ES 2744709 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2744 709
GDint. Ci.;

A61K 39/008 (2006.01)
CO7K 1/113 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 30.08.2013  PCT/US2013/057430
Fecha y numero de publicacién internacional: 06.03.2014 WO014036349

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  30.08.2013 E 13760212 (4)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 17.04.2019  EP 2890392

Tl'tulo: Expresiéon de una proteina quimérica KSAC y procedimiento de producciéon de proteinas
solubles a alta presion

Prioridad: @ Titular/es:
30.08.2012 US 201261694968 P BOEHRINGER INGELHEIM ANIMAL HEALTH USA
03.06.2013 US 201361830425 P INC. (100.0%)

3239 Satellite Boulevard, Bldg. 500

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Duluth, GA 30096, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

26.02.2020 FISCHER, LAURENT BERNARD:
CARBOULEC, NICOLAS PIERRE YVES y
LUX, FABIEN

Agente/Representante:
SALVA FERRER, Joan

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2744709 T3

DESCRIPCION
Expresion de una proteina quimérica KSAC y procedimiento de produccién de proteinas solubles a alta presién

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos n° de serie 61/694.968,
presentada el 30 de agosto de 2012 y la solicitud provisional de Estados Unidos n° de serie 61/830.425, presentada
el 3 de junio de 2013.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se refiere a formulaciones para combatir las infecciones por Leishmania en animales o
seres humanos. Especificamente, la presente descripcion proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden un antigeno de Leishmania quimérico y un procedimiento de vacunacién contra la Leishmania. La
presente invencion también se refiere a procedimientos para producir proteinas solubles o desagregadas utilizando
alta presion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria importante y grave que afecta a los humanos, caninos, y en
menor grado, los felinos.

[0004] Los subgéneros Leishmania y Viannia se agrupan en complejos de especies y subespecies en base a
similitudes moleculares, bioquimicas e inmunoldgicas. Hay varias formas de la enfermedad denominadas por su
presentacién clinica, incluyendo leishmaniasis cutanea, mucocutanea o visceral. Cada una de estas formas de la
enfermedad es causada por diferentes especies de moscas de la arena que se encuentran en diferentes regiones
del mundo. La leishmaniasis cutanea de los seres humanos se asocia con miembros de los complejos de L.
aethiopica, L. major y L. tropica en el Viejo Mundo y los complejos de L. mexicana y L. braziliensis en el Nuevo
Mundo. La leishmaniasis visceral es causada por L. donovani y L. infantum en las regiones del Viejo Mundo,
mientras que L. chagasi es el principal responsable de la enfermedad visceral en el Nuevo Mundo. Debido a que L.
infantum es el agente primario asociado con la leishmaniosis canina, las infecciones en perros a menudo son
consideradas como viscerales, a pesar de que tienden a producir una enfermedad visceral y cutanea.

[0005] ElI agente de la leishmaniasis visceral es un parasito protozoario y pertenece al complejo Leishmania
donovani. Este parasito se distribuye ampliamente en los paises de clima temperado y subtropical del sur de Europa,
Africa, Asia, América del Sur y América Central (Desjeux P. et al, 1984, Nucl Acids Res., 12: 387-395). La
Leishmania donovani infantum (L. infantum) es responsable de la enfermedad felina y canina en el sur de Europa,
Africa y Asia. En América del Sur y América Central, el agente es Leishmania donovani chagasi (L. chagasi), que
esta estrechamente relacionado con L. infantum. En los seres humanos, el agente es Leishmania donovani donovani
(L. donovani), que también esta relacionado con L. infantum y L. chagasi.

[0006] La leishmaniosis es una enfermedad lentamente progresiva que puede tomar hasta 7 afios en resultar
clinicamente evidente (McConkey SE et al, 2002, Vet Canine J. 43: 607-609). Incluso entonces, los signos son
inespecificos y con frecuencia un diagnéstico de Leishmania raramente se considera. Los perros se infectan con
mas frecuencia con L. infantum (complejo de L. donovani), que es responsable de la enfermedad viscerotrépica en
personas. Sin embargo, hasta el 90% de los perros infectados presentes con lesiones viscerales y cutaneas
(Slappendel RJ et al, 1998, en Greene CE: Infectious Diseases of the Dog and Cat, pags. 450-458). Por otro lado,
muchos perros parecen resistentes a este parasito de forma natural y pueden permanecer asintomaticos a pesar de
la infeccion conocida (Grosjean NL et al, 2002, Vet Rec. 150: 241-244). Se estima que so6lo el 10% de los perros que
residen en areas endémicas en realidad desarrollan la enfermedad clinica (Lindsay DS et al, 2002, Compend Cont
Educ Pract Vet. 24: 304-312). Esta menor incidencia de la enfermedad clinica se atribuye a una predisposicion
genética de ciertos perros de generar una respuesta inmunitaria mediada por células mas protectora que una
respuesta humoral (Lindsay DS et al., McConkey SE et al., Slappendel RJ, et al.). Ademas, se ha descrito que hasta
el 20% de los perros infectados pueden generar una respuesta inmunitaria adecuada y recuperarse
espontaneamente de la enfermedad clinica (McConkey SE et al.). En los animales que desarrollan una respuesta
humoral, IgG1 parece correlacionarse con la enfermedad clinica, mientras que los perros asintomaticos tienen
niveles de anticuerpos IgG2 mas altos (Lindsay et al.).

[0007] Algunos de los signos clinicos descritos mas frecuencia de la leishmaniasis incluyen apatia, fatiga e
intolerancia al ejercicio junto con la anorexia y la pérdida de peso que finalmente culminan como enfermedad de
desgaste (McConkey SE et al.). Estos signos pueden estar acompafiados o no de fiebre, linfadenopatia local o
generalizada (90%) y/o hepatoesplenomegalia (Grosjean NL et al, 2003, J Am Vet Med Assoc 222: 603-606; Lindsay
DS et al, McConkey SE et al.; Martinez-Subiela S et al, 2002, Vet Rec 150: 241-244). La afectacion articular también
es bastante comun y puede presentarse como cojera con articulaciones hinchadas o simplemente como un modo de
andar rigido. Hallazgos menos comunes incluyen lesiones oculares (<5%), diarrea crénica (30%) y ufias quebradizas
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deformadas largas (20%) que se refieren como onicogrifosis (Lindsay DS et al., Slappendel RJ et al.). Las lesiones
cutaneas estan presentes en hasta el 89% de los perros infectados, con o sin signos evidentes de afectacion
visceral. Las lesiones de la leishmaniasis cutdnea pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, pero los sitios mas
comunes son los que estan expuestos al medio ambiente y, por tanto, son mas susceptibles a las picaduras de las
moscas de la arena.la péapula inicial da lugar rapidamente a una Ulcera. La leishmaniasis visceral es
invariablemente fatal si no se trata rapidamente. La leishmaniasis visceral afecta a los 6rganos internos del cuerpo,
especificamente el bazo y el higado.

[0008] Los perros son considerados el principal reservorio de Leishmaniasis. La enfermedad se caracteriza por la
evolucion croénica de signos viscero-cutaneos que aparecen en menos del 50% de los animales infectados (Lanotte
G. et al, 1979, Ann Parasitol Hum Comp. 54: 277-95). Tanto los perros asintomaticos como los sintomaticos con
anticuerpos detectables pueden ser infecciosos (Molina R. et al, 1994, Trans R. Soc Med Hyg 88: 491-3; Courtenay
0. et al, 2002, J. Infect. Dis., 186: 1314-1320). Los gatos también pueden ser portadores de los parasitos protozoos
y por lo tanto se consideran reservorios secundarios potenciales.

[0009] Debido a una serie de factores, las opciones de tratamiento para la leishmaniasis en perros y respuesta a la
terapia son, como mucho, limitadas. Por alguna razén no definida, la leishmaniasis visceral es mas dificil de tratar en
perros que en los seres humanos. Ninguna opcion de tratamiento es 100% eficaz en la limpieza de la infeccién
parasitaria y la enfermedad clinica a menudo vuelve a aparecer con el cese de la terapia (Lindsay DS et al.). En
areas endémicas, el régimen de tratamiento mas comin ha sido una combinacién de alopurinol con un antimonial
pentavalente, tal como antimoniato meglumina o estibogluconato de sodio (Lindsay DS et al., Slappendel RJ et
al.). Sin embargo, en los Ultimos afios este protocolo ha peridod popularidad debido a la creciente resistencia del
parasito al farmaco, asi como los efectos secundarios adversos asociados con estos compuestos (Lindsay DS et
al.). Para limitar mas las opciones de tratamiento, el PENTOSTAM® (estibogluconato de sodio) es el Unico
antimonial disponible en los Estados Unidos y su distribucion esta regulada por los Centros para el Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC) en Atlanta, GA (DS Lindsay et al.). Otras investigaciones han buscado
procedimientos de identidad de la prevencién y el tratamiento de la leishmaniasis a través de, por ejemplo, la
administracion de polipéptidos de fusion antigénicos (véase el documento US 2009/0291099).

[0010] Se han intentado protocolos diferentes, pero no han demostrado ser mas eficaces en la limpieza de la
infeccion parasitaria o en la prevencién de la recaida clinica. Ademas, cada protocolo se asocia con efectos
adversos potenciales. La anfotericina B se une a esteroles y altera la permeabilidad de la membrana celular, pero es
nefrotoxica (Lindsay DS et al.). Cuando se administra parenteralmente, la paramomicina actda sinérgicamente con
los antimoniales causando niveles mas altos de antimonial durante periodos mas largos de tiempo, pero también es
nefrotoxica y actualmente no se recomienda para el uso clinico (Lindsay DS et al.). El isetionato de pentamidina es
eficaz contra la leishmaniasis, pero requiere al menos 15 inyecciones intramusculares y es bastante doloroso
(Lindsay DS et al.). Ketoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol son medicamentos orales que pueden ser Utiles
en contener la enfermedad, pero que tienen un coste prohibitivo y llevan el riesgo de resistencia a los medicamentos
cuando se tratan pacientes sintomaticamente. En resumen, los diversos regimenes de tratamiento para la
leishmaniasis en perros han sido investigados, pero no son 100% eficaces; las recaidas son la regla mas que la
excepcion. En ultima instancia, el médico veterinario se enfrenta al dilema de tratar los brotes sintomaticos de la
leishmaniasis en perros en riesgo de desarrollar cepas resistentes a los medicamentos de este parasito dentro de los
Estados Unidos.

[0011] La deteccion masiva de perros seropositivos, seguido de sacrificio y/o tratamiento con farmacos, o la
aplicacién de masa de collares impregnados con deltametrina, demostré que tenia un impacto en la reduccion de la
prevalencia de leishmaniosis humana y canina en areas endémicas del sur de Europa, Africa, y Asia (Maroli M. et al,
2001, Med Vet Entomol 15: 358-63; Mazloumi Gavgani AS et al, 2002, Lancet 360: 374-9), aunque se ha debatido la
eficacia de la eliminacién de caninos seropositivos (Dietze R. et al, 1997, Clin Infect Dis 25: 1240-2; Moreira Jr. ED et
al, 2004, Vet Parasitol 122: 245-52). Estas medidas de control se consideran inaceptables, caras o no eficaces
(Gradoni L. et al, 2005, Vaccine, 23: 5245-51).

[0012] Los modelos matematicos utilizados para comparar la eficacia de diversas herramientas para el control de la
Leishmaniasis sugieren que una vacuna canina puede ser el procedimiento mas practico y eficaz (Dye C., 1996, Am
J. Trop Med Hyg 55: 125- 30). Por lo tanto, el desarrollo de vacunas capaces de proteger a los caninos de la
leishmaniasis y/o para prevenir la progresion de la enfermedad en animales infectados es muy deseable para la
implementacion de programas de control de la leishmaniasis, asi como para la comunidad veterinaria (Gradoni L. et
al.).

[0013] Haynes et al. (Biotechnol. Prog., 2010, Vol. 26, No. 3, 743-749) describen el uso de alta presién hidrostatica
para lograr una alta solubilidad y altos rendimientos de replegamiento de la hormona del crecimiento (GH) producida
en los cuerpos de inclusion de E. coli. Los documentos US 6,489,450, US7,064,192, US7,767,795 y US7,615,617
describen revertir la agregacion y aumentar el replegamiento de proteinas desnaturalizadas mediante aplicacion de
alta presion.

[0014] Sigue existiendo la necesidad de procedimientos eficaces y eficientes para producir vacunas de subunidades
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(proteina) para el tratamiento de Leishmania. La formulacién de vacunas y el procedimiento de producir tal vacuna
de la presente descripcion satisfacen esta necesidad en el estado de la técnica.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0015] La presente invencion demostro por primera vez que una proteina KSAC quimérica expresada en cuerpos de
inclusion de E. coli se solubilizé sustancialmente y se repleg6 después del tratamiento a alta presion.

[0016] La presente invencion mostré el resultado sorprendente de que la aplicacidon de un incremento escalonado de
la presion acoplado con el tratamiento prolongado de cuerpos de inclusion bajo alta presién produjo un alto
rendimiento de proteinas solubles, disgregadas, replegadas y activas.

[0017] Se proporcionan composiciones y vacunas que comprenden la proteina KSAC quimérica. Tales vacunas o
composiciones se pueden utilizar para vacunar un animal y proporcionar protecciéon contra la leishmaniasis. La
proteina KSAC puede expresarse en cuerpos de inclusion de E. coli y posteriormente se solubiliza mediante
tratamiento a alta presion. La proteina KSAC posee propiedades inmunogénicas y protectoras.

[0018] Los procedimientos de la invencion incluyen procedimientos para la fabricacion y la produccion de proteinas
solubles expresadas en procariotas o eucariotas que comprenden las etapas de

() preparar cuerpos de inclusién en un tampén que no comprende o comprende una baja concentracion de urea
para formar una suspension de cuerpos de inclusién, en el que la concentracién de urea es de 0 M a 3 M;

(ii) someter la suspensién de cuerpos de inclusion a un incremento escalonado de la presion durante un periodo de
tiempo; y

(iii) mantener una presién elevada aplicada a los cuerpos de inclusion durante un periodo de tiempo, preferiblemente
en el que la alta presion esta en el intervalo de aproximadamente 2000 bar a aproximadamente 5000 bar.

Los procedimientos descritos en el presente documento también incluyen los procedimientos de uso que incluyen
administrar a un animal una cantidad eficaz de la proteina KSAC antigénica del mismo para provocar una respuesta
inmunogénica protectora.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019] La siguiente descripcién detallada, proporcionada a modo de ejemplo, y que no pretende limitar la invencion a
realizaciones especificas descritas, puede entenderse conjuntamente con las figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 es una tabla que muestra la SEQ ID NO asignada a cada secuencia de ADN y proteina.

