8+ al antigeno NP.

11.5.4. A continuacion examinamos la respuesta de anticuerpos a NP después de la inmunizacién y 14 dias
después de la ultima inmunizacion; las respuestas de Ab (anticuerpo) IgG especificas de NP se midieron en
sueros. Los ratones de control NP y los ratones a los que se les administré NP-IMX313 mostraron Ab IgG
especificos de NP moderados (figura 13), que eran mas altos en el grupo inmunizado con NP-IMX313.

La figura 13 muestra que la fusion del gen NP con el gen IMX313 mejora las respuestas de los anticuerpos I1gG al
antigeno NP.

11.5.5. Asimismo se examinaron los sueros para determinar la presencia de anticuerpos IgG1 e IgG2a
especificos de NP (representativos de los tipos de respuesta Th2 y Th1 en ratones Balb/C, respectivamente). Se
detectaron isotipos de anticuerpos IgG1 e IgG2a especificos de NP en los sueros de los ratones inmunizados
con NP-IMX313; sin embargo, las muestras de suero de ratones que recibieron NP solo mostraron niveles bajos
de Ab IgG1 e IgG2a (figura 14).

La figura 14 muestra las distribuciones de subclases de los anticuerpos inducidos contra el antigeno NP. La
fusion con el gen IMX313 mejord la respuesta IgG2A mas que la respuesta IgG1, convirtiendo una respuesta
sesgada a Th2 contra NP en una respuesta sesgada a Th1 contra NP-IMX313.

11.6 - Produccién de proteina NP-M-IMX313T recombinante

Se sintetiz6 un gen sintético que codifica la proteina NP-M-IMX313T con codones optimizados para la expresion
en Escherichia coli. Este gen sintético se cloné en un vector de expresion basado en T7 pIMX04 (este es el
vector pRsetC de Invitrogen en el que el origen f1 se ha reemplazado por el locus par del plasmido pSC101). La
expresion se indujo en varios medios estandar (LB, medio de autoinduccion de Studier) y la proteina
sobreexpresada se purificod inicialmente tal como se describe por Ye (30) y Tarus (31) para las etapas de
clarificacién e intercambio idénico, pero en una etapa final la proteina de fusién se purificé por afinidad en
heparina sefarosa, tal como se ha descrito anteriormente.

11.7. La proteina recombinante NP-M-IMX313T se usa para inmunizaciones de la forma siguiente:

Se inmunizan grupos de cinco ratones BALB/C hembra por via intramuscular dos veces, con 14 dias de
diferencia, con varias preparaciones de proteinas (con o sin formulacion con ligandos de TLR), utilizando 2
nanomoles de proteina por inyeccion. Las respuestas inmunitarias se miden el dia 28, para determinar las
respuestas de células T especificas de antigeno (medidas por ELISPOT), utilizando esplenocitos. Las respuestas
de anticuerpos preinmunitarios y del dia 28 se midieron mediante ELISA con NP como antigeno.

Resultados:
La figura 15 muestra que la monomerizacion de NP mejora ligeramente su inmunogenicidad, que esta se mejora

adicionalmente mediante la fusiéon con el gen IMX313, pero que la mayor mejora se obtiene fusionando el NP
monomérico con el gen IMX313T.
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La figura 16 muestra que, en el analisis de las respuestas de CD4+ y CD8+, se observa el mismo orden de
clasificacion que en la figura 6: la monomerizacién de NP mejora ligeramente la inmunogenicidad de las NP; esta
se mejora adicionalmente mediante fusion con el gen IMX313, pero la mayor mejora se obtiene fusionando la NP
monomérica con el gen IMX313T.

La figura 17 muestra que se observé el mismo orden de clasificacion para respuestas de células B que el que se
observo para respuestas de células T (tanto CD4+ como CD8+) en las figuras 6 y 7. Las respuestas totales de
IgG contra NP fueron mayores con IMX313T que con IMX313.

La figura 18 muestra las distribuciones de subclases de los anticuerpos inducidos contra el antigeno NP
monomérico. Al igual que con NP, la fusion con el gen IMX313 aumentd la respuesta de IgG2A mas que la
respuesta de IgG1, convirtiendo una respuesta sesgada a Th2 contra NP en una respuesta sesgada a Th1 contra
NP-IMX313. De particular interés, esta inversion de un sesgo a Th2 a un sesgo a Th1 se amplificoé por fusién con
IMX313T mas que con IMX313. La expresion de los anticuerpos 1gG2a en las vacunas contra la gripe se
correlaciona con la clarificacion del virus y el aumento de la proteccion contra el desafio letal de la gripe. El
aumento de la induccion de ambos isotipos de anticuerpos medidos por ELISA fue una mejor correlacion para la
eficacia de la vacuna que la neutralizacion sola (32).

11.8 - La secrecion del antigeno NP mejord su inmunogenicidad

Se produjo una serie de constructos de vacunas de ADN de NP que contenian la secuencia de sefal secretora
del activador del plasmindgeno tisular (tPA): tPA-NP, tPA-NP-M, tPA-NP-M-IMX313 y tPA-NP-M-IMX313T. Se
analizaron los efectos de la fusion de tPA con NP sobre las respuestas inmunitarias humorales y celulares de los
animales inmunizados.

Los ratones inmunizados con constructos que contenian tPA mostraron respuestas de IFN-y significativamente
mayores en comparacion con las de los ratones inmunizados con NP y confirmaron la capacidad de IMX313T y
las mutaciones monomerizantes para aumentar las respuestas de las células T.

La figura 19 muestra que forzar la secrecion del antigeno NP mejoré su inmunogenicidad (NP frente a tPA-NP),
ya sea este monomeérico o no (tPA-NP frente tPA-NP-M). Sin embargo, la fusion a IMX313 mostré que el uso de
una version monomeérica de NP era mas inmundgeno que el uso del antigeno sin modificar (tPA-NP-IMX313
frente a tPA-NP-M-IMX313). Y la sustitucion de IMX313 por IMX313T mejoré adicionalmente la inmunogenicidad
de NP (tPA-NP-M-IMX313 frente a tPA-NP-M-IMX313T).

La figura 20 muestra las respuestas de CD8+ y CD4+ a las diferentes versiones secretadas de NP. Se observa el
mismo orden de clasificacion que en la figura 19, y la utilidad de monomerizacién del antigeno es una vez mas
pronunciada cuando se afade IMX313. Como en las figuras anteriores, las mayores respuestas inmunitarias se
observan cuando se utiliza IMX313T en lugar de IMX313.

La figura 21 muestra las respuestas de IgG totales al antigeno NP e invita a las mismas conclusiones que la
figura 20 para las respuestas de células T: las mayores respuestas se observan cuando se utiliza IMX313T, pero
la secrecion (NP frente a tPA-NP) y la monomerizacion (tPA-NP- IMX313 frente a tPA-NP-M-IMX313) asimismo
son contribuciones importantes.

Los ratones inmunizados con NP solo tenian niveles muy bajos, o no tenian ninguno, de anticuerpos IgG anti-NP
en sus sueros (figura 21). Los ratones inmunizados con NP-M-IMX313, tPA-NP-M-IMX313, NP-M-IMX313T o
tPA-NP-M-IMX313T, por ofra parte, mostraron niveles elevados de respuestas sistémicas de anticuerpos I1gG
especificos de NP; sin embargo, los ratones inmunizados con tPA-NP-M-IMX313T tuvieron respuestas de
anticuerpos 1gG significativamente mayores (p < 0.001) en comparacion con todos los grupos de ratones
inmunizados. Esto muestra que la combinacion de todas las modificaciones (mutaciones monomerizantes, tPA e
IMX313T) confiere una inmunogenicidad significativamente mejorada al antigeno en comparacion con la
secuencia parental u otras combinaciones.

La figura 22 muestra el analisis de subclases de las respuestas de las células B a NP, e ilustra que el sesgo a
Th2 inicial con Unicamente NP se invierte mediante IMX313 e IMX313T. Si bien la secrecién tiene poco efecto
por si misma (NP frente a tPA-NP), la monomerizacion (tPA-NP-IMX313 frente a tPA-NP-M-IMX313) y después
la sustitucion de IMX313 por IMX313T (tPA-NP-M-IMX313 frente a tPA-NP-M-IMX313T) contribuyen todas a las
respuestas mejoradas de Th1 (IgG2a) frente a Th2 (IgG1).

Es muy importante que el tPA-NP-M-IMX313T por si mismo mejore las respuestas Th1 y Th2 de forma casi
equivalente. La fusion de NP a IMX313 muestra que las respuestas tanto Th1 como Th2 aumentan, y no hay un
cambio significativo en el tipo de respuesta. Pero con IMX313T y las mutaciones monomerizantes, la respuesta
Th1 (IgG2a) comienza a predominar. El consenso entre los inmunodlogos es que las respuestas Th1 son
preferibles a las respuestas Th2 (figura 22).
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11.9 — EI IMX313T no se degrada por proteasas en el paso a través de vias de secreciéon

Los resultados obtenidos por las inmunizaciones de ADN con plasmidos que contienen IMX313T sugieren
fuertemente que la cola de la molécula no es escindida por proteasas cuando pasa a través de la ruta de
secrecion, en la que las proteasas son abundantes. Para examinar esta cuestion mas directamente, se realizo la
transfeccion de células CHO K1 con el plasmido utilizado para expresar NP-M-IMX313T in vivo. La transfeccion
se realizé tal como se ha descrito (33).

De dieciocho a veinticuatro horas mas tarde, los sobrenadantes de las células transfectadas se recuperaron
mediante centrifugacion y se filtraron antes de cargarlos en una columna de heparina sefarosa, tal como se ha
descrito anteriormente.

Se observé un pequefio "pico C" que demostré en SDS-PAGE e inmunotransferencia Western que contenia la
proteina NP-M-IMX313T.

12 Modificacion de una superhélice trimérica

Para determinar si la modificacion de una superhélice trimérica podria mejorar la inmunogenicidad del antigeno,
se construyeron dos plasmidos utilizando un gen HA2 sintético que codifica la superhélice trimérica de la
hemaglutinina de la gripe.

