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DESCRIPCION
Adyuvante molecular y vacuna
Campo de la invencion

La invencion se refiere a los campos de las vacunas y los adyuvantes de vacunas, y se refiere generalmente a
adyuvantes de polinucleétido, vacunas de polinucleétido y composiciones de vacuna. Mas especificamente, la
invencion se refiere a dichos polinucledtidos y composiciones de vacuna para su uso en inducir o potenciar una
respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica en un sujeto mamifero. Ademas, se refiere a dichos polinucleétidos y
composiciones de vacuna para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad infecciosa, tal
como en el tratamiento profilactico o terapéutico de leishmaniosis.

Antecedentes de la invencion

La leishmaniosis es un grupo de enfermedades producidas por protozoos parasitos del género Leishmania que
pertenecen a la familia de los tripanosomatidos (Killick-Kendrick, R., Med Vet Entomol 1990, 4(1): 1-24). Se
transmite por la picadura de moscas de la arena hematéfagas, agrupadas en la subfamilia Phlebotominae, de la que
se conocen 30 especies que pueden transmitir la enfermedad. Hay basicamente tres presentaciones clinicas
dependiendo de las especies implicadas y la respuesta inmunitaria del huésped, cutanea, mucocutanea y visceral.
La ultima se produce por L. infantum y es mortal sin tratamiento. Es una enfermedad endémica que afecta a 15
millones de personas, con 2 millones de nuevos casos al afio en 88 paises en areas tropicales y templadas (90 % de
ellos en paises en desarrollo), Desjeux, P., Clin Dermatol 1996, 14(5): 417-423.

Debido a su elevada prevalencia en los Ultimos afios, ha sido declarada como enfermedad emergente por la
Organizacion Mundial de la Salud y se ha descrito como un parasito oportunista en personas inmunodeprimidas,
principalmente en pacientes con SIDA (Pasquau, F., et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2005, 24(6): 411-418). Es
una enfermedad que es endémica en la cuenca del mediterraneo y en Espafa la leishmaniosis visceral se considera
un problema de salud publica, siendo el perro el reservorio de la enfermedad; hay aproximadamente 7 millones de
animales registrados en el pais, y las tasas de infestacion en este huésped varian entre el 10 y el 25 por ciento, con
areas de incidencia mayores de hasta el 34 % (Amela, C., et al., Eur J Epidemiol 1995, 11(2): 157-161).

Debido a la limitada eficacia de los tratamientos actualmente usados contra la enfermedad, la toxicidad de los
farmacos y la emergencia de resistencia, ademas de la aparicion de reaparicion, es necesario el desarrollo de una
vacuna eficaz contra la leishmaniosis. En particular, el desarrollo de una vacuna eficaz contra la leishmaniosis
canina no solo controlara la progresion de la enfermedad, sino que la disminucidon en la carga de parasitos
interrumpira el ciclo de transmision entre vector y seres humanos.

Desde un punto de vista comercial, actualmente solo hay tres vacunas en el mercado contra la leishmaniosis canina:
dos de ellas vendidas exclusivamente en Brasil: Leishmune® (Fort Dodge/Pfizer), la vacuna inactivada y de
subunidad (fracciéon de glicoproteina purificada, ligando de manosa-fucosa) de Leishmania donovani (Nogueira, F.
S., et al., Vaccine 2005, 23(40): 4805-10) y la vacuna de subunidad de proteina LeishTec® (Hertape Calier Saude
Animal S.A) (proteina recombinante A2-HIS) contra la leishmaniosis visceral. En Europa, la Agencia Europea del
Medicamento (EMEA) ha autorizado recientemente la vacuna Cani Leish® (Laboratoires Bio Véto Test, Groupe
Virbac), vacuna inactivada de subunidad de proteina (antigeno purificado obtenido de promastigotes de L. infantum)
contra la leishmaniosis visceral, cuya comercializacion se inicié en 2012 (Moreno, J., et al., PLoS Negl Trop Dis
2012, 6(6): e1683). Los resultados de eficacia con estas vacunas son, sin embargo, limitados. Véase, por ejemplo, el
informe preparado por la EMEA sobre la discusion cientifica para la autorizacion de CaniLeish® en la que se indica
que ha mostrado proteccion muy limitada de perros vacunados (es decir, la proteccion es inferior al 20 % segun la
disminucion en la carga de parasitos que induce en animales vacunados). Ninguna de estas vacunas es una vacuna
de ADN.

Se ha desvelado el uso de la vacuna de ADN pCl-neo-LACK en perros contra la leishmaniosis visceral por Ramiro et
al. (Vaccine 2003, 21(19-20): 2474-84); y Ramos, |., et al. (Vaccine 2008, 26(3): 333-44). Dicha vacuna se produjo
clonando la secuencia que codifica el antigeno de la proteina cinasa C activada (LACK) de Leishmania infantum.
Pinto E. F. et al. (Infection and immunity 2004, 72(8), 4521-4527) divulgan la vacunacion intranasal de ratones con
pCl-neo-LACK, que notifica que el ADN de LACK pero el ADN vacio no promovié la inmunidad protectora. Mas
recientemente, también se describié la proteina LACK que expresa ADN de plasmido libre de resistencia a
antibioticos (el plasmido pORT-LACK construido a partir de pCl-neo-LACK eliminando genes de resistencia a
ampicilina y neomicina e introduciendo una secuencia de operador lac como marcador de seleccién) y su uso contra
infeccion por Leishmania infantum en una vacunacion con pORT-LACK/MVA-LACK de sensibilizacion-refuerzo
heteréloga (Ramos, ., et al., Vaccine 2009, 27(48): 6695-6703).

La vacunacion con vacunas de ADN-LACK ha mostrado previamente ser eficaz contra L. major en el modelo murino

(Gurunathan, S., et al., The Journal of experimental medicine, 1997, 186(7): 1137-47; Gurunathan, S. et al., Nat Med
1998. 4(12): 1409-15 y Stobie, L. et. al., Proc Natl Acad Sci 2000, 97(15): 8427-32).
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Hay varias ventajas de la vacunacion con ADN con respecto a las técnicas de vacunacion tradicionales. Primera, se
predice que debido a que las proteinas que estan codificadas por la secuencia de ADN se sintetizan en el huésped,
la estructura o conformacion de la proteina sera similar a la proteina nativa asociada al estado de enfermedad.
También es probable que la vacunacién con ADN ofrezca proteccion contra diferentes cepas de un virus, generando
respuesta de linfocitos T citotéxicos que reconocen epitopes de proteinas conservadas. Ademas, debido a que los
plasmidos se recogen por las células huésped donde puede producirse proteina antigénica, se provocara una
respuesta inmunitaria de larga duracion. La tecnologia también ofrece la posibilidad de combinar diversos
inmunogenos en una Unica preparacion para facilitar la inmunizacion simultanea en relacién con varios estados de
enfermedad (véase también Box 1 Saade et al., Expert Rev Vaccines 2012,11(2):189-209).

Sin embargo, hay una necesidad de mejorar la inmunogenicidad de vacunas de ADN, especialmente en seres
humanos, cuando se compara con vacunas basadas en proteinas tradicionales. Se han intentado muchas
estrategias para mejorar la potencia de la vacuna de ADN que incluyen el uso de promotores mas eficaces y la
optimizacion de codones, adicién de adyuvantes ftradicionales o genéticos, electroporacion, administracion
intradérmica y diversas estrategias de sensibilizacion-refuerzo, véase Saade et al., Expert Rev Vaccines 2012,
11(2):189-209.

Un enfoque es el uso de adyuvantes tradicionales que actuan de estimulantes inmunitarios, como los sistemas de
administracion de antigeno, o ambos. Enfoques de adyuvantes tradicionales usando, por ejemplo, alumbre o
lipopolisacarido (LPS) se han sustituido principalmente en vacunas de ADN por el uso de adyuvantes moleculares
codificados por plasmido.

A pesar de las muchas estrategias que han intentado mejorar la potencia de vacunas de ADN, hay una necesidad
continua de estrategias para potenciar adicionalmente la inmunogenicidad de vacunas de ADN.

El gen fabl codifica la proteina transportadora de enoil-acilo (ACP) reductasa, una enzima que es esencial para la
sintesis de acidos grasos bacterianos y sensible a triclosan que se notificé previamente como un marcador de
seleccion para clonacién molecular (véase, por ejemplo, Goh et al. 2008, BMC Biotechnology, 8:61). El-attar Laila
MR et al. (Vaccine 2011, 30(9) 1702-1709) divulgan el uso de Fabl de E. coli como marcador de seleccion no
antibiético en una vacuna de ADN contra un pestivirus.

Sumario de la invenciéon

Los autores de la invencion han descubierto ahora que el gen Fabl (SEC ID N°: 3), o un fragmento antigénico del
mismo (por ejemplo, SEC ID N°: 1), refuerza la inmunogenicidad de vacunas de ADN cuando se co-administra como
un adyuvante molecular con un antigeno de interés. Mas especificamente, se ha mostrado por los inventores que la
co-administracion de SEC ID N°: 3 (que comprende SEC ID N°: 1) con el gen LACK (SEC ID N°: 5), en particular en
un plasmido de ADN tal como pPAL-LACK (SEC ID N°: 23), obtiene niveles similares de inmunogenicidad en una
pauta de administracion de sensibilizacion-refuerzo homéloga cuando se compara con la pauta de sensibilizacion-
refuerzo heteréloga que consiste en pClneo-LACK y MVA-LACK. Una pauta de inmunizacion heteréloga es una
estrategia muy conocida para aumentar la inmunogenicidad y se habria esperado que proporcionara mayor
inmunogenicidad que la inmunizaciéon homologa (véase, Ramiro, M. J., et al., Vaccine 2003, 21(19-20): 2474-84 y
McConkey et al., Nat Med. 2003, 9(6):729-35).

Ademas, la vacunacion homologa elimina la necesidad de usar un virus y, por tanto, simplifica el almacenamiento,
transporte y condiciones de manipulacion de las vacunas, con la consecuente reduccion de costes para los sistemas
sanitarios, ya que los errores de almacenamiento y manipulacion pueden costar miles de ddélares en vacuna
desechada y revacunacion.

Ademas, al comparar la eficacia de la vacuna de pPAL-LACK con la vacuna comercial CaniLeish® (grupos E y F del
ejemplo 5, respectivamente), se ha demostrado que la carga de parasitos es menor en los perros vacunados con
pPAL-LACK no solo con respeto al grupo de control infectado, no vacunado (A) sino también con respecto a
CanilLeish®, lo que respalda una mayor proteccion contra Leishmania.

Asi, segun los hallazgos particulares de la presente invencion, se proporciona:

Un primer aspecto de la invencién se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el
85 % de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC
ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2,

para su uso como un adyuvante de vacuna.
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Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2; y

c. una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos;
para su uso como un medicamento.
Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2; y

c. una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos de uno o mas agentes infecciosos;
para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad infecciosa.
Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2.;
c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de

identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o0 una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2;

c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6,

para su uso como un medicamento.
Un sexto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o0 una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2.;
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c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6,

para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad infecciosa.

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una secuencia de
polinucleétidos como se define en el primer aspecto de la invencién, que comprende ademas una secuencia de
polinucleétidos que codifica uno o mas antigenos, y un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
Un octavo aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una secuencia de
polinucledtidos como se define en el segundo aspecto y posteriores de la invencién y que comprende ademas un
vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo, obtenido u obtenible después
de la inmunizacion de un mamifero con el polinucleétido como se define en el segundo aspecto y posteriores de la
invencion, y la composicion farmacéutica segun el séptimo o octavo aspectos de la invencion, en el que dicho
anticuerpo o fragmento del mismo es adecuado para el tratamiento profilactico o terapéutico de un sujeto mamifero.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Representacion esquematica del plasmido pCl-neo-LACK.

Figura 2. Representacion esquematica del plasmido pPAL-LACK (SEC ID N°: 23).

Figura 3. Representacion esquematica del plasmido pPAL (SEC ID N°: 24).

Figura 4. A) Visualizacién de la construccion pPAL-LACK en 1 % de gel de agarosa; MW 1 Kb 125 ng. pPAL-LACK 1
(318 ng/mcl) carriles 1y 2 (dilucion 1/6); carriles 3 y 4 (dilucion 1/12) y carriles 5 y 6 (dilucién 1/24). B) Expresion del
gen de la proteina LACK clonado en el vector pClneo en cultivos de células HEK 293T transfectadas durante 48

horas. Las células sin transfectar se usaron como control negativo (SIMULADO).

Figura 5. Representacion grafica que muestra la evolucion de la sintomatologia después de la infeccion en los
grupos experimentales | a IV, usando el sistema de “evaluacion numérica de sintomas” (NES).

Figura 6. Evaluacion categoérica de la carga de parasitos (CAP) en médula 6sea por RT-PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR). Las flechas muestran la reduccion de la carga de parasitos en el grupo | en comparacion con V.

Figura 7. Relacion entre la sintomatologia y la carga de parasitos entre los grupos | y IV.
Figura 8. Evaluacion de los niveles de IgG total en suero por ELISA.

Figura 9. Evaluacion de los niveles de IgG1 en suero por ELISA.

Figura 10. Evaluacion de los niveles de IgG2 en suero por ELISA.

Figura 11. Evaluacién de la activacion de linfocitos T CD4" contra el antigeno de Leishmania total (CLA) por la
prueba de transformacion linfoblastica.

Figura 12. Evaluacién de la activacién de linfocitos T CD4" contra el antigeno LACK por la prueba de transformacion
linfoblastica.

Figura 13. Evaluacién de la produccion de IFN gamma contra el antigeno de Leishmania total (CLA) en
sobrenadantes de ensayo de linfoproliferacion por ELISA.

Figura 14. Evaluacion de la produccion de IL10 contra el antigeno de Leishmania total (CLA) en sobrenadantes del
ensayo de linfoproliferacién por ELISA.

Figura 15. Evaluacion de la produccién de IFN gamma contra LACK en sobrenadantes del ensayo de
linfoproliferacion por ELISA.

Figura 16. Evaluacion de la produccion de IL10 contra LACK en sobrenadantes del ensayo de linfoproliferacion por
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ELISA.
Figura 17. Resultados del analisis de la prediccion de islas CpG dentro de SEC ID N°: 21

Figura 18. Representacion grafica de la carga de parasitos en perros beagle determinada mediante gPCR en
diferentes puntos de tiempo A) 120 dpi, B) 180 dpi, C) 240 dpi y D) 300 dpi para cada grupo de tratamiento (A, E 'y
F). Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 nug de
pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), N/mg: nimero de
amastigotes por mg de tejido de médula 6sea.

Figura 19. Representacion grafica que muestra la evolucion a lo largo del tiempo (41 dpi, 120 dpi, 180 dpi, 240 dpi y
300 dpi) de la carga de parasitos en perros beagle determinada mediante qPCR para cada grupo de tratamiento A)
grupo A, B) grupo E y C) grupo F. Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no inmunizado);
grupo E: 2 dosis de 200 pg de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). N/mg: numero de amastigotes por mg de
tejido de médula dsea.

Figura 20. Niveles de IFN gamma en ganglios linfaticos de perros beagle mediante gPCR a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi,
240 dpi y 300 dpi para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F y valores estadisticos
asociados. Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 pg
de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), Qn = cantidad
normalizada (Bookout et al., 2006, PCR de transcripcién inversa cuantitativa en tiempo real de alto rendimiento. Curr
Protocol Mol Biol capitulo 15: unidad 15 18); * Hay dos resultados atipicos (valores mucho mas altos).

Figura 21. Niveles de IL10 en ganglios linfaticos de perros beagle mediante gPCR a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi, 240 dpi
y 300 dpi para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F y valores estadisticos asociados.
Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 pg de pPAL-
LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), Qn = cantidad normalizada
(Bookout et al., 2006, PCR de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real de alto rendimiento. Curr Protocol Mol
Biol capitulo 15: unidad 15 18).

Figura 22. Niveles de TNF alfa en ganglios linfaticos de perros beagle mediante qPCR a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi,
240 dpi y 300 dpi para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F y valores estadisticos
asociados (valores de aumento a la izquierda). Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no
inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 ng de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). Abreviaturas: dias después
de la infeccion (dpi), Qn = cantidad normalizada (Bookout et al., 2006, PCR de transcripcion inversa cuantitativa en
tiempo real de alto rendimiento. Curr Protocol Mol Biol capitulo 15: unidad 15 18).

Figura 23. Niveles totales de IgG en suero de perros beagle mediante ELISA a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi, 240 dpi y
300 dpi para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F. Grupos de tratamiento: grupo A -
control positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 ug de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish®
(Virbac). Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), densidad 6ptica a 450 nm DOu4sonm.

Figura 24. Niveles de IgG1 en suero de perros beagle mediante ELISA a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi, 240 dpi y 300 dpi
para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F. Grupos de tratamiento: grupo A - control
positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 pg de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac).
Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), densidad 6ptica a 450 nm DO4sonm.

Figura 25. Niveles de 1gG2 en suero de perros beagle mediante ELISA a 41 dpi, 120 dpi, 180 dpi, 240 dpi y 300 dpi
para cada grupo de tratamiento A) grupo A, B) grupo E y C) grupo F. Grupos de tratamiento: grupo A - control
positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 pg de pPAL-LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac).
Abreviaturas: dias después de la infeccion (dpi), densidad dptica a 450 nm DO4sonm.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Una secuencia de “polinucleétidos” o de “acidos nucleicos”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
secuencia de ADN o de ARN, preferentemente a una secuencia de ADN. El término recopila secuencias que
incluyen cualquiera de los analogos de base conocidos de ADN y ARN tales como, pero no se limitan a, 4-
acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenosina, aziridinilcitosina, pseudoisocitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo,
inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metiladenina, 1-metilpseudouracilo, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetil-
guanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético,
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oxibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo,
éster metilico del acido N-uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina y 2,6-
diaminopurina.

Una “secuencia codificante” o una secuencia que “codifica” un producto génico, como se usa en el presente
documento, se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que se transcribe (en el caso de ADN) y se traduce (en
el caso de ARNm) in vitro o in vivo cuando se pone bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas.

El término “identidad”, como se usa en el presente documento, se refiere a una correspondencia exacta de
nucleétido con nucleétido o aminoacido con aminoacido de dos polinucleétidos o secuencias de polipéptidos,
respectivamente. Pueden compararse dos o mas secuencias (polinucledtido o aminoacido) determinando su
“identidad en porcentaje”. La “identidad en porcentaje” de dos secuencias, tanto secuencias de acidos nucleicos
como de aminoacidos, es el nimero de coincidencias exactas entre dos secuencias alineadas dividido entre la
longitud de la secuencia mas corta y multiplicado por 100. Programas adecuados para calcular la identidad en
porcentaje o similitud entre secuencias son muy conocidos en la técnica, tales como el programa NCBI BLAST,
usado, por ejemplo, con parametros por defecto (http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST).

Los términos “secuencias de control” y “elementos de control” de ADN, como se usan en el presente documento, se
refieren conjuntamente a secuencias promotoras, sefales de poliadenilacion, secuencias de terminacion de la
transcripcion, dominios reguladores en la direccion 5, origenes de replicacion, sitios internos de entrada al ribosoma
(“IRES”), potenciadores y similares, que proporcionan conjuntamente la replicacion, transcripcion y traduccion de
una secuencia codificante en una célula receptora. No todas estas secuencias/elementos de control necesitan estar
siempre presentes, mientras que la secuencia codificante seleccionada pueda replicarse, transcribirse y traducirse
en una célula huésped apropiada.

“Operativamente ligados”, como se usa en el presente documento, se refiere a una disposicion de elementos en la
que los componentes asi descritos estan configurados de manera que se realice su funcion usual. Asi, las
secuencias de control operativamente ligadas a una secuencia codificante pueden efectuar la expresion de la
secuencia codificante. Las secuencias de control no necesitan ser contiguas a la secuencia codificante, mientras que
sirvan para dirigir la expresion de la misma. Asi, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias ya transcritas sin
traducir intermedias entre una secuencia promotora y la secuencia codificante y la secuencia promotora puede
todavia considerarse “operativamente ligada” a la secuencia codificante.

El término “promotor’, como se usa en el presente documento, se refiere a una region de ADN que inicia la
transcripcion de una secuencia codificante particular. Los promotores se localizan cerca de los sitios de inicio de la
transcripcion de genes, sobre la misma hebra y en la direccion 5’ sobre el ADN (hacia la regiéon 5 de la hebra
codificante). Los promotores pueden tener aproximadamente 100-1000 pares de bases de longitud. Un “promotor
eucariota” incluye elementos que actuan en cis tales como sitios de unién para activar la proteina-1 (AP-1), factor kB
nuclear (NF-kB), factor A de unién a CArG (CBF-A), factor Y nuclear (NF-Y) y otros, ademas de la secuencia de la
caja TATA.

La expresion “vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable” pretende incluir una formulacién o
sustancia usada para estabilizar, solubilizar y mezclarse de otro modo con principios activos que van a administrarse
a animales vivos, que incluyen seres humanos. Esta incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y que retrasan la absorcion y
similares, compatibles con la administracion farmacéutica. Excepto en la medida de que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla tal uso en las composiciones.

El término “vacuna”, como se usa en el presente documento, se refiere a una preparacion biolégica que mejora la
inmunidad a una enfermedad particular. Una vacuna normalmente contiene un agente que se parece a un
microorganismo causante de enfermedad, y esta frecuentemente hecha de formas debilitadas o muertas del
microbio, sus toxinas o una de sus proteinas de la superficie.

El término “vacuna de ADN” o “inmunizacién basada en ADN”, como se usa en el presente documento, se refiere a
la inyeccién de un vector de ADN (normalmente un plasmido bacteriano) que induce una respuesta inmunitaria al
antigeno codificado por dicho vector de ADN. Una vez se administra la construccion de ADN, las células huésped
captan el ADN extrafio, expresando el gen viral y produciendo la proteina correspondiente dentro de la célula. Esta
forma de presentacion de antigeno y procesamiento induce tanto MHC como respuestas inmunitarias celulares y
humorales limitadas a la clase | y la clase Il (Encke, J. et al., 1999, Intervirology, 42:117-124). Las vacunas de ADN
normalmente consisten en un plasmido bacteriano operativamente ligado a un promotor eucariota fuerte, el gen de
interés que codifica un péptido antigénico y secuencias de terminacion de la poliadenilacidn/transcripcion.

El término “adyuvante” o “adyuvante de vacuna”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
sustancia o combinacién de sustancias que no potencia especificamente la respuesta inmunitaria a un antigeno. El
término “adyuvante molecular’ o “adyuvante de vacuna molecular”, como se usa en el presente documento, se
refiere a una secuencia de acidos nucleicos o al producto de expresién de la misma que no potencia

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747 748 T3

especificamente la respuesta inmunitaria a un antigeno expresado de un polinucleétido, de forma que la expresion
de un antigeno del polinucledtido produce una elevada respuesta inmunitaria in vivo. Incluida en esta definicion
estan sustancias que pueden actuar de facilitadores de la administraciéon de genes celulares in vivo, aumentando asi
la cantidad de ADN de plasmido administrada a células que pueden expresar el antigeno previsto. Sustancias que
pueden potenciar la administracion de ADN de plasmido incluirian aquellas que no interaccionan sustancialmente
con el ADN de plasmido en la formulacion y sustancias que interaccionan con el ADN de plasmido, formando
complejos estrechamente unidos o débilmente unidos entre el adyuvante y el ADN de plasmido, tanto in vitro como
in vivo.