Las figuras 2A-2C muestran las secuencias de ADN y proteinas.

La Figura 3 es una representacion grafica de la presion y el tiempo de tratamiento de cuerpos de inclusion de
KSAC.

La Figura 4 es una representacion esquematica de la comparacion entre el replegamiento con un tratamiento a alta
presién y con cromatografia clasica.

La Figura 5 es la representacion grafica del procedimiento de replegamiento de KSAC.

La Figura 6 representa la SDS-PAGE de KSAC replegada mediante cromatografia de exclusion.

La Figura 7 representa el diagrama de HPLC de KSAC replegada mediante cromatografia de exclusion.

Las figuras 8A y 8B representan la dispersion de luz dinamica (DLS) de la proteina KSAC replegada usando
cromatografia de exclusion.

La Figura 9 representa la transferencia Qdot de muestras de KSAC tratadas con 3000 bar.

La Figura 10 representa la SDS-PAGE de muestras de KSAC tratadas con 3000 bar.

La Figura 11 representa la HPLC de muestras de control y KSAC solubilizada después de un tratamiento con 3000
bar.

La Figura 12 representa el cromatograma de HPLC superpuesto del sobrenadante de las muestras de KSAC
tratadas con 3000 bar de presién y la proteina KSAC obtenida con el procedimiento de replegamiento clasico.

La Figura 13 representa la superposicién de los datos de DLS obtenidos con la proteina presurizada a 3000 bar en el
tampon sin urea y la proteina obtenida con el procedimiento de replegamiento clasico.

La Figura 14 muestra el efecto de la presién y tampoén en los tamafios de las proteinas.

La Figura 15 representa el cromatograma de HPLC de muestras tratadas con 4000 bar.

La Figura 16 muestra la distribucion de tamafio por DLS en nimero de las muestras tratadas con 5000 bar sin urea.
La Figura 17 muestra la comparacion del contenido de proteina soluble KSAC determinado mediante HPLC y
transferencia Qdot.

Figuras 18A y 18B muestran el analisis SDS-PAGE de muestras de KSAC después de los tratamientos a alta
presion.

Las figuras 19A-19D muestran el andlisis de transferencia Q-Dot de muestras de KSAC después de los tratamientos
a alta presion.

La Figura 20 representa el analisis HPLC de muestras de KSAC después del tratamiento con el procedimiento A.

La Figura 21 representa el analisis HPLC de muestras de KSAC después del tratamiento con el procedimiento B.

La Figura 22 representa el analisis HPLC de muestras KSAC después del tratamiento con el procedimiento A,
procedimiento B y procedimiento clasico.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0020] Se observa que en esta descripcion y particularmente en las reivindicaciones, términos, tales como

"comprende”, "comprendido”, "que comprende" y similares pueden tener el significado que se le atribuye en la ley de
Patentes de Estados Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido”, "que incluye", y similares;y que
términos, tales como "que consiste esencialmente en" y "consiste esencialmente en" tienen el significado que se les
atribuye en la ley de patentes de Estados Unidos, por ejemplo, permiten elementos no citados de manera explicita,
pero excluyen elementos que se encuentran en la técnica anterior o que afectan una caracteristica basica o

novedosa de la invencion.

[0021] A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se usan de acuerdo con el uso convencional. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular pueden encontrarse en Benjamin Lewin, Genes V.
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 1-56081-569-8). Los términos singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen los referentes plurales a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Del mismo modo, la palabra "o0" pretende incluir "y" a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. La palabra "o" significa cualquier miembro de una lista en particular y
también incluye cualquier combinacion de los miembros de esa lista.

[0022] EI término "animal" se utiliza en el presente documento para incluir todos los mamiferos, aves y peces. El
animal tal como se usa en el presente documento se puede seleccionar del grupo que consiste en equino (por
ejemplo, caballo), canino (por ejemplo, perros, lobos, zorros, coyotes, chacales), felino (por ejemplo, leones, tigres,
gatos domésticos, gatos salvajes, otra gatos grandes, y otros felinos incluyendo guepardos y lince), bovino (por
ejemplo, ganado), porcino (por ejemplo, cerdo), ovino (por ejemplo, ovejas, cabras, llamas, bisontes), aviar (por
ejemplo, pollo, pato, ganso, pavo, codorniz, faisan, loro, pinzones, halcén, cuervo, avestruz, emu y casuario), primate
(por ejemplo, prosimio, tarsio, mono, gibén, simio), seres humanos, y peces. El término "animal" también incluye un
animal individual en todas las etapas del desarrollo, incluyendo etapas embrionarias y fetales.

[0023] Los términos "polipéptido” y "proteina” se utilizan indistintamente en este documento para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos consecutivos.

[0024] Los términos "acido nucleico”, "nucleétido”, y "polinucledtido” se usan indistintamente y se refieren a ARN,
ADN, ADNc o ARNc y derivados de los mismos, tales como los que contienen cadenas principales modificadas. Se
debe entender que la descripcién proporciona polinucleétidos que comprenden secuencias complementarias a las
descritas en el presente documento. El "polinucleétido” contemplado en la presente descripcion incluye tanto la
cadena directa (5'a 3 ') como la cadena complementaria inversa (3' a 5'). Los polinucle6tidos segun la descripcion se
pueden preparar de diferentes maneras (por ejemplo, mediante sintesis quimica, por clonacion de genes, etc.) y
pueden adoptar diversas formas (por ejemplo, lineal o ramificado, de cadena simple o doble, o un hibrido de las
mismss, cebadores, sondas, etc.).

[0025] EI término "ADN gendmico" o "genoma" se usa de manera intercambiable y se refiere a la informacién
genética heredable de un organismo huésped. EI ADN gendémico comprende el ADN del nlcleo (también
denominado ADN cromoso6mico), pero también el ADN de los plastidos (por ejemplo, cloroplastos) y otros organulos
celulares (por ejemplo, las mitocondrias). EI ADN genémico o genoma contemplado en la presente descripcién
también se refiere al ARN de un virus. EI ARN puede ser un ARN de cadena positiva o de cadena negativa. El
término "ADN genomico" contemplado en la presente descripcion incluye el ADN gendémico que contiene secuencias
complementarias a las descritas en el presente documento. El término "ADN genémico" también se refiere a ARN
mensajero (ARNm), ADN complementario (ADNc) y ARN complementario (ARNc).

[0026] El término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de polinucleétido asociado con
una funcion biolégica. Por lo tanto, los genes o polinucleétidos incluyen intrones y exones como en la secuencia
gendmica, o s6lo las secuencias de codificacion como en los ADNc, tal como un marco de lectura abierto (ORF),
empezando a partir del codén de iniciacién (codon de metionina) y terminando con una sefial de terminacién (codén
de parada). Los genes y polinuclettidos también pueden incluir regiones que regulan su expresion, tales como el
inicio de la transcripcion, traduccién y terminacion de la transcripcion. Por lo tanto, también se incluyen promotores y
regiones de unién a ribosomas (en general, estos elementos reguladores se encuentran aproximadamente entre 60
y 250 nucleétidos en direccion 5’ del codén de inicio de la secuencia codificante o gen; Doree SM et al.; Pandher K
et al.; Chung J Y et al), terminadores de la transcripcion (en general el terminador se encuentra dentro de
aproximadamente 50 nucleétidos en direccion 3’ del coddn de parada de la secuencia codificante o gen; Ward, C K
et al). Un gen o polinucledtido también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm o ARN
funcional, o codifica una proteina especifica, y que incluye secuencias reguladoras.

[0027] EI término "ADN heter6logo” tal como se utiliza en el presente docuemnto se refiere al ADN derivado de un

organismo diferente, tal como un tipo de célula diferente o de una especie diferente al receptor. El término también
se refiere a un ADN o fragmento del mismo en el mismo genoma del ADN huésped en el que se inserta el ADN
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heterélogo en una region del genoma que es diferente de su ubicacion original.

[0028] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "antigeno” o "inmundgeno" significa una sustancia
gue induce una respuesta inmune especifica en un animal huésped. El antigeno puede comprender un organismo
completo, muerto, atenuado o vivo; una subunidad o parte de un organismo; un vector recombinante que contiene un
inserto con propiedades inmunogénicas; una pieza o fragmento de ADN capaz de inducir una respuesta inmune tras
la presentacion a un animal huésped; un polipéptido, un epitopo, un hapteno o cualquier combinaciéon de los
mismos. Alternativamente, el inmundgeno o antigeno puede comprender una toxina o antitoxina.

[0029] EI término "proteina o péptido inmunogénico”, tal como se usa en el presente documento incluye polipéptidos
gue son inmunolégicamente activos en el sentido de que una vez administrados al huésped, son capaces de evocar
una respuesta inmune de tipo humoral y/o celular dirigida contra la proteina. Preferiblemente, el fragmento de
proteina es tal que tiene sustancialmente la misma actividad inmunol6gica que la proteina total. Por lo tanto, un
fragmento de proteina segun la descripciébn comprende o consiste esencialmente en o consiste en al menos un
epitopo o determinante antigénico. Una proteina o polipéptido "inmunogénico”, como se usa en el presente
documento, incluye la secuencia de longitud completa de la proteina, analogos de la misma o fragmentos
inmunogénicos de la misma. Por "fragmento inmunogénico" se entiende un fragmento de una proteina que incluye
uno o mas epitopos y de este modo provoca la respuesta inmunolégica descrita anteriormente. Tales fragmentos
pueden ser identificados usando cualquier nimero de técnicas de mapeo de epitopos bien conocidas en la técnica.

[0030] EI término "proteina o péptido inmunogénico" contempla ademas deleciones, adiciones y sustituciones a la
secuencia, siempre que el polipéptido funcione para producir una respuesta inmunolégica tal como se define en el
presente documento. El término "variacién conservativa" se refiere a la sustitucién de un residuo de aminoacido por
otro residuo biolégicamente similar, o la sustitucion de un nucleétido en una secuencia de acido nucleico de tal
manera que el residuo de aminoacido codificado no cambia o es otro residuo bioldgicamente similar. A este
respecto, las sustituciones particularmente preferidas seran generalmente de naturaleza conservativa, es decir,
aquellas sustituciones que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos. Por ejemplo, los aminoacidos se
dividen generalmente en cuatro familias: (1) acidos - aspartato y glutamato; (2) basicos - lisina, arginina, histidina; (3)
no polares - alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares sin carga -
glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina se
clasifican a veces como aminoacidos aromaticos. Los ejemplos de variaciones conservativas incluyen la sustitucion
de un resto hidrofobo tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro residuo hidr6fobo, o la sustitucion de
un residuo polar por otro residuo polar, tal como la sustitucién de arginina por lisina, acido glutdmico por acido
aspartico acido, o glutamina por asparagina, y similares; o una sustitucion conservativa similar de un aminoacido por
un aminoéacido estructuralmente relacionado que no tendra un efecto importante sobre la actividad bioldgica. Las
proteinas que tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la molécula de referencia, pero que
poseen sustituciones de aminoacidos menores que no afectan sustancialmente a la inmunogenicidad de la proteina
estan, por lo tanto, dentro de la definicion del polipéptido de referencia. Todos los polipéptidos producidos mediante
estas modificaciones se incluyen en el presente documento. El término "variacion conservativa" también incluye el
uso de un aminodcido sustituido en lugar de un aminoacido parental no sustituido siempre que los anticuerpos
producidos contra el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido.

[0031] EI término "epitopo” se refiere al sitio en un antigeno o hapteno al cual responden células B y/o células T
especificas. El término también se usa indistintamente con "determinante antigénico” o "sitio determinante
antigénico". Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden identificarse en un inmunoensayo simple que
muestra la capacidad de un anticuerpo para bloquear la unién de otro anticuerpo a un antigeno diana.

[0032] Una "respuesta inmunoldgica" a una composicion o vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta
inmune celular y/o mediada por anticuerpos a una composicién o vacuna de interés. Por lo general, una "respuesta
inmunolégica” incluye, pero no se limita a, uno 0 mas de los siguientes efectos: la produccién de anticuerpos, células
B, células T auxiliares, y/o células T citotdxicas, dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la
composicion o vacuna de interés. Preferentemente, el huésped mostrarda una respuesta inmunolégica terapéutica o
protectora tal que la resistencia a una nueva infeccion se vera reforzada y/o la gravedad clinica de la enfermedad se
vera reducida. Dicha proteccion se demostrara por una reduccion o falta de los sintomas normalmente mostrados
por un huésped infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o un titulo viral disminuido en el huésped
infectado.

[0033] Los términos "recombinante” y "genéticamente modificado" se utilizan indistintamente y se refieren a cualquier
modificacién, alteracién o disefio de un polinucleétido o proteina en su forma o estructura nativa, o cualquier
modificacién, alteracion o disefio de un polinucleétido o proteina en su entorno nativo o circundante. La modificacion,
alteracion o disefio de un polinucleétido o proteina pueden incluir, pero no se limitan a, la delecién de uno o mas
nucleétidos o aminoéacidos, la delecion de un gen completo, la optimizacién de codones de un gen, la sustitucion
conservativa de aminodacidos, la inserciéon de uno o mas polinucleétidos heterélogos.

[0034] El término "cuerpos de inclusién”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a agregados
inactivos de proteinas heterélogas expresadas en procariotas 0 eucariotas. Los términos "sustancialmente soluble”,
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"sustancialmente solubilizada”, "sustancialmente disgregada” o "sustancialmente replegada” se usan indistintamente
en este documento para referirse a proteinas agregadas en cuerpos de inclusién que son al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 98% solubles en solucién acuosa, o
se disgregan, o se repliegan a una forma activa después de los tratamientos. El replegamiento significa que una
proteina total o parcialmente desnaturalizada adopta una estructura secundaria, terciaria y cuaternaria como la de la
molécula nativa.

[0035] En el presente documento se decribe una composiciéon o vacuna que comprende una proteina producida a
partir de E. coli. La proteina puede ser una proteina de fusidon que comprende dos 0 mas partes inmunogénicas de la
proteina de Leishmania seleccionadas entre proteina de membrana de kinetoplastidos 11 (KMP11), esterol
metiltransferasa (SMT), A2 y cisteina proteinasa (CP). La proteina puede ser una proteina de fusion que comprende
KMP11, SMT, A2 y CP de Leishmania designada como proteina quimérica KSAC. La proteina KSAC puede
solubilizarse a partir de los cuerpos de inclusion de E. coli mediante una alta presién. La proteina KSAC puede ser
sustancialmente soluble en una solucién acuosa o replegarse sustancialmente.