El primer plasmido fue pIMX743, en el que la superhélice de HA2 se modific6 mediante la fusiéon de un péptido:
SPRRRRRRRRRS (SEC ID n° 37)

El siguiente fragmento de restriccion Nde | a Hindlll se clond en un vector de expresion T7:

CATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATCATCATGGTAGTGGTTATGCAGCCGATCAGAAAAGCACG
CAAAATGCGATTAACGGCATTACCAACAAAGTCAATTCTGTGATCGAAAAGATGAATATCCAGTTTACTGCT
GTAGGCAAAGAGTTCAACAAACTGGAGAAACGCATGGAAAACCTGAACAAGAAAGTGGATGATGGGTTTCT
GGATATTTGGACCTATAACGCGGAATTACTTGTGCTCTTAGAAAACGAACGGACATTGGACTTCCATGATTC
GAACGTCAAGAACCTGTATGAGAAAGTGAAAAGCCAGCTGAAGAACAATGCCTCACCACGTCGCCGTCGTC
GCCGTCGCCGTCGCAGTTAATAAGCTT (SEC ID NO 60)

La secuencia de proteinas codificada fue:

MRGSHHHHHHHHGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNIQF TAVGKEFNKLEKRMENLNKKVDDGFLDIWT
YNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNASPRRRRRRRRRS** (SEC ID NO 61)

El plasmido de control pIMX744 se cred eliminando el péptido utilizando los cebadores oligonucleotidicos

IMX203: 5' GTTAGCAGCCGGATCAAGCTTATTAGGCATTGTTCTTCAGCTGGC 3' (SEC ID n° 62) y T7F para
amplificar el inserto HA2 que después se reinsertd en el plasmido parental.

La secuencia de nucledtidos fue:

CATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTAGTGGTTATGCAGCCGATCAGAAAAGCACGCAAAAT
GCGATTAACGGCATTACCAACAAAGTCAATTCTGTGATCGAAAAGATGAATATCCAGTTTACTGCTGTAGGC
AAAGAGTTCAACAAACTGGAGAAACGCATGGAAAACCTGAACAAGAAAGTGGATGATGGGTTTCTGGATAT
TTGGACCTATAACGCGGAATTACTTGTGCTCTTAGAAAACGAACGGACATTGGACTTCCATGATTCGAACGT
CAAGAACCTGTATGAGAAAGTGAAAAGCCAGCTGAAGAACAATGCCTAATAAGCTT (SEC ID NO 63)

Y la secuencia de proteinas codificada fue:

MRGSHHHHHHGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNIQFTAVGKEFNKLEKRMENLNKKVDDGFLDIWTYN
AELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNA** (SEC ID NO 64)

Ambas proteinas se purificaron después en primer lugar en una columna de afinidad IMAC, y después en una
columna de heparina sefarosa. La proteina IMX743 se eluy6 a una concentracion de sal (NaCl) mas alta que la

proteina IMX744: |a proteina IMX743 se eluy6 a una concentracion de sal de 1.4 M (sic) mientras que la proteina
IMX744 se eluyo6 a una concentracion de sal de 600 mM.
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Ambas proteinas se utilizaron para inmunizar cuatro grupos de ratones BALB/c hembra de 5-6 semanas de edad,
los dias 0 y 14, con 20 ug por inyeccion. Los sueros y los bazos se recogieron para ELISA y ELISPOT el dia 21.
Dos grupos recibieron la proteina en el adyuvante Addavax, mientras que los otros dos grupos se inmunizaron
sin un adyuvante. La proteina IMX744 se utiliz6 como antigeno ELISA y asimismo para estimular las células de
bazo.

Los resultados se muestran en la tabla 4 siguiente:

Inmunégeno | Adyuvante Respuesta de I1gG Patréon de Respuesta celu(lsar de INFy por
Dilucion seriada Th ELISPOT (x 10° esplenocitos)
744 ninguno 100 Th2 115
Th1 =
744 MF59 900 Th2 417
743 ninguno 500 Th1 305
743 MF59 8000 Th1 733

Los resultados muestran claramente que el péptido cargado positivamente (SEC ID n° 37), presente solo en la
proteina IMX743, hace que la proteina IMX743 sea mucho mas inmundgena que la proteina IMX744 idéntica,
tanto si se utiliza un adyuvante como si no. Ademas, el uso de un adyuvante mejora adicionalmente la
inmunogenicidad de la superhélice que contiene antigeno.

13. Modificacion del dominio de oligomerizacion de C4bp murino IMX108

La superhélice de la proteina de fusion DsbA-IMX108, descrita en la referencia 16, se modificé para determinar si
asimismo adquiria propiedades mejoradas conferidas a IMX313. Para modificarla se amplificod el gen DsbA-
IMX108 con el oligonucledtido IMX212: 5" GGAGCGACGGCGACGCGGAGActggagctgtagtagttcaacctcc 3' (SEC
ID n° 65) y T7F, y se insertd (29) en el plasmido que expresa IMX313T, en lugar de IMX313. La proteina se
purificd mediante cromatografia de intercambio idnico y después en una columna de heparina-sefarosa, a la que
se unid, mientras que el constructo parental DsbA-IMX108 no lo hizo.

La secuencia IMX108 parental (SEC ID n° 66) se hibrida en este caso con la secuencia IMX108T (SEC ID n° 67);

IMX108: EASEDLKPALTGNKTMQYVPNSHDVKMALEIYKLTLEVELLQLQIQKEKHTEAH*
IMX108T: EASEDLKPALTGNKTMQYVPNSHDVKMALEIYKLTLEVELLQLQSPRRRRS*

La proteina IMX108 modificada es util para la inmunizacién de aves de corral, en la que deberan evitarse
posibles efectos autoinmunitarios del uso de proteinas de fusién IMX313 modificadas (16). Otros dominios de
oligomerizacion de C4bp de mamiferos (enumerados en la referencia 16 y el documento WO 2007/062819)
asimismo se puede modificar tal como se describe en la presente memoria para este propdsito.

14. Proteinas de fusion que comprenden el extremo N de la hemolisina alfa estafilococica y las proteinas
IMX313 modificadas

Para demostrar que la fusion con las proteinas IMX313 modificadas podria mejorar la inmunogenicidad del
dominio N-terminal de la toxina estafilococica hemolisina alfa (Hla), el gen de hemolisina truncado se amplificé a
partir del ADN genomico de la cepa Newman y se cloné en un vector de expresion T7. Los oligonucleétidos
utilizados fueron:

IMX056: 5' GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAcatatggcagattctgatattaatattaaaaccgg 3' (SEC ID n° 68) y
IMX057: 5' GTTAGCAGCCGGATCAAGCTTATTAatcgattttatatctitctgaagaacgatctgtc 3' (SEC ID n° 69).

Para fusionar los sesenta y tres aminoacidos N-terminales de la toxina madura con una proteina IMX313
modificada, se amplificé IMX313T con los cebadores:

IMX110: 5" AGAACGAAAGGTACCATTGCTGGATCCAAGAAGCAAGGTGATGCT 3' (SECID n°70) y

IMX139: 5' GGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC 3' (SEC ID n° 44) del plasmido de expresion IMX313T y
el producto de PCR se utilizé para truncar adicionalmente el gen de la toxina Hla, mientras se fusionaba el
aminoacido 63 al gen IMX313 modificado. El plasmido resultante expresa la proteina de fusién, denominada
Hla63-IMX313T, que tiene la siguiente secuencia de proteinas:

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGSKKQGDADVCG

EVA YIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQSPRRRRS (SEC ID n° 71) y esté codificada por la
secuencia de nucleotidos siguiente:
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ATGGCAGATTCTGATATTAATATTAAAACCGGTACTACAGATATTGGAAGCAATACTACAGTAAAAACAGGT
GATTTAGTCACTTATGATAAAGAAAATGGCATGCACAAAAAAGTATTTTATAGTTTTATCGATGATAAAAATC
ATAATAAAAAACTGCTAGTTATTAGAACGAAAGGTACCATTGCTGGATCCAAGAAGCAAGGTGATGCTGATG
TGTGCGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTGCCACGTGCCTACAGCGGAACTGCGTACT
CTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAACTGCAGTCTCCGCGTCGCCG
TCGCTCCTAA (SEC ID NO 72).

Para producir esta proteina, se indujo un cultivo de 500 ml de la cepa C43 (DE3) con IPTG 1 mM y se cultivd
durante la noche. Las bacterias recogidas se lisaron por sonicacion y la proteina insoluble se resuspendioé en Tris
50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM y urea 6 M (tampdn A). Se cargd en una columna Hi-Trap SP FF y se eluy6 con
tampon A que contenia NaCl 1 M. La proteina parcialmente purificada se dializé frente al tampén Tris 50 mM, pH
7.5, NaCl 150 mM, y se carg6 en una columna de heparina sefarosa, a partir de la cual se eluyé con un gradiente
de NaCl (Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 1 M). La proteina eluida se dializ6 frente a PBS y se purificd adicionalmente
mediante filtracion en gel.

El fragmento N-terminal (que carece de IMX313T) se modificd clonando una etiqueta de 6 His C-terminal, y se
purificé por cromatografia de afinidad a niquel IMAC Yy filtracion en gel.

Ambas proteinas purificadas se utilizaron después para inmunizar ratones, en presencia y en ausencia de un
adyuvante.

Se inmunizaron cuatro grupos de cinco ratones BALB/c hembra de 5-6 semanas con 5 mmoles de la proteina
Hla63 o el mismo antigeno fusionado con IMX313T los dias 0 y 14. El dia 28, se recogieron sueros y bazos para
ELISA y ELISPOT. La proteina 63 Hla 6 His se utilizd como antigeno ELISA y asimismo para estimular las
células esplénicas.

Los resultados se muestran en la tabla 5:

Inmunoégeno Adyuvante | Respuesta de IgG | Respuesta celular de INFy por ELISPOT
Dilucion serieda (x 10° esplenocitos)
63 HLA Ninguna - 17
63 HLA ISA 51 100 68
63 HLA-IMX313T ninguna 100 47
63 HLA-IMX313T ISA 51 600 128

Los resultados muestran claramente que el extremo N-terminal de la hemolisina alfa (HLA) es mas inmunégeno
cuando se fusiona con la proteina IMX313T, tanto si se utiliza un adyuvante como si no.