El término “enfermedad”, como se usa en el presente documento, pretende ser generalmente sinénimo y se usa
indistintamente con los términos “trastorno” y “afeccidon” (como en afeccion médica), porque todos reflejan una
afeccion anormal del cuerpo o de una de sus partes que altera el funcionamiento normal y normalmente se
manifiesta por signos y sintomas diferenciadores.

El término “tratamiento terapéutico”, como se usa en el presente documento, se refiere a devolver un cuerpo de un
estado patologico o enfermedad a su estado sano normal. Por ejemplo, en el que dicha enfermedad es una
infeccion, después de la infeccion o después de la manifestacion clinica de la enfermedad producida por la infeccion.
Se observa que no se entiende que este término, como se usa en el presente documento, incluya el término
“tratamiento profilactico” como se define en el presente documento.

El término “tratamiento profilactico”, como se usa en el presente documento, se refiere a prevenir un estado
patolégico. Por ejemplo, en el que dicha enfermedad es una infeccion, antes de la infeccion. Se observa que no se
entiende que este término, como se usa en el presente documento, incluya el término “tratamiento terapéutico” como
se ha definido anteriormente.

El término “sujeto mamifero” o “mamifero”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquiera de los
vertebrados endotérmicos que pertenecen a la clase Mammalia.

El término “leishmaniosis”, como se usa en el presente documento, se refiere a la principal enfermedad transmitida
por vector producida por protozoos intramacréfagos obligados del género Leishmania, y transmitidos por la picadura
de las moscas de la arena hembra flebotominas de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia, en los mundos viejo y
nuevo, respectivamente. Hay 20 especies de Leishmania bien reconocidas conocidas por infectar seres humanos,
que incluyen agentes de formas viscerales, cutaneas y mucocutaneas de la enfermedad (véase Dawit et al. 2013, J
Bacteriol Parasitol, 4:166).

El término “inmunizaciéon pasiva’, como se usa en el presente documento, se refiere a la administracion de
anticuerpos o fragmentos de los mismos a un sujeto mamifero con la intencion de conferir inmunidad a dicho sujeto
mamifero.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad inmunoldgicamente eficaz”, como se usa en el presente
documento, se refiere a una cantidad que es eficaz, tras la administraciéon de dosis individuales o multiples a un
sujeto mamifero (tal como un paciente humano), en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad
dada.

El término “agente infeccioso”, como se usa en el presente documento, se refiere a agentes que producen una
enfermedad infecciosa. Los agentes infecciosos pertenecen a cuatro grupos principales: virus, bacterias, hongos y
parasitos. Dichos agentes infecciosos pueden ser extracelulares o intracelulares.

El término “enfermedad infecciosa”, como se usa en el presente documento, se refiere a enfermedades producidas
por agentes infecciosos tales como bacterias, virus, parasitos u hongos. Las enfermedades infecciosas pueden
transmitirse, directa o indirectamente (mediante un vector y/o reservorio), de una persona a otra. Las enfermedades
zoondticas son enfermedades infecciosas de animales que pueden producir enfermedad cuando se transmiten a los
seres humanos.

El término “antigeno”, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de aminoacidos que
provoca una respuesta inmunolégica. Un antigeno, como se usa en el presente documento, incluye una secuencia
de longitud completa de una proteina, analogos de la misma o fragmentos inmunogénicos de la misma. El término
“fragmento inmunogénico” se refiere a un fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopes y asi provoca
una respuesta inmunoldgica. Tales fragmentos pueden identificarse usando cualquier niumero de técnicas de mapeo
de epitopes muy conocidas en la técnica. Véanse, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris. Ed., Humana Press 1996, Totowa, New Jersey). Por ejemplo, pueden
determinarse epitopes lineales, por ejemplo, sintetizando simultdneamente grandes numeros de péptidos sobre
soportes solidos, correspondiendo los péptidos a porciones de la molécula de proteina, y haciendo reaccionar los
péptidos con anticuerpos mientras que los péptidos estan todavia unidos a los soportes. Tales técnicas se conocen
en la técnica y se describen en, por ejemplo, el documento US4.708.871; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1984, 81:3998-4002; Geysen et al., Molec. Immunol. 1986, 23:709-715. Similarmente, se identifican facilmente
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epitopes conformacionales determinando la conformacion espacial de aminoacidos tales como por, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. También estan incluidos antigenos
sintéticos dentro de la definicion, por ejemplo, poliepitopes, epitopes flanqueantes y otros antigenos recombinantes
o sintéticamente derivados. Véanse, por ejemplo, Bergmann et al., Eur. J. Immunol. 1993, 23:2777-2781; Bergmann
et al., J. Immunol. 1996, 157:3242- 3249; Suhrbier, A., Immunol, and Cell Biol. 1997, 75:402-408.

Polinucledtido para su uso como adyuvante

Un primer aspecto de la invencién se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85
% de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC
ID N°: 2 o0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2,

para su uso como un adyuvante de vacuna, preferentemente como adyuvante molecular.

Se refiere ademas a dicha secuencia de polinucleétidos para su uso como adyuvante de vacuna en el tratamiento
terapéutico o profilactico de una enfermedad, para su uso como adyuvante de vacuna para potenciar o inducir una
respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica en un sujeto mamifero y a un método de tratamiento terapéutico o
profilactico en el que dicho tratamiento comprende administrar a un sujeto mamifero una cantidad
inmunoldgicamente eficaz de dicho polinucledtido adyuvante.

SEC ID N°: 1 se corresponde con las posiciones 700 a 909 del gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E. coli y tiene la
siguiente secuencia:

700 aaaagcttgccgctccatget

721 gaatccgggttctgccctgctgacccectttectacettggegetgagegegetatcecgaa

781 ctacaacgttatgggtctggcaaaagcgtctctggaagecgaacgtgegetatatggegaa

841 cgcgatgggtceccggaaggtgtgegtgttaacgeccatcetetgetggtecgatecgtactet

901 ggcggcttc.

En una realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 85 % de identidad con SEC ID N°; 1 tiene al menos el
90 % de identidad, preferentemente el 95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de
identidad.

SEC ID N°% 2 es el polipéptido codificado dentro de SEC ID N° 1 y tiene la siguiente secuencia:
KACRSMLNPGSALLTLSYLGAERAIPNYNVMGLAKASLEANVRYMANAMGPEGVRVNAISAGPIRTLAA

En una realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°; 2 tiene al menos el
95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad.

La SEC ID N°: 1 se corresponde con una secuencia con 59 % de G+C en el gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E.
coli. Se predijo que una secuencia tal era una isla CpG usando el software CpG Island Searcher (Takai y Jones,
2002, PNAS 99(6):3740-5), como se describe en el Ejemplo 4. Como la cantidad de antigeno expresado en vacunas
de ADN esta frecuentemente en el orden de nanogramos a picogramos, la inmunogenicidad normalmente depende
de la ayuda de motivos CpG en el polinucledtido (por ejemplo, el esqueleto de plasmido) que desempefian una
funcién de adyuvantes que promueven la induccidon de respuestas de linfocitos T (Dalpke et al. 2001,
Immunobiology, 204(5):667-76; Klinman et al. 1997, Immunol.,, 158(8):3635-9; Krieg, et al. 1995
Nature,374(6522):546-9).

En una realizacién preferida, dicha secuencia de polinucleétidos comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 3 o una secuencia con al menos el 85
% de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 3; o
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b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC
ID N°: 4 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 4.

SEC ID N°: 3 se corresponde con el gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E. coli y tiene la siguiente secuencia:

1 atgggttttc tttccggtaa

61

121

181

241

301
361

421

481

541

601

661

gcctacggta

aacgacaaac

ctgcagtgcg

gtttggccga

gatggtgact
tcctacagcet

ctgctgaccc

ctggcaaaag

ggtgtgcgtg

aaagacttcc

actattgaag

tcgctcaggce

tgaaaggccg

atgttgcaga

aatttgacgg

atgttaacgc
tcgttgcaat

tttcctacct

cgtctctgga

ttaacgccat

gcaaaatgct

atgtgggtaa

gcgcattctg

gatgcaccgc

cgtagaagaa

agatgccagc

tttcgtacac

cgttacccgt
ggcaaaagct

tggcgctgag

agcgaacgtyg

ctctgctggt

ggctcattgce

ctctgcggca

gtaaccggtg

gaaggagctg

tttgccgecte

atcgacacca

tctattggtt

gaaggcttca

ttgccagcaa

aactggcatt

aattgggttc

tgttcgctga

ttgcacctgg

aaattgccca

actatccatc

cacctaccag

tgacatcgtt

actggggaaa

cgatcagctg

cgacatcagc

tgccgctcca tgctgaatcc gggttctgcece

cgcgctatcce

cgctatatgg

ccgatccgta

gaagccgtta

ttcctgtgcet

cgaactacaa

cgaacgcgat

ctctggcggce

cccecgatteg

ccgatctctce

cgttatgggt

gggtceggaa

ttccggtatce

ccgtaccgtt

tgccggtatce

721 tccggtgaag tagtccacgt tgacggcggt ttcagcatcg ctgcaatgaa cgaactcgaa.

En una realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 85 % de identidad con SEC ID N°

: 3 tiene al menos el

90 % de identidad, preferentemente el 95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de
identidad.

El gen fabl (SEC ID N°: 3) codifica una proteina transportadora de enoil-acilo (ACP) reductasa que tiene la siguiente
secuencia (SEC ID N°: 4):

MGFLSGKRILVTGVASKLSIAYGIAQAMHREGAELAFTYQNDKLKGRVEEFAAQLGSDI
VLQCDVAEDASIDTMFAELGKVWPKFDGFVHSIGFAPGDQLDGDYVNAVTREGFKIAH
DISSYSFVAMAKACRSMLNPGSALLTLSYLGAERAIPNYNVMGLAKASLEANVRYMAN
AMGPEGVRVNAISAGPIRTLAASGIKDFRKMLAHCEAVTPIRRTVTIEDVGNSAAFLCS

DLSAGISGEVVHVDGGFSIAAMNELELK.

En una realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 4 tiene al menos el
95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad, que incluye, por ejemplo,
fabl392(ts) (Bergler, H et al., J. Gen. Microbiol., 1992, 138 2093-100), fablG93S o variantes de fablS241F del
producto de expresion del gen fabl.

La proteina transportadora de enoil-acilo (ACP) reductasa es una enzima que es esencial para la sintesis de acidos
grasos bacterianos y es sensible a triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) que previamente era conocido como
un marcador de seleccion para la clonacion molecular (véase, por ejemplo, Goh et al. 2008, BMC Biotechnology,
8:61). La presencia de triclosan afecta el crecimiento de las bacterias y es letal mas alla de una cierta concentracion
en el medio. El mecanismo de seleccion en este caso no se basa en la existencia de un gen para resistencia al
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agente de seleccion, sino en aumentar la concentracion de la proteina enoil-ACP reductasa en el citoplasma en
aquellos clones que adquieren el ADN extrafio. Asi, las bacterias que adquieren dicho polinucleétido, recombinante
0 no, podran expresar el gen fabl a niveles mucho mayores que las no transformantes, por ejemplo, pueden coexistir
hasta aproximadamente 50 moléculas de enoil-ACP reductasa por célula. Si la unién triclosan:enoil-ACP reductasa
se produce equivalente a equivalente, habra un intervalo de concentraciones de triclosan en el que las bacterias
transformantes sobreviviran, y las no transformantes no sobreviviran. Por tanto, este sistema actua de marcador de
seleccion sin ser necesaria la presencia de un gen de resistencia a antibiético.

En una realizacion particular, dicha secuencia de polinucleétidos comprende una de dichas secuencias de acidos
nucleicos (a) o (b) anteriores operativamente ligadas a secuencias de control. Preferentemente, dichas secuencias
de acidos nucleicos (a) o (b) estan operativamente ligadas a al menos un promotor, preferentemente a un promotor
eucariota, es decir, que permite la expresion de la secuencia codificante insertada en células eucariotas, por
ejemplo, en células de mamifero.

Preferentemente, dicho promotor es un promotor constitutivo fuerte que garantizara altos niveles de expresion de la
secuencia codificante, tales como, por ejemplo, promotores virales, que incluyen el promotor temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV-IE), el promotor del virus 40 simio (SV40), la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de
Rous (RSV-LTR), LTR del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) y otros promotores de LTR retrovirales;
y promotores virales tales como promotores de creatina cinasa de musculo (MCK) especifica de musculo, de
ubiquitina C (UBC) y del factor de alargamiento 1a (EF1a), promotor PGK1 (véase, Papadakis et al., Current Gene
Therapy 2004, 4, 89-113). Preferentemente, dicho promotor es un promotor del gen Fabl (SEC ID N°: 7):

1 GTGCTGGAGA ATATTCGGCA AGGTCTGAAC CGTCCCAGCC ATCGCCATGA AAGGGTTAGG
61 GGCTGTATGA GCCTGTTTGT TGCTGGGGTA ACAATATTTG CACAATACGG TCCCCTCGCC
121 CCTCTGGGGA GAGGGTTAGG GTGAGGGGAA AAGCGCCCCC CCTGCCGCAG CCTGCTCCGG
181 TCGGACCTGG CAACTATAGC TACTCACAGC CAGGTTGATT ATAATAACCG TTTATCTGTT
241 CGTACTGTTT ACTAAAACGA CGAATCGCCT GATTTTCAGG CACAACAAGC ATCAACAATA

301 AGGATTAAAG CT.

Las secuencias subrayadas son elementos clave de un promotor: las cajas -35 y -10 seguidas por el sitio de union
del factor de transcripcion (TF).

En una realizacién particular, dicho polinucleétido es un vector. Por “vector” se indica cualquier elemento genético,
tal como un plasmido, fago, transposon, cosmido, cromosoma, virus, virion, etc., que es capaz de replicarse cuando
se asocia a los elementos de control apropiados y que pueden transferir secuencias de genes entre células.

Dicho vector podria ser un vector viral. Se han usado varios sistemas basados en virus para la administracién de
genes. Muchos ensayos clinicos de terapia génica se basan en retrovirus o adenovirus para administrar el gen
deseado. Otros virus usados como vectores incluyen virus adeno-asociados, lentivirus, virus de la viruela, alfavirus y
virus del herpes. Estos virus se diferencian en como de bien transfieren los genes a las células que reconocen y
pueden infectar, y si alteran el ADN de la célula permanente o temporalmente. Una comparacion de diferentes
vectores virales en uso para terapia génica junto con una visidn general de sus ventajas y desventajas se
proporciona en http://www.genetherapynet.com/viral-vectors.html. Preferentemente, dicho vector es un plasmido, en
el que dicho plasmido es un ADN bacteriano circular o lineal.

En una realizacién preferida, el polinucleétido anteriormente descrito consiste en un plasmido bacteriano en el que
una de dichas secuencias de acidos nucleicos (a) o (b) anteriores esta operativamente ligada al menos a un
promotor eucariota (preferentemente, un promotor fuerte) y a una secuencia de terminacién de la
poliadenilacién/transcripcion. El plasmido bacteriano puede cultivarse en bacterias tales como, por ejemplo, E. coliy
a continuacion aislarse y prepararse en una formulacion apropiada (segun la via de administracion prevista) antes de
administrarse al huésped. Tras la administracion, el plasmido se recoge por células del huésped en las que se
produce(n) el (los) péptido(s) codificado(s).

Mas preferentemente, dicho polinucleétido comprende ademas uno o mas, preferentemente todos, de los siguientes
elementos:

i) un sitio de clonacién multiple (MCS) o policonector, que es una secuencia artificial presente en
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practicamente todos los vectores de clonacién que consiste en un conglomerado de dianas especificas
para diferentes enzimas de restriccion que permiten la clonacion de la mayoria de los fragmentos de
ADN de interés, un ejemplo de MCS es aquel en el plasmido pClneo (Promega, GenBank: U47120);

ii) sefales de terminacion de la poliadenilacion y de la transcripcion. Ejemplos de sefales de terminacion
de la transcripcion incluyen, pero no se limitan a, poliA, poliA de SV40, poliA de hormona de
crecimiento humana (HGH) y poliA de hormona de crecimiento bovina;

iii) una secuencia para la encapsidacion de plasmidos en fagos, tal como el origen f1; y
iv) un origen de replicacion bacteriano, tal como el origen de replicacién derivado de ColE1.

El polinucledtido anterior puede contener uno o mas genes de resistencia a antibiotico, tales como el gen de
neomicina fosfotransferasa (npt o neo") o el gen de B-lactamasa (bla o amp®). Preferentemente, dicha secuencia de
polinucleétidos se caracteriza por la ausencia de genes de resistencia a antibidtico.

La secuencia de polinucleétidos como se ha definido anteriormente se co-administra preferentemente con una
secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos (también denominada “secuencia codificante de
antigeno”). La secuencia codificante de antigeno podria encontrarse tanto en la misma secuencia de polinucleétidos
que comprende las secuencias de acidos nucleicos a) o b) como se han definido anteriormente como en un
polinucledtido diferente. Cuando dicha secuencia codificante de antigeno es parte de un polinucleétido diferente,
dicho polinucleétido que codifica antigeno y la secuencia de polinucleétidos que comprende las secuencias de
acidos nucleicos a) o b) como se han definido anteriormente pueden ser parte de la misma composicidon o de una
diferente. En el ultimo caso, la administracién puede ser simultanea o consecutiva, preferentemente la secuencia de
polinucleétidos que comprende las secuencias de acidos nucleicos a) o b) como se han definido anteriormente se
administran poco antes o después de la administracién de la composiciéon que contiene dicho polinucleétido que
codifica antigeno. En una realizacion preferida, el adyuvante de la invencioén y la secuencia codificante de antigeno
forman parte del mismo polinucleétido, podria ser deseable que tanto la secuencia codificante de antigeno como la
secuencia codificante de adyuvante estén bajo el control del mismo promotor.

El polinucledtido de la invencién para su uso como medicamento

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2; y

c. una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos;
para su uso como un medicamento, preferentemente para su uso como una vacuna.
En una realizacion particular, se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos un 85% de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 1; o

b una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o0 una secuencia de aminodacidos con al menos 90% de identidad con la SEC ID N°: 2,

para su uso como un adyuvante de vacuna, tal como se describe en el primer aspecto de la invencion, que
comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos.

Preferentemente, dichos antigenos son conocidos por provocar una respuesta inmunitaria para el tratamiento
profilactico o terapéutico de una enfermedad particular. Normalmente, dicha una o mas secuencias codificantes de
antigeno estan operativamente ligadas a un promotor como se ha definido anteriormente. Mas preferentemente, la
secuencia segun a) o b) anterior y la secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o0 mas antigenos estan bajo el
control del mismo promotor.

Se refiere ademas a la secuencia de polinucledétidos tal como se describe en el presente documento para su uso en
el tratamiento terapéutico o profilactico de una enfermedad, para su uso en potenciar o inducir una respuesta
inmunitaria profilactica o terapéutica en un sujeto mamifero y a un método de tratamiento terapéutico o profilactico
en el que tal tratamiento comprende administrar a un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
polinucleétido.
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En una realizacion preferida, dicha secuencia de polinucledtidos segun lo anterior comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 3 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 3; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
4 o0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N° 4 como se ha
descrito anteriormente.

En una realizacion particular, dicha secuencia de polinucleétidos comprende una de dichas secuencias de acidos
nucleicos (a) o (b) anteriores operativamente ligadas a secuencias de control. Preferentemente, dichas secuencias
de acidos nucleicos (a) o (b) estan operativamente ligadas a al menos un promotor como se ha definido
anteriormente.

En una realizacion preferida, dicho polinucleétido consiste en el vector pPAL (SEC ID N°: 24), que consiste en los
elementos mostrados en la figura 3.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicho polinucledtido se han proporcionado bajo el primer aspecto de la
invencion.

Segundo uso médico y usos médicos adicionales

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2; y

c. una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno 0 mas antigenos de uno o mas agentes infecciosos;
para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad infecciosa.
En una realizacion particular, se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a) una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos un 85% de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 1; o

b) una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90% de identidad con la SEC ID N°: 2,

para su uso como un adyuvante de vacuna, tal como se describe en el primer aspecto de la invencion, que
comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos de uno o mas agentes
infecciosos.

En una realizacion particular, dicho uno o mas antigenos son antigenos de parasitos (incluyendo protozoos vy
helmintos). Por tanto, segun una realizacion preferida, dicho uno o mas antigenos son antigenos de helminto y/o
protozoicos. En otra realizacién particular, dicha enfermedad infecciosa es una enfermedad producida por un agente
infeccioso intracelular (tal como virus o parasitos intracelulares) y dicho uno o mas antigenos son antigenos del uno
0 mas agentes infecciosos intracelulares. Ejemplos de tales enfermedades son aquellas producidas por parasitos
intracelulares obligados que incluyen Plasmodium sp, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondiiy Leishmania sp. Mas
preferentemente, dicha enfermedad es leishmaniosis y dicho uno o mas antigenos son antigenos de leishmaniosis.
Ejemplos de antigenos comerciales con uso profilactico contra la leishmaniosis son: LIESP/QA-21 (vacuna
CaniLeish®); antigeno A2 (vacuna LeishTec®); ligando de fucosa-manosa (vacuna Leishmune®).

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a dicha secuencia de polinucleétidos para su uso en el
tratamiento terapéutico o profilactico de leishmaniosis, preferentemente para su uso en el tratamiento terapéutico o
profilactico de leishmaniosis canina.

Un experto en la técnica sabra como evaluar el efecto protector contra la leishmaniosis, que generalmente se
muestra por una disminucion de la carga de parasitos. La determinacion de los niveles de citocinas tales como
IFNgamma, IL-10 o TNFalfa y la cuantificacion de los niveles de inmunoglobulina (por ejemplo, IgG total, IgG1 y/o
IgG2) también pueden usarse en la evaluacion de la efectividad del método de inmunizacién. En particular, un
potenciamiento de la citocina proinflamatoria IFNgamma es caracteristico de una respuesta celular Th1

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747 748 T3

predominante que se ha asociado a la resistencia a la leishmaniosis, mientras que se ha descrito que un aumento de
la respuesta humoral es un marcador de susceptibilidad a la enfermedad.

La carga de parasitos puede determinarse a partir de cualquier muestra biolégica que pueda contener el parasito.
Las muestras bioldgicas tipicas son sangre, tejidos y o6rganos linfoides (por ejemplo, los ganglios linfaticos) u
organos diana, tales como la médula ésea, el bazo o el higado. Los métodos para determinar la carga de parasitos
son bien conocidos en la técnica y esto puede incluir la determinacion del ADN gendmico de Leishmania. En
general, los cebadores son complementarios a la regidon conservada del minicirculo de kinetoplast del ADN del
parasito, lo que permite la deteccién de varias especies de Leishmania (véase, por ejemplo, Mary et al., J Clin
Microbiol 2004, 42 (11): 5249-5255; Lachaud et al., J Clin Microbiol 2001, 39: 613-617). Otros métodos conocidos en
la técnica son la prueba de aglutinacion directa (véase, por ejemplo, Ramiro et al. Vaccine 2003, 21 (19-20): 2474-
84), el ensayo de dilucion limitante (véase, por ejemplo, Gomes et al., Vaccine 2007, 25 (12): 2168-2172) y la
cuantificacion de parasitos que expresan GFP (véase, por ejemplo, Pinto E. F. ef al., Infection and immunity 2004, 72
(8), 4521-4527)

La determinacién de los niveles de citocinas o inmunoglobulinas también puede llevarse a cabo mediante cualquier
método conocido en la técnica para la cuantificacion de los niveles de expresion de ARNm o polipéptido diana. Estos
métodos son bien conocidos en la técnica y en los ejemplos se describen métodos ilustrativos y no limitativos.