[0036] Ademas, en el presente documento se describen homadlogos de proteinas o polinucleétidos mencionados
anteriormente. Tal como se usa en el presente documento, el término "homologos" incluye ortélogos, analogos y
paralogos. El término "analogos" se refiere a dos polinucleétidos o polipéptidos que tienen la misma funcién o
similar, pero que han evolucionado por separado en organismos no relacionados. El término "ortélogos" se refiere a
dos polinucledtidos o polipéptidos de diferentes especies, pero que han evolucionado a partir de un gen ancestral
comun mediante especiacion. Normalmente, los ortélogos codifican polipéptidos que tienen las mismas funciones o
similares. El término "paralogos" se refiere a dos polinucledtidos o polipéptidos que estan relacionados por
duplicacion dentro de un genoma. Los paradlogos usualmente tienen diferentes funciones, pero estas funciones
pueden estar relacionadas. Los analogos, ortélogos y paralogos de un polipéptido de tipo salvaje pueden diferir del
polipéptido de tipo salvaje por modificaciones posteriores a la traduccion, por diferencias en la secuencia de
aminoéacidos, o por ambos. En particular, los homdélogos mostraran generalmente al menos el 80-85%, 85-90%, 90-
95%, 0 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad de secuencia, con toda o parte de las secuencias de polinucledétido
o polipéptido descritas anteriormente, y mostraran una funcion similar.

[0037] La proteina KSAC quimérico puede tener al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
de identidad de secuencia con un polipéptido que tiene la secuencia tal como se expone en la SEQ ID NO: 2. El
polinucleétido que codifica la proteina KSAC quimérica puede tener al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con un polipéptido que tiene la secuencia tal como se expone en
la SEQ ID NO: 2. El polinucleétido que codifica KSAC puede tener al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con un polinucle6tido que tiene la secuencia tal como se expone en la la
SEQ ID NO: 1.

[0038] El término "identidad" con respecto a secuencias puede referirse a, por ejemplo, el nimero de posiciones con
nucleétidos o aminoéacidos idénticos dividido por el nimero de nucleétidos o aminoacidos en la mas corta de las dos
secuencias, en el que la alineacién de las dos secuencias se puede determinar de acuerdo con el algoritmo de
Wilbur y Lipman (Wilbur y Lipman). La identidad de secuencia o similitud de secuencia de dos secuencias de
aminoacidos, o la identidad de secuencia entre dos secuencias de nucledtidos se pueden determinar utilizando el
paquete de software Vector NTI (Invitrogen, 1600 Faraday Ave., Carlsbad, CA). Cuando las secuencias de ARN se
dice que son similares o tienen un grado de identidad u homologia de secuencia con secuencias de ADN, la timidina
(T) en la secuencia de ADN se considera igual a uracilo (U) en la secuencia de ARN. Por lo tanto, las secuencias de
ARN estan dentro del alcance de la descripcion y pueden derivarse de secuencias de ADN, considerando la timidina
(T) en la secuencia de ADN igual a uracilo (U) en las secuencias de ARN.

[0039] Los polinucledtidos de la descripcion incluyen secuencias que son degeneradas como resultado del cédigo
genético, por ejemplo, el uso de codones optimizados para un huésped especifico. Tal como se usa en el presente
documento, "optimizado" se refiere a un polinucledtido que se modifica mediante ingenieria genética para
incrementar su expresion en una especie determinada. Para proporcionar polinucleétidos optimizados que codifican
polipéptidos KSAC, la secuencia de ADN del gen de la proteina KSAC se puede modificar para 1) comprender
codones preferidos por genes altamente expresados en una especie particular; 2) comprender un contenido de A+ T
o G + C en la composicién de bases de nucleétidos que sustancialmente se encuentra en dicha especie; 3) formar
una secuencia de iniciacion de dicha especie; 0 4) eliminar secuencias que causan la desestabilizacion,
poliadenilacion inapropiada, degradacion y terminacion de ARN, o que forman horquillas de estructura secundaria o
sitios de empalme de ARN. El aumento de expresion de la proteina KSAC en dicha especie se puede lograr
mediante la utilizaciéon de la frecuencia de distribucién de uso de codones en las células eucariotas y procariotas, o
en una especie particular. El término "frecuencia de uso de codones preferidos"” se refiere a la preferencia exhibida
por una célula huésped especifica en el uso de codones de nucledtidos para especificar un aminoacido
determinado. Hay 20 aminoacidos naturales, la mayoria de los cuales son especificados por mas de un codén. Por lo
tanto, todas las secuencias de nucleé6tidos degeneradas estan incluidas en la descripcion, siempre que la secuencia
de aminoacidos del polipéptido KSAC codificada por la secuencia de nucleétidos esté funcionalmente inalterada.

[0040] La presente descripcidon proporciona un procedimiento para producir una proteina soluble, disgregada,
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replegado o activo expresada en procariotas o eucariotas que comprende las etapas de (i) preparar los cuerpos de
inclusiéon en un tampdn que no contiene o contiene una baja concentracién de urea para formar una suspensién de
cuerpos de inclusion; y (ii) someter la suspension de cuerpos de inclusién a una alta presion durante un periodo de
tiempo.

[0041] En aun otra realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir una proteina
soluble expresada en procariotas 0 eucariotas que comprende las etapas de (i) preparar cuerpos de inclusion en un
tampon que no contiene o contiene una baja concentracion de urea para formar una suspension de cuerpos de
inclusion, en el que la concentracién de urea es de 0 M a 3M; (ii) someter la suspension de cuerpos de inclusion a un
incremento escalonado de presion durante un periodo de tiempo;y (iii) mantener una alta presion aplicada a los
cuerpos de inclusién durante un periodo de tiempo.

[0042] En un aspecto de la realizacién, el tampon puede contener ditio treitol (DTT). En otro aspecto, la
concentracion de DTT puede variar de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 1
mM a aproximadamente 90 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 70 mM, de aproximadamente 1
mM a aproximadamente 60 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, o aproximadamente 1 mM,
2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45
mM, 50 mM, 55 mM, 60 mM, 65 mM, 70 mM, 75 mM, 80 mM, 85 mM, 90 mM, 95 mM, 100 mM.

[0043] En un aspecto, la urea puede no estar presente en el tampon. En otro aspecto, la urea puede estar presente
en el tampo6n a la concentracion de aproximadamente 1 M, aproximadamente 2 M y aproximadamente 3M.

[0044] En otro aspecto de la realizacion, la alta presion puede estar en el intervalo de aproximadamente 1000 bar a
aproximadamente 5000 bar, de aproximadamente 2000 bar a aproximadamente 4000 bar. La alta presion puede ser
cualquier presion en el intervalo de aproximadamente 2000 bar hasta aproximadamente 4000 bar, por ejemplo, pero
sin limitacion, 2000 bar, 2100 bar, 2200 bar, 2300 bar, 2400 bar, 2500 bar, 2600 bar, 2700 bar, 2800 bar, 2900 bar,
3000 bar, 3100 bar, 3200 bar, 3300 bar, 3400 bar, 3500 bar, 3600 bar, 3700 bar, 3800 bar, 3900 bar y 4000 bar.

[0045] Puede aplicarse un aumento gradual de la presion a la suspension de cuerpos de inclusion mediante el
aumento continuo de la presion a una velocidad constante durante un periodo de tiempo para alcanzar la presion
elevada final deseada. Por ejemplo, la presion puede aumentarse a una velocidad de aproximadamente 200 bar/min
a aproximadamente 1000 bar/min de forma continua durante de aproximadamente 2 min a aproximadamente 10
minutos para llegar a 2000 bar, a una velocidad de aproximadamente 200 bar/min a aproximadamente 1000 bar/min
de forma continua durante de aproximadamente 3 min a aproximadamente 15 minutos para llegar a 3000 bar, a una
velocidad de aproximadamente 200 bar/min a aproximadamente 1000 bar/min de forma continua durante de
aproximadamente 4 min a aproximadamente 20 minutos para llegar a 4000 bar, a una velocidad de
aproximadamente 200 bar/min a aproximadamente 1000 bar/min de forma continua durante de aproximadamente 5
min a aproximadamente 25 minutos para llegar a 5000 bar. En otro aspecto, el aumento gradual de la presion se
aplica de forma escalonada. Por ejemplo, la presién se aumenta a aproximadamente 1.000 bar/min durante
aproximadamente un minuto para llegar a 1.000 bar, entonces se mantiene la presion de 1000 bar durante
aproximadamente una hora para relajar la proteina, después del periodo de relajacion, la presiéon se aumenta de
nuevo a aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente un minuto para llegar a la presién elevada final
deseada de 2000 bar. La presién también se puede incrementar a aproximadamente 1.000 bar/min durante
aproximadamente treinta segundos para llegar a 500 bar, la presion de 500 bar se mantiene durante
aproximadamente una hora para relajar la proteina, a continuacién, la presibn se aumenta de nuevo a
aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente treinta segundos para llegar a 1.000 bar, la presiéon de
1000 bar se mantiene durante aproximadamente una hora para relajar la proteina, la presion se aumenta de nuevo a
aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente treinta segundos para llegar a 1.500 bar, la presiéon de
1500 bar se mantiene durante aproximadamente una hora para relajar la proteina, a continuacion, la presion se
aumenta de nuevo a aproximadamente 1000 bar/min para llegar a la presion final deseada de 2000 bar. Para llegar
a la presion alta final deseada de 3000 bar, 4000 bar y 5000 bar, puede emplearse el mismo aumento escalonado de
la presion a aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente un minuto o aproximadamente 30 segundos
con una relajacion intermedia de proteina durante aproximadamente una hora. Por ejemplo, para llegar a la presién
objetivo de 3.000 bar, la presion se aumenta a aproximadamente 1.000 bar/min durante aproximadamente un minuto
para llegar a 1.000 bar, a continuacion la presion de 1000 bar se mantiene durante aproximadamente una hora para
relajar la proteina, la presién se aumenta de nuevo a aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente un
minuto para llegar a la presién de 2000 bar, a continuacion la presién de 2000 bar se mantiene durante
aproximadamente una hora para relajar la proteina por segunda vez, la presiébn se aumenta de nuevo a
aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente un minuto para llegar a la presion final deseada de 3000
bar. Para llegar a la presion objetivo de 3000 bar, la presion también se puede aumentar a aproximadamente 1.000
bar/min durante aproximadamente treinta segundos, con una zona invariable de 1 hora de duracién cada 500 bar, y
la presién objetivo de 3000 bar puede alcanzarse después de 5 horas. Para llegar a la presion final deseada de
4.000 bar, la presion se aumenta a aproximadamente 1.000 bar/min durante aproximadamente un minuto para llegar
a 1.000 bar, a continuacién la presion de 1000 bar se mantiene durante aproximadamente una hora para relajar la
proteina, la presién se aumenta de nuevo a aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente un minuto
para llegar a la presion de 2000 bar, a continuacion la presién de 2000 bar se mantiene durante aproximadamente
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una hora para relajar la proteina una segunda vez, la presion se aumenta de nuevo a aproximadamente 1000
bar/min durante aproximadamente un minuto para llegar a la presion final deseada de 3000 bar, a continuacién la
presion de 3000 bar se mantiene durante aproximadamente una hora para relajar la proteina por tercera vez, la
presiéon se aumenta de nuevo a 1000 bar/min durante aproximadamente un minuto para llegar a la presion final
deseada de 4000 bar. Para llegar a la presion objetivo de 4000 bar, la presion también se puede aumentar a
aproximadamente 1.000 bar/min durante aproximadamente treinta segundos, con una zona invariable de 1 hora de
duracion cada 500 bar, y la presion objetivo de 4000 bar puede alcanzarse después de 7 horas.

[0046] La suspension de cuerpos de inclusion se puede tratar bajo la alta presiéon durante de aproximadamente 10
horas a aproximadamente 100 horas, de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 100 horas. El tratamiento a
alta presion es, preferentemente, durante mas de 24 horas, por ejemplo, durante de aproximadamente 25 horas a
aproximadamente 100 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 25
horas a aproximadamente 60 horas, de aproximadamente 25 horas a aproximadamente 50 horas, de
aproximadamente 25 horas, de aproximadamente 26 horas, de aproximadamente 27 horas, de aproximadamente 28
horas, de aproximadamente 29 horas, de aproximadamente 30 horas, aproximadamente 31 horas, de
aproximadamente 32 horas, de aproximadamente 33 horas, de aproximadamente 34 horas, de aproximadamente 35
horas, aproximadamente 36 horas, de aproximadamente 37 horas, de aproximadamente 38 horas,
aproximadamente 39 horas, aproximadamente 40 horas, de aproximadamente 41 horas, de aproximadamente 42
horas, aproximadamente 43 horas, aproximadamente 44 horas, de aproximadamente 45 horas, de
aproximadamente 46 horas, de aproximadamente 47 horas, de aproximadamente 48 horas, de aproximadamente 49
horas, de aproximadamente 50 horas.

[0047] En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir una proteina soluble
expresada en procariotas o0 eucariotas que comprende las etapas de (i) preparar cuerpos de inclusion en un tampén
gue no contiene o contiene una baja concentracion de urea para formar una suspension de cuerpos de inclusion en
el que la concentracién de urea es de 0 M a 3M,; (ii) someter la suspension de cuerpos de inclusion a un incremento
escalonado de la presién durante un periodo de tiempo; (iii) mantener una presion elevada aplicada a los cuerpos de
inclusién durante un periodo de tiempo; y (iv) recuperar la proteina mediante despresurizacion.

[0048] La despresurizacion se puede realizar a la velocidad de aproximadamente 83 bar/hr - 200 bar/hr.

[0049] Los procariotas contemplados en la presente invencién pueden incluir Avibacterium, Brucella, Escherichia
coli, Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus suis), Salmonella (por ejemplo, Salmonella Enteridis, Salmonella
typhimurium, Salmonella infantis), Shigella, Pasteurella, y Rimeirella.

[0050] En los sistemas procariotas, pueden seleccionarse un conjunto de vectores de expresion. Tales vectores
incluyen, pero no se limitan a, los vectores de de clonacion y expresion de E. coli multifuncionales, tales como
PBLUESCRIPT (Stratagene); vectores pIN (Van Heeke & Schuster, J. Biol Chern 264: 5503-5509 (1989));y
similares; vectores PGEX (Promega, Madison, Wis.); en los sistemas eucariotas, las lineas celulares pueden ser de
levadura (tal como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), células de baculovirus, células de mamifero, células
de plantas. Los vectores de expresién de los sistemas eucariotas incluyen, pero no se limitan a, vectores pVR1020 o
pVT1012 (Vical Inc., San Diego, CA), vector PichiaPink (Invitrogen, CA, EE.UU.), vector pFasBac TOPO (Invitrogen).