15. Proteina estafilocécica de longitud completa fusionada con proteinas modificadas IMX313
Para determinar si IMX313T e IMX313P podrian mejorar la inmunogenicidad del antigeno de proteina A
estafilococica de longitud completa (SpA), se cloné un gen sintético que codifica los cinco dominios homdlogos

(mutados tal como se describe en la referencia 44) como un fragmento Nde I-Hind Il en un vector de expresion
T7. La secuencia de nucledtidos fue la siguiente:
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CATATGGCGCAACACGATGAAGCTCAAGCGAATGCATTCTACCAGGTTCTGAACATGCCGAATTTGAATGCG
GACCAACGTAATGGCTTTATTCAATCCCTGAAGGACGCACCGTCCCAAAGCGCAAACGTTCTGGGTGAAGC
GCAAAAACTGAATGATAGCCAGGCCCCGAAAGCCGATGCCCAGCAGAACAAGTTCAATAAGGATCAGGCCT
CTGCGTTCTATGAGATTTTGAATATGCCGAACTTGAATGAGGAGCAACGCAACGGCTTTATCCAAAGCCTGA
AAGATGCACCAAGCCAAAGCACGAACGTCCTGGGTGAGGCAAAGAAACTGAACGAGAGCCAGGCGCCGAAA
GCGGACAACAATTTCAATAAAGAGCAAGCGAACGCCTTTTACGAAATTCTGAATATGCCTAACCTGAACGAA
GAACAACGTAACGGCTTCATCCAGAGCTTGAAGGACGCGCCGTCGCAAAGCGCGAATCTGCTGGCCGAGGC
GAAAAAGCTGAATGAGAGCCAAGCGCCGAAGGCGGACAATAAGTTTAACAAAGAACAGGCGAACGCATTCT
ATGAAATCCTGCATCTGCCGAATCTGAATGAAGAACAGCGCAATGGTTTTATCCAGAGCCTGAAGGATGCG
CCAAGCCAGAGCGCAAACCTGTTGGCTGAGGCCAAGAAGCTGAACGATGCGCAGGCTCCGAAAGCTGACAA
CAAATTCAACAAAGAGCAGGCCAACGCTTTTTACGAGATTCTGCACTTGCCGAACCTGACCGAAGAACAGCG
TAATGGTTTCATCCAGTCTCTGAAAGACGCACCGAGCGTGAGCAAAGAGATTCTGGCAGAGGCGAAGAAGT
TGAACGACGCGCAGGCACCGAAAGGATCCCATCACCACCACCATCACTAATAAGCTT (SEC ID NO 73)

Y la secuencia de proteina codificada fue:

MAQHDEAQANAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDAPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQNKFNKDQASAFY
EILNMPNLNEEQRNG FIQSLKDAPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQANAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQS
LKDAPSQSANLLAEAKKLNESQAPKADNKFNKEQANAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDAPSQSANLLAEAKKLN
DAQAPKADNKFNKEQANAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDAPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKGSHHHHHH®

(SEC ID NO 74)

Para fusionar el antigeno a las proteinas IMX313T e IMX313P, el fragmento BamH I-Hind Ill que codifica la
etiqueta His C-terminal se reemplazo por fragmentos BamH I-Hind Ill que codifican las proteinas 313.

Las proteinas se purificaron de la forma siguiente: se produjo SpA-6His en la cepa bacteriana BLR, y el
sedimento bacteriano se lisé en tampén A (1 x PBS, NaCl 1 M, imidazol 20 mM, PMSF 1 mM), el lisado
bacteriano se calent6 a 75°C durante 15 minutos, y después se clarificd por centrifugacion antes de cargarse en
una columna de afinidad a niquel IMAC. La proteina se eluyé con un gradiente de imidazol en tampoén B (1 x
PBS, imidazol 500 mM). La proteina se purificé adicionalmente por filtracion en gel.

Asimismo se expresaron SpA-IMX313T y SpA-IMX313P en la cepa BLR, y los lisados bacterianos se calentaron
a 75°C durante 15 minutos y se clarificaron por centrifugacion. Ambas proteinas se purificaron luego en una
columna de intercambio i6nico SP, y después en una columna de heparina sefarosa.

Estas tres proteinas se utilizaron para inmunizar seis grupos de ratones hembra Balb/c de 5-6 semanas de edad
los dias 0 y 14. Se utilizaron 5 mmoles de cada proteina por inmunizacion, con o sin el adyuvante AddaVax. El
dia 28, se recogieron sueros y bazos para ELISA y ELISPOT. La proteina SpA-6His se utilizd como antigeno
ELISA y asimismo para estimular las células esplénicas.

Los resultados se muestran en la tabla 6 siguiente. El antigeno SpA fusionado a IMX313T o P es claramente mas
inmundgeno que el antigeno no fusionado, y la version IMX313P es ligeramente mas inmunogena que la version
IMX313T.

Tabla 6
Inmunoégeno Adyuvante Respuesta de IgG | Patron de Th | Respuesta celular de INFy por
Dilucion seriada ELISPOT (x 10° esplenocitos)

Spa Ninguno 100 Th1=Th2 15

Spa AddaVax 1,300 Th1=Th2 29

SpA-IMX313T Ninguno 1,200 Th1 77

SpA-1 MX313T | AddaVax 7,800 Th1 150

SpA-IMX313P Ninguno 2,700 Th1 117

SpA-IMX313P AddaVax 12,800 Th1 207

16. Proteinas de fusion de CIfB y proteinas modificadas IMX313
Para mejorar la inmunogenicidad del antigeno estafilocécico CIfB, los dominios N2N3 se amplificaron con los
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siguientes oligos:

IMX239: 5' CATCATCATCATCATCACggtGCTGAACCGGTAGTAAATGCTGCTGATGCTAAAGG 3' (SEC ID n°
75)y

IMX240: 5' ccccaaggggttatgctagttaATTTACTGCTGAATCACCATCagcacttccaccacc 3' (SEC ID n° 76) y el
producto de PCR se clon6 en un vector de expresion T7 con una etiqueta His N-terminal (27).

La secuencia de nucledtidos del fragmento N2N3 es:

ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATCATCATGGTgctgaaccggtagtaaatgctgctgatgctaaaggtacaaat
gtaaatgataaagttacggcaagtaatttcaagttagaaaagactacatttgaccctaatcaaagtggtaacacatttatggcggcaaatt
ttacagtgacagataaagtgaaatcaggggattattttacagcgaagttaccagatagtttaactggtaatggagacgtggattattctaat
tcaaataatacgatgccaattgcagacattaaaagtacgaatggcgatgttgtagctaaagcaacatatgatatcttgactaagacgtata
catttgtctttacagattatgtaaataataaagaaaatattaacggacaattttcattacctttatttacagaccgagcaaaggcacctaaa

tcaggaacatatgatgcgaatattaatattgcggatgaaatgtttaataataaaattacttataactatagttcgccaattgcaggaattga

taaaccaaatggcgcgaacatttcttctcaaattattggtgtagatacagcttcaggtcaaaacacatacaagcaaacagtatttgttaac
cctaagcaacgagttttaggtaatacgtgggtgtatattaaaggctaccaagataaaatcgaagaaagtagcggtaaagtaagtgctaca
gatacaaaactgagaatttttgaagtgaatgatacatctaaattatcagatagctactatgcagatccaaatgactctaaccttaaagaag
taacagaccaatttaaaaatagaatctattatgagcatccaaatgtagctagtattaaatttggtgatattactaaaacatatgtagtatta
gtagaagggcattacgacaatacaggtaagaacttaaaaactcaggttattcaagaaaatgttgatcctgtaacaaatagagactacagt

attttcggttggaataatgagaatgttgtacgttatggtggtggaagtgctgatggtgattcagcagtaaattaa (SEC ID NO 77)
y la secuencia de proteinas es:

MRGSHHHHHHHHGAEPVVNAADAKGTNVNDKVTASNFKLEKTTFDPNQSGNTFMAANFTVTDKVKSGDYFTAK
LPDSLTGNGDVDYSNSNNTMPIADIKSTNGDVVAKATYDILTKTYTFVFTDYVNNKENINGQFSLPLFTDRAKAPKS
GTYDANINIADEMFNNKITYNYSSPIAGIDKPNGANISSQIIGVDTASGQNTYKQTVFVNPKQRVLGNTWVYIKGYQ
DKIEESSGKVSATDTKLRIFEVNDTSKLSDSYYADPNDSNLKEVTDQFKNRIYYEHPNVASIKFGDITKTYVVLVEGHY
DNTGKNLKTQVIQENVDPVTNRDYSIFGWNNENVVRYGGGSADGDSAVN* (SEC ID NO 78)

Subsiguientemente, los dominios IMX313T e IMX313P se amplificaron con los oligonucleétidos: IMX248: 5'
gctgatggtgattcagcagtaaatggatccaagaagcaaggtgatgctgatg 3' (SEC ID n° 79) e IMX139 y se clonaron de forma C-
terminal al dominio N3. Los dominios N2N3 no modificados y las proteinas de fusion N2N3-IMX313T e IMX313P
se expresan de la forma siguiente:

Se indujeron cultivos de 500 ml de de la cepa C43 (DE3) con IPTG 1 mM y después de la induccién durante la
noche, los sedimentos bacterianos se lisaron en tampén A (1 x PBS, NaCl 1 M, imidazol 20 mM, PMSF 1 mM) y
después se clarificaron por centrifugacién antes de cargarlos en una columna de afinidad a niquel IMAC. La
proteina se eluyod con un gradiente de imidazol en tampén B (1 x PBS, imidazol 500 mM). Las proteinas de fusion
se purifican adicionalmente mediante cromatografia de afinidad en heparina-sefarosa, operacion seguida de
filtracion en gel de Sephacryl S-300 HR, mientras que la proteina no fusionada se purifica adicionalmente
mediante filtracion en gel en una columna de filtracion en gel S-75.

17. Proteinas de fusion de sortasa a y proteinas imx313 modificadas
Para mejorar la inmunogenicidad de la proteasa estafilococica conocida como sortasa A, o SrtA, se clond una
version inactivada en marco a IMX313, IMX313T e IMX313P de la forma siguiente: el gen de sortasa A de tipo
silvestre se amplifico a partir del ADN genémico de la cepa Newman con el oligonucleétido
IMX005 5' GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATatatCAACCTAAACCTCAAATTCC 3' (SEC ID n° 80) y
IMX1275 5' GTTAGCAGCCGGATCAAGCTTATTATTTGACTTCTGTAGCTACAA 3' (SEC ID n°® 81) y se clond
en un vector de expresion T7. El residuo de cisteina del sitio activo se muté después a serina con el
oligonucledtido IMX215: 5' GATAAACAATTAACATTAATTACTTCTGATGATTACAATGAAAAGACAGGCG 3
(SEC ID n° 82).

Los genes IMX313, 313T y 313P se amplificaron después con los olinucledtidos IMX006: 5'
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TTGTAGCTACAGAAGTCAAAAAGAAGCAAGGTGATGCTGATG 3' (SEC ID n° 83) and IMX139: &
GGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGC 3' (SEC ID n° 44) a partir de los vectores respectivos, y se insertaron en
marco con el gen de proteasa inactivado (29).