Los niveles de citocinas y/o inmunoglobulinas pueden determinarse a partir de cualquier muestra biolégica que
pueda contenerlos. Estos incluyen liquidos bioldgicos, tales como sangre completa, suero, plasma, liquido sinovial,
liquido cefalorraquideo, lavado bronquial, liquido ascitico, aspirado de médula ésea, derrame pleural, orina, asi
como cualquier tejido o cualquier otro componente corporal que pueda contener anticuerpos o citocinas
Preferentemente, dicha muestra bioldgica es sangre, suero o plasma, mas preferentemente suero.

Los métodos de biologia molecular para medir cantidades de secuencias de acidos nucleicos diana son bien
conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, PCR de punto final, PCR competitiva,
transcriptasa inversa-PCR (RT-PCR), PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR), gqPCR de transcriptasa inversa (RT-
gPCR), PCR-pirosecuenciamiento, PCR-ELISA, microalineamientos de ADN, ensayos de hibridacion in situ tales
como transferencia puntual o ensayo de hibridacion in situ fluorescente (FISH), ADN ramificado (Nolte, Adv. Clin.
Chem 1998,33: 201-235) y para versiones multiplex de dichos métodos (véase por ejemplo, Andoh et al., Current
Pharmaceutical Design, 2009; 15,2066-2073). Preferentemente, dicho ensayo de determinacion de acido nucleico es
qPCR o RT-gPCR.

Un experto en la técnica conoce diversos tipos de inmunoensayos para la cuantificacion de proteinas de interés.
Estos métodos se basan en el uso de reactivos de afinidad, que pueden ser cualquier anticuerpo o ligando que se
una especificamente a la proteina diana, que preferentemente esta marcada.

Por ejemplo, las técnicas de inmunotransferencia de tipo Western o inmunotransferencia permiten la comparacion de
la abundancia relativa de proteinas separadas por un gel electroforético (por ejemplo, proteinas nativas por
estructura tridimensional o proteinas desnaturalizadas por la longitud del polipéptido). Las técnicas de
inmunotransferencia utilizan anticuerpos (u otros ligandos especificos en técnicas relacionadas) para identificar
proteinas diana entre varias especies de proteinas no relacionadas. Implican la identificacion de la diana proteica
mediante reacciones especificas antigeno-anticuerpo (o proteina-ligando). Las proteinas se separan tipicamente por
electroforesis y se transfieren a una lamina de material polimérico (generalmente nitrocelulosa, nailon o
poli(difluoruro de vinilideno)). Las transferencias puntuales y por ranuras son procedimientos simplificados en los que
las muestras de proteinas no se separan por electroforesis sino que se inmovilizan directamente sobre una
membrana.

Tradicionalmente, la cuantificacién de proteinas en disolucion se ha llevado a cabo mediante inmunoensayos sobre
un soporte solido. Dicho inmunoensayo puede ser, por ejemplo, un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas
(ELISA), un ensayo inmunosorbente fluorescente (FIA), un inmunoensayo de quimioluminiscencia (CIA) o un
radioinmunoensayo (RIA), un inmunoensayo enzimatico multiplicado, un radioinmunoensayo en fase solida
(SPROA), un ensayo de polarizacién de fluorescencia (FP), un ensayo de transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET), un ensayo de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia resuelta en el tiempo
(TR-FRET), un ensayo de resonancia de plasmon superficial (SPR). Se incluyen especificamente los multiplex y
cualquier version de préxima generacion de cualquiera de los anteriores, tales como los inmunoensayos de
citometria de flujo basados en perlas (por ejemplo, basados en la tecnologia Luminex xMAP). Preferentemente,
dicho inmunoensayo es un ensayo ELISA o cualquier version multiplex del mismo.

Otros métodos que pueden usarse para la cuantificacion de proteinas son las técnicas basadas en la espectrometria
de masas (EM), tales como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (CL/EM), descrita por
ejemplo en el documento US2010/0173786, o CL-EM/EM en tandem (documentos WO02012/155019,
US2011/0039287, M. Rauh, J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 1 de febrero de 2012, 883-884. 59-67) y
el uso de matrices de péptidos, proteinas o anticuerpos y versiones multiplex de las técnicas anteriores, asi como la
proxima generacion de tales técnicas y combinaciones de las mismas.
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El término leishmaniosis engloba una enfermedad causada por mas de 25 especies de Leishmania, que incluyen,
entre otras, L. infanfum, L. donovani, L. major, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L.
braziliensis y L. peruviana.

Hay 3 formas principales de la enfermedad:
— La leishmaniosis visceral (LV, también conocida como kala-azar) es mortal si se deja sin tratar. Se

caracteriza por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, agrandamiento del bazo e higado, y
anemia. L. donovaniy L. infantum son los principales agentes causantes.

— La leishmaniosis cutanea (LC) es la forma mas comun de la leishmaniosis y produce lesiones de la piel,
principalmente Ulceras, sobre partes expuestas del cuerpo, dejando cicatrices para el resto de la vida e
incapacidad grave. L. major (viejo mundo) y L. mexicana y L. amazonensis (nuevo mundo) son los
principales agentes etiolégicos.

— La leishmaniosis mucocutanea conduce a destruccién parcial o total de las membranas mucosas de la
nariz, boca y garganta. L. braziliensis es la principal especie responsable de esta forma de enfermedad.

Mas informacién sobre la enfermedad, diagndstico y tratamiento puede encontrarse, por ejemplo, mediante
http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniosis/health_professionals/index.html o
http://www.who.int/leishmaniosis/resources/en/.

Preferentemente, la leishmaniosis es leishmaniosis visceral. El término general leishmaniosis visceral engloba un
amplio espectro de gravedad y manifestaciones. La aparicion puede ser cronica, subaguda o aguda. Aunque el
periodo de incubacion generalmente oscila de semanas a meses, la infeccion asintomatica puede manifestarse
clinicamente afios a décadas después de la exposicion en personas que se inmunocomprometieron por otros
motivos médicos (tales como VIH/SIDA). La leishmaniosis visceral se produce normalmente por las especies L.
donovani y L. infantum (L. chagasi generalmente se considera sinénimo de L. infantum) y afecta a los 6rganos
internos (particularmente, bazo, higado y médula dsea).

Se refiere ademas a un método de tratamiento terapéutico o profilactico contra las enfermedades anteriores en el
que tal tratamiento comprende administrar a un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
polinucleétido.

Por ejemplo, dicho sujeto mamifero estd seleccionado de un ser humano, animal de compafia, ganado no
doméstico o animal de zooldgico. Por ejemplo, el sujeto puede seleccionarse de un ser humano, perro, gato, vaca,
cerdo, oveja, caballo, oso, etc. En una realizacion preferida, dicho sujeto mamifero es un animal que se sabe que es
un huésped afectado por Leishmania, tal como, por ejemplo, hiracoideos, canidos, roedores, équidos y seres
humanos. En una realizacion mas preferida, dicho sujeto mamifero es un perro (principal reservorio para L. infantum)
0 un ser humano.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicho polinucleétido se han proporcionado bajo los aspectos previos de la
invencion.

Secuencia de polinucledtidos de la invencién que comprende el gen LACK y usos médicos de la misma

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2.;

c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6.

La SEC ID N°: 5 se corresponde con el ARNm del homdlogo del receptor de la proteina cinasa C activada de
Leishmania infantum (p36Li), cds completas (gen LACK) con nimero de acceso de GenBank: U49695.1. En una
realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 85 % de identidad con SEC ID N°: 5 tiene al menos el 90 %
de identidad, preferentemente el 95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de
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identidad. SEC ID N° 6 (antigeno LACK) es el polipéptido codificado dentro de SEC ID N°: 5 y tiene la siguiente
secuencia:

MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVVSTSRDGTAISWKANPDRHSVDSDYGL
PSHRLEGHTGFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRMWDLRNGQCQRKFLKHTKDVLAV
AFSPDDRLIVSAGRDNVIRVWNVAGECMHEFLRDGHEDWVSSICFSPSLEHPIVVSGS
WDNTIKVWNVNGGKCERTLKGHSNYVSTVTVSPDGSLCASGGKDGAALLWDLSTGE
QLFKINVESPINQIAFSPNRFWMCVATERSLSVYDLESKAVIAELTPDGAKPSECISIAW
SADGNTLYSGHKDNLIRVWSISDAE.

En una realizacion particular, dicha secuencia con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°; 6 tiene al menos el
95 % de identidad, mas preferentemente el 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % de identidad.

El antigeno LACK es un analogo en Leishmania del receptor para la proteina cinasa C activada en mamiferos
(RACK) segun su secuencia de aminoacidos.

En una realizacion preferida, dicha secuencia de polinucledtidos segun lo anterior comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 3 o una secuencia con al menos un 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 3; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEC ID N°:
4 o0 una secuencia de aminodacidos con al menos un 90 % de identidad con la SEC ID N° 4 tal como se
describié anteriormente.

En una realizacion mas preferida, dicho polinucleétido comprende uno o mas, preferentemente todos, de los
siguientes elementos:

i) una secuencia de acidos nucleicos como se ha definido anteriormente

que consiste en SEC ID N° 1 o una secuencia con al menos el 85 % de identidad con la secuencia de acidos
nucleicos de SEC ID N° 1; o SEC ID N° 3 o una secuencia con al menos el 85 % de identidad con la
secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 3; o

que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos con

al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2; o una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:

4 o0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 4;

i) el potenciador/promotor del citomegalovirus (CMV);

ii) el sitio de clonacion multiple (MCS) del plasmido pClneo (Promega, GenBank: U47120);

iii) una secuencia de acidos nucleicos como se ha definido anteriormente que consiste en SEC ID N°: 5 o0 una
secuencia con al menos el 85 % de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 5; o que
codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°: 6 o una secuencia de aminoacidos con
al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6;

iv) las sefales de terminacion de la poliadenilacion y de la transcripcion del SV40;
v) el origen f1 para la encapsidacion de plasmido en fagos;

vi) el origen de replicacion derivado de ColE1.

En una realizacion preferida, dicho polinucleétido consiste en el vector pPAL-LACK (SEC ID N°: 23), que consiste en
los elementos mostrados en la Figura 2.

Por ejemplo, el vector pPAL-LACK se genera a partir del plasmido pCl-neo-LACK por un proceso de dos etapas, en
el que primero hay una eliminacion del gen npt, en segundo lugar hay una insercién del gen fabl y el promotor del
gen fabl en el vector pCl-bla-LACK para obtener pCl-bla-LACK-fabl y finalmente se elimina el gen bla, como se ha
detallado en el Ejemplo 1.
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Un quinto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2.;

c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6,

para su uso como un medicamento.

Se refiere ademas a dicha secuencia de polinucleétidos para su uso en el tratamiento terapéutico o profilactico de
una enfermedad, para su uso en potenciar o inducir una respuesta inmunitaria profilactica o terapéutica en un sujeto
mamifero y a un método de tratamiento terapéutico o profilactico, en el que tal tratamiento comprende administrar a
un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho polinucleétido.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicho polinucledtido y su uso médico se han proporcionado bajo los
aspectos previos de la invencion.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
2 o0 una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 2.;

c. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el 85 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N° 5; o

d. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en SEC ID N°:
6 o una secuencia de aminodacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°: 6,

para su uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad infecciosa.

Se refiere ademas a un método de tratamiento terapéutico o profilactico contra una enfermedad infecciosa en el que
tal tratamiento comprende administrar a un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho
polinucleétido.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a dicha secuencia de polinucleétidos para su uso en el
tratamiento terapéutico o profilactico de leishmaniosis, preferentemente para su uso en el tratamiento terapéutico o
profilactico de leishmaniosis canina.

En otra realizacion preferida, la invencién se refiere a dicha secuencia de polinucledtidos para su uso en un
tratamiento terapéutico o profilactico de inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto mamifero.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicho polinucleétido y sus usos médicos se han proporcionado bajo los
aspectos previos de la invencion.

Polinucleétido de la invencioén y respuesta Th1 protectora

De un modo similar a otros agentes infecciosos intracelulares, la inmunidad contra Leishmania requiere el desarrollo
de una respuesta inmunitaria celular eficaz. Preferentemente, el polinucleétido de la invencion induce o potencia una
respuesta celular adaptativa especifica cuando se administra a un sujeto mamifero. Se sabe que esta induccion de
una respuesta celular eficaz es una caracteristica deseable para vacunas profilacticas contra la leishmaniosis, en
particular contra leishmaniosis canina.
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Las estrategias de vacunacion se basan en el actual entendimiento de las caracteristicas de una respuesta
inmunitaria anti-Leishmania eficaz. Estudios en modelos murinos han proporcionado un importante conocimiento
sobre la funcién de inmunidad celular para controlar la infeccién por Leishmania major (Sacks et al., 2002, Nature
Reviews 2(11):845-58). Asi, sin desear quedar ligado a teoria, la resistencia a la leishmaniosis esta relacionada con
una respuesta 1 de linfocitos T colaboradores (Th1), caracterizada por una alta produccién de IFN-y de la poblacion
de linfocitos T CD4+ especificos de antigeno. Entonces, estas células son eficaces en promover la activacion de
macrofagos, y la Leishmania intracelular se destruye de un modo dependiente de 6xido nitrico. Por otra parte, las
respuestas 2 de linfocitos T colaboradores (Th2), con produccion de citocinas IL-4 y IL-10, estan asociadas a
susceptibilidad y exacerbacion de la enfermedad (Heinzel et al., The Journal of Experimental Medicine 1989, 169
(1):59-72; Heinzel et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 1991, 88,
(16):7011-5; Muller et al., Immunological Reviews 1989,112:95-113.

En el caso de leishmaniosis canina, aunque generalmente se generan ambos tipos de linfocitos T fenotipicos, hay
una evidencia cada vez mayor de la existencia de una correlacion entre las respuestas Th1 y Th2 y el control y
progresion de la enfermedad, siendo respectivamente el equilibrio entre ambos tipos de respuestas determinante del
desenlace final (Brachelente et al., Veterinary Pathology 2005, 42(2):166-75; Chamizo C. et al., Veterinary
Immunology and Immunopathology 2005,103 (1-2):67-75; Pinelli E et al., European Journal of Immunology 1995,
25(6):1594-600; Pinelli E et al., Infection and Immunity 1994, 62(1):229-35; Quinnell RJ et al., The Journal of
Infectious Diseases 2001,183(9):1421—4; Ramos | et al., Vaccine 2008, 26(3):333—44; Ramos, |., et al., Vaccine
2009, 27(48): 6695-6703).

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a dicho polinucleétido para su uso en la induccién o
potenciamiento de una respuesta inmunitaria en el tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad
infecciosa, preferentemente leishmaniosis, en un sujeto mamifero. Dicha respuesta inmunitaria es preferentemente
una respuesta celular caracterizada por una predominancia de subpoblacién Th1 de linfocitos T CD4+ colaboradores
(Th) frente a la subpoblacién Th2. Mas preferentemente, el polinucleétido de la invencién tal como se describe en el
presente documento proporciona una respuesta Th1 protectora contra infecciéon por Leishmania, en particular contra
infeccion por L. infantum.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicho polinucleétido y sus usos médicos se han proporcionado bajo los
aspectos previos de la invencion.

Composiciéon farmacéutica que comprende una secuencia de polinucledtidos

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una secuencia de
polinucleétidos como se define en el primer aspecto de la invencién, que comprende ademas una secuencia de
polinucleétidos que codifica uno o mas antigenos, y un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un octavo aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una secuencia de
polinucledtidos como se define en el segundo aspecto de la invencion y aspectos posteriores y que comprende
ademas un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, liquidos tales como agua, solucion salina,
polietilenglicol, acido hialurénico, glicerol y etanol. También pueden incluirse sales farmacéuticamente aceptables en
ellas, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y
las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. También se
prefiere que la preparacion contenga un excipiente farmacéuticamente aceptable que sirve de estabilizador,
particularmente para péptido, proteina u otras moléculas similares si van a incluirse en la composiciéon de vacuna.
Ejemplos de vehiculos adecuados que también actian de estabilizadores para péptidos incluyen, sin limitacion,
calidades farmacéuticas de dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, inositol, dextrano y similares.
Otros vehiculos adecuados incluyen almidén, celulosa, fosfatos de sodio o calcio, acido citrico, acido tartarico,
glicina, polietilenglicoles de alto peso molecular (PEG) y combinacion de los mismos. Una discusion minuciosa de
excipientes, aditivos y vehiculos farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington’s Pharmaceutical
Sciences (222 edicion, 2012).

También pueden incluirse ciertos facilitadores de la captacion y/o expresion de moléculas de polinucleétidos
(“agentes facilitadores de la transfeccion”) en, por ejemplo, composiciones de vectores no virales, por ejemplo,
facilitadores tales como bupivacaina, cardiotoxina y sacarosa, y vehiculos facilitadores de la transfeccion tales como
preparaciones liposémicas o de lipidos que se usan rutinariamente para administrar moléculas de acidos nucleicos.
Los liposomas anionicos y neutros estan ampliamente disponibles y son muy conocidos para administrar moléculas
de acidos nucleicos (véase, por ejemplo, Liposomes: A Practical Approach, (1990) RPC New Ed, IRL Press).

Las preparaciones de lipidos catidénicos también son vehiculos muy conocidos para su uso en la administracion de
moléculas de polinucledtidos. Preparaciones de lipidos adecuadas incluyen DOTMA (cloruro de N-[1-(2,3-
dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio), disponible bajo el nhombre comercial Lipofectin, y DOTAP (1,2-bis(oleiloxi)-
3(trimetilamonio)propano). Estos lipidos catiénicos pueden usarse preferentemente en asociacion con un lipido

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747 748 T3

neutro, por ejemplo, DOPE (dioleilfosfatidiletanolamina).

Alternativamente, las secuencias de polinucleétidos de la presente invenciéon pueden encapsularse, adsorberse a o
asociarse a, vehiculos en particulas. Ejemplos de vehiculos en particulas incluyen aquellos derivados de polimeros
de poli(metacrilato de metilo), ademas de microparticulas derivadas de poli(lactidas) y poli(lactida-co-glicolidas),
conocidos como PLG. También pueden usarse otros sistemas en particulas y polimeros, por ejemplo, polimeros
tales como polilisina, poliarginina, poliornitina, espermina, espermidina, ademas de conjugados de estas moléculas.

En una realizacion particular, dicha composicién farmacéutica es una vacuna, con o sin adicién de una sustancia
adyuvante o composicion.

En una realizacion particular, dicha composicion farmacéutica comprende al menos otro adyuvante, como se ha
definido anteriormente. Adyuvantes preferidos incluyen cualquier sustancia que potencie la respuesta inmunitaria de
un sujeto a los antigenos codificados por el polinucleétido de la invencién. Pueden potenciar la respuesta inmunitaria
afectando cualquier nimero de vias, por ejemplo, estabilizando el complejo de antigeno/MHC, haciendo que esté
presente mas complejo de antigeno/MHC sobre la superficie celular, potenciando la maduracion de células
presentadoras de antigeno (APC) o prolongando la vida de APC.

Dicho adyuvante puede ser un adyuvante tradicional tal como bacterias muertas, componentes bacterianos, sales de
aluminio, emulsiones de aceite, particulas de polisacaridos y biopolimeros. Preferentemente, dicho adyuvante es un
adyuvante molecular. Los adyuvantes moleculares son secuencias de acidos nucleicos que codifican péptidos
conocidos por estimular, modificar o modular el sistema inmunitario de un huésped. Ejemplos de adyuvantes
moleculares para reforzar la inmunogenicidad de vacunas de ADN pueden ser plasmidos que codifican citocinas (por
ejemplo, IL-2, IL-12, IFN-y, GM-CSF o IL-15) como inmunoestimulantes naturales. También se han evaluado
plasmidos que codifican quimiocinas para su capacidad para potenciar vacunas de ADN. Mas recientemente,
también se han investigado moléculas co-estimulantes de la superfamilia de ligando/receptor de TNF y moléculas de
sefializacion como adyuvantes de vacunas de ADN (Saade et al., Expert Rev Vaccines 2012, 11(2):189-209).

Via de administracion y programa de dosificacion

Dicho polinucleétido y composiciéon farmacéutica como se definen y segun los aspectos previos de la invencion se
formulan para ser compatibles con su via de administracion prevista. Métodos para realizar la administraciéon son
conocidos para aquellos expertos habituales en la materia. Estos incluyen, por ejemplo, inyecciones, por vias
parenterales tales como intravenosa, intravascular, intrarterial, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal,
intraventricular, intraepidural, u otras, ademas de oral, nasal, oftalmica, rectal o topica. También se contempla
especificamente administracion de liberacion sostenida, por medios tales como inyecciones de liberacion prolongada
o implantes erosionables. Una via de administracion preferida es inyeccion subcutanea o intramuscular. Otra via de
administracion preferida es administracion intranasal.

La dosis se seleccionara segun la via de administracion, pauta de tratamiento y/o programa de administracion,
teniendo en cuenta los datos de toxicidad y eficacia existentes.

Pueden usarse estrategias de vacunacion basadas en pautas de sensibilizacién-refuerzo. Estas son conocidas por
potenciar respuestas contra patdgenos dificiles. Estas estrategias normalmente implican la sensibilizacion de las
respuestas inmunitarias usando un antigeno expresado primero por un vector, normalmente un ADN de plasmido,
seguido de uno o mas refuerzos con la administracion del mismo antigeno en un vector diferente, normalmente un
virus recombinante. Esta estrategia se conoce como pauta de sensibilizacion-refuerzo heteréloga. Alternativamente,
puede usarse una pauta de sensibilizacion-refuerzo homadloga en la que el mismo vector que codifica el antigeno se
usa para las etapas de sensibilizacion y refuerzo. Preferentemente, dicho vector que codifica antigeno es un ADN de
plasmido.

Por consiguiente, una pauta de administracion preferida para dicho polinucleétido o composicion farmacéutica es
una pauta de sensibilizacion-refuerzo homologa, preferentemente en la que dicho polinucleétido es un polinucleétido
de plasmido bacteriano, mas preferentemente dicho polinucleétido es el vector pPAL-LACK.

Una dosis unitaria adecuada para la vacunacion es 5-20 mg de antigeno que codifica ADN / por kg de peso corporal,
y tal dosis se administra preferentemente 1, 2 o 3 veces (preferentemente en una pauta homéloga) y con un
intervalo de 1-3 semanas. Por ejemplo, la sensibilizacion se lleva a cabo en el dia -60 y el refuerzo en el dia -30 o -
45 antes de la infeccion o dia de exposicion planeada al agente infeccioso.

En una realizacion particular, dicho polinucleétido como se define y segun los aspectos previos de la invencion se
usa con otros farmacos para proporcionar un tratamiento profilactico o terapéutico de combinaciéon. Los otros
farmacos pueden formar parte de la misma composicién, o proporcionarse como una composicion separada para
administracion al mismo tiempo o en un momento diferente.