[0051] EI procedimiento para producir una proteina soluble expresada en procariotas o eucariotas proporcionada en
la presente invencién puede usarse para solubilizar cualquier proteina. Las proteinas pueden incluir anticuerpos y la
insulina.

[0052] La presente descripcion proporciona una composicion o vacuna que comprende la proteina quimérica KSAC
mencionada anteriormente y un portador, excipiente, vehiculo o adyuvante farmacéutica o veterinariamente
aceptable.

[0053] Los portadores o adyuvante o vehiculos o excipientes aceptables farmacéutica o veterinariamente son bien
conocidos por los expertos en la técnica. El portador o adyuvante o vehiculo o excipientes farmacéutica o
veterinariamente aceptables que pueden ser utilizados para los procedimientos de esta descripcion incluyen, pero no
se limitan a, solucién al 0,9% de NaCl (por ejemplo, solucion salina) o un tampoén de fosfato, poli-(L-glutamato) o
polivinilpirrolidona. El portador o vehiculo o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables pueden ser
cualquier compuesto o combinacion de compuestos que facilitan la administracion del vector (o proteina expresada a
partir de un vector de la invencion in vitro), o facilitan la transfeccion o infeccién y/o mejoran la conservacion del
vector (o proteina). Las dosis y volumenes de dosis en el presente documento descritas en la descripcion general
también pueden ser determinadas por el experto en la materia a partir de esta descripcion en relacién con el
conocimiento en la técnica, sin gran experimentacion.

[0054] Opcionalmente pueden afiadirse otros compuestos como portadores o adyuvantes o vehiculos o excipientes
farmacéutica o veterinariamente aceptables, incluyendo, pero no limitados a, alumbre; Oligonucleétidos CpG (ODN),
en particular ODN 2006, 2007, 2059, o 2135 (Pontarollo RA et al, Vet Immunol Immunopath, 2002, 84: 43-59;
Wernette CM et al, Vet Immunol Immunopath, 2002, 84: 223-236; Mutwiri G. et al, Vet Immunol Immunopath, 2003,
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91: 89-103); poliA-poliU, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) ("Vaccine Design, The subunit and Adjuvant
Approach”, editado por Michael F. Powell y Mark J. Newman, Pharmaceutical Biotechnology, 6: p. 03, p. 157); N, N-
dioctadecil-N',N'-bis(2-hidroxietil)propandiamina (tal como AVRIDINE®) (Ibid, p 148.); carbomero, quitosano (véase
la Patente de Estados Unidos N° 5.980.912, por ejemplo).

[0055] Las composiciones farmacéuticas y vacunas segln la descripcion pueden comprender o consistir
esencialmente en uno 0 mas adyuvantes. Los adyuvantes adecuados son (1) polimeros de acido acrilico o
metacrilico, anhidrido maleico y polimeros de derivados de alquenilo, (2) secuencias inmunoestimulantes (ISS), tales
como secuencias de oligodesoxirribonucleétidos que tienen una o0 mas unidades de CpG no metiladas (Klinman et
al., 1996; W098/16247), (3) una emulsion de aceite en agua, tal como la emulsién SPT descrita en la pag 147 de
"Vaccine Design, The subunit and Adjuvant Approach”, publicado por M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, y
la emulsion MF59 descrita en la pag. 183 del mismo trabajo, (4) lipidos catidnicos que contienen una sal de amonio
cuaternario, por ejemplo, DDA (5) citocinas, (6) hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, (7) saponina u (8) otros
adyuvantes descritos en cualquier documento citado en la presente solicitud, o (9) cualquier combinaciéon o mezclas
de los mismos.

[0056] Se puede preparar una solucién de adyuvante, especialmente de carbémero (Pharmeuropa, vol. 8, N° 2, junio
de 1996) en agua destilada, de manera ventajosa en presencia de cloruro de sodio, teniendo la solucién obtenida un
pH acido. Esta solucién madre se diluye mediante su adicién a la cantidad deseada (para obtener la concentracién
final deseada), o una parte sustancial de la misma, de agua cargada con NaCl, ventajosamente soluciéon salina
fisiolégica (NaCl 9 g/l) a la vez en varias porciones con neutralizacion concomitante o subsiguiente (pH 7,3 a 7,4),
ventajosamente con NaOH. Esta solucién a pH fisiolégico se utiliza para la mezcla con la vacuna, que puede
almacenarse especialmente en forma liofilizada, liquida o congelada. La concentracion de polimero en la
composicion de vacuna final puede ser de 0,01% al 2% p/v, de 0,06 al 1% p/v, o de 0,1 al 0,6% p/v.

[0057] La vacuna de subunidades (proteina) se puede combinar con adyuvantes, como emulsiones de aceite-en-
agua, agua-en-aceite-en-agua a base de aceite mineral y/o aceite vegetal y tensioactivos no ionicos, tales como
copolimeros de bloque, TWEEN®, SPAN®. Dichas emulsiones son en particular las descritas en la pagina 147 de
"Vaccine Design — The subunit and Adjuvant Approach”, Pharmaceutical Biotechnology, 1995, o emulsiones TS, en
particular la emulsién TS6, y emulsiones LF, especialmente emulsion LF2 (para emulsiones TS y LF, véase el
documento WO 04/024027). Otros adyuvantes adecuados son, por ejemplo vitamina E, saponinas, y CARBOPOL®
(Noveon; véanse los documentos WO 99/51269; WO 99/44633), hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio
("Vaccine Design, The Subunit and adjuvant approach”, Pharmaceutical Biotechnology, vol. 6, 1995), adyuvantes
bioldgicos (es decir, C4b, especialmente C4b murino (Ogata R T et al.) o C4b equino, GM-CSF, en particular GM-
CSF equino (US 6645740)), toxinas (es decir, toxinas del célera CTA o CTB, toxinas termolabiles de Escherichia coli
LTA o LTB (Olsen CW et al.; Fingerut E et al.; Zurbriggen R et al. Peppoloni S et al.), y CpG (es decir CpG # 2395
(ver Jurk M et al.), CpG # 2142 (ver SEQ ID NO: 890 en el documento EP 1221955)).

[0058] Otro aspecto de la descripcion se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunolégica en un
animal frente a uno o mas antigenos o0 una respuesta protectora en un animal frente a uno o mas patégenos,
procedimiento que comprende inocular al animal al menos una vez con la vacuna o la composicién farmacéutica de
la presente descripcién. Sin embargo, otro aspecto de la descripcion se refiere a un procedimiento para inducir una
respuesta inmunolégica en un animal para uno 0 mas antigenos o una respuesta protectora en un animal frente a
uno o mas patégenos de Leishmania en un régimen de administracién de sensibilizacién-refuerzo, que se compone
de al menos una administracion primaria y al menos una administracién de refuerzo usando al menos un polipéptido,
antigeno, epitopo o inmundgeno comun. La composicidon inmunolégica o vacuna utilizada en la administracion
primaria puede ser la misma, pueden ser de naturaleza diferente de las utilizadas como refuerzo. La administracion
de sensibilizacion puede comprender una o mas administraciones. Del mismo modo, la administracion de refuerzo
puede comprender una o mas administraciones. Las administraciones de sensibilizacién-refuerzo pueden llevarse a
cabo con 2 a 6 semanas de diferencia, por ejemplo, con aproximadamente 3 semanas de diferencia. También se
contempla un refuerzo semianual o un refuerzo anual de forma ventajosa utilizando la vacuna de subunidades
(proteina).

[0059] La administracion de sensibilizacion-refuerzo puede incluir la vacuna o composicion de subunidades que
comprende la proteina quimérica KSAC mencionada anteriormente. La administracion de sensibilizacion-refuerzo
también puede incluir vectores virales y vectores plasmidicos recombinantes que expresan antigenos de Leishmania
(ver, por ejemplo, US2009/0324649). En un aspecto del régimen de sensibilizacién-refuerzo, la composicion o
vacuna que comprende la proteina KSAC se administra seguido por la administracion de la vacuna o la composicion
que comprende un vector viral recombinante que contiene y expresa cualquier antigeno de Leishmania, o una
vacuna o composicién de ADN plasmidico que contiene y expresa cualquier antigeno de Leishmania, o una vacuna
viral o composicion inactivada que comprende los antigenos de Leishmania.

[0060] Por lo general, una administracion de la vacuna se lleva a cabo a las 10 a 15 semanas de edad por via
subcutanea o intramuscular. Una segunda o tercera administracion puede realizarse dentro de las 2-6 semanas de la
primera administracion. Los animales tienen preferiblemente al menos 4 semanas de edad en el momento de la
primera administracion.
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[0061] Se puede utilizar una variedad de rutas de administracion, ademas de por via subcutanea o por via
intramuscular, tal como por via intradérmica o transdérmica.

[0062] La composicién o vacuna de acuerdo con la descripcion comprenden o consisten esencialmente en o
consisten en una cantidad eficaz para provocar una respuesta terapéutica de uno o mas polipéptidos, tal como se
describe en el presente documento; y puede determinarse una cantidad eficaz a partir de esta descripcion y el
conocimiento en la técnica, sin gran experimentacion.

[0063] Para la composicién o vacuna que comprende la proteina KSAC expresada de la presente descripcién, una
dosis puede incluir, de aproximadamente 1 pg a aproximadamente 2000 pg, de aproximadamente 5 pg a
aproximadamente 1000 pg, de aproximadamente 10 pug a aproximadamente 100 pg, de aproximadamente 20 ug a
aproximadamente 1000 pg, de aproximadamente 30 pug a aproximadamente 500 pg, o de aproximadamente 50 pg a
aproximadamente 500 pg. Los volimenes de dosis pueden estar entre aproximadamente 0,1 ml y aproximadamente
10 ml, o entre aproximadamente 0,2 ml y aproximadamente 5 ml.

[0064] La invencién se describira ahora adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS

[0065] La construccion de insertos de ADN, plasmidos y vectores virales o vegetales recombinantes se llevd a cabo
utilizando las técnicas estandar de biologia molecular descritas por J. Sambrook et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989).

Ejemplo 1 Solubilizacién de la proteina KSAC expresada en cuerpos de inclusién de E. coli

[0066] Los cuerpos de inclusion con KSAC producidos a partir de E. coli se prepararon en los siguientes tres
tampones: 1) Tris 20 mM, ditio treitol (DTT) 50 mM, pH 8; 2) Tris 20 mM, diitio treitol (DTT) 50 mM, pH 8, urea 1
M; 3) Tris 20 mM, ditio treitol (DTT) 50 mM, pH 8, urea 2 M. Los cuerpos de inclusién con KSAC preparados en los
mismos tampones a temperatura ambiente sin presién durante toda la duracién del tratamiento se utilizaron como
controles.

[0067] La Figura 3 muestra las etapas de los niveles de presién para la relajacion de proteinas durante el aumento
de la presion (incremento escalonado de la presion). La presurizacion a una presion objetivo se aplicé durante 48
horas, a continuacion, se despresurizaron las muestras durante 24 horas.

[0068] La Figura 4 muestra la comparacion esquematica entre la solubilizacion a alta presion y el plegamiento de
proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusion y la solubilizacién clasica y el plegamiento de proteinas
recombinantes a partir de cuerpos de inclusion.

[0069] La Figura 5 muestra la grafica esquematica del replegamiento de KSAC. La Figura 6 muestra el patron de
SDS-PAGE tipico de la proteina KSAC después de solubilizar la proteina KSAC en urea 7 M, DTT 20 mM y
replegarse mediante cromatografia de exclusién. La Figura 7 muestra la representacion de HPLC tipica de la
proteina KSAC. El cromatograma de HPLC identifica el trimero de la proteina KSAC por su masa. Se estimaron la
concentracion de proteinas y la pureza relativa frente al contenido total de proteina. La Figura 8 muestra la
dispersién dinamica de luz (DLS) de proteina KSAC replegada usando cromatografia de exclusion. La figura 8A
muestra la distribuciéon en nimero que indica que la mayoria de la poblacién tiene un tamafio de 12 a 18 nm. La
figura 8B muestra el intervalo exhaustivo de tamafios detectado que no esta vinculado a la poblacién relativa. Se
detectaron objetos entre 10 y 800 nm.

[0070] El analisis por transferencia Qdot (Figura 9) y SDS-PAGE (Figura 10) de los cuerpos de inclusion
presurizados a 3000 bares y las muestras de control mostraron que todas las proteinas estan en la fase de
sobrenadante de la muestra tratada en los tres tampones, lo que indica que las proteinas estan solubilizadas.

[0071] La superposicién de los cromatogramas de HPLC del sobrenadante de los controles (Figura 11 panel
superior) y todas las muestras tratadas con 3000 bar (Figura 11 panel inferior) mostré que ninguna proteina se
detecta en los controles, mientras que la proteina KSAC y todas las otras proteinas presentes en los cuerpos de
inclusion se detectan después de tratamiento a presion, lo que significa que todas las proteinas se solubilizan
después del tratamiento a presion.

[0072] La Figura 12 es el cromatograma de HPLC superpuesto del sobrenadante de las muestras de KSAC tratadas
con 3000 bar de presion y la proteina KSAC obtenida con el procedimiento de replegamiento clasico. Los resultados
muestran que los picos son similares, de manera que la proteina soluble obtenida mediante tratamiento a alta
presion se organiza en trimero.

[0073] La Tabla 1 a continuacion muestra la cuantificacién de proteina KSAC después de un tratamiento con 3000
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bar mediante transferencia Qdot y HPLC.

Tabla 1
Urea2 M
Control Residuo del ensayo Sobrenadante del ensayo
Transferencia dot (puntos) 347 10 797
pg/ml
HPLC pg/ml - - 723
UrealM
Control Residuo del ensayo Sobrenadante del ensayo
Transferencia dot pg/ml 328 10 750
HPLC pug/ml - - 746
Sin urea
Control Residuo del ensayo Sobrenadante del ensayo
Transferencia dot pg/ml 123 15 649
HPLC pg/ml - - 825

[0074] La cantidad de proteina solubilizada fue de aproximadamente 800 pg/ml. Esto estaba muy cerca de la
cantidad estimada de proteina KSAC inicial como cuerpos de inclusion (1000 pg/ml). El rendimiento de solubilizacion
es muy alto (75-100%).