Las proteinas de fusion IMX313T e IMX313P se purificaron mediante intercambio iénico en una columna SP, y
después en una columna de heparina sefarosa.

18. Inmunizacion de adn de cp15

Para determinar si las proteinas IMX313 modificadas podrian mejorar ain mas la inmunogenicidad del antigeno
de Cryptosporidium CP15, mas alla de la mejora obtenida utilizando el propio IMX313, se utilizaron tres
plasmidos disefiados para expresar Cp15, Cp15-IMX313 e IMX313T en Escherichia coli para preparar vectores
pcDNA3 como vacunas de ADN. Los cebadores utilizados para amplificar los tres genes a partir de los vectores
de expresion T7 para la insercion en pcDNA3 cadena abajo del péptido sefial de tPA fueron:

IMX092: 5' ggaaatccatgcccgaticagaaga GCGCGTGTTCTGATCAAAGAGAAGC 3' (SEC IDn° 84) e
IMX093: 5' gccagtgtgatggatggcggtagttattgctcageggtgg 3' (SEC ID n° 85).

Los tres productos de la PCR se insertaron por separado en un vector pcDNA3, que contenia un péptido de
sefal tPA N-terminal.

Las tres secuencias codificantes fueron:
Para Cp15:

ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCCAGCCA
ggaaatccatgcccgattcagaagaGCGCGTGTTCTGATCAAAGAGAAGCAGAATATGGGCAATCTCAAAAGCTGT
TGTTCCTTTGCTGACGAACACTCATTGACCAGCACTCAACTGGTTGTAGGAAATGGCTCTGGTGCCTCTGAA
ACCGCAAGCAATCATCCACAGGAAGAAGTGAACGACATTAACACGTTTAACGTGAAACTGATCATGCAAGAT
CGCTCCAAACTGGATTGTGAGGTCGTCTTTGACAGTACCAGCATCAGTCTGAGTGGTGATGGCAAATGCCG
CAATATCGCGTTAGACGAGATTCACCAGCTTCTGTATTCGAAGGAGGAATTAAGCCGTGTGGAATCTTCAG

CTGGGATTTCCGATAGCGATAACTGCGTAGCCATTCACCTGAAAGAATCGGGTAACTGCATTCCGTTGTTCT
TCAACAATTCGCAGGATAAAGAACGCTTTGTGGCAACAGCGAATAAGTTCAAACCGAACTTTAACCATCATC

ACCATCATCATTAA (SEC ID NO 86)

Para Cp15-IMX313:

ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCCAGCCA
ggaaatccatgcccgattcagaagaGCGCGTGTTCTGATCAAAGAGAAGCAGAATATGGGCAATCTCAAAAGCTGT
TGTTCCTTTGCTGACGAACACTCATTGACCAGCACTCAACTGGTTGTAGGAAATGGCTCTGGTGCCTCTGAA
ACCGCAAGCAATCATCCACAGGAAGAAGTGAACGACATTAACACGTTTAACGTGAAACTGATCATGCAAGAT
CGCTCCAAACTGGATTGTGAGGTCGTCTTTGACAGTACCAGCATCAGTCTGAGTGGTGATGGCAAATGCCG
CAATATCGCGTTAGACGAGATTCACCAGCTTCTGTATTCGAAGGAGGAATTAAGCCGTGTGGAATCTTCAG
CTGGGATTTCCGATAGCGATAACTGCGTAGCCATTCACCTGAAAGAATCGGGTAACTGCATTCCGTTGTTCT
TCAACAATTCGCAGGATAAAGAACGCTTTGTGGCAACAGCGAATAAGTTCAAACCGAACTTTAACGGATCCA
AGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTGCCACGTG

CCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACTGAAGGTGCAC
CATCACCATTAA (SEC ID NO 87)

Y para CP15-IMX313T:
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ATGGATGCAATGAAGAGAGGGCTCTGCTGTGTGCTGCTGCTGTGTGGAGCAGTCTTCGTTTCGCCCAGCCA
ggaaatccatgcccgattcagaagaGCGCGTGTTCTGATCAAAGAGAAGCAGAATATGGGCAATCTCAAAAGCTGT
TGTTCCTTTGCTGACGAACACTCATTGACCAGCACTCAACTGGTTGTAGGAAATGGCTCTGGTGCCTCTGAA
ACCGCAAGCAATCATCCACAGGAAGAAGTGAACGACATTAACACGTTTAACGTGAAACTGATCATGCAAGAT
CGCTCCAAACTGGATTGTGAGGTCGTCTTTGACAGTACCAGCATCAGTCTGAGTGGTGATGGCAAATGCCG
CAATATCGCGTTAGACGAGATTCACCAGCTTCTGTATTCGAAGGAGGAATTAAGCCGTGTGGAATCTTCAG
CTGGGATTTCCGATAGCGATAACTGCGTAGCCATTCACCTGAAAGAATCGGGTAACTGCATTCCGTTGTTCT
TCAACAATTCGCAGGATAAAGAACGCTTTGTGGCAACAGCGAATAAGTTCAAACCGAACTTTAACGGATCCA
AGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGGAGAGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTGCCACGTG
CCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAAATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAA
CTGCAGTCTCCGCGTCGCCGTCGCTCCTAA (SEC ID NO 88)

El vector pcDNAS sin ningun inserto se utilizdé como plasmido de control. Estos cuatro plasmidos se utilizaron
para inmunizar cuatro grupos de ratones hembra Balb/c de 5-6 semanas de edad los dias 0 y 14. Se inyectaron
por via intramuscular veinticinco microgramos de cada plasmido para cada inmunizacion. El dia 28 se recogieron

sueros y bazos para ELISA y ELISPOT. La proteina Cp15-6His, purificada a partir de Escherichia coli se utilizd
como antigeno ELISA, y asimismo para estimular las células esplénicas.

Los resultados de los ELISA y los ELISPOT se muestran en la tabla 7, a continuacion.

Inmunégeno Densidad o6ptica de respuesta Patrén TH Respuesta celuelsar de INFy por ELISPOT
a IgG (405) (x 10 esplenocitos)
Cp15 0.159 Th1=Th2 35
Cp15-IMX313 0.358 Th1=Th2 117
Cp15-IMX313T 0.697 Th1=Th2 175
Vector vacio 0.087 - 12

Estos resultados muestran que IMX313 mejora tanto los titulos de anticuerpos como las respuestas de interferon
y al antigeno Cp15, pero estas respuestas se mejoran adicionalmente mediante el uso de IMX313T en lugar de
IMX313.

19. Inmunizacion con autoantigenos y fusiones de proteinas IMX313 modificadas: GnRH-IMX313T

Para mejorar adicionalmente las respuestas de anticuerpos inducidas por el autoantigeno GnRH cuando se
fusiona a IMX313, se prepar6 la proteina GnRH-IMX313T. La secuencia de codificaciéon de la proteina fue:
ATGGAACATTGGAGCTATGGCCTGCGTCCGGGCGGATCCAAGAAGCAAGGTGATGCTGATGTGTGCGGAG
AGGTTGCTTATATTCAGAGCGTCGTCTCCGATTGCCACGTGCCTACAGCGGAACTGCGTACTCTGCTGGAA
ATACGAAAACTCTTCCTGGAGATTCAAAAACTGAAGGTGGAACTGCAGTCTCCGCGTCGCCGTCGCTCCTAA
TAA (SEC ID n° 89) y la secuencia de la proteina fue:
MEHWSYGLRPGGSKKQGDADVCGEVAYIQSWSDCHVPTAELRTLLEIRKLFLEIQKLKVELQSPRRRRS** (SEC
ID n° 90)

20. Sinergia de adyuvantes con proteinas modificadas IMX313 y antigenos

Para determinar si la inmunogenicidad mejorada obtenida mediante el uso de proteinas IMX313 modificadas
podria mejorarse adicionalmente mediante el uso de un adyuvante clasico y, de hecho, mediante el uso de dos
adyuvantes, se formularon las siguientes proteinas: PAm, PAmM-IMX313 y PAm-IMX313T (preparadas tal como
se describe en el ejemplo 6 anterior), como se indica en la columna "Adyuvante" en la tabla sigiente. Las
proteinas formuladas se utilizaron para inmunizar siete grupos de ratones Balb/c hembra de 5-6 semanas de
edad los dias 0 y 14. Se utilizaron 5 mmoles de cada proteina por inmunizacion, con o sin el adyuvante AddaVax,
y con o sin el ligado de TLR poli I:C. En el séptimo grupo, el ligando de TLR poli I:C se formul6 primero con la
proteina PAm-IMX313T, y después con el adyuvante AddaVax.

El dia 28 se recogieron sueros y bazos para ELISA y ELISPOT. La proteina PAm se utilizd como antigeno ELISA
y asimismo para estimular las células esplénicas.

Los resultados se tabulan a continuacion (tabla 8).

. Respuesta de IgG Respuesta celular de INFy por ELISPOT (x
Inmunoégeno Adyuvante L : 6 .
Dilucion en serie 10° esplenocitos)
PAm Ninguno 15
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. Respuesta de IgG Respuesta celular de INFy por ELISPOT (x
Inmunogeno Adyuvante L : 6 .
Dilucion en serie 10° esplenocitos)
PAm Addavax 100 28
PAmM-IMX313 Ninguno 400 63
PAmM-IMX313 Hadabas 900 177
PAmM- .
IMX313T Ninguno 800 105
PAmM-
IMX313T Addavax 6400 307
PAm- Addavax + poli
IMX313T I:C 6000 395

Claramente, existe una ventaja al usar un adyuvante con la proteina IMX313 modificada, y la inmunogenicidad se
puede mejorar adicionalmente utilizando un segundo adyuvante, poli I:C.
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<160> 90
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> X es cualquier aminoacido o esta ausente

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> X es cualquier aminoacido

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(6)

<223> X es una arginina (R) o una lisina (K)

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> X es cualquier aminoacido o esta ausente

<400> 1
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 2
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 2
Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser
1 5

<210> 3
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 3

Gly Arg Arg Arg Arg
1 5
<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> artificial

<220>
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<223> Péptido cargado positivamente

<400> 4
Ser Pro Lys Lys Lys Lys
1 5

<210>5
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 5
Gly Lys Lys Lys Lys
1 5

<210>6

<211>55

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 6
Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr Ile Gln
1 5 10 15

Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg Thr Leu
20 25 30

Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys Val Glu
35 40 45

Leu Gln Gly Leu Ser Lys Glu
50 55

<210>7
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Proteina IMX313T modificada