Mas detalles y realizaciones preferidas de dicha composicion farmacéutica y sus usos médicos se han
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proporcionado bajo los aspectos previos de la invencion.

El polinucleétido de la invencién para la inmunizacién de un mamifero

Un noveno aspecto de la invencién se refiere a un anticuerpo, incluyendo un fragmento del mismo, seleccionado
preferentemente de la lista que consiste en Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, Vhh, nanocuerpo y diacuerpo,
obtenido u obtenible después de la inmunizacién de un mamifero con el polinucleétido como se define en el primer y
segundo aspectos de la invencion, la composicion farmacéutica segun el tercer aspecto de la invencion o el
polinucledtido segun los aspectos cuarto, quinto o sexto de la invencién o una composicion farmaceutica que
comprende los mismos, en el que dicho anticuerpo o fragmento del mismo es adecuado para el tratamiento
profilactico o terapéutico de un sujeto mamifero, preferentemente para su uso en inmunizacion pasiva.

En un aspecto relacionado, la invencion se refiere a un método para la obtencién de anticuerpos que comprende la
inmunizacién de un mamifero, con el polinucleétido tal como se define en los aspectos primero y segundo de la
invencion, el polinucledtido segun los aspectos cuarto a sexto de la invencion o una composicion farmacéutica que
comprende los mismos. Dicho mamifero puede ser un humano o un mamifero no humano.

En una realizacion particular, se refiere a un método para la obtencién de anticuerpos que comprende la
inmunizacién de un mamifero, preferentemente un mamifero no humano, con el polinucledtido segun el cuarto
aspecto de la invencion, o una composicion farmacéutica que lo comprende.

Dicho método puede comprender ademas el aislamiento y/o purificacion de los anticuerpos obtenidos. Los métodos
para el aislamiento y/o purificacion de polipéptidos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Isolation
and Purification of Proteins, 5 de febrero de 2003 por CRC Press, ISBN 9780824707262) Generalmente, la
purificacion de anticuerpos comprende una etapa de clarificacién y una vez que se ha obtenido una disolucion
clarificada que contiene el polipéptido de interés, se intenta su separacion de las otras proteinas producidas usando
una combinacion de diferentes técnicas de cromatografia. Estas técnicas separan las mezclas de proteinas en
funcién de su carga, grado de hidrofobicidad o tamafio. Varias resinas de cromatografia diferentes estan disponibles
para cada una de estas técnicas, lo que permite una adaptaciéon precisa del esquema de purificacion a la proteina
particular involucrada. La cromatografia de afinidad, que explota una interaccion especifica entre la proteina que va
a purificarse y un agente de captura inmovilizado, también puede ser una opcién para algunos polipéptidos.
Preferentemente, la purificacion de anticuerpos comprende una etapa de cromatografia de afinidad, mas
preferentemente cromatografia de proteina A.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos completamente ensamblados,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos), fragmentos de anticuerpo de unién al antigeno (por ejemplo, Fab, Fab’, F (ab’)2, Fv, anticuerpos
monocatenarios, diacuerpos), camelcuerpos y péptidos recombinantes que comprenden los anteriores en tanto que
presenten la actividad biolégica deseada.

Un “fragmento de anticuerpo” o “fragmento de anticuerpo de union al antigeno” de un anticuerpo se define por este
documento como un fragmento de un anticuerpo (por ejemplo, una region variable de una IgG) que es suficiente
para conferir union del antigeno especifica al polipéptido, en tanto que el anticuerpo retenga la actividad bioldgica
deseada. Una “region de unién al antigeno” de un anticuerpo normalmente se encuentra en una o mas regiones
hipervariables de un anticuerpo, es decir, las regiones CDR-1, -2 y/o -3; sin embargo, las “regiones estructurales”
variables también pueden desempefiar una funcién importante en la unién al antigeno, tal como proporcionando un
andamiaje para las CDR.

Ejemplos no limitantes de fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, anticuerpo de dominio (dAb),
fragmentos de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR), anticuerpos monocatenarios (scFv),
fragmentos de anticuerpos monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, minicuerpos, anticuerpos lineales
[Johnson G, Wu TT. (2000) Kabat database and its applications: 30 years after the first variability plot. Nucleic Acids
Res. 28:214-218]; anticuerpos recombinantes quelantes, tricuerpos o bicuerpos, intracuerpos, nanocuerpos,
productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP), una proteina de fusion del dominio de unién al
antigeno-inmunoglobulina, un anticuerpo camelizado, un anticuerpo que contiene VHH, o muteinas o derivados de
los mismos; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos [Chotia C, Lesk AM.
(1987)

Secuencias de plasmidos

Leyenda:

Negrita Sitio de clonacion multiple (MCS) o sitio de restriccion Pacl

Subrayado Gen LACK

Dobre subrayado Gen fabl que incluye promotor (elementos clave caja -35, caja -10 y sitio de unién a TF,

en cursiva).
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Promotor fabl dentro de esta secuencia del genoma de E. coli

pCl-bla-fabl-LACK (SEC ID N°: 22)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgcceccg
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgcgtttc
aggtgtccac
ataggctagc

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttggce
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgcectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
cccecgttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcececadgttcea

ctcgagaatt

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgccce
tccattgacyg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtcagate
cagtgcttct
gcagaagttg
gagaccaata
ctattggtct
attacagcte

caccatgaac

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtcecg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtyg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
tacgagggtc

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccecectattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgcggt
tctcgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
agtacttaat
acctgaaggg

atattggcta
gctcatgtcc
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactyg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctctccac
acgactcact

ccaccgcgga
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1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

tgggtcacct

ccctggectg
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cccgcagceag

gcggggtcegt

acatcaaggt

ggtgtcgacyg

tcgcgcgatg

gcacggccat

ctcgtggaaa

gccaaccccg

accgccacaqg

cgtggacagc

gactacggtc

tgccgagcca

ccgcctcgag

ggccacaccg

gcttcgtgtce

gtgtgtgtcg

ctggcccacg

ccaccgacta

cgcgctgacc

gcgtcctggg

accgctccat

ccgcatgtgg

gacctgcgca

atggccagtg

ccagcgcaag

ttcctgaagc

acaccaagga

cgtgctcgcec

gtcgccttcet

cgccggacga

ccgcctgatc

gtgtccgegg

gccgcgacaa

cgtgatccgce

gtgtggaacg

tggcgggcga

gtgcatgcac

gagttcctgc

gcgacggcca

cgaggactgg

gtgagcagca

tctgtttctc

gccgtegetyg

gagcatccga

tcgtggtgtc

cggcagctgg

gacaacacca

tcaaggtatg

gaacgtgaac

gggggcaagt

gtgagcgcac

gctcaagggc

cacagcaact

acgtgtccac

ggtgacggtg

tcgccagacg

ggtcgctgtg

cgcgtccggce

ggcaaggacg

gcgcggcegcet

gctgtgggac

ctgagcaccg

gcgagcagct

gttcaagatc

aacgtggagt

cgcccatcaa

ccagatcgcc

ttctcgccca

accgcttctg

gatgtgcgtc

gcgacggada

ggtctctgtc

cgtgtacgac

ctggagagca

aggctgtgat

tgcggagctg

acgccggacqg

gcgcgaagcc

gtccgagtgce

atctccattg

cctggtcecgce

cgacggcaac

actctgtact

ccggtcacaa

ggacaacctg

atccgecgtgt

ggtccatctc

cgacgccgag

taactagagt
atgataagat

tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
cagcgtgacc

GAACCGTCCC

cgacccgggce
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
tagcgaagag
gacgcgccct
gctacacttg
AGCCATCGCC

ggccgcttcece
gtttggacaa
tgctattgct
cattcatttt
cctctacaaa
gcccgcaccg
gtagcggcegce
ccagcgttaa

ATGAAAGGGT

ctttagtgag
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtaaaa
atcgccecctte
attaagcgcg
ttaaGTGCTG

ggttaatgct
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
tccgataagg
ccaacagttg
gcgggtgtgg
GAGAATATTC

tcgagcagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
gatgtgggag
atcgatccgg
cgcagcctga
tggttacgcg
GGCAAGGTCT

TAGGGGCTGT

ATGAGCCTGT

TTGTTGCTGG

GGTAACAATA

TTTGCACAAT

ACGGTCCCCT

CGCCCCICTG

GGGAGAGGGT

TAGGGTGAGG

GGAAAAGCGC

CCCCCCTGCC

GCAGCCTGCT

CCGGTCGGAC

CTGGCAACTA

TAGCTACTCA

CAGCCAGGTT

GATTATAATA

ACCGTTTATC

TGTTCGTACT

GTTTACTAAA

ACGACGAATC

GCCTGATTTT

CAGGCACAAC

AAGCATCAAC

AATAAGGATT

AAAGCTatgg

gttttctttc

cggtaagcgc

attctggtaa

ccggtgttgce

cagcaaacta

tccatcgcecet

acggtatcgc

tcaggcgatg

caccgcgaaqg

gagctgaact

ggcattcacc

taccagaacdg

acaaactgaa

aggccgcgta

gaagaatttg

ccgctcaatt

gggttctgac

atcgttctgce

agtgcgatgt

tgcagaagat

gccagcatcg

acaccatgtt

cgctgaactg

gggaaagttt

ggccgaaatt

tgacggtttc

gtacactcta

ttggttttgc

acctggcgat

cagctggatg

gtgactatgt

taacgccgtt

acccgtgaag

gcttcaaaat

tgcccacgac

atcagctcct

acagcttcgt

tgcaatggca

aaagcttgcc

gctccatgcet

gaatccgggt

tctgccctgce

tgaccctttc

ctaccttggce

gctgagcgcg

ctatcccgaa

ctacaacgtt

atgggtctgg

caaaagcgtc

tctggaagcg

aacgtgcgct

atatggcgaa

cgcgatgggt

ccggaaggtyg

tgcgtgttaa

cgccatctct

gctggtccga

tccgtactct

ggcggcttcce

ggtatcaaag

acttccgcaa

aatgctggct

cattgcgaag

ccgttacccce

gattcgcegt

accgttacta

ttgaagatgt

gggtaactct

gcggcattcc

tgtgctccga

tctctctgcece

ggtatctccg

gtgaagtagt

22



3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641

ccacgttgac

ggcggtttca

ES 2747 748 T3

gcatcgctgce

aatgaacgaa

ctcgaactga

aataattaat

taaccgcgta
gccagccccg
catccgctta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgccecct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgctttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgce
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtce
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt

ccgcecgtatgg
acacccgcecca
cagacaagct
gaaacgcgcg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgccgcata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt

tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tccegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctgce
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg

ggggggcgga
tgctggceccett

23

gtacaatctyg
acgcgccctg
ccgggagctyg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttcce
agttgggtgc
gttttcgccce
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat

ctctgatgcec
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcgggga
gtatccgctce
tatgagtatt
tgtttttgcect
acgagtgggt
cdaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtageca
ttccecggceaa
ctcggccectt
tcgcecggtate
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc

ggctcgacag

gcatagttaa
ctgctceccecgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctggcet
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtyg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaaggd
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcect

atct



pPAL-LACK (SEC ID N°: 23)

ES 2747 748 T3

1 tcaatattgg ccattagcca tattattcat tggttatata gcataaatca atattggcta

61 ttggccattg catacgttgt

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgcccg
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgcgtttc
aggtgtccac
ataggctagc
tgggtcacct

ccatgttggc
catagcccat
ccgcccaacyg
atagggactt
gtacatcaag
cccgcectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
cccegttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
ctcgagaatt
ccctggectg

atctatatca taatatgtac atttatattg

attgattatt
atatggagtt
acccccgcecce
tccattgacyg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtcagatc
cagtgcttct
gcagaagttg
gagaccaata
ctattggtct
attacagctc

caccatgaac

gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtccg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtyg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
tacgagggtc

taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgcggt
tctcgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
agtacttaat
acctgaaggg

gctcatgtcc
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctctceccac
acgactcact

ccaccgcgga

cccgcagcag

gcggggtcgt

acatcaaggt

ggtgtcgacg

tcgcgecgatg

gcacggccat

ctcgtggaaa

gccaaccccg

accgccacag

cgtggacagc

gactacggtc

tgccgagcca

ccgcctcgag

ggccacaccg

gcttcgtgtc

gtgtgtgtcg

ctggcccacg

ccaccgacta

cgcgctgacc

gegtectggg

accgctccat

ccgcatgtgg

gacctgcgca

atggccagtg

ccagcgcaag

ttcctgaagce

acaccaagga

cgtgctcgec

gtcgccttcet

cgccggacga

ccgcctgate

gtgtccgegg

gccgcgacaa

cgtgatccge

gtgtggaacg

tggcgggcga

gtgcatgcac

gagttcctgce

gcgacggcca

cgaggactgg

gtgagcagca

tctgtttctce

gccgtcgcetg

gagcatccga

tcgtggtgtc

cggcagctygyg

gacaacacca

tcaaggtatg

gaacgtgaac

gggggcaagt

gtgagcgcac

gctcaagggc

cacagcaact

acgtgtccac

ggtgacggtg

tcgccagacyg

ggtcgctgtg

cgcgtccggce

ggcaaggacg

gcgcggceget

gctgtgggac

ctgagcaccg

gcgagcagct

gttcaagatc

aacgtggagt

cgcccatcaa

ccagatcgcc

ttctcgceccca

accgcttctg

gatgtgcgtc

gcgacggaga

ggtctctgtc

cgtgtacgac

ctggagagca

aggctgtgat

tgcggagetg

acgccggacg

gcgcgaagcc

gtccgagtgc

atctccattg

cctggtccge

cgacggcaac

actctgtact

ccggtcacaa

ggacaacctg

atccgcgtgt

ggtccatctc

cgacgccgag

taactagagt
atgataagat

tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa

gctggcgtaa

cgacccgggce
acattgatga

aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa

tagcgaagag

ggccgcttcce
gtttggacaa
tgctattgct
cattcatttt
cctctacaaa

gccecgcaccg

ctttagtgag
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtaaaa

atcgcccttce

24

ggttaatgct
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
tccgataagg

ccaacagttg

tcgagcagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
gatgtgggag
atcgatccgg
cgcagcctga



2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741

atggcgaatg
cagcgtgacc

GAACCGTCCC

gacgcgccect
gctacacttg
AGCCATCGCC

ES 2747 748 T3

gtagcggcgce
ccagcgttaa

ATGAAAGGGT

attaagcgcg
ttaaGTGCTG

gcgggtgtgg
GAGAATATTC

tggttacgcg
GGCAAGGTCT

TAGGGGCTGT

ATGAGCCTGT

TTGTTGCTGG

GGTAACAATA

TTTGCACAAT

ACGGTCCCCT

CGCCCCTCTG

GGGAGAGGGT

TAGGGTGAGG

GGAAAAGCGC

CCCCCCTGCC

GCAGCCTGCT

CCGGTCGGAC

CTGGCAACTA

TAGCTACTCA

CAGCCAGGTT

GATTATAATA

ACCGTTTATC

TGTTCGTACT

GTTTACTAAA

ACGACGAATC

GCCTGATTTT

CAGGCACAAC

AAGCATCAAC

AATAAGGATT

AAAGCTatgg

gttttctttc

cggtaagcgc

attctggtaa

ccggtgttgc

cagcaaacta

tccatcgect

acggtatcgc

tcaggcgatg

caccgcdgaadg

gagctgaact

ggcattcacc

taccagaacg

acaaactgaa

aggccgcgta

gaagaatttg

ccgctcaatt

gggttctgac

atcgttctgc

agtgcgatgt

tgcagaagat

gccagcatcg

acaccatgtt

cgctgaactg

gggaaagttt

ggccgaaatt

tgacggtttc

gtacactcta

ttggttttgce

acctggcgat

cagctggatg

gtgactatgt

taacgccgtt

acccgtgaag

gcttcaaaat

tgcccacgac

atcagctcct

acagcttcgt

tgcaatggca

aaagcttgcc

gctccatgct

gaatccgggt

tctgcectge

tgaccctttc

ctaccttggc

gctgagcgcg

ctatcccgaa

ctacaacgtt

atgggtctgg

caaaagcgtc

tctggaagcg

aacgtgcgct

atatggcgaa

cgcgatgggt

ccggaaggtg

tgcgtgttaa

cgccatctct

gctggtccga

tccgtactct

ggcggcttcc

ggtatcaaag

acttccgcaa

aatgctggct

cattgcgaag

ccgttacccce

gattcgccgt

accgttacta

ttgaagatgt

gggtaactct

gcggcattcce

tgtgctccga

tctctectgcece

ggtatctccg

gtgaagtagt

ccacgttgac

ggcggtttca

gcatcgctgc

aatgaacgaa

ctcgaactga

aataattaat

taaccgcgta
ccgacacccg
ttacagacaa
ggaccacttc
ggtgagcgtyg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat

tggtgcactc
ccaacacccg
gctgtgaccg
tgcgctcggce
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttce
gagagcgcac
ttcgccacct

ggaaaaacgc

tcagtacaat
ctgacgcgcc
tctccgggag
ccttcecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgctgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag

cagcaacgcg

ctgctctgat
ctgacgggct
ctcatgtgtc
ggctggttta
gcactggggce
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcectttttac

25

gccgcatagt
tgtctgctcc
agaggttttc
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctggce

taagccagcc
cggcatccgce
acaagttgca
atctggagcc
gccctececegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgcet
taccgggttg
gggttcgtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggyg
cttttgctgg



ES 2747 748 T3

4801 ccttttgctc acatggctcg acagatct

pPAL (SEC ID N°: 24)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgcccg
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgcgtttce
aggtgtccac
ataggctagce
cctttagtga
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtaaa
gatcgccctt
cattaagcgc

attaaGTGCT

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttggc
catagcccat
ccgcccaacyg
atagggactt
gtacatcaag
cccgcectggce
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggc
cccegttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
ctcgagaatt
gggttaatgc
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
atccgataag
cccaacagtt
ggcgggtgtyg
GGAGAATATT

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtcagatc
cagtgcttct
gcagaagttg
gagaccaata
ctattggtct
attacagctc
cacgcgtggt
ttcgagcaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
agatgtggga
gatcgatccg
gcgcagcctg
gtggttacgc
CGGCAAGGTC

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtccg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgaggce
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
acctctagag
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
ggctggcgta
aatggcgaat
gcagcgtgac
TGAACCGTCC

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgcggt
tctcgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
agtacttaat
tcgaccecggg
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
atagcgaaga
ggacgcgccce
cgctacactt

CAGCCATCGC

atattggcta
gctcatgtcc
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctecteccac
acgactcact
cggcegctte
agtttggaca
atgctattgce
gcattcattt
acctctacaa
ggcccgcacc
tgtagcggceg
gccagcgtta
CATGAAAGGG

TTAGGGGCTG

TATGAGCCTG

TTTGTTGCTG

GGGTAACAAT

ATTTGCACAA

TACGGTCCCC

TCGCCCCTCT

GGGGAGAGGG

TTAGGGTGAG

GGGAAAAGCG

CCCCCCCTGC

CGCAGCCTGC

TCCGGTCGGA

CCTGGCAACT

ATAGCTACTC

ACAGCCAGGT

TGATTATAAT

AACCGTTTAT

CTGTTCGTAC

TGTTTACTAA

AACGACGAAT

CGCCTGATTT

TCAGGCACAA

CAAGCATCAA

CAATAAGGAT

TAAAGCTatg

ggttttcttt

ccggtaagcya

cattctggta

accggtgttg

ccagcaaact

atccatcgcc

tacggtatcg

ctcaggcgat

gcaccgcgaa

ggagctgaac

tggcattcac

ctaccagaac

gacaaactdga

aaggccgcegt

agaagaattt

gccgctcaat

tgggttctga

catcgttctg

cagtgcgatg

ttgcagaaga

tgccagcatc

gacaccatgt

tcgctgaact

ggggaaagtt

tggccgaaat

ttgacggttt

cgtacactct

attggttttg

26



10

15

2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841

cacctggcga

tcagctggat
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ggtgactatg

ttaacgccgt

tacccgtgaa

ggcttcaaaa

ttgcccacga

catcagctcc

tacagcttcg

ttgcaatggc

aaaagcttgc

cgctccatgce

tgaatccggg

ttctgceccectg

ctgacccttt

cctaccttgg

cgctgagcgc

gctatcccga

actacaacgt

tatgggtctg

gcaaaagcgt

ctctggaagc

gaacgtgcgc

tatatggcga

acgcgatggg

tccggaaggt

gtgcgtgtta

acgccatctc

tgctggtccg

atccgtactc

tggcggcttc

cggtatcaaa

gacttccgca

aaatgctggc

tcattgcgaa

gccgttaccce

cgattcgecg

taccgttact

attgaagatg

tgggtaactc

tgcggcattce

ctgtgctccecg

atctctctgc

cggtatctcc

ggtgaagtag

tccacgttga

cggcggtttce

agcatcgctg

caatgaacga

actcgaactg

aaataattaa

tctgctctga
cctgacgggce
gctcatgtgt
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta

tgccgcatag
ttgtctgctc
cagaggtttt
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttccact
tttctgcgeg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg

ttaagccagc
ccggcatcceg
cacaagttgc
aatctggagc
agccctceceeg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctyg
aagagctacc
ctgtccttcect
catacctcgce
ttaccgggtt
ggggttcgtyg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag

cgtcaggggg
ccttttgetg

ttaaccgegt
cccgacaccce
cttacagaca
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccceccecgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcetgteggyg
gcggagccta
gcecttttget

atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacc
ctgcgctcgg
gggtctcgcg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgcttce
ggagagcgca
tttcgccace
tggaaaaacyg

cacatggctc

ctcagtacaa
gctgacgcgc
gtctccggga
ccctteeggce
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttyg
cgctaccagc
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctgce
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc

gacagatct

Se entendera que realizaciones particulares descritas en los ejemplos se muestran a modo de ilustraciéon y no como
limitaciones de la invencion.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
experiencia de aquellos expertos en la materia a la que se refiere la presente invencion.

La practica de la presente invencidon empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de
virologia, microbiologia, biologia molecular y técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de la materia.
Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Current Edition); DNA Cloning: A Practical Approach, vol. | & Il (D. Glover, ed.);
Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., Current Edition); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds.,
Current Edition); Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., Current Edition); CRC Handbook of
Parvoviruses, vol. | & Il (P. Tijessen, ed.); Fundamental Virology, 2nd Edition, vol. | & Il (B. N. Fields and D. M. Knipe,

eds.).

El uso de la palabra “un” o “una” puede significar “uno”, pero también esta de acuerdo con el significado de “uno o

LN

mas”, “al menos uno” y “uno o mas de uno”.
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En toda la presente solicitud, el término “aproximadamente” significa el valor indicado + 5 % de su valor,
preferentemente el valor indicado + 2 % de su valor, lo mas preferentemente el término “aproximadamente” significa
exactamente el valor indicado (£ 0 %).