[0075] La Figura 13 muestra la superposicion de los datos de DLS obtenidos con la proteina presurizado a 3000 bar
(linea mas clara) en el tampon sin urea y la proteina obtenida con el procedimiento de replegamiento clasico (linea
mas oscura). El intervalo exhaustivo de tamafios (panel superior) muestra que se detectan menos objetos de mayor
tamafio en muestras presurizadas. La distribucion en namero (panel inferior) muestra que la mayoria de la poblacion
replegada por presién tiene un tamafio similar con respecto a la poblacién replegada por el procedimiento clasico y
el plegado parece muy similar.

[0076] La Figura 14 muestra que los tamafios de proteina obtenidos a 3000 bar son idénticos a los tamafios de
proteinas obtenidos a partir de replegamiento con cromatografia clasica para los tres tampones utilizados (en el
circulo). Cuando se trataron a 2000 bar, los tamafios de proteina son idénticos a los tamafios de proteinas de
replegamiento por cromatografia clasica cuando se utiliza urea en el tampén. A una presion mas alta que 3000 bar,
aparecen agregados a alta presion cuando no se utiliza urea. Con urea presente en el tampén, la proteina parece
deshacerse (10 nm de tamafio), lo que indica que se ha producido la desnaturalizacién.

[0077] La Figura 15 muestra el cromatograma de HPLC de muestras tratadas con 4000 bar. Los resultados
muestran que las proteinas con tamafios mas grandes que la proteina KSAC aparecieron cuando la urea no estaba
presente en el tampdn, o solamente se afiadio urea 1 M en el tamp6n. El tamafio de proteina fue como se esperaba
cuando se afiadé 2 M en el tampén.

[0078] La Figura 16 muestra la distribucién de tamafio de DLS en nimero de las muestras tratadas con 5.000 bar sin
urea. Los resultados indican que se detectaron tres poblaciones de proteinas con grandes tamafios de hasta 90
nm. La poblacién cuyo tamafio es similar a KSAC replegada por cromatografia es una minoria.

[0079] La Figura 17 muestra la comparacion del contenido de proteina soluble KSAC determinado mediante HPLC y
transferencia Qdot. Los resultados indican que las concentraciones maximas de proteinas solubilizadas se obtienen
con muestras tratadas con 3000 bar con una buena consistencia entre las tecnologias de HPLC y transferencia
Qdot. Para las muestras tratadas con 2000 bar, la presencia de urea ayuda a aumentar el rendimiento de
solubilizaciéon. Para las muestras tratadas con 4000 bar, HPLC proporciona un rendimiento mas alto que
transferencia Qdot, lo que indica una pérdida de reconocimiento de los antigenos.

Ejemplo 2 Vacunacion de perros utilizando la vacuna de KSAC

[0080] En este estudio, cuarenta y nueve perros Beagle de 15 semanas de edad fueron vacunados de acuerdo con
el siguiente protocolo.

Tabla 2
Grupo Vacunacién 1 ml (10 pg) | Estudio después de la | Muestreo de la sangre
SC a DO, D21, D42 y M12 | vacuna*** para el estudio
(refuerzo) inmunoldgico
Vacunado (n = 24) KSAC*/GLA-SE** - DO + 4/6 h, D1, D2 DO, D28, D35, D50, D56
Controles (n = 25) Placebo - D21 +4/6 h, D22 y D23
- D42 + 4/6 h, D43y D44
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| | - M12 + 1 dia + 3 dias

*KSAC: proteina KSAC purificada en tampon Tris (20 mM, pH = 8), 10 ug/ml
** GLA-SE: emulsion de aceite-en-agua (4% de aceite)
*** gl estudio después de la vacuna se realizé siempre que se detecté algun signo

[0081] Después de la vacunacion (en D77), los perros fueron trasladados al sur de Italia, en una zona altamente
endémica de leishmaniasis canina para pruebas de hasta 15 meses (M15). El estudio después de la vacuna incluyé
la evaluacion de la temperatura rectal, la condicion general (véase la Tabla 3), dolor a la palpacién
(presencia/ausencia), calor cutaneo (presencia/ausencia), picazon (presencia/ausencia) e hinchazén. Las
hinchazones se calificaron de la siguiente manera; 0 = sin hinchazén, 1 = hinchazén leve (sélo detectable), 2 =
hinchazoén, pero < 2 cm, 3 = hinchazén > 2 cm.

[0082] EI estudio después de la vacuna mostré que no se detectd un signo importante (dolor persistente, picazén
importante) durante el periodo de observacion.

Tabla 3 Los signos clinicos evaluados durante el estudio de la Leishmaniasis canina y el calculo de la puntuacién
clinica general (OCS)

Signos clinicos Medicion Puntuacion
Condicién del cuerpo (ver anexo 3) Moderado, corpulento, obeso 0
Delgado 1
Esquelético 3
Condicién general Buena = animal con buena salud | 0

gue juega y atento

Apatia = Animal con falta de energia | 1
(cuando se compara con su
comportamiento normal) o animal
que permanece acostado, pero
responde a los estimulos

Depresion = animal que permanece | 3
acostado sin responder a los
estimulos

Signos cutaneos Ausencia

Alopecia simétrica bilateral

Ulceras/Nodulos

Dermatitis exfoliante

Signos oculares Ausencia

P [O|W(N|F(O

Blefaritis  y/o  conjuntivitis  y/o
gueratitis

Uveitis

Epistaxis Absencia

Presencia

Artritis Absencia

Presencia

Agrandamiento de nédulo linfatico | Ausencia

WOk |O|w|o|N

y/o bazo Agrandamiento bilateral de nddulos
linfaticos preescapulares o nddulos
linfaticos retromandibulares y de
noédulos linfaticos popliteales -3 y(o
agrandamiento del bazo -3

[0083] Para cada categoria, s6lo se consider6 la puntuacién mas alta en el célculo de la puntuacion clinica general
(OCS). Las puntuaciones de las siete categorias se suman para determinar el OCS.

[0084] Los datos de OCS indicaron que no se detectd ninguna anormalidad importante de la OCS antes de M15.
[0085] Los patrones de infeccion se clasificaron en 4 categorias (Oliva et al 2006, J Clin Microbiol de 44: 1318-1322)

y se reagruparon en infecciones no establecidas (alias no activas) y las infecciones activas en funcion de si el
analisis basado en el cultivo era positivo o negativo.
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Tabla 4 Terminologia usada para la clasificacién de los perros de acuerdo a sus signos parasitolégicos, serolégicos y
clinicos

Sano PCR negativa
Cult negaitivo
Sero negativa

Infeccion no establecida Subpatente PCR negativa
Cult negaitivo
Sero negativa

Asintomatica PCR positiva
Cult positivo
Sero positiva
Sano

Infeccion activa Sintomatica PCR positiva

Cult positivo
Sero positiva
Signo o signos clinicos y/o biolégicos

PCR = gPCR en aspirado de bazo

Cult = Cultivo en aspirado de nédulos linfaticos o LDA en aspirado de bazo
Sero = serologia mediante IFAT

Signo o signos clinicos y/o biolégicos = OCS no nula

[0086] Se realizaron los ensayos parasitolégicos y serolégicos para evaluar el estado de los perros, tal como se
define por Oliva et al (2006). Se realizaron PCR anidada en médula ésea, cultivo en nddulos linfaticos aspirados
segun Gradoni et al (2005, Vaccine, 23: 5.245-5.251). Se realiz6 la prueba de titulos en suero IFAT (prueba de
anticuerpos inmunofluorescentes) de acuerdo con una técnica derivada de OIE (2004, Manual of diagnostic tests and
vaccines for terrestrial animals, quinta edicion OIE, Paris). Se realizaron PCR cuantitativa y LDA (ensayo de dilucion
limitante) en aspirado de bazo utilizando procedimientos derivados de Bretagne et al (2001, Clin Diagn Lab Immunol
8: 828-831) y Hill et al. (1983, Infect Immun 39: 1087-1094), respectivamente.

Tabla 5 Resultados del cultivo en aspirados de nddulos linfaticos y LDA realizados en muestras recogidas en M8,
M12 y M15 que indican infecciones activas

M8 M12 M15
Grupo Cultivo LN LDA bazo Cultivo LN LDA bazo Cultivo LN LDA bazo
vacunado (24
perros)
Neg 23 21 (2 NT¥) 23 22 21 22
Pos 1 1 1 2 3 2
Grupo de
control (25
perros)
Neg 24 24 23 19 16 15
Pos 1 1 3 6 9 10

*NT: no probado

Tabla 6 Resultados de ensayos seroldgicos (IFAT) y parasitologicos (NPCR es aspirados de médula ésea 'y PCR
cuantitativa en aspirados de bazos) realizados en muestras recogidas en M8, M12 y M15

M8 M12 M15
Grupo IFAT nPCR Q-PCR IFAT nPCR Q-PCR IFAT nPCR Q-PCR
vacunado médula bazo médula bazo médula bazo
(24 Osea Osea Osea
perros)
Neg 23 23 33 (1 NT) 21 21 21 20 16 21
Pos 1 1 1 3 3 3 4 8 3
Grupo de
control
(25
perros)
Neg 24 24 23 21 15 17 28 10 15
Pos 1 1 2 4 10 8 7 15 10

[0087] Ademas de las pruebas realizadas en la Tabla 6, los titulos de IFAT también se midieron en las muestras
recogidas en MO (tiempo correspondiente al pico de la respuesta de anticuerpos inducida por la vacuna) en perros
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vacunados y de control, y todas las muestras dieron negativo.

Tabla 7 Reparticion de los perros de acuerdo con las clases definidas en la Tabla 4

M8 M12 M15
Con* Vac** Con* Vac** Con* Vac**

Sano 23 23 16 21 15 21
Infeccion Subpatente 1 0 3 1 0 0
no
establecida
Infeccion Asintomatico 1 1 6 2 8 1
activa Sintomatico 0 0 0 0 2 2

Con*: Controles
Vac**: Vacunado

[0088] Los resultados indicaron una alta proporcién de perros con infecciones activas entre los perros de control (a
M15, 40%, 10/25) y una menor proporcion de perros con infecciones activas entre los perros vacunados (a M15,
12,5%, 3/24).

[0089] El estudio muestra que después de 15 meses en el area endémica, se observd una reduccion de la
proporcion de perros con infeccién activa de Leishmania en perros vacunados frente a los perros de control (es
decir, eficacia de la vacuna). La eficacia de la vacuna se evalu6é en un 69%. Estos resultados son consistentes con
un control significativo de la infeccién por parasitos en perros vacunados.

[0090] El resultado también demostré que la vacunacion con la vacuna de subunidades de KSAC no interfiere con la
prueba de serologia IFAT. Esto apoya la posibilidad de vacunar en las zonas endémicas sin interferir con los
estudios de epidemiologia en curso y la evaluacion clinica de los perros.

Ejemplo 3 Comparacion de diferentes procedimientos de solubilizacion de la proteina KSAC

[0091] EI objetivo del estudio es comparar la eficacia de la solubilizacion de la proteina a partir de los cuerpos de
inclusiones mediante diferentes procedimientos.

[0092] Los cuerpos de inclusion de KSAC producidos a partir de E. coli se prepararon en los siguientes tampones
para formar una suspension de cuerpos: a) tampon Tris 20 mM, ditiotreitol (DTT) 50 mM, pH = 8,0; b) tampén Tris de
20 mM, pH = 8,0.

[0093] Las suspensiones de cuerpos de inclusion se almacenaron en tubos Quick Seal para los tratamientos a alta
presion, tal como se describe a continuacion.

[0094] En el procedimiento A, se aplicé una presurizacion escalonada a las suspensiones de cuerpos de inclusion
aumentando la presion de 0 bar a 3.000 bar a 1.000 bar/min, con una zona invariable de 1 hora de duracién cada
500 bar (presion objetivo de 3000 bar alcanzada después de 5 h). La presién de 3000 bar se mantuvo durante 48
horas. Las muestras se despresurizaron a continuacién desde 3000 bar a 0 bar a una velocidad constante de 125
bar/h durante 24 horas.

[0095] En el procedimiento B, las suspensiones de cuerpos inclusiones fueron tratadas de acuerdo con el
procedimiento descrito en el documento US 6.489.450. Las muestras se sometieron a presurizacion a una velocidad
constante de hasta 2500 bar en 1 hora. La presion de 2500 bar se mantuvo durante 6 horas. La despresurizacion se
realizé a una velocidad constante durante 1 h reduciendo la presién de 2500 bar a 0 bar.

[0096] Las muestras se prepararon tal como se muestra en la Tabla 8 a continuacion.

Tabla 8 Tratamiento de suspensiones de cuerpos de inclusion

Muestra (cuerpos de inclusion de Tampén Procedimiento de tratamiento a alta
KSAC 1 mg/ml) presion
1 Tris 20 mM Procedimiento A
2 Tris 20 mM + DTT 50 mM Procedimiento A
3 Tris 20 mM Control*
4 Tris 20 mM + DTT 50 mM Control
5 Tris 20 mM Procedimiento B
6 Tris 20 mM + DTT 50 mM Procedimiento B
7 Tris 20 mM Control
8 Tris 20 mM + DTT 50 mM Control
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Control*; sin tratamiento a alta presion, almacenada a temperatura ambiente

Andlisis mediante SDS-PAGE

[0097] Después de los tratamientos a alta presion, las muestras se centrifugaron para separar el sobrenadante y los
residuos, y se procesaron para el andlisis de proteinas en SDS-PAGE. El andlisis de SDS-PAGE se muestra en las
Figuras 18A y 18B. Cada pocillo se cargd con 5 pl de muestra (crudo), 5 pl de sobrenadante, 5 pl de sedimento
resuspendidos en tampon Tris.

[0098] Las cantidades de proteinas KSAC calculadas a partir de la intensidad de la banda en la SDS-PAGE se
presentan en la Tabla 9 a continuacion.