<400>7
Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr Ile Gln
1 5 10 15

Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg Thr Leu
20 25 30

Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys Val Glu
35 40 45

Leu Gln Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser
50 55

<210> 8

<211> 184

<212> ADN
<213> artificial

<220>

33



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2719256 T3

<223> Oligonucledtido

<400> 8
catatgtcaa agaagcaagg tgatgctgat gtgtgcggag aggttgctta tattcagagce

gtegtctececg attgeccacgt gectacageg gaactgegta ctctgetgga aatacgaaaa
ctcttcctgg agattcaaaa actgaaggtg gaattgcaag gactgagcaa ggagtaataa

gctt

<210>9
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> IMX313 antes de la extraccion de Met y Ser

<400>9
Met Ser Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr
1 5 10 15

Ile Gln Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg
20 25 30

Thr Leu Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys
35 40 45

Val Glu Leu Gln Gly Leu Ser Lys Glu
50 55

<210> 10
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de extremo C sustituida en IMX313

<400> 10
Leu Gln Gly Leu Ser Lys Glu
1 5

<210> 11
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 11
Leu Gln Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser
1 5

<210> 12
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 12
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gtctcegegt cgeegtegct cctaata

<210> 13
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 13
agcttattag gagcgacggc gacgcggaga ctgca

<210> 14
<211> 183
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> IMX313T

<400> 14

ES 2719256 T3

atgtcaaaga agcaaggtga tgctgatgtg tgcggagagg ttgcttatat tcagagegtce

gtctccgatt gccacgtgec tacagcggaa ctgecgtactce tgectggaaat acgaaaactc

ttcctggaga ttcaaaaact gaaggtggaa ctgcagtctc cgegtcecgecg tegcectcectaa

taa

<210> 15
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 15

ctttaagaag gagatataca tatggctgat gcgcaacaaa ataac

<210> 16
<211> 51
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 16

ccgcacacat cagcatcacc ttgctttttt ggtgcttgag catcatttag c

<210> 17
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 17
cttcaacaaa gaaaaaaaga acgccttcta tg

<210> 18
<211> 33
<212> ADN

35

27

35

60
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180

183
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<213> artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 18

gcgctttggce ttggagcecgc ttttaagctt tgg

<210> 19
<211> 339
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Proteina A mutada

<400> 19
atggctgatg

ttgaatatgce
gctccaagcece
ccaaaaaagc
tcecgattgece

ctggagattc

<210> 20
<211> 111
<212> PRT

<213> artificial

<220>

cgcaacaaaa
ctaacttaaa
aaagcgctaa
aaggtgatgce
acgtgcctac

aaaaactgaa

taacttcaac
cgaagaacaa
ccttttageca
tgatgtgtgce
agcggaactg

ggtggaattg

ES 2719256 T3

aaaggaaaaa
cgcaatggtt
gaagctaaaa
ggagaggttg
cgtactctge

caataataa

<223> proteina mutada A fusionada a IMX313

<400> 20

Met Ala Asp

1

Phe Tyr

Gly Phe

35

Ala
50

Leu

Gly Asp

Ser Asp

Arg Lys

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

<213> artificial

Glu

Ile

Glu

Ala

Cys

Leu

Ala
5

Ile
20

Leu As

Gln Ser

Ala Lys

Asp Val

70

vVal
85

His

Phe
100

Leu Gl

Gln Gln Asn

Leu

Lys

Cys

Pro

Asn

n Met

Pro

Ala
40

Lys

Leu Asn

55

Gly Glu

Thr

Ala

u Ile Gln

Asn

Ala

Asp

val

Phe Asn

10

Lys

Leu Asn

25

Pro Ser

Ala Gln

Ala Tyr

75

Glu Leu

90

Arg

Lys Leu

105

Lys

agaacgcctt
tcatccaaag
agctaaatga
cttatattca

tggaaatacg

Gly Lys Lys

Glu Glu Gln

30

Gln Ser Ala

45

Ala
60

Pro Lys

Ile Gln Ser

Thr Leu Leu

Val Glu Leu

110

36

ctatgaaatc
cttaaaagcg
tgctcaagca
gagcgtegte

aaaactcttc

Asn Ala

15

Arg Asn

Asn Leu

Lys Gln

Val val

80

Glu
95

Ile

Gln

33
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 21
gcagccggat caagcttatt attttggtgc ttgagcatc

<210> 22
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 22
taatacgact cactataggg

<210> 23
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 23
gtctcegegt cgeegtegct cctaata

<210> 24
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 24
agcttattag gagcgacggc gacgcggaga ctgca

<210> 25
<211>13
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ssRNA40

<220>
<221> misc_binding
<222> (1)..(13)

ES 2719256 T3

39

20

27

35

<223> los nucleétidos estan unidos por fosfotioato

<400> 25
gceegegggg ace

<210> 26
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> ODN1826

<400> 26
tccatgacgt tcctgacgtt

13

20

37
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<210> 27
<211> 14
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> variante de IMX313

<400> 27
Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys Val Glu
1 5 10

<210> 28
<211>18
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> variante de IMX313

<400> 28
Thr Leu Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys

1 5 10 15
Val Glu

<210> 29
<211> 47
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 29
gaagcccgac ctgcaacgtg gatccatacg aaaactcttc ctggaga 47

<210> 30
<211> 43
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 30
gaagcccgac ctgcaacgtg gatccactct gctggaaata cga 43

<210> 31
<211> 56
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 31
agggccctct agatgcatgc tcgagcggcec gcettattatt ccaccttcag tttttg 56

<210> 32
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

38
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<400> 32
cagaatagaa tgacacctac tcag

<210> 33
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 33
gaagcccgac ctgcaacgtt aataagcggc cgctcgagca tg

<210> 34
<211> 52
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 34
gtgcctacag aggacgtgaa aatgctgctg gaaatacgaa aactcttect gg

<210> 35
<211> 59
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 35
agggccctct agatgcatgc tcgageggcc gcttattagg agcgacggeg acgcggaga

<210> 36
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 36
Gly Arg Arg Arg Arg Arg Ser
1 5

<210> 37
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 37
Ser Pro Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Ser
1 5 10

<210> 38
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

39

24

42

52

59
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<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 38
Ser Pro Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 39
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 39
Arg Arg Arg Arg Arg Ser
1 5

<210> 40
<211>12
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 40
Gly Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Ser
1 5 10

<210> 41
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Péptido cargado positivamente

<400> 41
Gly Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 42
<211> 55
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> IMX313P

<400> 42

Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr Ile Gln
1 5 10 15

Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg Thr Leu
20 25 30

Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys Val Glu
35 40 45

Gly Arg Arg Arg Arg Arg Ser
50 55

40
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<210> 43
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucledtido IMX205

<400> 43
ggagattcaa aaactgaagg tggaaggtcg ccgtcgecgt cgetce

<210> 44
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucledtido IMX139

<400> 44
gggcgatcgg tgcgggcctc ttcge

<210> 45
<211> 174
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> IMX313P

<400> 45
atgtcaaaga agcaaggtga tgctgatgtg tgcggagagg ttgcttatat tcagagcgtc

gtctccgatt gccacgtgecec tacageggaa ctgcgtacte tgectggaaat acgaaaactce
ttecctggaga ttcaaaaact gaaggtggaa ggtcgecegte gecgtegete ctaa

<210> 46
<211> 58
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador IMX206

<400> 46
ggagattcaa aaactgaagg tggaaggtcg ccgtcgecgt taataagctt gatccggce

<210> 47
<211> 50
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador IMX207

<400> 47
ctgaaggtgg aatctccgaa aaagaaaaag taataagctt gatccggctg

<210> 48
<211> 58
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador IMX208

41

46

25

60

120

174

58

50
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ggagattcaa aaactgaagg tggaaggtaa aaagaaaaag taataagctt gatccggc

<210> 49
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Cebador IMX139

<400> 49

gggcgatcgg tgcgggcctc ttcge

<210> 50
<211>55
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> IMX427

<400> 50
Met Ser Lys
1

Ile Gln Ser

Thr Leu Leu
35

Val Glu Gly
50

<210> 51
<211> 56
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> IMX428

<400> 51
Met Ser Lys
1

Ile Gln Ser

Thr Leu Leu
35

Val Glu Ser
50

<210> 52
<211>55
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Lys

Val
20

Glu

Arg

Lys

Val
20

Glu

Pro

Gln

Val

Ile

Arg

Gln

vVal

Ile

Lys

Gly

Ser

Arg

Arg

Gly

Ser

Arg

Lys

Asp

Asp

Lys

Arg
55

Asp

Asp

Lys

Lys
55

Ala Asp

Cys His

Leu Phe
40

Ala Asp

Cys His
25

Leu Phe
40

Lys

Val Cys Gly

10

Val Pro Thr

Leu Glu Ile

Val Cys Gly

10

Val Pro Thr

Leu Glu Ile

42

Glu

Ala

Gln
45

Glu

Ala

Gln
45

Vval

Glu

Lys

val

Glu

Lys

Ala Tyr
15

Leu Arg

Leu Lys

Ala Tyr
15

Leu Arg

Leu Lys
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<223> IMX429

<400> 52

Met Ser Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr

1 5 10

Ile Gln Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg

20 25

Thr Leu Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys

35 40

Val Glu Gly Lys Lys Lys Lys
50 55

<210> 53
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX1289

<400> 53
caatgcagag gagtacgaca atggatccaa gaagcaaggt gatgctgatg

<210> 54
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX1290

<400> 54
gtagaaacaa gggtattttt ctttattact ccttgctcag tccttge

<210> 55
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX1305

<400> 55
cactgagtga catcaaaatc atggatgcaa tgaagagagg gc

<210> 56
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX1306

<400> 56
cgtaagaccg tttggtgcct tggctagctce ttctgaatcg ggcatggatt tcc

<210> 57
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

43

45

30

15

50

47

42

53
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<220>

<223> Cebador IMX1287

<400> 57

ccattctgcc gcatttgcag atctaagag

<210> 58
<211> 29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX1288

<400> 58

caaaagggag atttgcctgt actgagaac

<210> 59
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX051

<400> 59

ES 2719256 T3

gtagaaacaa gggtattttt ctttattagg agcgacggcg acgc

<210> 60
<211> 385
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> vector de expresion T7

<400> 60
catatgcggg

cagaaaagca
aagatgaata
gaaaacctga
ttacttgtgce
ctgtatgaga
cgtegeegte
<210> 61
<211>124