Ejemplos

Ejemplo 1.- Material y métodos

1. Generacion del vector pPAL-LACK

1.1. Obtencion del gen fab | y su promotor a partir de ADN genémico de E. coli por PCR

Extraccion de ADN gendmico de E. coli

A partir de un cultivo de colonias de E. coli de la cepa BL21 (DE3) (New England Biolabs, genotipo fhuA2[lon] ompT
gal (A DE3) [dcm] AhsdS; caracteristicas principales: deficiente en proteasas Lon y ompT, resistente al fago T1) en
un matraz en 10 ml de Luria Bertani (LB) a 37 °C mantenido con agitacién durante la noche (150 rpm) y a una
densidad optica (DO) de 0,1 (a 550 nm), se aumentoé a un volumen total de 25 ml. Se dejé crecer a una DO de 0,5 (a
550 nm) y se recogio6 por centrifugacion a 15.000 g 5’ a temperatura ambiente. El sedimento de células se lavé con
50 ml de tampon TES (NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM a pH =8,0, EDTA 5 mM), se centrifugd de nuevo y se
resuspendio en 100 ul de tampdn de lisis (25 % de sacarosa, 40 ug/ml de RNasa A, 1 mg/ml de lisozima, NaCl 0,1
M, TrisHCI 50 mM a pH =8,0, EDTA 10 mM). La lisis se dej6 durante un maximo de 20 minutos y a continuacion se
afadieron 100 ul de 2 % de SDS. Se mezcld por vortex durante 3 minutos y se congeld y se descongeld cuatro
veces rapidamente en nitrégeno liquido. Posteriormente, se afiadio proteinasa k a una concentracion final de 10
pg/ml y se incubd durante 30 minutos a 30 °C. Después de este tiempo se llevd a cabo la fenolizacion. Primero, la
mezcla anterior se llevd a un volumen de 500 pl afadiendo la cantidad necesaria de agua milliQ. A continuacion, se
afiadid 1 volumen de una mezcla 25:24:1 de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se emulsioné por agitacion
vigorosa durante 20”. Se centrifugd a 15.000 g durante 5’ a temperatura ambiente y la fase acuosa (superior) se
recuper6 cuidadosamente extrayendo lentamente del menisco para evitar la contaminacion con el contenido de la
interfase. A continuacion, se anadié 1 volumen de 24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico a la fase acuosa recuperada
y las fases se re-emulsionaron y se separaron como se ha descrito. Finalmente, se llevé a cabo la precipitacion de
ADN afadiendo 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M a pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol absoluto previamente
enfriado a -20 °C. La muestra se dejo precipitar a -20 °C durante al menos 30’. A continuacion, se centrifugd a
15.000 g a 4 °C durante 20, el sobrenadante se desech6 cuidadosamente, el lavado se realizé con 500 pl de etanol
al 70 % y el sedimento se dejo secar al aire a temperatura ambiente después de desechar el sobrenadante. Para
terminar, el sedimento se resuspendié en 350 ul de tampdn TE (Tris-HCl a pH = 8,0, EDTA).

Amplificacion del gen fab | y su promotor por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se disefiaron cebadores de oligonucledtidos para la amplificacion de un promotor del gen fab | seguido de dicho gen
de ADN gendmico de la cepa BL21 de E. coli. Dichos oligonucleétidos contienen la diana de la endonucleasa de
restriccion Pac | en la posiciéon 5 min, ademas de cualquier secuencia de nucleétidos corta para permitir la catalisis
de enzimas, ya que necesita un sustrato minimo sobre el que hacer el corte. Teniendo en cuenta estos requisitos,
los cebadores que se obtuvieron fueron los siguientes:

SEC ID N°: 8 (Pacl-fabl-promotor-Fw): 5 TACTGGATTAATTAAGTGCTGGAGAATATTCG 3
SEC ID N°: 9 (Pacl-fabl-Rv): 5 TACTGGATTAATTAATTATTTCAGTTCGAGTTCGTTC 3

Con el fin de llevar a cabo la reaccion, primero, lo siguiente se mezclé a 4 °C en este orden: agua milliQ necesaria
para completar el volumen final de la reaccion (25 pl), ADN gendmico de BL21 de E. coli a 0,2 ng/ul, tampén HiFi
(KAPA Biosystems) a 1x (concentracion inicial -ic- 5x), mezcla de dNTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Invitrogen) a
0,3 mM cada uno (ic = 10 mM cada uno), Pacl-fabl-promotor-cebador Fw 0,3 uM y Pacl-fabl-cebador Rv 0,3 pM.
Todos estos reactivos se almacenaron a -20 °C. A continuacién, la reaccién de amplificacién se realizé con el
siguiente perfil de ciclado térmico programado en el ciclador térmico Verity (Applied Biosystems): 95 °C, 5’; 25 x [98
°C, 20”; 48 °C, 15”; 72 °C, 30”]; 72 °C 5'. La reaccién se realizé por octuplicado.

Verificacion del producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa

Con el fin de analizar los resultados de la reaccién de amplificacion previa, 1 ul de producto de PCR (4 % del total)
se mezcl6 con 4 pl de agua milliQ y 1 pl de tampdn de carga para ADN (30 % v/v de glicerol, EDTA 10 mM a pH 8,0,
0,1 % v/v de xilenocianol, 0,1 % v/v de azul de bromofenol en agua). Por otra parte, se preparé un 1 % en
peso/volumen de gel de agarosa (Pronadisa) en 1X tampon TAE (diluido a partir de 50X TAE: base Tris 2 M, 5,7 %
v/v de acido acético glacial y EDTA 50 mM a pH 8,0) afiadiendo el colorante Gel Red (concentracion inicial 10.000X)
(Biotium) y las muestras se separaron electroforéticamente en un sistema Mini-SubCell GT (BioRad) aplicando una
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corriente de 5 V/cm con una fuente de alimentacién Power Pac Basic Power Supply (BioRad) durante 75 min. Se
us6 marcador de peso molecular de 1 kb (NEB) como marcador de tamafo. El resultado se visualizé usando un
sistema de lampara de UV Gel Doc XR (BioRad) con el software Quantity One (BioRad).

Purificacién del producto de PCR

Una vez se comprob¢ la eficacia de la amplificacion, se mezclaron los voliumenes restantes (96 %) de los diversos
tubos en los que se llevo a cabo la reaccion que tuvieron un resultado positivo y, a continuacién, el ADN se purificd
usando el siguiente procedimiento de extraccion con disolventes organicos.

Primero, la mezcla previa se llevd a un volumen de 500 pl afiadiendo la cantidad necesaria de agua milliQ. A
continuacion, se afadio 1 volumen de una mezcla 25:24:1 de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se emulsioné por
agitacion vigorosa durante 20”. Se centrifugé a 15.000 g durante 5 a temperatura ambiente y la fase acuosa
(superior) se recuper6 cuidadosamente extrayendo lentamente del menisco para evitar la contaminacion con el
contenido de la interfase. A continuaciéon, se afiadidé 1 volumen de 24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico a la fase
acuosa recuperada y las fases se re-emulsionaron y se separaron como se ha descrito. Finalmente, se llevé a cabo
la precipitacion de ADN afadiendo 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M a pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol
absoluto previamente enfriado a -20 °C. La muestra se dej6 precipitar a -20 °C durante al menos 30’. A continuacion,
se centrifugé a 15.000 g a 4 °C durante 20’, el sobrenadante se desech6 cuidadosamente, el lavado se realizé con
500 pl de 70 % de etanol y el sedimento se dej6 secar al aire a temperatura ambiente después de desechar el
sobrenadante. Para terminar, el sedimento se resuspendié en 20 ul de agua milliQ.

Después de cuantificar el producto de PCR purificado por espectrofotometria de absorcion UV, que significd pérdida
adicional del 4,8 % de él, se llevo a cabo la digestion con la enzima Pac I

Digestiéon del inserto con la enzima Pac |

Se mezclo la mitad del volumen disponible del producto de PCR purificado (inserto) a una concentracion final de 24
ng/ul con lo siguiente y en este orden: agua necesaria para completar el volumen final (total de 20 pl), tampon NEB1
a 1X (concentracion inicial 10X) (NEB), 0,1 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA; concentracion inicial, 10
mg/ml) (NEB) y Pac I 0,4 U/ul (concentracion inicial 10 U/ul) (NEB). La mezcla se incubé durante 2 h a 37 °C.

Aislamiento del inserto separado por electroforesis en gel de agarosa y purificacién del producto del gel

Se realiz6 electroforesis sobre 1 % de gel de agarosa como se ha descrito anteriormente del volumen entero de
producto PCR purificado que posteriormente se digirié con Pac / con el fin de comprobar su integridad y purificarlo
de nuevo después de la digestion. Para el dltimo fin, una vez termind la electroforesis, el gel se visualizd y el
fragmento de agarosa que contenia la banda correspondiente al producto de PCR se corté con un bisturi. A
continuacion, dicho fragmento de agarosa se peso y el ADN se purificd usando el kit de extraccion en gel QiaQuick
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, el producto resultante se concentr6 secando y
depositando el ADN en una centrifuga a vacio Speed Vac (Savant) y resuspendiéndolo a continuacion en un
volumen de 11 pl.

1.2. Preparacion del vector pPAL-LACK a partir de pCl-neo-LACK

1.2.1. Purificacion de la vacuna recombinante pCl-neo-LACK

Con el fin de obtener plasmido recombinante pCl-neo-LACK, el clon de E. coli de la cepa XL10 que lo contenia
(Ramiro, M. J., et al., Vaccine 2003, 21(19-20): 2474-84, obtenido del plasmido pClneo (Promega, GenBank:
U47120) se cultivd en medio liquido LB (triptona-peptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l; esterilizado
en autoclave a 120 °C durante 20 min a 1,05 kg/cm?) con ampicilina a 100 pg/ml a 37 °C durante 16 h. A
continuacion, dicho plasmido se purificd por el método de preparacion a pequefia escala o miniprep con el kit de
aislamiento de plasmido High Pure (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.2.2. Preparacién del vector pCl-bla-LACK: eliminacién del gen npt de pCl-neo-LACK por PCR

Con el fin de excluir el gen npt de pCl-neo-LACK (Figura 1), y a su vez amplificar el fragmento de interés, se uso de
nuevo PCR. Dicho fragmento de interés se designo pClbla-LACK, que actda de vector en el proceso de clonacion,
ya que incluye el origen de replicacién. El gen bla no se eliminé en esta etapa debido a que el proceso se presentd
en dos etapas para garantizar la viabilidad del proceso. Asi, en la primera etapa el gen bla se usaria como sistema
de seleccion para introducir el gen fab | con su promotor, y en la segunda etapa el gen bla se eliminaria, usando el
gen fab | como sistema de seleccion, evitando asi usar el que se estaba siendo introducido como sistema de
seleccion.

La amplificacion del fragmento pClbla-LACK se llevé a cabo con los siguientes cebadores, que excluyen la
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secuencia del gen npt, pero no la de bla y su promotor:

SEC ID N°: 10 (Pacl-pClbla-1):
SEC ID N°: 11 (Pacl-pClbla-2):

5 TACTGGATTAATTAACCGCGTATGGTGCACTCTCA 3
5 TACTGGATTAATTAACGCTGGCAAGTGTAGCGGT 3’

Las condiciones de la reaccion de amplificacion fueron como se han descrito en la Seccién 1.1., con las siguientes
excepciones: se usaron los cebadores descritos anteriormente, el plasmido purificado como se ha descrito en la
Seccion 1.2.1. a una concentracion final de 40 pg/ul, temperatura de hibridacion 60 °C en lugar de 48 °C y tiempo de
extension a 72 °C de 2’ en lugar de 3”.

Se llevaron a cabo el analisis y la purificacion del producto de PCR del vector pClbla-LACK como se ha detallado en
la Seccion 1.1. Se realizo la digestion del producto de PCR restante (91,2 %) y la purificacién del producto de PCR
bajo las mismas condiciones descritas en la Seccién 1.1., pero en un volumen final de 100 pl con una concentracion

de enzima Pac | de 0,8 U/pl.

Reaccién de ligacion del inserto (gen fabl y su promotor) con el vector pCl-bla-LACK para obtener pCl-bla-LACK-fabl

El inserto (gen fabl y su promotor) tiene la siguiente secuencia (SEC ID N°: 21):

1 gtgctggaga atattcggca aggtctgaac cgtcccagec atcgccatga aagggttagg

61 ggctgtatga gcctgtttgt tgctggggta

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

cctctgggga

tcggacctgg

cgtactgttt

aggattaaag

aaactatcca

ttcacctacc

tctgacatcg

gaactgggga

ggcgatcagc

cacgacatca

ccgggttctg

gagggttagg

caactatagc

actaaaacga

ctatgggttt

tcgcecctacgg

agaacgacaa

ttctgcagtg

aagtttggcc

tggatggtga

gctcctacag

ccctgcectgac

gtgaggggaa

tactcacagc

cgaatcgcct

tctttececggt

tatcgctcag

actgaaaggc

cgatgttgca

gaaatttgac

ctatgttaac

cttcgttgceca

cctttcctac

30

acaatatttg

aagcgccccc

caggttgatt

gattttcagg

aagcgcattc

gcgatgcacc

cgcgtagaag

gaagatgcca

ggtttcgtac

gccgttaccce

atggcaaaag

cttggcgctg

cacaatacgg

cctgccgcag

ataataaccg

cacaacaadc

tggtaaccgg

gcgaaggagce

aatttgccge

gcatcgacac

actctattgg

gtgaaggctt

cttgccgctce

agcgcgctat

tccecectegece

cctgctcecgg

tttatctgtt

atcaacaata

tgttgccagce

tgaactggca

tcaattgggt

catgttcgcect

ttttgcacct

caaaattgcc

catgctgaat

cccgaactac
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781 aacgttatgg gtctggcaaa agcgtctctyg gaagcgaacg tgcgctatat ggcgaacgeg
841 atgggtccgg aaggtgtgcg tgttaacgcce atctectgctg gtceccgateccecg tactctggceg

901 gcttccggta tcaaagactt ccgcaaaatg ctggctcatt gcgaagccgt taccceccgatt
961 cgccgtaccg ttactattga agatgtgggt aactctgcgg cattcctgtg ctceccgatctce
1021 tctgccggta tctccggtga agtagtccac gttgacggeg gtttcagcat cgctgcaatg

1081 aacgaactcyg aactgaaata a

Antes de continuar con la reaccion de ligacion, el inserto y el vector se dializaron usando filtros (Millipore). A
continuacion, la cuantificacion de 1 ul de inserto y vector se realizdé por densitometria después de realizar la
separacion electroforética correspondiente sobre 1 % de gel de agarosa como se ha descrito en la Seccion 1.1. Para
este fin, después de obtener la imagen del gel en el sistema Gel DocXR (BioRad), la cantidad cargada total se
calculd usando el software Quantity One (BioRad) usando las bandas resultantes de la separacion electroforética del
marcador de tamafio y de peso molecular 1Kb Molecular Weight Marker (NEB) como patrones. De este modo, el
inserto y el vector se cuantificaron simultdneamente.

Con el fin de realizar la reaccion de ligacion, primero, la siguiente mezcla se realizé en un volumen final de 15 pl en
el siguiente orden: agua milliQ necesaria para completar el volumen final, 13,3 ng/ul de inserto digerido y purificado
(gen fab | y su promotor), vector digerido y purificado (pCl-bla-LACK), tampén ADN ligasa T4 a 1x (concentracion
inicial 10x) (NEB) y 26,7 U Weiss/ul de ADN ligasa T4 (concentracion inicial 400 U Weiss/ul) (NEB). La cantidad de
vector afiadido se define por una relacién equimolar de inserto:vector de 5:1. Por tanto, su calculo se realiza usando
la siguiente expresion:

ng de inserto - pb de vector

ng de vector = -
5 pb de inserto

Una vez se preparé la mezcla de reaccion, se incubé a 16 °C durante 16 h.

El gen LACK se cloné en las dianas Xba | y EcoR | (de ahi que hayan eliminado la diana para Mlu |, localizada entre
los dos en el MCS del plasmido pCineo.

Preparacién de bacterias electrocompetentes y transformacién por electroporaciéon

Para la preparacion de bacterias electrocompetentes se empieza a partir de un precultivo en placa de una colonia de
DH5a de E. coli en 20 ml de LB a 37 °C mantenida con agitacion durante la noche (150 rpm). Se aumenta a un
cultivo de 600 ml a 37 °C y se deja cultivar a una DO de 0,5-0,7 (a 550 nm). Posteriormente, el cultivo se mantiene
sobre hielo durante 30 minutos y se centrifuga durante 10 minutos a 4.000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se elimina 'y
se seca bien con un capilar. Posteriormente se resuspende en 25 ml de HEPES 1 mM a pH =7 frio (también puede
resuspenderse en agua milliQ). El lavado se repite dos veces adicionales y después de la ultima centrifugacion el
sobrenadante se desecha y se resuspende en un total de 24 ml de glicerol al 10 %.

Con el fin de realizar la transformacién por electroporacion, una alicuota de 20 ml de bacterias electrocompetentes
se mezclo inicialmente a 4 °C con 2 ml (100 ng-200 ng) de ADN y se recogi6é en una cubeta de electroporacion
estéril con una separacion de 1 mm entre electrodos (Cell Projects) enfriada a 4 °C. Con el fin de ser capaz de
aplicar todo el ADN disponible en un pequefio volumen tal, su precipitacién se realizé previamente como se ha
descrito en la Seccion 2.1.4. De este modo se lograria prevenir la sobrecarga cuando se aplica el pulso eléctrico. Se
aplicé un pulso de 1,8 kV durante 5,4-5,8 ms en un electroporador Micropulser TM (Bio-Rad), se afiadié rapidamente
1 ml de medio SOC (triptona-peptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 10 mM;
esterilizado en autoclave a 120 °C durante 20 min a 1,05 kg/cm?) y se incub6 a 37 °C durante una hora con agitacion
orbital a 220 rpm. Finalmente, las células se sembraron en placa sobre LB-agar (medio LB con 15 g/l de agar;
esterilizado en autoclave a 120 °C durante 20 min a 1,05 kg/cm?) con 100 mg/ml de ampicilina y se incubé a 37 °C
durante 16 h. La mezcla restante se almacen6 a -80 °C, habiéndose afiadido previamente 20 % de glicerol estéril.

Selecciéon de clones recombinantes pCl-bla-fabl-LACK

Con el fin de seleccionar clones que contienen insertos fab I, se cogieron aleatoriamente 20 colonias y se
propagaron en medio de cultivo liquido LB en presencia de ampicilina 100 mg/ml. A continuacion, los plasmidos
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correspondientes se purificaron siguiendo el procedimiento descrito en 2.1.7. y ambas alicuotas se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito en la Seccion 2.1.3. Solo aquellos clones que fueron positivos
se seleccionaron para ser secuenciados usando los cebadores descritos en la Seccién 2.1.2. Por tanto, la presencia
o ausencia del inserto fab | se analizé por el método de secuenciacion de Sanger. Para este fin, los plasmidos y
cebadores se enviaron al servicio de secuenciacion de ADN Secugen, en el Centro de Investigacion Bioldgica. La
secuencia de pCl-bla-fabl-LACK obtenida se proporciona como SEC ID N°: 22.

1.2.3. _Eliminacién del gen bla de pCl-bla-fabl-LACK (SEC ID N°: 22) obteniéndose |la vacuna recombinante pPAL-
LACK (SEC ID N°: 23)

Se selecciond uno de los clones recombinantes pClbla-fabl-LACK, se propago en cultivo y el plasmido recombinante
correspondiente se purificd segun el procedimiento descrito en la Seccién 1.2.1. Con el fin de eliminar el gen bla de
esta construccion, se excluyé por PCR usando cebadores adecuados, mientras que al mismo tiempo se realizé la
amplificacion del fragmento de interés en la reaccion.

Los cebadores usados fueron los siguientes:

SEC ID N°: 12 (BamHI-pCl-Abla-1): 5 GTACAGGATCCCATGTGTCAGAGGTTTTCAC 3’
SEC ID N°: 13 (BamHI-pCl-Abla-2): 5 GTACAGGATCCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTT 3

La amplificacion por reaccion de PCR se realiz6 como se ha detallado en la Seccidon 1.2.2., con las siguientes
excepciones: los cebadores y molde de ADN usados son los detallados en esta seccion; la temperatura de
hibridacion fue 58 °C en lugar de 60 °C; y el tiempo de extension fue 2’ 30” en lugar de 2'.

Finalmente, después de llevar a cabo la purificacién apropiada, como se describe en la Seccién 1.2.2. para el vector,
se llevd a cabo la reaccién de ligacion de la molécula lineal consigo misma, es decir, su recircularizacion, usando las
condiciones descritas en la Seccion 1.2.2., pero con las siguientes diferencias: solo la molécula de plasmido que va
a recircularizarse esta presente, con una concentracion final de 32 ng/ml en un volumen de reaccion final de 10 pl.

Transformacion de bacterias competentes por choque térmico

Finalmente, se transformaron bacterias competentes de la cepa SURE de E. coli (Agilent Technologies) por choque
térmico siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta cepa garantiza la estabilidad genética de la construccion
debido a que se ha modificado genéticamente para ser negativa para las actividades de transposicion y
recombinacion, evitando asi transposiciones no deseadas entre el plasmido y el ADN cromosomico. Por este motivo
se usO para mantener la construccion final que forma la vacuna recombinante libre de genes de resistencia a
antibiético pPAL-LACK.

Después de completarse el proceso, se llevé a cabo la secuenciacion completa de pPAL-LACK como se describe en
la Seccién 1.2.2. para verificar la integridad de todos los elementos componentes usando, ademas de los cebadores
descritos anteriormente, los siguientes:

SEC ID N°: 14 (pClseq1): 5 TCAATATTGGCCATTAGCCA 3’

SEC ID N°: 15 (106-LACK-pClseq): 5 CCACGAGATGGCCGTGCCATC &
SEC ID N°: 16 (LACK-Fw): 5 ATGAACTACGAGGGTCACCT 3’

SEC ID N°: 17 (LACK-Rv): 5 TTACTCGGCGTCGGAGATG 3

SEC ID N°: 18 (pClseq2): 5 GTTAAGGGATTTTGGTCATGA 3’

SEC ID N°: 19 (pClseq3): 5 TCATGACCAAAATCCCTTAAC 3

SEC ID N°: 20 (Xbal-pClseq4): 5 TCTAGAGTCGACCCGGGC 3’

2. Verificacion de la expresion del gen LACK en cultivo in vitro de células HEK 293T

Se cultivan células HEK 293T (ATCC CRL-3216) hasta que fueron semiconfluentes (aproximadamente 48 h) en una
placa de Petri a 37 °C en presencia de 5 % de CO, en medio DMEM (Invitrogen) complementado con 10 % de suero
bovino fetal (Lonza) (suero bovino fetal inactivado por calor (HIFBS) inactivado a 56 °C durante 1 h) y penicilina 100
Ul/ml de estreptomicina 100 ng/ml, siendo este el medio completo (CM). Las células adheridas se desprenden por
tripsina-verseno (Lonza) inactivandolo rapidamente afiadiendo medio DMEM acondicionado térmicamente a 37 °C.
Las células se centrifugan a 250 g durante 10 min, se resuspenden en CM cinco veces mas diluido que al principio y
se siembran en placas de 12 pocillos en un volumen de 1 ml/pocillo, teniendo cada uno 1 cm de radio. Se reincuban
y cuando son semi-confluentes, se lavan con medio DMEM acondicionado térmicamente a 37 °C y a continuacion se
incuban durante 5’ con una mezcla previamente preparada del siguiente modo: para cada uno de los pocillos
anteriores, se mezclan suavemente 4 ml de JetPei (PolyPlus Transfection) con 46 ml de una disolucion estéril de
NaCl 150 mM; por otra parte, se mezclan 2 mg del plasmido, en este caso pPAL-LACK vy, por otra parte, pCl-neo
como control negativo y pCl-neo-LACK como control positivo, con la misma disolucion de NaCl hasta un volumen de
50 ml (que no supera el 10 % de volumen de disolucién de ADN con respecto al total); a continuacion, la primera
mezcla se afiade a la segunda, nunca al revés, se mezclan suavemente y se incuban a temperatura ambiente
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durante 30’. Después de afiadir cuidadosamente esta mezcla a las células por la pared, y después de la incubacion
durante 5 min a temperatura ambiente, se afiade 1 ml de CM por pocillo y las células se incuban de la misma forma
hasta que alcanzan la confluencia o estan préximas a ella.