Tabla 9 Integracion comparativa de las intensidades de las bandas medidas en geles de SDS

Procedimiento A Procedimiento B
muestra LI I.I. proteina | %KSAC | %KSAC- | LI LI %KSAC/tot | %KSA
banda total [total S/%KSA | banda | proteina | al C-
de C-pP* de total S/%K
KSAC KSAC SAC-
P*
KSAC de referencia | 36 49 73% 29 47 62%
Control | St 0 0 0% - 0 0 0% -
- sin | P? 13 26 50% 4 5 80%
DTT C3 3 21 14% 6 16 38%
Procedi | S 0 9 0% 0% 0 2 0% 0%
miento P 43 76 57% 28 39 72%
- sin | C 27 86 31% 14 41 34%
DTT
Control | S 1 8 13% - 0 0 0% -
- sin | P 20 40 50% 24 36 67%
DTT C 16 31 52% 22 37 59%
Procedi | S 55 127 43% 75% 18 29 62% 69%
miento P 8 14 57% 8 9 89%
- sin | C 45 106 42% 28 47 60%
DTT
KSAC de referencia 38 52 73% 29 45 64%
S!: sobrenadante
P2: residuo
C3: crudo, antes de la centrifugacion
%KSAC-S/%KSAC-P* : [%KSAC!/total en sobrenadante]/[%KSAC/total en residuo]

[0099] Los resultados muestran que no existe una cantidad significativa de KSAC detectada en el sobrenadante de
los controles o las muestras tratadas con los procedimientos A y B cuando se us6 tampon que no contenia DTT. Se
encontré proteina KSAC soluble en el sobrenadante de las muestras tratadas con alta presion (ambos
procedimientos A y B) cuando se us6 con tampon que contenia TDT. Sorprendentemente, los resultados de la
cuantificacion de proteinas a partir de SAS-PAGE también indican que el procedimiento A proporcioné una mejor
solubilizacion en comparacion con el procedimiento B. Este sorprendente resultado se confirmé ademas por el
célculo mas preciso del rendimiento de solubilizacién para cada procedimiento a alta presién usando transferencia
Q-Doty HPLC.

Transferencia Q-Dot

[0100] Los sobrenadantes de las muestras se analizaron mediante transferencia Q-Dot para estimar la cantidad de
proteina KSAC solubilizada mediante los tratamientos. Los resultados se muestran en las Figuras 19A-19D y en la
Tabla 10.

Tabla 10 Concentraciones de KSAC solubilizada hallada en los sobrenadantes para los controles y las muestras
procesadas a alta presién

Identificacion Procedimiento A Procedimiento B
Tratamiento sin DTT 26,0 g/ml 12,7 g/ml
Control sin DTT 0 9,9 g/ml
Tratamiento con DTT 632,1 g/mi 368,9 g/ml
Control con DTT 61,7 g/ml 63,9 g/mi

16




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2744709 T3

[0101] No se observé ninguna diferencia significativa entre las muestras de control (sin tratamiento de alta presion)
con y sin DTT. No se hall6 KSAC soluble en el sobrenadante. El resultado de la transferencia Q-Dot confirmé el
resultado de SDS-PAGE.

[0102] EI tratamiento realizado usando el procedimiento A con DTT permiti6 la solubilizacion y el replegamiento de la
proteina KSAC (detectada mediante transferencia Q-Dot). Se encontré que la concentraciéon de proteina KSAC
soluble fue de 632 pg/ml usando el procedimiento A, mientras que la concentracién de proteina KSAC obtenida
utilizando el procedimiento B fue de aproximadamente 369 g/ml. Los rendimientos de solubilizacién obtenidos son
del 63% para el procedimiento A y del 37% para el procedimiento B. Los resultados de la transferencia Q-Dot
demuestran ademas que el procedimiento A es mas eficiente en la produccién de proteinas solubles y replegadas.

Andlisis mediante HPLC

[0103] La Figura 20 muestra la superposicion de los cromatogramas de HPLC del sobrenadante del control y la
muestra tratada con el procedimiento A. El tiempo de retencion, el volumen de retencién y la pureza estimada
obtenida para la muestra tratada con el procedimiento A se muestran en la Tabla 11 a continuacion.

Tabla 11 Tiempo de retencion, volumen de retencién y pureza estimada obtenida para la muestra tratada mediante
el procedimiento A

Deteccion Informacion Control — sin procesar Después del
procedimiento A
RT (tiempo de retencion - min) 12,7 12,4
uv VR (volumen de retencion - ml) 6,64 6,46
Pureza estimada (%) 17,3 85,5

[0104] La Figura 21 muestra la superposicién de los cromatogramas de HPLC del sobrenadante de la muestra
tratada con el procedimiento A y la muestra tratada con el procedimiento B. El tiempo de retencién, volumen de
retencion y la pureza estimada obtenidas para la muestra tratada con el procedimiento A se muestran en la Tabla 12
a continuacion.

Tabla 12 Tiempo de retencion, volumen de retenciébn y pureza estimada obtenida para las muestras tratadas
mediante el procedimiento Ay el procedimiento B

Deteccién Informacién Procedimiento A Procedimiento B
RT (tiempo de retencién - min) 12,4 12,4
uv VR (volumen de retencion - ml) 6,46 6,47
Pureza estimada (%) 85,5 74,2

[0105] La Figura 22 muestra la superposicién de los cromatogramas de HPLC del sobrenadante de la muestra
tratada con el procedimiento A, la muestra tratada con el procedimiento B y la muestra tratada con el procedimiento
clasico (desnaturalizacion y replegamiento obtenidos mediante tratamiento con urea y DTT). El tiempo de retencion,
el volumen de retencién y la pureza estimada obtenidos para la muestra tratada con el procedimiento A se muestran
en la Tabla 13 a continuacién.

Tabla 13 Tiempo de retencién, volumen de retencién y pureza estimada obtenida para las muestras tratadas
mediante el procedimiento A, el procedimiento B y el procedimiento clasico

Deteccion Informacioén Proceso clasico Procedimiento A Procedimiento B
RT (tiempo de retencién - min) 12,5 12,4 12,4
UV VR (vqlumen de retencion - ml) 6,50 6,47 6,47
Area de pico (mMAU) 8628 25251 10506
Pureza estimada (%) 94,7 85,5 74,2

[0106] Los resultados de HPLC confirmaron adicionalmente que el procedimiento A proporcioné una mejor
solubilizacion de la proteina KSAC que el procedimiento B a juzgar por las areas de los picos (25251 mAU para el
procedimiento A vs 10506 mAU para el procedimiento B). Tanto el procedimiento A como el B permiten la obtencién
de un replegamiento de la proteina KSAC muy cerca de la obtenida mediante el procedimiento clasico (solubilizacién
utilizando tratamiento con urea + DTT y replegamiento mediante cromatografia SEC).

[0107] Los ensayos realizados con los procedimientos A y B no produjeron una proteina KSAC soluble significativa
en ausencia de DTT. Los resultados confirmaron que se necesita un agente reductor durante el tratamiento a alta
presion para romper los enlaces disulfuro. Sin embargo, el sorprendente descubrimiento inesperado es que no hay
necesidad de eliminacién de DTT con el fin de obtener un replegamiento correcto de la proteina. Contrariamente al
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conocimiento general de que debe eliminarse el DTT del tampén a fin de que las proteinas se replieguen
correctamente, sorprendentemente se ha descubierto por los solicitantes que la presencia de DTT no interfiere con
el procedimiento de replegamiento en el tratamiento a alta presién del presente invento. Las proteinas solubles
KSAC obtenidas a partir del procedimiento a alta presion de presente invencion se replegaron correctamente para
formar trimeros en presencia de DTT.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0108]

<110> Merial, Inc.

<120> PROTEINA QUIMERICA KSAC Y USOS DE LA MISMA

<130> MER 12-196

<150> 61/694,968

<151> 2012-08-30

<150> 61/830,425

<151> 2013-06-03

<160> 6

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 3012

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> AND de KSAC

<400> 1

atggccacca cgtacgagga gttttcggcg aagctggacc gcctggatga ggagttcaac 60
aggaagatgc aggagcagaa cgccaagttc tttgcggaca agccggatga gtcgacgctg 120
tcgcccgaga tgaaggagca ctacgagaag ttcgagcgca tgatcaagga acacacagag 180
aagttcaaca agaagatgca cgagcactcg gagcacttca agcagaagtt cgccgagctg 240
ctcgagcagc agaaggctgc gcagtacccg tccaagacta gttccgccgg tggccgtgag 300
accgcgccga cgaacctgat tcgtcgccgc aacaaggacg agacaaacgg ggatgtcagc 360
gccgecgecg accgcttccg cgaccgcttc gagaaggcaa ccctcgagga gcgcaaggcc 420
gccaccacga cgatggtcaa cgagtactac gacctggtga cggacttcta cgagtacggc 480
tggggccaga acttccattt cgcgccgcgc tacgccggcg agaccttctt cgagtccctc 540
gcgcgccacg agtacttcct ggccgectcgc ggcggcttca tggagggcga ccacatcgtc 600
gacgtgggct gcggcgtcgg cggtccggcg cgcaacatgg ttcgcctcac gcgctgcaac 660
gtcatcggcg tcaacaacaa cgattaccag atcagccgcg ctcgccgtca tgacgcgctc 720
gccggtatga gctccaagat cgactacgtc aagaccgact tctgcaacat gagcttagcc 780
gacaacacct tcgacggcgc ctacgccatc gaggccacct gccacgcaaa ggacaaggtc 840
aagtgctata gcgaggtctt ccgtgtcatc aagcccggca cctgctttgt cctgtacgag 900
tggtgcatga ccgacaagta caaccccaat gacgagtacc accgcacaat caagcaccgc 960
atcgagctgg gcgacggcct gccggagatg gagacgtgca aacaggtgat cgagtacatg 1020
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aagcaggccg
cccatcaaga
ctgcgctcta
gtgcgcctag
agcctggtgg
aagccgtcca
gtgtgcgtcg
gacgtcggcc
gcggttggec
gcggttggcc
agcgttggec
agcgttggtc
agcgttggcec
agcgttggcec
agcgttggca
agcgttggcc
agcgttggtc
ccggtgageg
gtgaagaatc
tcgcagtggg
tgcgatgaca
ctgcgacaca
ggtgatgtgg
tacgtgatga
atcgcgattg
tgcgctggceg
gttccgtact
cgcgtggtca
ccgcggagtc
acggtggagc
ctcaccgcga
ccgcagaagg
ctcgagactc

cagtacacgt

gcttcgtggt
gtatcccgtg
ccccgattgg
ctccgaaggg
tgggcggtca
agcaggctgg
cggcggtgct
cgctgagcgt
cgctgagcgt
cgctgagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
gccagagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
gatccgaatt
aaggcgcgtg
cccgtgecgg
aagacaatgg
tgtacgggat
ccgagtgctt
tcccgagcaa
cggtcgacgc
atgcactgaa
gggtgatcaa
tggggctgaa
tcacccctgg
agatgatgtg
acgtgtgcta
tgctgatgtg
ctgatggcaa

aa
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ggaggaggcc
gtaccagccg
ccgcatcctc
cacgtacaag
gctcggcatc
atccaagatc
cgcactcagc
tggcccgceag
tggcccgceag
tggcccgceag
tggcccgcetg
cggcccgctg
cggcccgctg
tggcccgcetg
cggcccgctg
cggcccgctg
tggcccgcetg
cgatgcggtg
cgggtcgtge
ccacggcttg
ctgcaacggc
cgtgttcacg
gaacagcagt
cgaaacggtt
cagctccttc
ccacggcgtg
gaactcgtgg
cgcgtgectg
cccgggcacg
caccgatatg
caagaacggg

ctcgtactcg

gtgcgcgceceg

atagacgtca
ctggtcggcg
acgaacgtca
gcgacggaga
ttcacgccgt
cgcagcgtgce
gcctccgcetg
agcgtcggec
agcgtcggcc
agcgttggcec
agcgttggca
agcgttggcc
agcgttggcc
agcgttggcc
agcgttggtc
agcgttggcc
agcgttggcc
gactggcgcg
tgggcgttct
gtgagcctgt
gggctgatgc
gagaagagct
aaactcgttc
atggctgcgt
atgtcttacc
ctgctcgtcg
ggtgaggact
ctcagtgaat
gagagcgagg
tactgcaggg
ggaggcggct
aaccctcatt

tacttcttgg

19

tcagtcagtt
actattcgtc
tgtgtcgcegt
ttttggagga
ccttctacat
gtccgcttgt
agccgcacaa
cgctgagegt
cgctgagcgt
cgctgagcgt
gccagagcgt
cgcaggcggt
cgcaggcggt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
cgcagagcgt
agaagggcgc
cggcggtcgg
cggagcagca
tgcaggcgtt
acccctacac
ccggcgegea
ggcttgcgga
agagcggcgt
ggtacaacaa
ggggcgagaa
accccgtgtc
agcgcgcccc
aggggtgcaa
cctctatgac
gctttggtcc

gctcgatcat

cgagtccagc
cctgcagggc
gctggagttc
ggctgcggaa
ccgcgcetegce
ggtgttgctg
ggcggecgtt
tggcccgceag
tggcccgceag
tggcccgcetg
cggcccgcetg
tggcccgcetg
tggcccgcetg
tggcccgcetg
cggcccgcetg
cggcccgcetg
tgacgttagc
cgtgacgccg
caacatcgag
gctggtgagc
cgagtggctg
gtccggcaac
aatcgacggc
gaatggcccc
gctgaccagc
gaccggtggg
gggctacgtg
cgcgcatgtg
taaacgggtg
gaagagtctt
gaagtgcggt
tgggctgtgc