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gttctcatca

cgcaaaatgce
tccagtttac
acaagaaagt
tcttagaaaa

aagtgaaaag

gcagttaata

tcatcatcat

gattaacggce
tgctgtaggce
ggatgatggg
cgaacggaca
ccagctgaag

agctt

<223> vector de expresion T7

<400> 61

catcatcatg
attaccaaca
aaagagttca
tttctggata
ttggacttcc

aacaatgcct

gtagtggtta
aagtcaattc
acaaactgga
tttggaccta
atgattcgaa

caccacgtcg

44

tgcagccgat
tgtgatcgaa
gaaacgcatg
taacgcggaa
cgtcaagaac

ccgtegtege

29

29

44

60

120
180
240
300
360

385
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Met Arg Gly Ser His His His His His His His

1 5 10

Ala Ala Asp Gln Lys Ser Thr Gln Asn Ala Ile

20 25
Lys Val Asn Ser Val Ile Glu Lys Met Asn Ile
35 40
Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu Glu Lys Arg Met
50 55

Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu Asp Ile Trp Thr

65 70 75

Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu Arg Thr Leu Asp
85 90

Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys Val Lys Ser Gln

100 105
Ser Pro Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
115 120

<210> 62

<211>45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX203

<400> 62

gttagcagcc ggatcaagct tattaggcat tgttcttcag ctggc

<210> 63

<211> 343

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> inserto de HA2

<400> 63

catatgcggg gttctcatca tcatcatcat catggtagtg

agcacgcaaa atgcgattaa cggcattacc aacaaagtca

aatatccagt ttactgctgt aggcaaagag ttcaacaaac

ctgaacaaga aagtggatga tgggtttctg gatatttgga

gtgctcttag aaaacgaacg gacattggac ttccatgatt

gagaaagtga aaagccagct gaagaacaat gcctaataag

<210> 64

<211>110

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

His Gly Ser

Ile
30

Asn Gly

Gln Phe

45

Thr

Glu Asn Leu

Tyr Asn Ala

Phe His Asp

Asn
110

Leu Lys

Ser

gttatgcagce
attctgtgat
tggagaaacg
cctataacgce
cgaacgtcaa

ctt

45

Gly
15

Tyr

Thr Asn

Ala Val

Asn Lys

Glu Leu

80

Ser Asn

95

Asn Ala

cgatcagaaa
cgaaaagatg
catggaaaac
ggaattactt

gaacctgtat

45

60
120
180
240
300

343
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<223> inserto de HA2

<400> 64
Met Arg Gly Ser

1

Asp

Asn

Glu

Asp

65

Leu

Asn

Gln

Ser

Phe

50

Asp

Leu

Leu

<210> 65
<211> 46
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX212

<400> 65
ggagcgacgg cgacgcggag actggagctg tagtagttca acctcc

<210> 66
<211> 54
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> IMX108

<400> 66

Glu

1

Gln

Lys

Lys

Ala

Tyr

Leu

His
50

<210> 67
<211> 51
<212> PRT

<213> Artificial

Lys

vVal

35

Asn

Gly

Glu

Tyr

Ser

Val

Thr

35

Thr

Ser

20

Ile

Lys

Phe

Asn

Glu
100

Glu

Pro

20

Leu

Glu

His

Thr

Glu

Leu

Leu

Glu

85

Lys

His

Gln

Lys

Glu

Asp

70

Arg

Val

His

Asn

Met

Lys

55

Ile

Thr

Lys

ES 2719256 T3

His His

Ala Ile
25

Asn Ile

40

Arg Met

Trp Thr

Leu Asp

Ser Gln
105

His

10

Asn

Gln

Glu

Tyr

Phe

90

Leu

Gly Ser

Gly Ile

Phe Thr

Asn Leu

60

Asn Ala
75

His Asp

Lys Asn

Gly

Thr

Ala

45

Asn

Glu

Ser

Asn

Tyr

Asn

30

Val

Lys

Leu

Asn

Ala
110

Ala Ala
15

Lys Val

Gly Lys

Lys Val

Leu Val

80

Val Lys
95

46

Asp Leu Lys Pro Ala Leu Thr Gly Asn Lys Thr Met

5

10

15

Asn Ser His Asp Val Lys Met Ala Leu Glu Ile Tyr

25

30

Glu Val Glu Leu Leu Gln Leu Gln Ile Gln Lys Glu

Ala

His

40

46

45
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<220>

<223> IMX108T

<400> 67

Glu Ala Ser Glu Asp Leu Lys Pro Ala Leu Thr Gly Asn Lys Thr Met
1 5 10 15

Gln Tyr Val Pro Asn Ser His Asp Val Lys Met Ala Leu Glu Ile Tyr
20 25 30

Lys Leu Thr Leu Glu Val Glu Leu Leu Gln Leu Gln Ser Pro Arg Arg
35 40 45

Arg Arg Ser
50

<210> 68
<211> 59
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> IMX056

<400> 68
gtttaacttt aagaaggaga tatacatatg gcagattctg atattaatat taaaaccgg 59

<210> 69
<211> 59
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> IMX057

<400> 69
gttagcagcc ggatcaagct tattaatcga ttttatatct ttctgaagaa cgatctgtc 59

<210> 70
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX110

<400> 70
agaacgaaag gtaccattgc tggatccaag aagcaaggtg atgct 45

<210> 71
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion Hla63-IMX313T

<400> 71

47
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Ala Asp Ser Asp Ile Asn Ile Lys Thr Gly Thr
1 5 10
Asn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Leu Val Thr
20 25
Gly Met His Lys Lys Val Phe Tyr Ser Phe Ile
35 40
Asn Lys Lys Leu Leu Val Ile Arg Thr Lys Gly
50 55
Lys Lys Gln Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu
65 70 75
Ser Val Val Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala
85 90
Leu Glu Ile Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln
100 105
Leu Gln Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser
115 120
<210>72
<211> 369
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Proteina de fusion Hla63-IMX313T
<400> 72
atggcagatt ctgatattaa tattaaaacc ggtactacag
gtaaaaacag gtgatttagt cacttatgat aaagaaaatg
tatagtttta tcgatgataa aaatcataat aaaaaactge
accattgctg gatccaagaa gcaaggtgat gctgatgtgt
cagagcgtcg tctccgattg ccacgtgcect acagcggaac
cgaaaactct tcctggagat tcaaaaactg aaggtggaac
cgctecctaa
<210>73
<211>913
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

Thr Asp Ile

Tyr Asp Lys

30

Asp Asp

45

Lys

Thr
60

Ile Ala

Val Ala Tyr

Glu Leu Arg

Lys Leu Lys

110

atattggaag
gcatgcacaa
tagttattag
gcggagaggt
tgcgtactct

tgcagtctce

<223> Gen sintético que codifica los 5 dominios homologos de SpA

<400> 73

48

Gly Ser

15

Glu Asn

Asn His

Gly Ser

Ile Gln

80

Thr Leu

val Glu

caatactaca
aaaagtattt
aacgaaaggt
tgcttatatt
gctggaaata

gcgtegecgt

60

120

180

240

300

360

369



10

catatggecge
aatttgaatg
agcgcaaacg
gcccagcaga
ccgaacttga
caaagcacga
gacaacaatt
ctgaacgaag
gcgaatctge
aagtttaaca
gaagaacagc
ctgttggcetg
aacaaagagc
cagcgtaatg
gcagaggcga
cactaataag

<210> 74
<211> 300
<212> PRT

aacacgatga
cggaccaacg
ttctgggtga
acaagttcaa
atgaggagca
acgtecetggg
tcaataaaga
aacaacgtaa
tggcegagge
aagaacaggc
gcaatggttt
aggccaagaa
aggccaacgc
gtttcatcca
agaagttgaa

ctt

<213> Artificial

<220>

agctcaagcg
taatggcttt
agcgcaaaaa
taaggatcag
acgcaacggc
tgaggcaaag
gcaagcgaac
cggcttcatce
gaaaaagctg
gaacgcattc
tatccagagce
gctgaacgat
tttttacgag
gtctctgaaa

cgacgcgcag

ES 2719256 T3

aatgcattct
attcaatcce
ctgaatgata
gcctcectgegt
tttatccaaa
aaactgaacg
gccttttacg
cagagcttga
aatgagagcc
tatgaaatcc
ctgaaggatg
gcgcaggcte
attctgcact
gacgcaccga

gcaccgaaag

accaggttct
tgaaggacgc
gccaggeccce
tctatgagat
gcctgaaaga
agagccaggc
aaattctgaa
aggacgcgcece
aagcgccgaa
tgcatctgcece
cgccaagcca
cgaaagctga
tgccgaacct
gcgtgagcaa

gatcccatca

gaacatgccg
accgtcccaa
gaaagccgat
tttgaatatg
tgcaccaagce
gccgaaagceg
tatgcctaac
gtcgcaaage
ggcggacaat
gaatctgaat
gagcgcaaac
caacaaattc
gaccgaagaa
agagattctg

ccaccaccat

<223> Proteina sintética que comprende los 5 dominios homadlogos de SpA

<400> 74

49

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

913
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Met Ala Gln His Asp Glu Ala Gln Ala Asn Ala Phe Tyr Gln Val Leu

Asn Met Pro Asn Leu Asn Ala Asp Gln Arg Asn Gly Phe Ile Gln Ser
20 25 30

Leu Lys Asp Ala Pro Ser Gln Ser Ala Asn Val Leu Gly Glu Ala Gln
35 40 45

Lys Leu Asn Asp Ser Gln Ala Pro Lys Ala Asp Ala Gln Gln Asn Lys
50 55 60

Phe Asn Lys Asp Gln Ala Ser Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro
65 70 75 80

Asn Leu Asn Glu Glu Gln Arg Asn Gly Phe Ile Gln Ser Leu Lys Asp

Ala Pro Ser Gln Ser Thr Asn Val Leu Gly Glu Ala Lys Lys Leu Asn
100 105 110

Glu Ser Gln Ala Pro Lys Ala Asp Asn Asn Phe Asn Lys Glu Gln Ala
115 120 125

Asn Ala Phe Tyr Glu Ile Leu Asn Met Pro Asn Leu Asn Glu Glu Gln
130 135 140

Arg Asn Gly Phe Ile Gln Ser Leu Lys Asp Ala Pro Ser Gln Ser Ala
145 150 155 160

Asn Leu Leu Ala Glu Ala Lys Lys Leu Asn Glu Ser Gln Ala Pro Lys
165 170 175

Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Gln Ala Asn Ala Phe Tyr Glu Ile
180 185 190

Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Glu Glu Gln Arg Asn Gly Phe Ile Gln
195 200 205

Ser Leu Lys Asp Ala Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala
210 215 220

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys Ala Asp Asn Lys Phe Asn
225 230 235 240

Lys Glu Gln Ala Asn Ala Phe Tyr Glu Ile Leu His Leu Pro Asn Leu
245 250 255

Thr Glu Glu Gln Arg Asn Gly Phe Ile Gln Ser Leu Lys Asp Ala Pro
260 265 270

Ser Val Ser Lys Glu Ile Leu Ala Glu Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala
275 280 285

Gln Ala Pro Lys Gly Ser His His His His His His
290 295 300

<210>75
<211> 56

50
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35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX239

<400> 75

ES 2719256 T3

catcatcatc atcatcacgg tgctgaaccg gtagtaaatg ctgctgatgc taaagg

<210> 76
<211> 58
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX240

<400> 76

ccccaagggg ttatgctagt taatttactg ctgaatcacc atcagcactt ccaccacc

<210> 77
<211> 1068
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento N2N3

<400> 77
atgcggggtt

gctgatgcecta
aagactacat
acagataaag
aatggagacg
acgaatggcg
gtctttacag
tttacagacc
gatgaaatgt
aaaccaaatg
aacacataca
gtgtatatta
gatacaaaac
gcagatccaa
tatgagcatc
ttagtagaag
aatgttgatc
gtacgttatg

<210> 78
<211> 355
<212> PRT

<213> Artificial

ctcatcatca
aaggtacaaa
ttgaccctaa
tgaaatcagg
tggattattc
atgttgtagce
attatgtaaa
gagcaaaggc
ttaataataa
gcgcgaacat
agcaaacagt
aaggctacca
tgagaatttt
atgactctaa
caaatgtagc
ggcattacga
ctgtaacaaa

gtggtggaag

tcatcatcat
tgtaaatgat
tcaaagtggt
ggattatttt
taattcaaat
taaagcaaca
taataaagaa
acctaaatca
aattacttat
ttcttctcaa
atttgttaac
agataaaatc
tgaagtgaat
ccttaaagaa
tagtattaaa
caatacaggt
tagagactac

tgctgatggt

catcatggtg
aaagttacgg
aacacattta
acagcgaagt
aatacgatgc
tatgatatct
aatattaacg
ggaacatatg
aactatagtt
attattggtg
cctaagcaac
gaagaaagta
gatacatcta
gtaacagacc
tttggtgata
aagaacttaa
agtatttteg

gattcagcag

51

ctgaaccggt
caagtaattt
tggcggcaaa
taccagatag
caattgcaga
tgactaagac
gacaattttc
atgcgaatat
cgccaattge
tagatacagc
gagttttagg
gcggtaaagt
aattatcaga
aatttaaaaa
ttactaaaac
aaactcaggt
gttggaataa

taaattaa

agtaaatgct
caagttagaa
ttttacagtg
tttaactggt
cattaaaagt
gtatacattt
attaccttta
taatattgcg
aggaattgat
ttcaggtcaa
taatacgtgg
aagtgctaca
tagctactat
tagaatctat
atatgtagta
tattcaagaa

tgagaatgtt

56

58

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

1020

1068
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<220>

<223> Fragmento N2N3

<400> 78

Met Arg Gly Ser His His His His His His His His Gly Ala Glu Pro
1 5 10 15

Val Val Asn Ala Ala Asp Ala Lys Gly Thr Asn Val Asn Asp Lys Val
20 25 30

Thr Ala Ser Asn Phe Lys Leu Glu Lys Thr Thr Phe Asp Pro Asn Gln
35 40 45

Ser Gly Asn Thr Phe Met Ala Ala Asn Phe Thr Val Thr Asp Lys Val

Lys Ser Gly Asp Tyr Phe Thr Ala Lys Leu Pro Asp Ser Leu Thr Gly
65 70 75 80

Asn Gly Asp Val Asp Tyr Ser Asn Ser Asn Asn Thr Met Pro Ile Ala
85 90 95

Asp Ile Lys Ser Thr Asn Gly Asp Val Val Ala Lys Ala Thr Tyr Asp
100 105 110

Ile Leu Thr Lys Thr Tyr Thr Phe Val Phe Thr Asp Tyr Val Asn Asn
115 120 125

Lys Glu Asn Ile Asn Gly Gln Phe Ser Leu Pro Leu Phe Thr Asp Arg
130 135 140

Ala Lys Ala Pro Lys Ser Gly Thr Tyr Asp Ala Asn Ile Asn Ile Ala
145 150 155 160

Asp Glu Met Phe Asn Asn Lys Ile Thr Tyr Asn Tyr Ser Ser Pro Ile
165 170 175

Ala Gly Ile Asp Lys Pro Asn Gly Ala Asn Ile Ser Ser Gln Ile Ile
180 185 190

Gly Val Asp Thr Ala Ser Gly Gln Asn Thr Tyr Lys Gln Thr Val Phe
195 200 205

Val Asn Pro Lys Gln Arg Val Leu Gly Asn Thr Trp Val Tyr Ile Lys
210 215 220

Gly Tyr Gln Asp Lys Ile Glu Glu Ser Ser Gly Lys Val Ser Ala Thr
225 230 235 240

Asp Thr Lys Leu Arg Ile Phe Glu Val Asn Asp Thr Ser Lys Leu Ser
245 250 255

Asp Ser Tyr Tyr Ala Asp Pro Asn Asp Ser Asn Leu Lys Glu Val Thr
260 265 270
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Asp Gln Phe Lys Asn Arg Ile Tyr Tyr Glu His
275 280

Ile Lys Phe Gly Asp Ile Thr Lys Thr Tyr Val
290 295

His Tyr Asp Asn Thr Gly Lys Asn Leu Lys Thr
305 310 315

Asn Val Asp Pro Val Thr Asn Arg Asp Tyr Ser
325 330

Asn Glu Asn Val Val Arg Tyr Gly Gly Gly Ser
340 345

Ala Val Asn
355

<210> 79
<211> 52
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX248

<400> 79

Pro

Val

300

Gln

Ile

Ala

gctgatggtg attcagcagt aaatggatcc aagaagcaag gtgatgctga tg

<210> 80
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX005

<400> 80
gtttaacttt aagaaggaga tatacatatg caagctaaac ctcaaattcc

<210> 81
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX1275

<400> 81
gttagcagcc ggatcaagct tattatttga cttctgtagc tacaa

<210> 82
<211> 52
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador IMX215

<400> 82

gataaacaat taacattaat tacttctgat gattacaatg aaaagacagg cg

<210> 83

53

Asn

285

Leu

Vval

Phe

Asp

Val

val

Ile

Gly

Gly
350

Ala

Glu

Gln

Trp

335

Asp

Ser

Gly

Glu

320

Asn

Ser

52

50

45
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<211> 42
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX006

<400> 83

ES 2719256 T3

ttgtagctac agaagtcaaa aagaagcaag gtgatgctga tg

<210> 84
<211> 50
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX092

<400> 84

ggaaatccat gcccgattca gaagagcegceg tgttctgatc aaagagaagc

<210> 85
<211> 40
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador IMX093

<400> 85

gccagtgtga tggatggcgg tagttattgc tcageggtgg

<210> 86
<211> 591
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cp15

<400> 86
atggatgcaa

tegeeccagee
cagaatatgg
actcaactgg
gaagaagtga
ctggattgtg
cgcaatatcg
gtggaatctt
tcgggtaact
acagcgaata
<210> 87

<211>732
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tgaagagagg
aggaaatcca
gcaatctcaa
ttgtaggaaa
acgacattaa
aggtcgtctt
cgttagacga
cagctgggat
gcattcegtt

agttcaaacc

gctectgetgt
tgceccgatte
aagctgttgt
tggctcectggt
cacgtttaac
tgacagtacc
gattcaccag
ttccgatage
gttcttcaac

gaactttaac

gtgctgectge
agaagagcgce
tcectttgetg
gcctcectgaaa
gtgaaactga
agcatcagtc
cttectgtatt
gataactgcg
aattcgcagg

catcatcacc

tgtgtggagce
gtgttctgat
acgaacactc
ccgcaagcaa
tcatgcaaga
tgagtggtga
cgaaggagga
tagccattca
ataaagaacg

atcatcatta

54

agtcttcgtt
caaagagaag
attgaccagc
tcatccacag
tcgectccaaa
tggcaaatgce
attaagccgt
cctgaaagaa
ctttgtggca

a

42

50

40

60
120
180
240
300
360
420
480
540

591
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<223> Cp15-IMx313

<400> 87
atggatgcaa

tcgececcagece
cagaatatgg
actcaactgg
gaagaagtga
ctggattgtg
cgcaatatcg
gtggaatctt
tcgggtaact
acagcgaata
tgcggagagg
ctgcgtactce
catcaccatt
<210> 88

<211> 750
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tgaagagagg
aggaaatcca
gcaatctcaa
ttgtaggaaa
acgacattaa
aggtecgtcett
cgttagacga
cagctgggat
gcattcegtt
agttcaaacc
ttgcttatat
tgctggaaat

aa

<223> CP15-IMX313T

<400> 88
atggatgcaa

tcgececcagece
cagaatatgg
actcaactgg
gaagaagtga
ctggattgtg
cgcaatatcg
gtggaatctt
tcgggtaact
acagcgaata
tgcggagagg
ctgegtacte

ctgcagtcte

<210> 89
<211> 216
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tgaagagagg
aggaaatcca
gcaatctcaa
ttgtaggaaa
acgacattaa
aggtcgtctt
cgttagacga
cagctgggat
gcattccegtt
agttcaaacc
ttgcttatat
tgctggaaat

cgcegtegeeg

gctctgetgt
tgcececgattce
aagctgttgt
tggctctggt
cacgtttaac
tgacagtacc
gattcaccag
ttccgatage
gttcttcaac
gaactttaac
tcagagegtc

acgaaaactc

gctetgetgt
tgceccgattce
aagctgttgt
tggctctggt
cacgtttaac
tgacagtacc
gattcaccag
ttccgatage
gttcttcaac
gaactttaac
tcagagcgtc
acgaaaactc

tecgetectaa

ES 2719256 T3

gtgctgetge
agaagagcgc
tcctttgetg
gcctctgaaa
gtgaaactga
agcatcagtc
cttetgtatt
gataactgecg
aattcgcagg
ggatccaaga
gtctcegatt

ttcctggaga

gtgctgetge
agaagagcgc
tecectttgetg
gcctctgaaa
gtgaaactga
agcatcagtc
cttetgtatt
gataactgcg
aattcgcagg
ggatccaaga
gtctccgatt

ttecctggaga

tgtgtggagce
gtgttctgat
acgaacactc
ccgcaagcaa
tcatgcaaga
tgagtggtga
cgaaggagga
tagccattca
ataaagaacg
agcaaggtga
gccacgtgec

ttcaaaaact

tgtgtggagc
gtgttctgat
acgaacactc
ccgcaagcaa
tcatgcaaga
tgagtggtga
cgaaggagga
tagccattca
ataaagaacg
agcaaggtga
gccacgtgece

ttcaaaaact

55

agtcttcegtt
caaagagaag
attgaccagce
tcatccacag
tegetecaaa
tggcaaatgc
attaagccegt
cctgaaagaa
ctttgtggca
tgctgatgtg
tacagcggaa

gaaggtgcac

agtcttegtt
caaagagaag
attgaccagc
tcatccacag
tcgectceccaaa
tggcaaatgc
attaagccegt
cctgaaagaa
ctttgtggca
tgctgatgtg
tacagcggaa

gaaggtggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732
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360
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<223> GnRH-IMX313T