Para verificar que el gen LACK se ha expresado, se analizara la presencia o ausencia de la proteina por
transferencia Western. Para este fin, primero se lisan las células con una disolucién al 1 % de SDS en peso/volumen
en 1x PBS a temperatura ambiente durante 5 min y se separan electroforéticamente en sistema de tampodn
discontinuo en gel de acrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE); el gel de concentracion es 5 % (5
% de acrilamida-0,14 % de bisacrilamida, Tris-HCI 0,1 M a pH 8,8, 0,1 % de SDS, 0,036 % de persulfato de amonio
y N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) 2,3 mM) y el gel de separacion es 10 % (10 % de acrilamida-0,27 % de
bisacrilamida, Tris-HCI 376 mM a pH 8,8, 0,1 % de SDS, 0,034 % de persulfato de amonio y TEMED 5 mM). Las
muestras se aplicaron al gel en tampon de carga (Tris-HCI 50 mM a pH 6,8, DTT 100 mM, 2 % de SDS, 0,1 % de
azul de bromofenol) y entonces se realizé SDS-PAGE en tampoén de electroforesis (Tris-base 20 mM, glicina 67 mM,
0,1 % de SDS) a 12 mA durante 30 min y luego a 120 V a 30 mA durante aproximadamente 2 h en una celda
MiniProtean® Il (BioRad). La electroforesis se realizd por duplicado: i) se tifié un gel con azul de Coomassie para
visualizar los extractos de proteina total y ii) el otro gel se transfirié a una membrana de nitrocelulosa.

Para llevar a cabo la transferencia de las proteinas del gel a la membrana (Hybond™-C pure Amersham Life
Science), dos estropajos, dos papeles 3M (6x9 cm) y una membrana de nitrocelulosa se sumergen en tampon de
transferencia (0,3 % de Tris-base, 1,44 % de glicina, 20 % de metanol). Posteriormente se colocan en un recipiente y
en este orden: estropajo, papel 3M, gel, membrana de nitrocelulosa, papel 3M y estropajo, de manera que cuando
se cierre el recipiente se coloca sobre la bandeja de transferencia hacia el polo negro (polo negativo), permitiendo
asi la transferencia de proteinas del gel a la membrana. El recipiente se coloca sobre la bandeja de transferencia
con el mismo tampén en el que se han sumergido todos los elementos anteriormente mencionados, llevando a cabo
la transferencia a 100 voltios durante 1 hora a 4 °C.

Una vez se ha llevado a cabo la transferencia de proteinas del gel a la membrana, se realiz6 transferencia Western
para verificar la expresion del gen LACK. Para esto, primero se bloquedé la membrana con 5 % de leche desnatada
en PBS-Tween durante 1 hora de agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente, se llevaron a cabo 3 lavados
con PBS-Tween, uno rapido, uno de 15’ y uno de 5’. La incubacién con el anticuerpo primario (anti-LACK) se realizd
inmediatamente a una dilucion 1:1000 en PBS-Tween durante 1 hora de agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente, se llevaron a cabo 2 lavados de la misma forma ya tratada y la incubacién con el anticuerpo
secundario (de cabra anti-conejo marcado con peroxidasa) se llevd a cabo a una dilucién 1:2000 en PBS-Tween.
Posteriormente, se llevaron a cabo los mismos lavados y la membrana se reveld para el analisis de la presencia o
ausencia de expresién de la proteina LACK.

3. Evaluacién de los niveles de proteccion de pPAL-LACK contra infeccion experimental con Leishmania
infantum

3.1. Animales de experimentacion

Un total de 18 perros Beagle formaron parte del estudio, alojados en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza. El mantenimiento del bienestar animal y la salud de los mismos se garantizé por veterinarios cualificados
segun la actual legislacion espafiola (RD1201/05). Se llevaron a cabo procedimientos de observacion clinica por
veterinarios cualificados segun RD1201/05. El alojamiento, manipulacién y alimentaciéon de los animales tuvo lugar
segun los requisitos etoldgicos del animal usado en la investigacion. Los procedimientos de manipulacién y la
frecuencia de muestreo se disefiaron para minimizar la tensiéon y los riesgos de salud de individuos, segun la
legislacion europea (86/609) y la legislacion espafola (R.D. 223/1988. R.D. 1021/2005) y las actuales pautas para el
uso ético de animales en investigacion.

La ausencia de anticuerpos para Leishmania se confirmd por ensayos indirectos de inmunofluorescencia (IFIl) y
todos ellos se desparasitaron y recibieron vacunas rutinarias contra la leptospirosis, moquillo, adenovirosis-2,
hepatitis, paragripe y parvovirus.

3.2, Preparacion de inéculo infeccioso e infeccion experimental

3.2.1. Preparacion de indculo infeccioso

Origen del material infeccioso

Se usara un perro polisintomatico, naturalmente infectado y que no ha recibido ningun tratamiento. Una vez
sacrificado, siguiendo los patrones del comité ético para experimentacion animal, los presentes inventores
continuaran extrayendo el bazo, ganglios linfaticos popliteos, fémur y varias costillas.

Preparaciéon de medios de cultivo
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Se usaron dos tipos de medio de cultivo:

. Medio bifasico NNN (agar de sangre de conejo), segun el método tradicional
. Medio liquido RPMI 1640 (con L-glutamina y NaHCO3 - SIGMA®), complementado con 10 % (v/v) de suero
bovino fetal (FBS) y 2 % de hemina (SIGMA®)

A ambos medios se afadieron disolucion de antibidtico de penicilina/estreptomicina (100 Ul/ml y 100 Cig/ml,
respectivamente).

Aislamiento de cepas

Del material infeccioso (bazo, ganglios linfaticos y médula 6sea), se hicieron siembras en medio NNN y se incubaron
a 26-27 °C. Se monitorizaron cada 24 horas para verificar el crecimiento de promastigotes. Cuando se observé
crecimiento 6ptimo (promastigotes alargados finos), se cultivaron de nuevo en medio RPMI 1640 (descrito
anteriormente). Cuando se obtuvo la cantidad suficiente y necesaria de promastigotes metaciclicos, se lavaron 3
veces en solucion salina (SS) estéril y se contaron para establecer una disolucion de 10® promastigotes/ml.

3.2.2. Infeccién experimental

Cada perro se inoculé intravenosamente con 1 ml de esta suspension.

La infeccion experimental de todos los animales en el estudio, excepto el control negativo, se llevé a cabo con 108
promastigotes de Leishmania infantum. El protocolo de vacunacion seguido se refleja en la Tabla 1.

pPAL-LACK | pClneo-LACK | MVA-LACK INFECCION
PERRO N° | Dia -60/-45 Dia -60 Dia -45 Dia 0
G1 1 + - - 10° promastigotes
2 + - - 10° promastigotes
3 + - - 10° promastigotes
4 + - - 10° promastigotes
5 + - - 10° promastigotes
G2 6 - + + 10° promastigotes
7 - + + 10° promastigotes
8 - + + 10° promastigotes
9 - + + 10° promastigotes
10 - + + 10° promastigotes
G3 11 - - - -
12 . . . .
13 . . . .
G4 14 - - - 10° promastigotes
15 - - - 10° promastigotes
16 - - - 10° promastigotes
17 - - - 10° promastigotes
18 - - - 10° promastigotes

Tabla 1. Protocolo de vacunacion, e infeccion experimental. ufp: unidades formadoras de placa; G1 pPAL-LACK
200 mcg; G2 pClneo-LACK 100 pg/ml + MVA-LACK (10%); G3 CONTROL NEGATIVO; G4 CONTROL POSITIVO.

Con el fin de evaluar la eficacia de la vacuna recombinante p-PAL-LACK, la respuesta inmunitaria contra la vacuna
se evalud en todos los animales del estudio evaluando diversos parametros: sintomas durante la prueba (Secciéon
3.3 mas adelante), carga de parasitos de la médula 6sea por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) (Seccion
3.4 mas adelante), inmunidad humoral (Seccién 3.5 mas adelante) e inmunidad celular (Seccién 3.6 mas adelante).

3.3 Evaluacion de la sintomatologia

Se realizé6 monitorizacion clinica durante todo el experimento, en el que se evaluaron los sintomas mas comunes
que se producen en la leishmaniosis canina usando un sistema de “evaluacion numérica de sintomas” (NES). En
particular, se evaluaron los siguientes sintomas para determinar el grado de “sintomatologia compatible con la
leishmaniosis”. Este término, como se usa en el presente documento, se refiere a un compendio de sintomas que
son caracteristicos, pero no exclusivos de leishmaniosis:

- conjuntivitis y otras lesiones oculares,
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- presencia de lesiones de la piel: Ulceras, descamacion, alopecia, despigmentacion, etc.

- presencia de linfadenopatias,

- membranas mucosas palidas,

- onicogrifosis (crecimiento de las ufias abombado y anormal),

- atrofia muscular,

- pérdida de peso,

- esplenomegalia (bazo agrandado),

- hepatomegalia (higado agrandado).

Dicho sistema de “evaluacion numérica de sintomas” (NES) se usé con el fin de cuantificar tanto el nimero de
sintomas mostrados por cada animal como la intensidad a la que se produjeron estos sintomas. En presencia de un
signo clinico, un valor entre 1 y 3 se asigné dependiendo de la intensidad con la que dicho signo o sintoma se
expreso, o 0 en caso de ausencia del mismo. Asi, NES era el nombre de la suma de los valores asignados a los

sintomas analizados.

3.4 Determinacion de la carga de parasitos de médula 6sea por RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(QPCR)

La carga de parasitos en la médula ésea se evalu6 por RT-PCR cuantitativa en tiempo real en todos los animales del
estudio durante todo el experimento. Para este fin, se extrajo una muestra de médula 6sea y se recogié en tubos
que contenian EDTA para la preservacion de las muestras y se mantuvieron a 4 °C hasta que se procesaron
adicionalmente.

3.4.1. Extraccién de ADN gendémico de médula 6sea: Kit de tejido NucleoSpin 96 (Macherey-Nagel/Cultek)

i. Se prepararon 20 mg de tejido en placas de pocillos redondos, Round-well Block.

ii. Se preparo una disolucion de 25 ul de proteinasa K (proporcionada en el kit) con 180 de tampdn T1 por muestra 'y
se dispensaron 200 pl de esta mezcla en el bloque de la etapa i.

iii. El bloque se cerro con tiras de tapas y se agitd vigorosamente durante 10-15 s.
iv. El bloque que contenia las muestras se incubé a 56 °C durante 10 min o hasta que se indicd que las muestras se
habian lisado apropiadamente y se mezclaron regularmente durante esta etapa. Se colocd un peso sobre la tapa

para prevenir que se abriera debido a la presion del gas.

v. Si fuera necesario, se eliminaron residuos sdlidos por centrifugacion durante 2 min a 5.600 g y entonces el
sobrenadante se transfirié a un nuevo bloque, Round-well Block.

vi. A partir de aqui, se llevaron a cabo las etapas iii a xi del procedimiento 1.1., con las siguientes diferencias:
- Se us6 una placa de unién de tejido NucleoSpin.
- Se realizé un lavado con tampén BW 'y otro con tampoén B5.

- La eluciéon se llevo a cabo en 100 ul de tampoén BE precalentado a 70 °C incubando durante 1 min a
temperatura ambiente y centrifugando durante 2 min a 5.600 g.

3.4.2. Preparacion de patrones internos y externos

i. Se cultivaron promastigotes de L. infantum en medio RPMI complementado con 10 % de suero bovino fetal
inactivado y 100 ug/ml de estreptomicina-100 Ul/ml de penicilina.

ii. Una vez alcanzaron la fase estacionaria, se centrifugaron a 2.000 g durante 10 min, se lavaron tres veces con
PBS y se resuspendieron en PBS.

iii. Se purifico ADN usando el kit de sangre NucleoSpin en tubos separados. Para hacer esto, se usaron 200 pl de
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sedimento resuspendido en PBS (etapa ii) y se siguieron las etapas de la Seccion 1.1., aunque en tubos separados.
La extraccion se inici6 usando diferentes cantidades que incluyen un control sin muestra para determinar
posteriormente el rendimiento.

iv. Se afiadieron cantidades conocidas de ADN genémico de L. infantum a muestras de ADN de perro negativas por
PCR a Leishmania sp., de manera que la cantidad por patrén fue finalmente 10-20 ng en 2 pl.

3.4.3. Cuantificacion de ADN gendmico

La cuantificacion se realizé con Qubit, kit de ensayo Qubit DNA BR (Life Technologies). Todos los componentes,
excepto el tampdn Qubit DNA BR (“Componente B”), se preservaron a 4 °C.

i. Se calculo el numero de muestras incluyendo tanto disoluciones patrén como un exceso.

ii. Se mezclaron 199 volumenes del “Componente B” (tampdén Qubit DNA BR) con 1 volumen de reactivo
“Componente A” (reactivo Qubit DNA BR).

iii. Se afiadieron 180-199 mcl de esta mezcla por tubo, dependiendo del volumen de muestra medido (entre 1y
20 pl), de forma que el volumen final fue 200 .

iv. Se afadieron 10 mcl de cada patréon a 190 ul de la mezcla previa en los tubos correspondientes. En este caso,
hubo dos patrones: “Componente C” (patrén Qubit DNA BR n° 1), que es el blanco, y “Componente D” (patron Qubit
DNA BR n° 2), que tiene una concentracion de ADNmc de 20 ng/pl.

v. Se afadio un volumen adecuado de muestra (1 - 20 pl).

vi. Se realizaron mezcla por vortex y un giro por pulsos en la centrifuga.

vii. Los tubos se incubaron durante 2 min a temperatura ambiente.

viii. En el cribado principal de Qubit, se seleccioné “ADN” y luego “ADNbc” como tipo de prueba. Entonces, el cribado
mostro “Patrones”.

ix. Se selecciond “Ejecutar un nuevo calibrado”.

x. Se inserto el tubo que contenia el patron n° 1 en la ranura y se presioné el botén “Leer”. A continuacion, se saco
dicho tubo y se repitid la operacion con el patron n° 2. El resultado del calibrado se mostré en la pantalla.

xi. Se repitid la operacion anterior para todas las muestras presionando “Leer la siguiente muestra”.

xii. La concentracion de la muestra se calcul6 del siguiente modo:

Concentracion de muestra = Q - (200/x),
en la que Q es el valor proporcionado por Qubit y x el volumen de muestra que se afadié al tubo. Este valor de
concentracion se calculd por la unidad presionando “Calcular la conc. madre” y seleccionando el volumen de
muestra que se habia afiadido en la rueda en el centro de la pantalla.

3.4.4. RT-PCR cuantitativa en tiempo real por el método de sondas TagMan

Nota: Se prepararon todas las mezclas y los reactivos se mantuvieron sobre hielo durante el proceso. El recipiente
se descontamin6 de ADN y nucleasa.

i. En el area de manipulacion de muestras, se prepararon diluciones 1/5 sucesivas de ADN gendmico a partir de una
disolucién a una concentracion de 5-10 ng/pl.

ii. En el area limpia para almacenamiento y manipulacion de los reactivos, se preparo la mezcla de reaccién maestra
(master mix) para todas las reacciones que tenian que realizarse que incluyen diluciones y duplicados biolégicos y
técnicos mas un resto adecuado segun la pérdida por pipeteado. Cada mezcla de reaccién tuvo un volumen final de
10 pl y consistio en los siguientes componentes, excluyendo la muestra:

Mezcla maestra de PCR TagMan Fast Universal (2X) 5,00 pl (1X)

Cebadores Leish-1y Leish-2 (100 uM cada uno) 0,09 pl (900 nM cada uno)
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Sonda Leish-P (100 puM) 0,09 ul (200 nM)
Agua libre de nucleasa (Life Technologies) 2,82 ul
Las secuencias de cebador y sonda fueron:

SEC ID N°: 25 (Leish-1) 5AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG3’

SEC ID N°: 26 (Leish-2) 55ACCCCCAGTTTCCCGCC3

SEC ID N°: 27 (Leish-P) 5-6-FAM-AAAAATGGGTGCAGAAATY

iii. Usando la pipeta multicanal, se afiadieron 8 ul de mezcla maestra por pocillo en una placa de 384 pocillos, que se
prepardé en el area limpia para el almacenamiento y manipulacion de reactivos.

iv. La placa se movi6 al area de preparacion de muestras y se afiadieron 2 pl de muestra por pocillo.

v. Las reacciones de gPCR se ejecutaron en un sistema de PCR en tiempo real 7900HT Fast usando el software
SDS 4.1. (Life Technologies) siguiendo el procedimiento especificado por el fabricante. Las condiciones del ciclado
térmico fueron: 95 °C durante 5 min; 40 x [95 °C durante 30”; 60 °C durante 1 min, adquisicion de datos].

3.4.5. Analisis

Nota: Se realizé el proceso completo con Microsoft Excel. Hubo una plantilla disponible para hacer esto, de manera
que los valores Ct y, una vez se habia realizado la regresion lineal, el valor de la pendiente de la linea, se entrd en

los recuadros correspondientes, de manera que una vez se hizo esto se obtuvieron automaticamente los resultados.

i. Calculo de las medias aritméticas de los duplicados hechos de cada dilucién, la cuasi-desviacion estandar o
incertidumbre (desviacion estandar, DE) y el coeficiente de variacion (CV).

CV (%) = (DEdiiucion/ Ctmedio de dilucion) X 100

ii. Eliminacion de los puntos cuyo CV es superior al 20 % (se consideraron resultados atipicos).
iii. Calculo de la eficiencia de amplificacion independientemente para cada muestra bioldgica y para cada triada de
cebadores y sonda a partir de los datos de los duplicados y diluciones sucesivas correspondientes. Se represento el
valor de Ct frente al logaritmo de la masa del molde total afiadida a la mezcla de reaccion (ug) y se realizé la
regresion lineal. El valor del coeficiente de regresion (r’) debe ser tan préximo como sea posible a 1. La eficiencia se
determiné por el valor de la pendiente de la linea.
Note: Se realiz6 el mismo proceso con patrones internos y externos.
iv. Calculo de la eficiencia.

Eficiencia = 10¢"/Pendiente)
v. Calculo de la cantidad corregida con la eficiencia para cada uno de los valores.

Cantidad = Eficiencia™

vi. Calculo de la media y DE de la cantidad para los duplicados técnicos de una diluciéon y condicion dadas.

vii. Normalizacion (por condicion y dilucion). Se considerd una cantidad de ADNr 18S (reactivo de ensayo Tagman
desarrollado previamente con ARNr 18S eurcariota, Life Technologies).

a. Los valores de cantidad para minicirculos (mc) se dividieron entre aquellos del gen de referencia (“GOR”:
gen de referencia, tal como IFNgamma o IL-10).

b. Calculo de la DEcantidad normalizada:
DE cantidad normalizada = Cantidad normalizada - [(DEmo/Cantidadme)® + (SDeor/ Cantidadeor)?]"

viii. Calculo del numero de amastigotes/mg de tejido por patrén externo e interno.
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Note: Se aplico el rendimiento calculado en la extraccién de ADN.

ix. Célculo de la media del nimero de amastigotes/mg de tejido obtenidos con diferentes diluciones y la DE
correspondiente (calculo de la DE de las medias).

3.5. Evaluacién de inmunidad humoral

Determinacion de los niveles relativos de 1gG, IgG1 e IgG2 total por la técnica de enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA) de sangre de todos los animales en el estudio y durante todo el experimento. Para este fin, se
extrajo el suero de todas las muestras recogidas y se mantuvo a -20 °C hasta que se llevé a cabo el ELISA en
placas de 96 pocillos.

La determinacion de los niveles relativos de 1gG, IgG1 e IgG2 total se llevd a cabo por la técnica de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA).

3.5.1. Preparacion de las muestras

Las muestras se transportaron de Zaragoza a Madrid a -20 °C con envases frios dentro una caja de poliestireno
expandido. Se usé una caja de congelacidon para organizar y guardar las muestras y para reducir el riesgo de
contaminacion.

i. Se limpid con etanol el area de extraccion de muestras.

ii. La extraccion de la muestra de 2 ml de sangre se realizd usando una aguja de 21 G estéril y una jeringa de 5 ml.

iii. Inmediatamente, la muestra se llevé a la mesa de procesamiento de muestras de la sala de muestreo, se saco la
aguja y se vertio el contenido de la jeringa en un tubo de separacion de suero (EUROTUBE, Deltalab).

iv. La muestra de sangre se mezcl6 con los granulos por inversion suave 5 veces.
v. Las muestras siguieron a temperatura ambiente durante 25-35 minutos para que la sangre coagulara
apropiadamente (en el caso de los inventores, concretamente 30 min después de la Ultima extraccion antes de la

centrifugacion).

vi. La centrifugacion a un maximo de 1.000 g (1.500 g es el maximo especificado por el fabricante) durante 10 min a
24-26 °C como minimo.

vii. El suero se recogi6 y se transfirid a un tubo estéril de 1,5 ml. Los tubos se colocaron en una caja de congelacion.

viii. Las muestras se transportaron dentro de una caja de congelacion de Zaragoza a Madrid a -20 °C dentro de una
caja de poliestireno con bolsas de hielo.

ix. Al dia siguiente, los sueros se almacenaron en un congelador a -20 °C para la preservacion.
x. El dia antes de uso, los sueros se descongelaron y se tomaron alicuotas adecuadas. Las diluciones
correspondientes de los diferentes sueros se dispusieron en placas de 96 pocillos. De este modo, las cantidades de

muestra necesarias se transfirieron a placas de ELISA con pipetas multicanal en la etapa correspondiente.

3.5.2. Preparacion del antigeno de Leishmania soluble (SLA)

i. Se realizé un cultivo de promastigotes de L. infanfum en medio RPMI complementado con 10 % de suero bovino
fetal inactivado y 100 ug/ml de estreptomicina-100 Ul/ml de penicilina. Por ejemplo: 100 ml de cultivo con 2 x 10°
promastigotes iniciales.

ii. Una vez alcanzaron la fase estacionaria, se centrifugaron a 2.000 g durante 10 min y se lavaron tres veces con
PBS. Finalmente, se resuspendieron en PBS.

iii. Se realizaron tres ciclos de congelacion y descongelacion (-20 °C - temperatura ambiente) sin acelerar la
congelacion o descongelacion.

Nota: Esto seria el CLA, que se cuantificaria directamente por el método de Bradford.
iv. Se realizé sonicacion manteniendo el tubo sobre hielo (tres ciclos).

v. Se realiz6 una etapa de centrifugacion a 16.000 g durante 3 min.
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vi. El sobrenadante (SLA) se recupero y se cuantificé por el método de Bradford (véase la nota en la etapa iii).