gaacacctgc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3012



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2
1003
PRT

secuencia artificial

proteina

2

Met Ala Thr Thr

1

Glu

Asp

Glu

Gly

Asp

Arg

Met

145

Trp

Phe

Phe

Pro

Glu

Lys

Lys

Met

Glu

Gly

Glu

Phe

130

val

Gly

Glu

Met

Ala
210

Phe Asn
20

Pro Asp
35

Phe Glu

His Glu

GIn Gln

Arg Glu
100

Thr Asn
115

Glu Lys

Asn Glu

GIn Asn

Ser Leu
180

Glu Gly
195

Arg Asn

KSAC

Tyr

5

Arg

Glu

Arg

His

Lys

Thr

Gly

Ala

Tyr

Phe

165

Ala

Asp

Met

Glu

Lys

Ser

Met

Ser

70

Ala

Ala

Asp

Thr

Tyr

150

His

Arg

His

val

Glu

Met

Thr

Ile

55

Glu

Ala

Pro

val

Leu

135

Asp

Phe

His

Ile
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Phe

Gln

Leu

40

Lys

His

Gln

Thr

Ser

120

Glu

Leu

Ala

Glu

val

200

Leu

Ser

Glu

25

Ser

Glu

Phe

Tyr

Asn

105

Ala

Glu

val

Pro

Asp

Thr

Ala

10

Gln

Pro

His

Lys

Pro

90

Leu

Ala

Arg

Thr

Arg

Phe

val

Arg

20

Lys

Asn

Glu

Thr

Gln

75

Ser

Ile

Ala

Lys

Tyr

Leu

Gly

Cys

Leu

Ala

Met

Glu

60

Lys

Lys

Arg

Asp

Ala

140

Phe

Ala

Ala

Cys

Asn
220

Asp

Lys

Lys

Phe

Thr

Arg

Arg

Ala

Tyr

Gly

Ala

Arg

Phe

30

Glu

Phe

Ala

Ser

Arg

Phe

Thr

Glu

Glu

Arg

val

Leu

15

Phe

His

Asn

Glu

Ser

95

Asn

Arg

Thr

Tyr

Thr

175

Gly

Gly

Gly

Asp

Tyr

Lys

Leu

80

Lys

Asp

Thr

Gly

Phe

Gly

Gly

val



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn

225

Ala

Met

Thr

val

val

Gln

Pro

385

val

Glu

Pro

Lys

Ala

465

Asp

Asn

Gly

Ser

Cys

Ile

290

Lys

Glu

Glu

Ile

Pro

370

Ile

Arg

Ala

Ser

Ile

450

val

val

Asn

Met

Leu

His

275

Lys

Tyr

Leu

Tyr

Ser

355

Leu

Gly

Leu

Ala

Phe

435

Arg

Leu

Gly

Asp

Ser

Ala

260

Ala

Pro

Asn

Gly

Met

340

Gln

val

Arg

Ala

Glu

420

Tyr

Ser

Ala

Pro

Tyr

Ser

245

Asp

Lys

Gly

Pro

Asp

Lys

Phe

Gly

Ile

Pro

405

Ser

Ile

val

Leu

Leu
485

Gln

230

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

310

Gly

Gln

Glu

Asp

Leu

390

Lys

Leu

Arg

Arg

Ser

470

Ser

Ile

Ile

Thr

Lys

295

Asp

Leu

Ala

Ser

Tyr

375

Thr

Gly

val

Ala

Pro

455

Ala

val
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Ser

Asp

Phe

val

280

Phe

Glu

Pro

Gly

Ser

360

Ser

Asn

Thr

val

Ser

Gly

Arg

Tyr

Asp

265

Lys

val

Tyr

Glu

Phe

345

Pro

Ser

val

Tyr

Lys

val

Ala

Pro

Ala

val

250

Gly

cys

Leu

His

Met

330

val

Ile

Leu

Met

Lys

Gly

Pro

val

Glu

Gln
490

21

Arg

Lys

Ala

Tyr

Tyr

val

Lys

Gln

Gln

Ser

Leu

Pro

475

Ser

Arg

Thr

Tyr

Ser

Glu

300

Thr

Thr

Glu

Ser

Gly

Arg

Thr

Leu

Lys

Leu

460

His

val

His

Asp

Ala

Glu

285

Trp

Ile

cys

Glu

Ile

365

Leu

val

Glu

Gly

Gln

445

val

Lys

Gly

Asp

Phe

Ile

270

val

Cys

Lys

Lys

Ala

350

Pro

Arg

Leu

Ile

430

Ala

Cys

Ala

Pro

Ala

Cys

255

Glu

Phe

Met

His

Gln

335

Ile

Trp

Ser

Glu

Leu

415

Phe

Gly

val

Ala

Leu
495

Leu
240

Asn

Arg

Thr

Arg

val

Asp

Tyr

Thr

Phe

400

Thr

Ser

val
480

Ser
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val

Gly

Pro

Gln

545

Ser

val

Gly

Pro

Gln

625

Ser

val

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

Met

Gly

Pro

Gln

530

Ser

val

Gly

Pro

Leu

610

Ser

val

Gly

Pro

val
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Ala

Gln

Leu

Leu

Pro

Leu

515

Ser
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Gly

Pro
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595

Ser

val

Gly

Pro

Gln
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Asp

Cys

Trp
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Gln
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Gln
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Ser
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Gly

Pro

Leu
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val

Gly

Pro

Leu
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Ser

Trp
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Ser
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Gln
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Pro

Gln
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Gly

Pro
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550
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Pro

Leu
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Leu
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Pro

Gln
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Trp

Gly

Asp

Trp
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520

Ser
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Leu
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Pro
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Lys
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Pro
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val

Ser

Gly

Pro

Pro

Arg

Asn

Leu

965

Leu

Met

Tyr

Ser

790

Ser

Ala

Leu

Gly

Trp

Leu

Arg

Lys

Glu

Glu

Asn

Pro

775

Lys

Asn

Ile

Thr

Tyr

855

Gly

Asn

Ser

Arg

Gly

Gly

Cys

Thr

Thr

secuencia artificial
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Tyr

Leu

Glu

Ala

Ser

840

Asn

Glu

Ala

Leu

val

920

Cys

Gly

Ser

Pro

Cys
1000

Thr

val

Thr

val

825

Cys

Lys

Asp

Cys

Thr

905

Thr

Lys

Gly

Tyr

Asp
985

Gln Tyr Thr

Ser

Pro

val

810

Asp

Ala

Thr

Trp

Leu

890

Pro

val

Lys

Ser

ser

970

Gly

23

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

Gly

Glu

Ser

Ser

955

Asn

Lys

Asn

780

Ala

Ala

sSer

Asp

Gly

Glu

Ser

Pro

Gln

Leu

940

Met

Pro

Cys

Gly

Gln

Ala

Ser

Ala

845

val

Lys

Glu

Gly

Met

925

Leu

Thr

Ala

Asp

Trp

Phe

830

Leu

Pro

Gly

Tyr

Thr

910

Met

Thr

Lys

Cys

Pro
990

val

Asp

Leu

815

Met

Asn

Tyr

Tyr

Pro

895

Glu

cys

Ala

Cys

Phe

975

Tyr

Ser

Trp

val

880

val

Ser

Thr

Asn

Gly

Gly

Phe
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<400>
Met Ala
1

Glu Glu

Asp Lys

Glu Lys

Lys Met

Leu Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Ser Ala
1

Asn Lys

Arg Asp

Thr Thr

50

Tyr Gly
65
Thr Phe

Gly Gly

Gly Gly

3

Thr Thr Tyr Glu Glu

Phe Asn Arg Lys Met
20

Pro Asp Glu Ser Thr
35

Phe Glu Arg Met Ile
55

His Glu His Ser Glu
70

Gln GIn Lys Ala Ala

4
352
PRT
secuencia artificial

proteina SMT

4

Gly Gly Arg Glu Thr
5

Asp Glu Thr Asn Gly
20

Arg Phe Glu Lys Ala
35

Met val Asn Glu Tyr
55

Trp Gly Gln Asn Phe
70

Phe Glu Ser Leu Ala
85

Phe Met Glu Gly Asp
100

Pro Ala Arg Asn Met
115
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Phe

GlIn

Leu

40

Lys

His

Gln

Ala

Asp

Thr

40

Tyr

His

Arg

His

val
120

Ser

Glu

25

Ser

Glu

Phe

Tyr

Pro

val

25

Leu

Asp

Phe

His

Ile

105

Arg

Ala

10

GlIn

Pro

His

Lys

Pro
90

Thr

10

Ser

Glu

Leu

Ala

Glu

90

val

Leu

24

Lys

Asn

Glu

Thr

Gln

75

Ser

Asn

Ala

Glu

val

Pro

75

Tyr

Asp

Thr

Leu

Ala

Met

Glu

60

Lys

Lys

Leu

Ala

Arg

Thr

60

Arg

Phe

val

Arg

Asp

Lys

Lys

Phe

Ile

Ala

Asp

Tyr

Leu

Gly

Cys

Arg

Phe

30

Glu

Phe

Ala

Arg

Asp

30

Ala

Phe

Ala

Ala

Cys

110

Asn

Leu

15

Phe

His

Asn

Glu

Arg

15

Arg

Ala

Tyr

Gly

Ala

95

Gly

val

Asp

Tyr

Lys

Leu
80

Arg

Phe

Thr

Glu
80

Arg

val
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Gly val
130

Ala Leu
145

Cys Asn

Glu Ala

Phe Arg

Met Thr
210

His Arg
225

Gln val

Ile Asp

Trp Tyr

Ser Thr
290

Glu Phe
305

Leu Glu

Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn

Ala

Met

Thr

val

195

Asp

Ile

Ile

val

GlIn

275

Pro

val

Glu

Pro

5
235
PRT

Asn

Gly

Ser

Cys

180

Ile

Lys

Glu

Glu

Ile

260

Pro

Ile

Arg

Ala

ser
340

Asn

Met

Leu

165

His

Lys

Tyr

Leu

Tyr

245

Ser

Leu

Gly

Leu

Ala

325

Phe

Asp

Ser

150

Ala

Ala

Pro

Asn

Gly

Met

Gln

val

Arg

Ala

310

Glu

Tyr

Tyr

135

Ser

Asp

Lys

Gly

Pro

215

Asp

Lys

Phe

Gly

Ile

295

Pro

Ser

Ile

secuencia artificial

proteina A2
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GlIn

Lys

Asn

Asp

Thr

200

Asn

Gly

Gln

Glu

Asp

Leu

Lys

Leu

Arg

Ile

Ile

Thr

Cys

Asp

Leu

Ala

Ser

265

Tyr

Thr

Gly

val

Ala
345

Ser

Asp

Phe

170

val

Phe

Glu

Pro

Gly

Ser

Ser

Asn

Thr

val

330

Arg

Arg

Tyr

155

Asp

Lys

val

Tyr

Glu

235

Phe

Pro

Ser

val

Tyr

Gly

Lys

Ala

140

val

Gly

Cys

Leu

His

220

Met

val

Leu

Met

300

Lys

Gly

Pro

Arg

Lys

Ala

Tyr

Tyr

205

Arg

Glu

val

Lys

Gln

285

Cys

Ala

Gln

Ser

Arg

Thr

Tyr

ser

190

Glu

Thr

Thr

Glu

Ser

270

Gly

Arg

Thr

Leu

Lys

His

Asp

Ala

175

Glu

Trp

Ile

cys

Glu

255

Ile

Leu

val

Glu

Gly

Gln

Asp

Phe

160

val

Cys

Lys

Pro

Arg

Leu

Ile
320

Lys Ile Arg Ser val Arg Pro Leu Vval val Leu Leu val Cys val Ala
1 5

10

25

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Asp

val

Gly

65

Pro

Gln

Ser

val

Gln

Ser

val

Gly

val

val

Gly

50

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Gly

35

Pro

Leu

Ser

val

Gln

Ser

val

Gly

Pro

GlIn

6
316
PRT

Ala

20

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ala

val

Gly

Pro

Leu

Ser

Leu

Leu

Ala

val

Gly

85

Pro

Gln

Ser

val

Gln

Ser

val

Ser

Ser

val

Gly

70

Pro

Leu

Ser

val

Leu

Ser

val

Asp
230

Ala

val

Gly

55

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Gln

Ser

val

Gly

val

secuencia artificial

proteina CBP
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Ser

Gly

40

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Ser

Ala

25

Pro

Leu

Ala

val

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Gln

Pro

Glu

GlIn

Ser

val

Gly

90

Ser

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ser

val

26

Pro

Ser

val

Gly

75

Pro

Gln

Ser

val

Gln

Ser

val

Ser
235

His

val

Gly

60

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ser

val

Lys

Gly

45

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Ala

30

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Pro

Leu

Ala

Leu

Ser

val

Gly

95

Pro

Gln

Ser

val

Gly

Pro

Gln

Ser

val

sSer

val

Gly

80

Pro

Leu

val

Gly

Ser

Leu

Ser

val
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Asp
1
Gln
Glu
Gln
Leu
65
val
Ala
Gly
Ala
Ser
145
His
Trp
val
val
Ser
225

Thr

Asn

Ala

Gly

Ser

Gln

50

Met

Phe

Glu

Tyr

Glu

130

Tyr

Gly

val

Arg

Ser

210

Glu

Asp

val

val

Ala

Gln

35

Leu

Leu

Thr

Cys

val

115

Asn

Gln

val

Ile

val

195

Ala

Glu

Met

Cys

Asp

Cys

Trp

val

Gln

Glu

Leu

100

Met

Gly

Ser

Leu

Lys

val

His

Arg

Tyr

Tyr
260

Trp

Gly

Ala

Ser

Ala

Lys

Asn

Ile

Pro

Gly

Leu

165

Asn

Met

val

Ala

245

Lys

Arg

Ser

Arg

Cys

Phe

70

Ser

Ser

Pro

Ile

val

150

val

Ser

Gly

Pro

Pro

230

Arg

Asn

Glu

Cys

Ala

Asp

55

Glu

Tyr

Ser

Ser

Ala

135

Leu

Gly

Trp

Leu

Arg

Lys

Glu

Gly
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Lys

Trp

Gly

40

Asp

Trp

Pro

Lys

Asn

120

Ile

Thr

Tyr

Gly

Asn

200

Ser

Arg

Gly

Gly

Gly

Ala

25

His

Lys

Leu

Tyr

Leu

105

Glu

Ala

Ser

Asn

Glu

185

Ala

Leu

val

Cys

Gly

Ala

10

Phe

Gly

Asp

Leu

Thr

90

val

Thr

val

Cys

Lys

Asp

Cys

Thr

Thr

27

val

Ser

Leu

Asn

Arg

75

Ser

Pro

val

Asp

Ala

155

Thr

Trp

Leu

Pro

val

235

Lys

Ser

Thr

Ala

val

Gly

60

His

Gly

Gly

Met

Ala

140

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Ser

Pro

val

Ser

45

Cys

Met

Asn

Ala

Ala

125

Ser

Asp

Gly

Glu

Ser

205

Pro

Gln

Leu

Met

val

Gly

30

Leu

Asn

Tyr

Gly

Gln

110

Ala

Ser

Ala

val

Lys

Glu

Gly

Met

Leu

Thr
270

Lys

Asn

Ser

Gly

Gly

Asp

95

Ile

Trp

Phe

Leu

Pro

175

Gly

Tyr

Thr

Met

Thr

255

Lys

Asn

Gly

Ile

80

val

Asp

Leu

Met

Asn

160

Tyr

Tyr

Pro

Cys
240

Cys
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Gly Pro

Gly Pro
290

Phe Leu
305
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Gln Lys val Leu Met Cys Ser Tyr Ser Asn Pro His Cys Phe
275 280 285

Gly Leu Cys Leu Glu Thr Pro Asp Gly Lys Cys Ala Pro Tyr
295 300

Gly Ser Ile Met Asn Thr Cys Gln Tyr Thr
3 315

28



10

15

20

25

30

35

ES 2744709 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una proteina soluble expresada en procariotas o eucariotas que comprende las
etapas de:

() preparar cuerpos de inclusién en un tampén que no comprende o comprende una baja concentracion de urea
para formar una suspension de cuerpos de inclusién, en el que la concentracién de urea es de 0 M a 3 M;

(ii) someter la suspension de cuerpos de inclusion a un incremento escalonado de la presién durante un periodo de
tiempo; y

(iii) mantener una presién elevada aplicada a los cuerpos de inclusion durante un periodo de tiempo, preferiblemente
en el que la alta presion esta en el intervalo de aproximadamente 2000 bar a aproximadamente 5000 bar.

2. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 1, en el que el tampén comprende, ademas, DTT, preferiblemente en el
gue la concentracion de DTT es de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que en la etapa (ii) se aumenta la presion a
aproximadamente 1000 bar/min durante aproximadamente 30 segundos con la relajacion intermedia de la proteina
durante aproximadamente una hora cada 500 bar.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en la etapa (iii) la alta presion es de
aproximadamente 3000 bar.

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que en la etapa (i) el periodo de tiempo es
de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 100 horas.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que el periodo de tiempo es de aproximadamente 48 horas.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el procedimiento comprende ademas la
etapa de despresurizacion, preferiblemente en el que la despresurizacion es a la velocidad de aproximadamente 83
bar/h — 125 bar/h.

8. Procedimiento, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proteina soluble es una proteina de

fusion que consiste en antigenos de Leishmania proteina de membrana de kinetoplastidos 11 (KMP11), esterol
metiltransferasa (SMT), A2 y cisteina proteinasa (CP).
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Figura 1
SEQ ID NO: Tipo Descripcion del gen
1 ADN ADN de KSAC
2 Proteina Proteina quimérica KSAC
3 Proteina Proteina KMP11 de Leishmania
4 Proteina Proteina SMT de Leishmania
5 Proteina Proteina A2 de Leishmania
6 Proteina Proteina CBP de Leishmania
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Figura 2A

Secuencia de ADN de KSAC (SEQ D NO:])

ATGGCCACCACGTACGAGGAGTTTTCGGCGAAGCTGGACCGCCTGGATGAGGAGTTCAAC
AGGAAGATGCAGGAGCAGAACGCCAAGTTCTTTGCGGACAAGCCGGATGAGTCGACGCTG
TCGCCCGAGATGAAGGAGCACTACGAGAAGTTCGAGCGCATGATCAAGGAACACACAGAG
AAGTTCAACAAGRAGATGCACGAGCACTCGGAGCACTTCAAGCAGAAGTTCGCCGAGCTG
CTCGAGCAGCAGAAGGCTGCGCAGTACCCGTCCAAGACTAGTTCCGCCGGTCGCCGTGAG
ACCGCGCCGACGAACCTGATTCGTCGCCGCAACAAGGACGAGACARACGGGGATGTCAGC
GCCGCCGCCGACCGCTTCCGCGACCGCTTCGAGAAGGCAACCCTCGAGGAGCGCAAGGCC
GCCACCACGACGATGGTCAACGAGTACTACGACCTGGTGACGGACTTCTACCAGTACGGC
TGGGGCCAGAACTTCCATTTCGCGCCGCGCTACGCCGGCGAGACCTTCTTCCAGTCCCTC
GCGCGCCACGAGTACTTCCTGGCCGCTCGCGGCGGCTTCATGGAGGGCGACCACATCGTC
GACGTGGGCTGCGGCGTCGGCGGTCCGGCGCGCAACATGGTTCGCCTCACGCGCTGCAAC
GTCATCGGCGTCAACAACAACGATTACCAGATCAGCCGCGCTCGCCGTCATCACGCGLTC
GCCGGTATGAGCTCCAAGATCGACTACGTCAAGACCGACTTCTGCAACATGAGCTTAGCC
GACAACACCTTCGACGGCGCCTACGCCATCGAGGCCACCTGCCACGCARAGGACAAGGTC
AAGTGCTATAGCGAGGTCTTCCGTGTCATCAAGCCCGGCACCTGCTTTGTCCTGTACGAG
TGGTGCATGACCGACAAGTACAACCCCAATGACGAGTACCACCGCACAATCAAGCACCGC
ATCGAGCTGGGCGACGGCCTGCCGGAGATGGAGACGTGCAAACAGGTGATCCGAGTACATG
AAGCAGGCCGGCTTCGTGGTGGAGGAGGCCATAGACGTCATCAGTCAGTTCGAGTCCAGC
CCCATCAAGAGTATCCCGTGGTACCAGCCGCTGGTCGGCGACTATTCGTCCCTGCAGGGC
CTGCGCTCTACCCCGATTGGCCGCATCCTCACGAACGTCATGTGTCGCGTGCTGGAGTTC
GTGCGCCTAGCTCCGAAGGGCACGTACAAGGCGACGGAGATTTTGGAGGAGGCTGCGGAA
AGCCTGGTGGETGGGECGEETCAGCTCGGCATCTTCACGCCGTCCTTCTACATCCGCGCTCGC
AAGCCGTCCAAGCAGGCTGGATCCAAGATCCGCAGCGTGCCTCCGCTTGTGCTGTTGCTG
GTGTGCGETCGCGGCEETCCTCGCACTCAGCGCCTCCGCTGAGCCGCACAAGCCGGCCGTT
GACGTCGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTCGCCCGCAG
GCGGTTGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTCGCCCGCAG
GCGGTTGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTTGGCCCGCTGAGCGTTCGCCCGLTG
AGCGTTGGCCCGCAGAGCGTTGGCCCGCTGAGCGTTGGCAGCCAGAGCGTCGGCCCGCTG
AGCGTTGGTCCGCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGGCGETTGGCTCGLTG
AGCGTTGGCCCGCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGGCGGETTGGCCCGCTG
AGCGTTGGCCCGCAGAGCGTTGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTTGGCCCGLTG
AGCGTTGGCAGCCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTGGTCCGCAGAGCGTCCGCCCGLTG
AGCGTTGGCCCGCAGAGCGTCGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTCCGCCCGLTG
AGCGTTGGTCCGCAGAGCGTTGGCCCGCTGAGCGTTGGCCCGCAGAGCGTTCACGTTAGC
CCGGTGAGCGGATCCGAATTCGATGCGGTGGACTGGCGCGAGAAGGGCGCCCTGACGCCG
GTGAAGAATCAAGGCGCGETGCGGGTCGTGCTGGGCGTTCTCGGCGGTCGGCAACATCGAG
TCGCAGTGGGCCCGTGCCGGCCACGGCTTGGETGAGCCTGTCGGAGCAGCAGCTGGTGAGC
TGCGATGACAAAGACAATGGCTGCAACGGCGGGCTGATGCTGCAGGCGTTCCGAGTGGCTG
CTGCGACACATGTACGGGATCGTGTTCACGGAGAAGAGCTACCCCTACACGTCCGGCAAC
GGTGATGTGGCCGAGTGCTTGAACAGCAGTAAACTCGTTCCCGGCGCGCAAATCGACGGC
TACGTGATGATCCCGAGCAACGAAACGGTTATGGCTGCGTGGCTTGCGGAGRATGGCCCC
ATCGCGATTGCGGTCGAC
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Figura 2B

GCCAGCTCCTTCATGTCTTACCAGAGCGGCGTGCTGACCAGCTGCGCTGGCGATGCACTG
AACCACGGCGTGCTGCTCGTCGGGTACAACAAGACCGGTGGGGTTCCGTACTGGGTGATC
AAGAACTCGCTGGGGETGAGGACTGGGECCAGAAGGGCTACGTGCGCGTGETCATGGGGCTG
AACGCGTGCCTGCTCAGTGAATACCCCGTGTCCGCGCATGTGCCGCGGAGTCTCACCCCT
GGCCCGGGCACGGAGAGCGAGGAGCGCGCCCCTARACGGGTGACGGTGGAGCAGATGATG
TGCACCGATATGTACTGCAGGGAGGGGTGCAAGAAGAGTCTTCTCACCGCGAACGTGTGC
TACAAGAACGGGGGAGGCGGCTCCTCTATGACGAAGTGCGGTCCGCAGAAGGTGCTGATG
TGCTCGTACTCGAACCCTCATTGCTTTGGTCCTGGGCTGTGCCTCGAGACTCCTGATGGC
AAGTGCGCGCCGTACTTCTTGGGCTCGATCATGAACACCTGCCAGTACACGTAA

Secuencia de proteina KSAC (SEQ ID NO:2)

MATTYEEFSAKLDRLDEEFNREKMOQEQNAKFFADKPIMSTLSPFEMKERYEKF
E?;R.?%ﬁﬁEKE}%?E’EKF“@K?{“wi‘ﬁ-ﬁf?'{%i? HFK%}KF&FE E Fi}i}i{ &c‘a@"ﬁ’%KTS@ “w‘i‘i"'“""f‘

\ex}\“ a% ii‘.ﬁ\ : FESLARMHEYYLAA
\%‘Hﬁ% ‘i@ SNV G VAN Y EHISHANRERY
§: YR \. g R yaete

X INR LNE '\ 83 EANE AR ¥ PEIMANARRT N LSRN ERSY

USRS IFWVOPLY GEYSSLOGLRS THGRIU TNV MORVEEFVREAPRGY
VRATEYLERAANSLVVGGOIE GIFTPSFVIR, \\*w\» \GSK[RWRPL‘WILV
CVAAVLALSASAEPHKAAVDVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVG
PLSVGPOAVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQSVGPLSVGSQSVGPLSVGPQS
VGPLSVGPOAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVG
PLSVGSQSYGPLSVGPQSVGPL SVGPQS‘VGPLSVG PQSVGPLSVGPOSVGPLS
VGPQSVDVSPYSGSEFDAVRWREKGAVTPVENGGAT ::;Q'{‘\ﬁ-’xs? SAVGNIESO
WARAGHOLVSLSEOOLVSC DK ONGONGELMLOA FEWLLREMYGIVETE
KSYPYTNGNGDVAECE xw KLVPGAD "sém\ MIPSNETY MAAWLAENGPIAL
AVDASSFMSVOSGVLTSCAGRALNHGVLLVOVAK TOOVPY WVIKNSWGED
WHEKGYVRYVMGL \ x«{“ SEYPVSAL n. PROLTPGPG TESENRAPKRVIVEQ
MMCTDVYCREGURKSLLTANVOVENGGGGSSMTRCGPORVEMOSYSNRH
CFOPOLOLETPROKCAPYFLOGSTMNTOQYT

-

KPM11 (en rojo)

« Esterol metiltransferasa (en verde)
« A2 (enazul)

s« (Cisteina proteinasa (en marrén)

« Enlazadores (en cursiva y negrita)
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Figura 2C

Proteina KMP11 (SEQ ID NO:3)

N
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<

STLSPEMEKE

AFNERKMHEHSEHFROKFARLLEQURKAAQYFSK
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o
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g
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3

ERMIKERTE

KIRSVRPLVVLIVOVYAAVLALSASARPHEKAAVDVGPLSVGPOSVGPLSVGRQ
AVGPLSVYGPOSVGPLSVGPOAVGPLSVGPOSVYGPLSYGPLSYGPQSVGPLSY

Proteina SMT (SEQ ID NO:4)
Proteina A2 (SEQ ID NO:5)

PLSVGP

PLSVGPOSVGPLSVGPOAVG

~
. ]

GPOSVGPLSVGSQSYVGPLSVGPOSVGPLEVGPOSVGPLESVGPQSY
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r
;

QSVGPLSY

]

Proteina CBP (SEQ ID NO:6)
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Figura 3
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Figura 4

iCuerpos de inclusion
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Proteina quimérica

4 protel'nés:
e KPM11
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Figura 5

Replegado de KSAC
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Figura 6

Patron de SDS-PAGE de la proteina KSAC
replegada mediante cromatografia de exclusién

37



ES 2744709 T3

Figura 7

Representacion de HPLC de KSAC replegada mediante cromogratografia de exclusion
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Fig. 8A
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Figura 8A

Dispersién dinamica de luz (DLS) de proteina KSAC
replegada utilizando cromatografia de exclusion
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Figura 8B
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
Cromatograma de HPLC de muestras
tratadas con 4000 bar
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Figura 16

A

. s.u...,u‘“.":‘..
R ) e

...... S
ARt i G e R i T T

S e R e
: B Y A e

e e A R

e

B R T T i Lanl s T -~ Er P

[

R o 3 _ur\~ R R <
s P . . : . .

(%) osewnN

10000

100 1000

Tamafio (dnm)

10

0.1

48



ES 2744709 T3

Figura 17
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Figura 18A

Andlisis por SDS Page de la proteina KSAC mediante
el proceso A
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L10kD
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Carril 1: marcador

Carril 2: control de los cuerpos de inclusion de KSAC
Carril 3: sobrenadante de la muestra 3

Carril 4: residuo de la muestra 3

Carril 5: muestra 3 antes de la centrifugacién

Carril 6: sobrenadante de la muestra 1

Carril 7: residuo de muestra 1

Carril 8: muestra 1 antes de la centrifugacién

Carril 9: sobrenadante de la muestra 4

Carril 10: residuo de muestra 4

Carril 11: muestra 4 antes de la centrifugacién
Carril 12: sobrenadante de la muestra 2

Carril 13: residuo de muestra 2

Carril 14: muestra 2 antes de la centrifugacién
Carril 15: control de los cuerpos de inclusion de KSAC
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Figura 18B

Analisis de SDS Page de proteina KSAC mediante el proceso B
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Carril 1: marcador

Carril 2: control de los cuerpos de inclusion de KSAC
Carril 3: sobrenadante de la muestra 7

Carril 4: residuo de la muestra 7

Carril 5: muestra 7 antes de la centrifugacion

Carril 6: sobrenadante de la muestra 5

Carril 7: residuo de muestra 5

Carril 8: muestra 5 antes de la centrifugacion

Carril 9: sobrenadante de la muestra 8

Carril 10: residuo de muestra 8

Carril 11: muestra 8 antes de la centrifugacion
Carril 12: sobrenadante de la muestra 6

Carril 13: residuo de muestra 6

Carril 14: muestra 6 antes de la centrifugacion
Carril 15: control de los cuerpos de inclusién de KSAC
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Figura 19A

Analisis por transferencia QDot de proteina KSAC
mediante el proceso A
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: KSAC de referencia

: proceso A sin DTT (muestra 1)
: control sin DTT (muestra 3)

: proceso A con DTT (muestra 2)
: control con DTT (muestra 4)

: tampoén Tris 20 mM
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Figura 19B

Analisis por transferencia QDot de proteina KSAC
mediante el proceso B

: KSAC de referencia

: proceso B sin DTT (muestra 5)
: control sin DTT (muestra 7)

: proceso B con DTT (muestra 6)
: control con DTT (muestra 8)

: tampon Tris 20 MM
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Figura 19C

Cuantificacion de la proteina KSAC a partir
de la transferencia QDot
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Figura 19D

Cuantificacion de proteina KSAC a partir de la
transferencia QDot
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Figura 20
Analisis HPLC
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Figura 21

Analisis HPLC
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Figura 22

Analisis HPLC
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