<400> 89
atggaacatt ggagctatgg cctgcgtcecg ggcggatcca agaagcaagg tgatgctgat

gtgtgcggag aggttgctta tattcagage gtcgtctcecg attgccacgt gectacageg
gaactgcgta ctctgectgga aatacgaaaa ctcttcctgg agattcaaaa actgaaggtg
gaactgcagt ctccgegteg ccgtcegetcece taataa

<210> 90
<211>70
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> GnRH-IMX313T

<400> 90

Met Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly Gly Ser Lys Lys Gln
1 5 10 15

Gly Asp Ala Asp Val Cys Gly Glu Val Ala Tyr Ile Gln Ser Val Val
20 25 30

Ser Asp Cys His Val Pro Thr Ala Glu Leu Arg Thr Leu Leu Glu Ile
35 40 45
Arg Lys Leu Phe Leu Glu Ile Gln Lys Leu Lys Val Glu Leu Gln Ser
50 55 60

Pro Arg Arg Arg Arg Ser
65 70

56

60

120

180

216
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REIVINDICACIONES
1. Proteina modificada que comprende:

(i) una proteina que presenta un dominio de superhélice y por lo menos un péptido cargado positivamente
unido directamente al dominio de superhélice, en la que dicha proteina modificada es como se expone en
la SEC ID n°42 (IMX313P)o enla SEC ID n°7 (IMX313T) o

(i) una proteina que presenta un dominio de superhélice trimérica unido directamente a un péptido de
secuencia SEC ID n° 37 (SPRRRRRRRRRS).

2. Proteina modificada segun la reivindicacion 1, en la que la proteina que presenta el dominio de superhélice es
un antigeno.

3. Proteina modificada segun la reivindicaciéon 2, en la que el antigeno se selecciona de entre el grupo que
consiste en:

proteina hemaglutinina de la gripe HA2, la glucoproteina F del virus sincitial respiratorio, las glucoproteinas
gp41 de VIH-1, las glucoproteinas gp41 de VIH-2, gp1,2 del virus del Ebola, NadA de Neisseria meningitidis,
YadA de Yersinia enterocolitica, UspA2 de Moraxella catarrhalis, BadA de Bartonella henselae y HadA de
Haemophilus influenza.

4. Proteina de fusion que comprende uno o mas antigenos y una proteina modificada segun la reivindicacion 1(i),
en la que la proteina que presenta el dominio de superhélice presenta una funcién de proteina transportadora.

5. Proteina de fusién segun la reivindicacion 4, en la que el antigeno se selecciona de entre el grupo que
consiste en la proteina A de Staphylococcus aureus, el antigeno micobacteriano 85A y el antigeno
nucleoproteinico de la gripe.

6. Proteina de fusidon segun la reivindicacion 4, en la que comprende uno o mas antigenos estafilocécicos
fusionados a una proteina modificada como se define en la reivindicacion 1(i), seleccionandose los uno o mas
antigenos estafilococicos preferentemente de entre el grupo que consiste en SpA, Hla, CIfB y sortasa A.

7. Proteina de fusidn segun la reivindicacion 4, en la que comprende uno o mas antigenos de la gripe, tales como
nucleoproteina de la gripe, fusionados a una proteina modificada definida en la reivindicacion 1(i).

8. Proteina de fusion segun la reivindicacion 4, en la que comprende uno o mas autoantigenos, tales como
GnRH, fusionados a una proteina modificada como se define en la reivindicacion 1(i).

9. Composicion inmunégena que comprende la proteina modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, o la proteina de fusién segun las reivindicaciones 4 a 8, y ligandos de acido nucleico para TLR intracelulares.

10. Procedimiento para aumentar la inmunogenicidad de un antigeno o una proteina transportadora que
comprende un dominio de superhélice, que comprende la union de por lo menos un péptido cargado
positivamente directamente al dominio de superhélice de la proteina, para obtener una proteina modificada como
se expone en la SEC ID n° 42 (IMX313P) o en la SEC ID n° 7 (IMX313T) o que comprende la union directa de la
secuencia SEC ID n° 37 (SPRRRRRRRRRS), presentando la proteina un dominio de superhélice trimérica.

11. Procedimiento para aumentar la inmunogenicidad de un antigeno, en particular la inmunogenicidad de Th1,
que comprende:

* preparar una proteina transportadora modificada segun el procedimiento segun la reivindicacion 10; y

» asociar dicho antigeno a dicha proteina transportadora modificada, y a polimeros cargados negativamente
tales como ligandos de acido nucleico para TLR intracelulares o heparina.

12. Proteina modificada como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o proteina de fusién como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, o composicidon inmundgena como se define en la
reivindicacion 9, para su utilizacién como una vacuna.

13. Moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas modificadas segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3 o que codifican la proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8.

14. Composiciéon vacunal que comprende por lo menos una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion
13.
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15. Proteina de fusion como se define en la reivindicacion 6 para su utilizacion en el tratamiento y la prevencion
de infecciones estafilococicas.

16. Proteina de fusion como se define en la reivindicacion 7 para su utilizacion en el tratamiento y la prevencion
de la gripe.
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Figura 2
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ELISpot por millon
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Respuesta de IFN-y por ELISpot

por millén de esplenocitos

ES 2719256 T3

*kk

Figura 7

65



Respuesta de IFN-y por ELISpot
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IgG especifica de 85A

ES 2719256 T3

100_ *xk

0,754

€

S 0.50-

a

0257

0.00 N
> NN NN
O : ™ \

°§°§ ‘%;% ng e;':&?)

Figura 9

67




ES 2719256 T3

o Promotor Potenciador /-

Promotor
CMV

pchINAZ NP
7124 pb

Sefial de
" SV40 poli(A)

Sefial de
bGH poli(A)

Promotor

Figura 10

Células T totales

g 250

8 p < 0,001

c —E—

S 200 r—

(=

w

(1]

2 150+

c

S

E 100+

]

2 504

(=]

(=1

2 0

|

(A1 ]
O
~

&

Figura 11

68



ES 2719256 T3

CLEXINI-AN

Células T CD4

EIEXII-dN

dN

2007 células T CD8

1] ]
= <
U p]

1504
100+

++A0/+800 1 sen|ed
ap uo|iw Jod jodg|13

Figura 12

2501

v ¥
= <
= W

o

100+

)
(=3
w
-

[euly ound ap ugion|ig
dN 2p eayioadsa ob)

ETEXINI-dN

dN

Figura 13

69



lgG1/lgG2a especificas de NP (DO)

1.00-

0.75+

0.50-

0.25+

ES 2719256 T3

0.00

ELISpot por millon de esplenocitos

350+
300+
2504
2001
150+
100+

50+

Figura 14

Células T totales

P <0.001

Figura 15

70

B IcG2a
[ 1IgG1



ES 2719256 T3

Células T CD4

_.l,_xﬁmﬁé-z.mz

§ |ETEXINT-IN-AN

IW-dN

Y

dN

Células T CD8

ETEXINT-IN-dIN

N-dN

dN

lem- EXINI-IN-dN
H
.

300+

T ] T ] ¥ L
@ — o < < =
[Tg) =] w =~ 'p]

~ [} - Lo

+#J0/+200 L Sen|e2
ap uojjiw Jod jodg|13

LETEXINI-N-AN

ETEXINT-IN-AN

IN-dN

Figura 16

dN

¥
=
=
L]

200~

L]
>
>
Lag]

400~

[euiy ojund ap uglanjig
dN 2p eajioadsa ob|

Figura 17

71



lgG1/lgG2a especificas de NP (DO)

0.50+

1.00+

0.754

0.254

ES 2719256 T3

CigGl
B 1cG2a

0.00

ELISpot por millon de esplenocitos

550+
500
450+
4004
3504
300+
250+
200+
150+
1004

Figura 18

Células T totales

P <0.001

P < 0.001 --—

ST

Figura19

72



ES 2719256 T3

_leﬂmxg_,z-mzé%
H |STEXWI-W-aN-Va
N £1EXINT-dN-V
{[n-an-va
7

Células T CD4

dN-Vd3}

Figura 20

LETEXINI-IA-dN-Vd}

| EIEXINI-IN-AN-VJ?

o0

[m]

© ] 1 eXNI-aN-V D
m (I w-an-van

8 W/ dN-var

o T T N R

[T T e R e R e N e R e e R e B e R e T e}

SRS EREREE"

+pdD/+80D 1 se[nj92
ap uojiw 10d jodg3

ELEXNI-IN-AN V)

LIEXINI-ANVd}

1750+

1
™
W-ANVd} m
)
i
ANV}
dN
| |
[~

| L]
<o <
< uw
w, (]
Lo

e

1000+
750+
500+
250+

eul} oyund ap uoldN|I]
dN op esljinadsse ob)

73



ES 2719256 T3

1.00+

8 JIgG1
o . IoG2a
o 0.75-
=]
0
]
2
T 0.504
[«]
o
/7]
[«]
& 0.259
(4]
o
S 0.00- S _ " ——y
R
$ § & @5» &
& S &
V8T Y ¥
F & &
SR
v 8
Figura 22

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Carril

5 5 5 |5 5 5 5 - 5 5 ODN CpG

1826 pM
1 05 | 025 . 1 IMX744 mg
1 0.5 025 | - 1 IMX743 mg
i 1 IMX313T

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 23

74



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