3.5.3. ELISA para la deteccién y cuantificacién relativa de 1gG, 1gG1 e IgG2 total

El experimento se realizé por duplicado segun las siguientes instrucciones:
i. Preparacion de disoluciones:

i.1. Disolucién de trabajo de SLA: 200 pg/ml.

i.2. Tampon carbonato-bicarbonato. Para 100 ml, 840 mg de NaHCO3 y 356 mg de Na,COs, pH 9,6.

i.3. Disolucion de blogueo: 1 % de BSA en PBS.

i.4. Disolucion de lavado: 0,1 % de BSA, 0,03 % de Tween-20 en PBS.

i.5. Anticuerpos y proteina A. Preparar la diluciéon en el momento de uso.

Dilucion 1:15.000 en disoluciéon de bloqueo para anticuerpo de cabra anti-lgG1-HRP de perro (Bethyl
laboratories), 1:20.000 en disolucién de bloqueo para anticuerpo de oveja anti-lgG2-HRP de perro (Bethyl
laboratories) y 1:8.000 (0,19 ug/ml) en disolucién de lavado para proteina A rec de HRP (Life Technologies).
i.6. Tampon citrato. 1 g de acido citrico y 1,8 g de fosfato de disodio (Na2HPO4) a pH 5 en 100 ml.

i.7. Sustratos OPD (/nvitrogen-Zymed) y H20,. Preparar en el momento de uso. Disolver 1 comprimido de
OPD en 12 ml de tampon citrato y afiadir 15 pl de H202 (35 %).

ii. Se recubrieron pocillos de placa afiadiendo 100 pl de SLA 10 pg/ml en tampdn carbonato-bicarbonato a pH 9,6 a
cada uno de ellos (se preparan 100 ml de SLA 10 pg/ml afadiendo 95 ml del tampoén a 5 ml de SLA 200 pg/ml).

iii. La placa se cubri6 con Parafilm y se incubd durante la noche a 4 °C.

iv. Entonces, el contenido de los pocillos se desechd invirtiendo la placa con un movimiento vigoroso y se seco
golpeando sobre papel de filtro. Esta etapa se realizé después de cada incubacion hasta la etapa x incluida.

v. Se afiadieron 200 pl/pocillo de disolucién de bloqueo y se realizd una etapa de incubacién de 1 h a temperatura
ambiente.

vi. Se llevaron a cabo 3 lavados con 200 pl/pocillo de disolucion de lavado.

vii. Entonces se afadieron 100 pul de cada muestra al pocillo correspondiente usando la pipeta multicanal (véase
1.x.) y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente.

viii. Se realizaron 3 lavados con 200 pl/pocillo de disolucion de lavado.

ix. Los anticuerpos primarios se afiadieron a la dilucion adecuada a los pocillos correspondientes (véase i.5), que
luego se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente.

x. Se llevaron a cabo dos lavados con 200 pl/pocillo de disolucién de lavado y uno con el mismo volumen de PBS.

xi. Se afiadieron 100 pl/pocillo de sustratos OPD y H,O, (véase i.7) y las placas se cubrieron con lamina y se
incubaron en la oscuridad durante 20-30 min a temperatura ambiente.

xii. La reaccion se detuvo con 50 pl/pocillo de 1 % de SDS.

xiii. Se leyd la absorbancia a 450 nm. Para este fin, se usaron el lector de placas Microplate Reader Model 680
(BioRad) y el software Microplate Manager 5.2.1. (BioRad) y los datos se exportaron a un archivo de Microsoft Excel
haciendo clic en Archivo, Exportar a Excel.

xiv. Se realizd un ensayo de ELISA indirecto de todos los grupos experimentales para cada tiempo del experimento
siguiendo el procedimiento especificado anteriormente, y los calculos se detallaron mas abajo. Los valores
individuales para cada animal se representaron en un histograma de tiempo y los valores medios de los grupos en
una grafica de densidad 6ptica a 450 nm con el tiempo, de manera que, en el Ultimo caso, la grafica se completo6 a
medida que avanzoé el experimento.
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i. El valor medio de los blancos se resté correspondientemente a cada uno de los datos.

ii. Se calcularon la media aritmética y la incertidumbre (DE) de cada muestra (duplicados en placa diferente).

iii. Se representd el histograma de tiempo correspondiente.

iv. Se calcularon la media aritmética y la incertidumbre (DE) dentro de cada grupo.

iv. Se represento el punto en la grafica de densidad 6ptica a 450 nm (DOa4sonm) con el tiempo (dias).

3.6. Evaluacién de la inmunidad celular

La evaluacion de la inmunidad celular contra el antigeno LACK se llevo a cabo en dos niveles. Por una parte, la tasa
de proliferacion se determind en células mononucleares de sangre periférica contra diferentes estimulos, antigeno
de Leishmania total (CLA) y proteina LACK. Después de cinco dias de incubacion, se realizé el marcado de células
con los anticuerpos CD4" y CD8", y se analizaron por citometria de flujo. Por otra parte, se determiné el nivel de

citocinas IFN- y y IL-10 en sobrenadantes de proliferacion in vitro, mencionado anteriormente.

3.6.1. Prueba de transformacion linfobldstica (LTT) o linfoproliferacion en células mononucleares de sangre

periférica (CMSP)

i. Extraccion de 8 ml de sangre en tubos de heparina-Li bajo condiciones estériles. Transporte a temperatura
ambiente. Almacenamiento durante la noche a temperatura ambiente.

ii. Aislamiento de CMSP por gradiente de Ficoll.

a. Se decantaron 8 ml de sangre en un tubo que contenia 10 ml de PBS-EDTA en un tubo de
polipropileno de 50 ml.

b. La muestra diluida se depositd en 7 ml de Ficoll (Lymphoprep) muy lentamente con el tubo de
polipropileno de 50 ml en posicién horizontal y sustancialmente perpendicular a la pipeta.

c. El gradiente se centrifugé a 2.000 rpm en la centrifuga Beckman durante 30 min a temperatura
ambiente. Se recogio el anillo (capa leucocitica) y se llevd a otro tubo igual.

iii. Lavado vy lisis de eritrocitos. Se realizé un lavado con 50 ml de PBS-EDTA por centrifugacion durante 5 min
a 2.000 rpm en la centrifuga Beckman. Las células se resuspendieron en 1 ml de tampoén de lisis de
eritrocitos, que se dejo actuar durante 10 min a temperatura ambiente, y todo el volumen se llevé a 1,5 ml a
nuevos tubos de Eppendorf estériles. Las células se recogieron por centrifugacion en la microcentrifuga
5415R o0 5424R de Eppendorf a 2.500 g durante 30 s a 25 °C y cuando la lisis se completd, se observé el
sedimento blanco y el sobrenadante rojo. Si no se completo la lisis, se repitio. Se tomaron dos alicuotas de
dos muestras diferentes para los controles negativos de marcado de CFSE (aproximadamente el 20 % de
muestras que tienen muchas células). Las muestras se centrifugaron a 2.500 g durante 30 s a 25°C en la
microcentrifuga 5415R o 5424R de Eppendorf.

iv. Marcado con CFSE (kit de proliferacion celular CellTrace™ CFSE, para citometria de flujo, Thermo Fisher
Scientific): el sedimento se resuspendio en 100 pl de 2,5-10 pg/ml de CFSE (3,75-15 ul de 1 mg/ml de
disolucion madre mas 1496,25-1485 pl de PBS). Se llevo a cabo incubacioén en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 20 min.

V. Se tomaron dos alicuotas de dos muestras diferentes para los controles positivos de marcado de CFSE
(aproximadamente el 20 % de muestras que tienen muchas células).

Vi. Se realizaron dos lavados con 1 ml de medio de lavado (los sobrenadantes se eliminaron con puntas de
filtro de micropipeta estéril).

Vii. Las células se resuspendieron en 200 ul de medio de proliferacion con los estimulos correspondientes (en
el caso de los controles negativos y positivos de marcado con CFSE, en 50 pl). Se afiadieron 50 pl (1/4 de
cada muestra, para distribuir entre control sin estimulo y tres estimulos) a cada pocillo de 1 ml de medio
con estimulo y se incubaron a 37 °C bajo 5 % de atmodsfera de CO; durante 3 dias.

Nota: Se resuspendieron células en 50 ul de medio sin estimulo para cada pocillo de cada muestra que iba a

organizarse y distribuirse en placas de 24 pocillos a las que se habian afiadido previamente 950 pl de medio con el
estimulo correspondiente.
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Concentraciones de estimulos:

Conc. final Conc. de la disolucién madre
ConA (concanavalina A, 1 ug/ml 1 mg/ml
Sigma)
CLA 10 pg/ml 1 mg/ml
LACK 5 pg/ml 0,1-1 mg/ml

Control negativo (medio) - -

3.6.2

Protocolo de marcado para citometria

Se realiz6 el procedimiento completo con las placas sobre hielo y las centrifugas refrigeradas a 4 °C.

Vi.

vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Se transfirié el volumen entero de las placas de 24 pocillos a placas de 96 pocillos de pocillos profundos
(Eppendorf), de manera que se usaron cuatro pocillos de la misma columna para la muestra de cada perro
(uno por cada estimulo).

Centrifugacion a 2.300 rpm durante 5 min a 4 °C en la centrifuga Beckman.

Los sobrenadantes se almacenaron en placas de pocillos profundos nuevos y se preservaron a -20 °C para
detectar el nivel de las citocinas anteriormente mencionadas por ELISA.

Las placas de pocillos profundos que contenian los sedimentos se agitaron con vértex y cada uno se
resuspendio en 200 ul de PBS-1 % de BSA (en 300 ml en los controles CFSE+ y CFSE-).

Las células se pasaron a placas de fondo en V de 96 pocillos afiadiendo 100 pl por pocillo, de forma que
dos pocillos de las placas de 96 pocillos se correspondieron con cada estimulo para cada muestra (uno
para marcar con anti-CD4 y otro con anti-CD8). Por tanto, los presentes inventores tuvieron 8 pocillos por
perro. Se usan tres pocillos en lugar de dos para los controles CFSE+ y CFSE-, ya que el primero estaria
sin anticuerpo, el segundo con anticuerpo de rata anti-CD4 de perro (Serotec) y el tercero con anticuerpo
de rata anti-CD8 de perro (Serotec). Todos los controles se hicieron por duplicado.

Centrifugacion a 2.000 rpm durante 5 min a 4 °C en la centrifuga Beckman. El sobrenadante se desechd
rapidamente y la placa se invirtié fuertemente y se seco al revés sobre papel de filtro.

El sedimento se resuspendié agitando la placa con vortex y afiadiendo rapidamente 200 pul de PBS-1 % de
BSA con la pipeta multicanal.

Se repitio el lavado (etapas 6 y 7), pero la resuspension se realizé en 50 pl de PBS-1 % de BSA.

Anadir 50 pl de dilucién 1/5 del anticuerpo marcado con RPE correspondiente (anticuerpo de rata anti-CD4
de perro o anticuerpo de rata anti-CD8 de perro). Cada uno de los dos pocillos por estimulo indicado en la
etapa 5 se marcé con uno de los anticuerpos. Se realizé6 mezcla meticulosa con pipeta multicanal.

Se realiz6 una etapa de incubacién en la oscuridad a 4 °C (sobre hielo) durante 1 h.

Se realizaron dos lavados con 200 pl de PBS-1 % de BSA por pocillo.

Después de la ultima centrifugacion de las etapas de lavado, las muestras se resuspendieron en 200 pl de
PBS-0,5 % de BSA-0,003 % de azida de sodio.

Analisis por citometria de flujo (FC500 Beckman-Coulter, siguiendo las instrucciones del fabricante).

Nota: Cuando muestras no se analizaron inmediatamente, se fijjaron con 1 % de paraformaldehido afiadiendo 150 ul
por pocillo, se incubaron durante 1 h a 4 °C, se centrifugaron y se resuspendieron como se indica en la etapa 12.
Finalmente se guardaron durante hasta 1 semana a 4 °C en la oscuridad una vez fijadas.

3.6.3.

Determinacioén del nivel de citocinas IFN-y y IL-10 en los sobrenadantes de proliferaciones in vitro por ELISA

Se diluy6 el anticuerpo de captura (IL10 canina DuoSet (R&D Systems, ref. DY735) o IFNg canino DuoSet
(R&D Systems, ref. DY781B)) a la concentracion de trabajo de 2 ug/ml en PBS.
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ii. Se afiadieron 100 ul de anticuerpo de captura diluido a cada pocillo.
iii. Se realiz6 una etapa de incubacién a temperatura ambiente durante la noche.
iv. Se desecharon los contenidos.

V. Se realizaron tres lavados con 400 pl de tampodn de lavado (0,05 % de Tween 20 en PBS a pH 7,2-7,4) y el
liquido se elimind bien entre lavados.

vi. Se realizé el bloqueo afiadiendo 300 pl de diluyente de reactivo (1 % de BSA en PBS a pH 7,2-7,4) e
incubando (etapa vii).

Vii. Etapa de incubacion: al menos 1 h a temperatura ambiente.
viii. Los lavados se repitieron como en el punto 5.

ix. Afadir 100 mcl de la muestra a la dilucion adecuada o el patrén, con el que se realizaron al menos 7
diluciones sucesivas 1:2, siendo el maximo 2000 pg/ml.

X. Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente.
Xi. Los lavados se repitieron como en el punto 5.
Xii. Se afadieron 100 pl de anticuerpo de deteccion (de ratdon anti-IL-10 canina biotinilado) a la concentracion

de trabajo (20 ng/ml).
Xiii. Incubacién durante 2 h a temperatura ambiente.
Xiv. Los lavados se repitieron como en el punto 5.

XV. Se afiadieron 100 pl de estreptavidina-HRP.

XVi. Se realiz6 una etapa de incubacion de 20 min a temperatura ambiente previniendo la incidencia de luz.
XVii. Los lavados se repitieron como en el punto 5.
XViii. Se afiadieron 100 ul de disolucion de sustrato (OPD).
XiX. Se realizd incubacion a temperatura ambiente durante 20 min previniendo la incidencia de luz.
XX. Se afiadieron 50 pl de disolucién de parada (1 % de SDS) a las muestras, que luego se mezclaron bien.
XXi. La absorbancia se ley6 a 450 nm.

Ejemplo 2.- Generacion del vector pPAL-LACK y verificacion de la expresion del gen LACK en cultivo in vitro
de células HEK293T

Se generd el plasmido pPAL-LACK como se ha descrito en el Ejemplo 1, Seccién 1. Se proporciona una
representacion esquematica del plasmido en la Figura 2. Ademas, una fotografia de la construccion pPAL-LACK
purificada en 1 % de gel de agarosa se muestra en la Figura 4 A.

Se llevd a cabo expresion in vitro del gen LACK en la linea celular HEK293T humana como se ha detallado en el
Ejemplo 1, Seccion 2, que muestra expresion similar a la observada en la transfeccion realizada con el plasmido
pClneo-LACK. La banda de la proteina LACK en un gel de SDS-PAGE de extractos de células HEK293T aparece a
la altura esperada de 36 kDa, como se muestra en la Figura 4 B.

Ejemplo 3.- Evaluacion de los niveles de proteccion de pPAL-LACK contra infeccion experimental con
Leishmania infantum

I Evaluacién de la sintomatologia
Como se muestra en la Figura 5, los grupos vacunados con menor sintomatologia compatible con leishmaniosis

(véase la Seccion 3.3.) son | y Il. Los resultados observados 300 dias después de la infeccion (dpi) han permanecido
iguales hasta el sacrificio de los animales, ya que no se ha observado cambio en el tiempo final.
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Il. Determinacion de la carga de parasitos de médula 6sea por RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(QPCR)

Médula 6sea. Con el tiempo, la carga de parasitos ha permanecido a un nivel mas bajo en el grupo | (Figura 6). El
grupo Il ha mostrado la misma tendencia, excepto por el intervalo de tiempo de aproximadamente 240 dpi, en el que
hubo un aumento en el grupo Il y una disminucion en el grupo IV. La Figura 7 se refiere a la sintomatologia a la
carga de parasitos en médula 6sea.

La carga de parasitos también se evalué en sangre y érganos diana como se describe a continuacion:
- Sangre. La carga de parasitos se evalu6 a partir de 240 dpi, siendo mas baja en los grupos | y II.
- Organos diana. La carga de parasitos se evalu6 después de las autopsias.

a) Bazo. Los mejores resultados (menor carga de parasitos) se obtuvieron en el grupo I.

b) Ganglio linfatico. Menor carga de parasitos en el grupo Il y luego en el grupo I. El grupo IV esta altamente
parasitizado en ganglio linfatico.

c) Higado. Pefrfil relativo similar a ganglio linfatico, en el que el grupo Il tiene la menor carga de parasitos
cuando se compara con los otros grupos.

1. Evaluacioén de inmunidad humoral

Durante el periodo de inmunizacion, los niveles de IgG, IgG1 e IgG2 total contra antigeno de Leishmania soluble
(SLA) permanecieron constantes en el nivel inicial (Figuras 8-10). Los niveles de IgG y IgG2 total empezaron a
aumentar en la fase de infeccion temprana (21 y 40 dpi) en todos los grupos experimentales (Gl y Gll) y controles
positivos (GIV) y alcanzaron el maximo en el dia 120 (Figuras 8 y 10). Sin embargo, los niveles de IgG1 no
aumentaron durante la fase de infecciéon temprana y su elevacion 120 dpi se detecté primero en todos los grupos
excepto en el grupo Il en el que hubo un ligero aumento en la fase de infeccidon temprana (Figura 9). Por tanto, la
serologia indica que la infeccion experimental se llevo a cabo satisfactoriamente en todos los grupos experimentales
y el control positivo, mientras que en los controles negativos (Glll) no se detecto la produccion de IgG especifica
contra el parasito. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos, excepto con el grupo lll, como era de
esperar.

V. Evaluacién de inmunidad celular

Se midieron niveles de activacion de linfocitos T CD4" contra CLA y LACK por linfoproliferacién o ensayos de
transformacion linfoblastica. Los sobrenadantes de cultivos de CMSP permitieron la evaluacion de los niveles de
IFNg secretada e IL10 por ELISA.

- Activacion celular.

Los niveles de activacion de linfocitos T CD4* en CMSP contra CLA y LACK fueron mayores y mas uniformes en el
grupo | con el tiempo en general. En el grupo 1l también fueron superiores a en el grupo IV (Figuras 11y 12).

En 6rganos diana, los presentes inventores encontraron:

a) Bazo. Se encuentra mayor en el grupo |, seguido de Il y IV. Como puede observarse en el grupo I,
algunas veces hay un fondo de proliferacion celular no especifica.

b) Ganglio linfatico. Activacion a niveles similares en los grupos | y Il, superior a en el resto.

c) Higado. No se detect6 nada relevante y los resultados son muy irregulares. Puede ser debido al alto
numero de hepatocitos presentes.

- Niveles de citocinas en sobrenadantes de ensayos de linfoproliferacion.

En células mononucleares de sangre periférica (CMSP), la produccion de IFNg contra CLA en grupos | y Il es
superior a en el grupo IV (Figura 13), y aquella de IL10 es menor (Figura 14). Lo mismos ocurre contra LACK
(Figuras 15y 16).

En vista de estos resultados, el uso del plasmido pPAL-LACK en la pauta homdloga (grupo |) proporciona resultados

de produccion de IFNg y de IL-10 similares al grupo Il en el que se us6 una pauta heteréloga (plasmido pClneo-
LACK/ MVA-LACK), eliminando asi la necesidad de usar un virus.
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Ejemplo 4.- Determinacion de la secuencia antigénica dentro de fabl de E. coli

La prediccion de islas CpG se realizé con el software CpG Island Searcher (Takai ef al., 2002, PNAS 99(6):3740-5).
Primero, la secuencia del gen fab | de E. coli que incluye su promotor (SEC ID N°: 21) se introdujo en el software. Se
usaron parametros por defecto (% de GC = 55; ObsCpG/ExpCpG = 0,65; hueco entre islas adyacentes = 100 pb),
excepto por la longitud seleccionada (200 pb). Como resultado, se identificé una secuencia que contiene 59 % de

G+C (SEC ID N°: 1) entre las posiciones 700 y 909 de dicha secuencia. Se propone que esta isla CpG es el motivo
de ADN inmunoestimulante responsable de los elevados niveles de proteccion observados (véase el Ejemplo 3).

Ejemplo 5.- Evaluacion de los niveles de proteccion de pPAL-LACK contra la leishmaniosis canina en
comparacion con la vacuna comercial CaniLeish® (Virbac)

Ejemplo 5.1 MATERIAL Y METODOS

I. Experimentacién con animales.

Grupos de tratamiento: grupo A - control positivo (infectado, no inmunizado); grupo E: 2 dosis de 200 pg de pPAL-
LACK; grupo F - CaniLeish® (Virbac). Cada grupo incluia 10 perros Beagle sanos de un afio (5 machos y 5 hembras
cada uno).

Il Preparacion de inéculo infeccioso e infecciéon experimental.

El procedimiento seguido fue exactamente el mismo que se detalla en 3.1 y 3.2 anteriores.

lll. Determinacion de los niveles de citocinas mediante transcripcion inversa gPCR

1. Extracciéon de ARN.

La aspiracién con aguja fina (aproximadamente 5 pl) del ganglio linfatico popliteo se resuspendié en 1 ml de reactivo
TRIzol (Life Technologies) y la extraccion de ARN se realizd siguiendo las instrucciones especificadas por el
fabricante.

2. Cuantificacién y evaluacién de la calidad del ARN. Se siguio el procedimiento descrito en 3.4.3. pero usando el kit
de ensayo Qubit RNA BR (Life Technologies) en lugar del kit de ADN. Ejecutar un gel de agarosa al 2% a 5 V/cm
hasta que el frente del tinte alcance el fondo del gel. El peine, la celda de electroforesis y la bandeja deben tratarse
previamente con peroxido de hidrégeno comercial durante 30 minutos y el tampdn de transferencia debe prepararse
con agua libre de ARNasa. Examinar las bandas 18S y 28S.

3. Transcripcién inversa.

i. Mezclar 1 ug de ARN resuspendido en agua libre de ARNasa con 1,5 pl de tampén 5X Sill RT (Life
Technologies), 1 ul de cebadores hexameros aleatorios de 3 ug/ul (Life Technologies), 1 ul del inhibidor
RNase out (Life Technologies) y agua libre de ARNasa hasta completar un volumen final de 16,8 pl.

ii. Calentar la mezcla a 70°C durante 10 minutos y enfriar inmediatamente hasta 4°C.

iii. Afadir lo siguiente a la mezcla de reaccion: 6 pul de tampén 5X Sill RT (Life Technologies), 1,7 ul de cada
dNTP 10 mM, 1,5 ul de DTT 0,1 M, 3 ul de transcriptasa inversa SuperScript 11l 200 U/ul (Life Technologies) y
1 wl de RNase out.

iv. Incubar a 46°C durante 3 h.

v. Anadir 7 yl de NaOH 0,5 M.

vi. Incubar a 70°C durante 20 min.

vii. Afadir 7 pl de HCI 0,5 M.

viii. Purificar con el kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4. Cuantificacion de ADNc. Se siguio el procedimiento descrito en 3.4.3.

5. RT-PCR cuantitativa en tiempo real mediante el método de sondas TagMan

Nota: Se prepararon todas las mezclas y los reactivos se mantuvieron en hielo durante el proceso. El recipiente se
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descontaminé de ADN y nucleasa.

i. En el area de manipulaciéon de muestras, se prepararon diluciones 1/5 en serie de ADNc a partir de una disolucién
a una concentracion de 2,5 ng/ul.

ii) En el area limpia para el almacenamiento y manejo de los reactivos, la mezcla de reaccién maestra (mezcla
maestra) se preparé para todas las reacciones que debian realizarse, incluidas las diluciones y las réplicas
biolégicas y técnicas mas un remanente adecuado de acuerdo con las pérdidas por pipeteo. Cada mezcla de
reaccion tenia un volumen final de 10 pl y consistia en los siguientes componentes, excluyendo la muestra:

Mezcla maestra de PCR TagMan Fast Universal (2X) 5,00 pl (1X)
Ensayo de expresion génica TagMan (sonda y cebadores, 20X) 0,5 w (1X)
Agua libre de nucleasa (Life Technologies) 25u

Las referencias comerciales de los ensayos de expresion génica TagMan fueron:

IFN gamma de perro n.° de cat. # 4448892 Cf02622936_m1

IL10 de perro n.° de cat. # 4448892 Cf02741697_g1

TNF alfa de perro n.° de cat. # 4448892 Ensayo n.° Cf02624261
CAPZB (beta actina) n.° de cat. 4448893 Ensayo n.° Cf02635224

iii) Usando la pipeta multicanal, se afiadieron 8,0 ul de la mezcla de reaccién por pocillo en una placa de 384
pocillos, que se preparo en el area limpia para el almacenamiento y manejo de reactivos.

iv. La placa se movi6 al area de preparacion de la muestra y se afiadieron 2 ul de muestra por pocillo.

v. Las reacciones de qPCR se ejecutaron en un sistema de PCR en tiempo real 7900HT usando el software SDS
4.1. (Life Technologies) siguiendo el procedimiento especificado por el fabricante. Las condiciones del ciclado
térmico fueron: 95°C durante 5 min; 40 x [95°C por 30”; 60°C durante 1 min, adquisiciéon de datos].

6. Analisis

Nota: todo el proceso se realizé con Microsoft Excel. Habia una plantilla disponible para hacer esto, por lo que los
valores de Ct y, una vez realizada la regresion lineal, el valor de la pendiente de la linea se ingresé6 en los cuadros

correspondientes, de modo que una vez hecho esto, los resultados se obtuvieron automaticamente.

i. Calculo de las medias aritméticas de las réplicas realizadas a partir de cada dilucién, la desviaciéon o
incertidumbre cuasi-estandar (desviacion estandar, DE) y el coeficiente de variacién (CV).

CV (%) = (DEdiiucion/ Ctmedio de dilucion) X 100

i) Eliminacién de los puntos cuyo CV es superior al 20% (se consideraron resultados atipicos).
iii) Calculo de la eficiencia de amplificacién de forma independiente para cada muestra biolégica y para cada
triada de cebadores y sonda a partir de los datos de las réplicas técnicas correspondientes y las diluciones en
serie. Se representd el valor de Ct frente al logaritmo de la masa de plantilla total afiadida a la mezcla de
reaccion (ug) y se realizo una regresion lineal. El valor del coeficiente de regresion (r?) debe estar lo mas cerca
posible de 1. La eficiencia se determiné por el valor de la pendiente de la linea.
iv. Calculo de la eficiencia.

Eficiencia = 10(""/Pendiente)
v. Calculo de la cantidad corregida con la eficiencia para cada uno de los valores.

Cantidad = Eficiencia™
vi. Calculo de la media y DE de la cantidad para las réplicas técnicas de una dilucion y condicion dada.

vii. Normalizacion (por condicion y dilucion). Se consideré una cantidad de CAPZB (beta-actina).

a) Los valores de cantidad para minicirculos (mc) se dividieron entre los del gen de referencia
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(GOR).
b) Calculo de la DEcantidad normalizada:
DEcantidad normalizada = Cantidad normalizada - [(DEmo/Cantidadme)® + (DEcor/Cantidadeor)?] "2
IV. Determinacion de la carga de parasitos y los niveles de IgG
Se realiz6 como se describe en el ejemplo 1, 3.4.4y 3.5.3.
Ejemplo 5.2 RESULTADOS

I. Carga de pardsitos

Este segundo experimento (ciego) muestra que la carga de parasitos es menor en perros vacunados con pPAL-
LACK (grupo E, figura 18; figura 19B) que en el grupo de control positivo (grupo A, figura 18; figura 19A) y perros
vacunados con CanilLeish® (grupo F, figura 18; figura 19C). Este hecho respalda que la proteccion contra el parasito
se ha mejorado considerablemente en comparacion con la vacuna comercial CaniLeish®.

Il. Determinacioén de niveles de expresion de citocinas

Al final del experimento, los niveles de expresion de IFNg en los ganglios linfaticos son considerablemente mas altos
en el grupo E que en el grupo F y el grupo A (figura 20), lo que respalda una respuesta protectora Th1
considerablemente mas alta en el grupo vacunado con pPAL-LACK (grupo E) que en los vacunados con
CaniLeish®. El aumento de IL10 es mas temprano en el caso del grupo de control positivo (grupo A) que en los
grupos vacunados E y F (figura 21). Los niveles relativos de TNF alfa son mucho mas altos en el caso del grupo E
vacunado con pPAL-LACK, lo cual es evidencia adicional del aumento de la respuesta Th1 a diferencia del grupo de
control positivo y el grupo vacunado con CaniLeish®.

lll. Determinacion de los niveles de IgG total, IgG1 e IgG2

Todos los grupos se infectaron correctamente con el parasito de acuerdo con el andlisis de carga de parasitos
mencionado anteriormente y el analisis de la respuesta humoral (figuras 23-25). De manera interesante, los niveles
de IgG1 son mucho mas altos en el caso de la vacuna CaniLeish® que en el grupo de control positivo y el grupo
experimental vacunado con pPAL-LACK. Este hallazgo respalda que CaniLeish® desencadena una respuesta
humoral en lugar de una respuesta celular a diferencia de pPAL-LACK. Una respuesta humoral aumentada es un
marcador de susceptibilidad a la enfermedad.

Lista de secuencias

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
<120> NUEVO ADYUVANTE MOLECULAR Y VACUNA

<130> 901 474

<150> Documento EP 15 382 273.9
<151> 22-05-2015

<160> 27

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 210

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> posiciones 700 a 909 del gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E. coli

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(210)

<400> 1
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aaaagcttgc cgctccatgce tgaatccggg ttctgceccctg ctgacccttt cctaccttgg
cgctgagege getatccecga actacaacgt tatgggtcectg gecaaaagegt ctetggaage
gaacgtgcgce tatatggcga acgcgatggg tccggaaggt gtgcgtgtta acgccatctce
tgctggtceg atccegtacte tggeggette

<210> 2

<211> 69

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polipéptido codificado dentro de SEC ID N°: 1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(69)

<400> 2
Lys Ala Cys Arg Ser Met Leu Asn Pro Gly Ser Ala Leu Leu Thr Leu
1 5 10 15

Ser Tyr Leu Gly Ala Glu Arg Ala Ile Pro Asn Tyr Asn Val Met Gly
20 25 30

Leu Ala Lys Ala Ser Leu Glu Ala Asn Val Arg Tyr Met Ala Asn Ala

35 40 45
Met Gly Pro Glu Gly Val Arg Val Asn Ala Ile Ser Ala Gly Pro Ile

50 55 60

Arg Thr Leu Ala Ala
65

<210> 3

<211>780

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E. coli

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(780)

<400> 3
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atgggttttc
gcctacggta
aacgacaaac
ctgcagtgeg
gtttggcega
gatggtgact
tcctacaget
ctgctgacce
ctggcaaaag
ggtgtgegtg
aaagacttcce
actattgaag
tececggtgaag
<210>4

<211> 262
<212> PRT

tttccggtaa
tcgectcagge
tgaaaggccg
atgttgcaga
aatttgacgg
atgttaacge
tcgttgcaat
tttcctacct
cgtctetgga
ttaacgccat
gcaaaatgct

atgtgggtaa

tagtccacgt

<213> Secuencia artificial

<220>

gcgcattctg
gatgcaccgce
cgtagaagaa
agatgccagce
tttegtacac
cgttaccegt
ggcaaaagct
tggcgctgag
agcgaacgtg
ctctgetggt
ggctcattge
ctctgeggea

tgacggecggt

ES 2747 748 T3

gtaaccggtg
gaaggagctg
tttgecegete
atcgacacca
tctattggtt
gaaggcttca
tgcegetcececa
cgcgctatce
cgctatatgg
ccgatccgta
gaagccgtta
ttecetgtget

ttcagcatcg

ttgccagcaa
aactggcatt
aattgggttc
tgttcgectga
ttgcacctgg
aaattgccca
tgctgaatcce
cgaactacaa
cgaacgcgat
ctctggegge
cccegatteg
ccgatctcte

ctgcaatgaa

actatccatc
cacctaccag
tgacatcgtt
actggggaaa
cgatcagctg
cgacatcagce
gggttctgece
cgttatgggt
gggtccggaa
tteceggtate
ccgtaccgtt
tgcecggtatce

cgaactcgaa

<223> polipéptido codificado por el gen fabl de la cepa BL21 (DE3) de E. coli

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (262)

<400> 4
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Met Gly Phe Leu Ser Gly Lys Arg Ile Leu Val Thr Gly Val Ala Ser

Lys Leu Ser Ile Ala Tyr Gly Ile Ala Gln Ala Met His Arg Glu Gly
20 25 30

Ala Glu Leu Ala Phe Thr Tyr Gln Asn Asp Lys Leu Lys Gly Arg Val

Glu Glu Phe Ala Ala Gln Leu Gly Ser Asp Ile Val Leu Gln Cys Asp
50 55 60

Val Ala Glu Asp Ala Ser Ile Asp Thr Met Phe Ala Glu Leu Gly Lys
65 70 75 80

Val Trp Pro Lys Phe Asp Gly Phe Val His Ser Ile Gly Phe Ala Pro

Gly Asp Gln Leu Asp Gly Asp Tyr Val Asn Ala Val Thr Arg Glu Gly
100 105 110

Phe Lys Ile Ala His Asp Ile Ser Ser Tyr Ser Phe Val Ala Met Ala
115 120 125

Lys Ala Cys Arg Ser Met Leu Asn Pro Gly Ser Ala Leu Leu Thr Leu
130 135 140

Ser Tyr Leu Gly Ala Glu Arg Ala Ile Pro Asn Tyr Asn Val Met Gly
145 150 155 160

Leu Ala Lys Ala Ser Leu Glu Ala Asn Val Arg Tyr Met Ala Asn Ala
165 170 175

Met Gly Pro Glu Gly Val Arg Val Asn Ala Ile Ser Ala Gly Pro Ile
180 185 190

Arg Thr Leu Ala Ala Ser Gly Ile Lys Asp Phe Arg Lys Met Leu Ala
195 200 205

His Cys Glu Ala Val Thr Pro Ile Arg Arg Thr Val Thr Ile Glu Asp
210 215 220

Val Gly Asn Ser Ala Ala Phe Leu Cys Ser Asp Leu Ser Ala Gly Ile

225 230 235 240
Ser Gly Glu Val Val His Val Asp Gly Gly Phe Ser Ile Ala Ala Met

245 250 255
Asn Glu Leu Glu Leu Lys
260
<210>5
<211>942

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> GenBank: U49695.1

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(942)

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(942)

<223> gen LACK

<400> 5
accatgaact

ccgcagcagg
tegtggaaag
cgcctegagg
gcgcetgacceg
cagcgcaagt
cgcctgateg
tgcatgcacg
ccgtegetgg
aacgtgaacg
gtgacggtgt
ctgtgggacc
cagatcgcct
gtgtacgacc
tccgagtgea
gacaacctga

<210>6
<211> 312
<212> PRT

acgagggtca
cggggtegta
ccaaccccga
gccacaccgg
cgtcectggga
tcctgaagceca
tgtcegeggg
agttcctgeg
agcatccgat
ggggcaagtg
cgccagacgg
tgagcaccgg
tctecgeccaa
tggagagcaa
tctccattge

tcegegtgtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> antigeno LACK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(312)

<400> 6

cctgaagggce
catcaaggtg
ccgccacage
cttegtgteg
ccgcetecate
caccaaggac
ccgcgacaac
cgacggccac
cgtggtgtcce
tgagcgcacg
gtcgetgtge
cgagcagctg
ccgcecttetgg
ggctgtgatt
ctggtccgece

gtccatctece
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caccgcggat
gtgtcgacgt
gtggacagcg
tgtgtgtege
cgcatgtggg
gtgctegeeg
gtgatcecgeg
gaggactggg
ggcagctggg
ctcaagggcce
gcgteeggeg
ttcaagatca
atgtgcgtceg
gcggagctga
gacggcaaca

gacgccgagt

gggtcacctc
cgcgcgatgg
actacggtcet
tggcccacge
acctgegcaa
tcgecettete
tgtggaacgt
tgagcagcat
acaacaccat
acagcaacta
gcaaggacgg
acgtggagtc
cgacggagag
cgccggacgg
ctctgtactce

aa

50

cctggectge
cacggccatc
gccgagccac
caccgactac
tggccagtge
gccggacgac
ggcgggcgag
ctgtttcteg
caaggtatgg
cgtgtccacg
cgcggegetg
gcccatcaac
gtctctgtce
cgcgaagccg

cggtcacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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900

942



Met

Leu

Ser

Ser

Thr

65

Leu

Gly

Val

Asn

Leu

145

Ser

Lys

His

Asn

Ala

Arg

Val

50

Gly

Thr

Gln

Ala

val

130

Arg

Leu

Val

Ser

Tyr

Cys

Asp

Asp

Phe

Ala

Cys

Phe

115

Ile

Asp

Glu

Trp

Asn
195

Glu

Pro

20

Gly

Ser

val

Ser

Gln

100

Ser

Arg

Gly

His

Asn

180

Tyr

Gly

Gln

Thr

Asp

Ser

Trp

85

Arg

Pro

val

His

Pro

165

Val

val

His

Gln

Ala

Tyr

Cys

70

Asp

Lys

Asp

Trp

Glu

150

Ile

Asn

Ser

Leu

Ala

Ile

Gly

val

Arg

Phe

Asp

Asn

135

Asp

val

Gly

Thr

Lys

Gly

Ser

Leu

Ser

Ser

Leu

Arg

120

val

Trp

vVal

Gly

Vval
200
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Gly

Ser

25

Trp

Pro

Leu

Ile

Lys

105

Leu

Ala

Val

Ser

Lys

185

Thr

His

10

Tyr

Lys

Ser

Ala

Arg

90

His

Ile

Gly

Ser

Gly

170

Cys

Vval

Arg

Ile

Ala

His

His

75

Met

Thr

val

Glu

Ser

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Lys

Asn

Arg

60

Ala

Trp

Lys

Ser

Cys

140

Ile

Trp

Arg

Pro

51

Trp

Val

Pro

45

Leu

Thr

Asp

Asp

Ala

125

Met

Cys

Asp

Thr

Asp
205

Val

Vval

30

Asp

Glu

Asp

Leu

Val

110

Gly

His

Phe

Asn

Leu

190

Gly

Thr

15

Ser

Arg

Gly

Tyr

Arg

95

Leu

Arg

Glu

Ser

Thr

175

Lys

Ser

Ser

Thr

His

His

Ala

80

Asn

Ala

Asp

Phe

Pro

160

Ile

Gly

Leu
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30

Ala
210

Cys

Thr
225

Gly

Ile Ala

Ser Leu

Thr Pro

Ala Asp

290

Val
305

Trp

<210>7
<211> 312
<212> ADN

Ser

Glu

Phe

Ser

Asp

275

Gly

Ser

Gly Gly

Gln Leu

Lys

Phe

Asp Gly

215

Lys Ile

230

Pro
245

Ser

Vval
260

Tyr
Gly Ala
Thr

Asn

Ile Ser

Asn

Asp

Lys

Leu

Asp

Arg Phe

Glu

Leu

Ser
280

Pro

Tyr Ser

295

Ala Glu

310

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor del gen Fabl

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(312)

<400>7
gtgctggaga

ggctgtatga
cctectgggga
tcggacctgg
cgtactgttt
aggattaaag

<210> 8
<211> 32
<212> ADN

atattcggca
gcctgtttgt
gagggttagg
caactatagc
actaaaacga

ct

<213> Secuencia artificial

<220>

aggtctgaac
tgctggggta
gtgaggggaa
tactcacagc

cgaatcgcecct

<223> Pacl-fabl-promotor-Fw

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(32)

<400> 8

tactggatta attaagtgct ggagaatatt cg

<210>9
<211> 37

Ala

Asn

ES 2747 748 T3

Ala Leu

Val Glu

235

Met
250

Trp Cys

Ser Ala

265

Lys

Glu Cys Ile

Gly His Lys

cgtcccagece
acaatatttg
aagcgcccee
caggttgatt

gattttcagg

Leu
220

Trp Asp

Ser Pro Ile

Val Ala Thr

Val Ile Ala

270

Ile
285

Ser Ala

Asp Asn Leu

300

atcgccatga
cacaatacgg
cctgecgeag
ataataaccg

cacaacaagc

52

Leu Ser

Gln
240

Asn

Glu
255

Arg

Glu Leu

Trp Ser

Ile Arg

aagggttagg
tccectegee
cctgetecgg
tttatctgtt

atcaacaata

32

60

120

180

240

300

312
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pacl-fabl-Rv

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(37)

<400> 9
tactggatta attaattatt tcagttcgag ttcgttc

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pacl-pClbla-1

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(35)

<400> 10
tactggatta attaaccgcg tatggtgcac tctca

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pacl-pClbla-2

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(34)

<400> 11
tactggatta attaacgctg gcaagtgtag cggt

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BamHI-pCI- bla-1

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(31)

<400> 12
gtacaggatc ccatgtgtca gaggttttca c

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BamHI-pCI- bla-2
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<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(32)

<400> 13
gtacaggatc cgcagaagtg gtcctgcaac tt

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pClseq1

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 14
tcaatattgg ccattagcca t

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 106-LACK-pClseq

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 15
ccacgagatg gccgtgcecat ¢

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LACK-Fw

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 16
atgaactacg agggtcacct

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LACK-Rv

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(19)

<400> 17
ttactcggcg tcggagatg

ES 2747 748 T3
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<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pClseq2

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 18
gttaagggat tttggtcatg a

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pClseq3

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 19
tcatgaccaa aatcccttaa c

<210> 20

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Xbal-pClseqg4

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(18)

<400> 20
tctagagtcg acccgggce

<210> 21

<211> 1101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen fabl y su promotor

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (1101)

<400> 21

ES 2747 748 T3

55

21

21

18



10

15

gtgctggaga
ggctgtatga
cctetgggga
tcggacctgg
cgtactgttt
aggattaaag
aaactatcca
ttcacctacc
tctgacatcg
gaactgggga
ggcgatcage

cacgacatca
ccgggttetg

aacgttatgg
atgggtccgg
gctteccggta
cgcegtaceg
tctgeeggta
aacgaactcg

<210> 22
<211> 5694
<212> ADN

atattcggca
gcectgtttgt
gagggttagg
caactatagce
actaaaacga
ctatgggttt
tcgectacgg
agaacgacaa
ttctgcagtyg
aagtttggcc
tggatggtga

gctecctacag
ccctgetgac

gtctggcaaa
aaggtgtgeg
tcaaagactt
ttactattga
tcteceggtga

aactgaaata

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pCl-bla-fabl-LACK

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(5694)

<400> 22

aggtctgaac
tgctggggta
gtgaggggaa
tactcacagce
cgaatcgect
tecttteeggt
tatcgctcag
actgaaaggc
cgatgttgca
gaaatttgac
ctatgttaac

cttegttgea
cctttectac

agcgtctctg
tgttaacgcc
ccgcaaaatg
agatgtgggt
agtagtccac

a

ES 2747 748 T3

cgtcccagece
acaatatttg
aagcgcccce
caggttgatt
gattttcagg
aagcgcattce
gcgatgcacce
cgcgtagaag
gaagatgcca
ggtttcgtac
gccgttacce

atggcaaaag
cttggcgetg

gaagcgaacg
atctctgcectg
ctggctcatt
aactctgegg

gttgacggcg

atcgccatga
cacaatacgg
cctgecgeag
ataataaccg
cacaacaagc
tggtaaccgg
gcgaaggagce
aatttgccge
gcatcgacac
actctattgg

gtgaaggctt

cttgeegete
agcgcgcectat

tgcgctatat
gtccgatceg
gcgaagcecegt
cattcctgtg

gtttcagcat

56

aagggttagg
tcecectegece
cctgeteegg
tttatctgtt
atcaacaata
tgttgeccage
tgaactggca
tcaattgggt
catgttcgcect
ttttgcacct
caaaattgcc

catgctgaat
cccgaactac

ggcgaacgcg
tactctggeg
taccccgatt
ctcegatcte

cgctgcaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
780

840

900

960

1020

1080

1101



tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcectggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgeecg
agcagagctc
agttaaattg
gactctctta

ggttacaaga

cttgegttte

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccegectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
cccegttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag

tgataggcac

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accceccgecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgcectat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtcagatc
cagtgcttct
gcagaagttg
gagaccaata

ctattggtcet
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tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtceg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactgggce

tactgacatc

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecectattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgcggt
tctcgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac

cactttgcecet

57

atattggcta
gctecatgtee
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact

ttctctecac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



aggtgtccac
ataggctagc
tgggtcacct
tcgegegatg
gactacggtc
ctggccecacg
gacctgegea
gtcgecttet
gtgtggaacg
gtgagcagca
gacaacacca
cacagcaact
ggcaaggacg
aacgtggagt
gcgacggaga
acgccggacg
actctgtact
taactagagt
atgataagat
tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
cagcgtgacce
gaaccgtccce
ggtaacaata
ggaaaagcgc
cagccaggtt
gcctgatttt
cggtaagege

tcaggcgatg

tcccagttca
ctcgagaatt
ccctggeetg
gcacggccat
tgccgageca
ccaccgacta
atggccagtg
cgccggacga
tggcgggcga
tctgtttecte
tcaaggtatg
acgtgtccac
gcgcggegcet
cgcccatcaa
ggtctectgte
gcgcgaagcec
ccggtcacaa
cgacccgggce
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
tagcgaagag
gacgcgecect
gctacacttg
agccatcgece
tttgcacaat
ccceectgec
gattataata
caggcacaac
attctggtaa

caccgcgaag

attacagctc
caccatgaac
cccgcagcag
ctcgtggaaa
ccgcectegag
cgcgctgacce
ccagcgcaag
ccgectgate
gtgcatgcac
gcecgtegetg
gaacgtgaac
ggtgacggtg
gctgtgggac
ccagatcgec
cgtgtacgac
gtccgagtge
ggacaacctg
ggccgcecttece
gtttggacaa
tgctattget
cattcatttt
cctctacaaa
gcccgcacceg
gtageggege
ccagcgttaa
atgaaagggt
acggtccect
gcagcctgcet
accgtttatc
aagcatcaac
ceggtgttge

gagctgaact
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ttaaggctag
tacgagggtc
gcggggtegt
gccaacccecg
ggccacaccg
gcgtectggg
ttcctgaage
gtgtccgegg
gagttcctge
gagcatccga
gggggcaagt
tecgeccagacg
ctgagcaccg
ttctegecca
ctggagagca
atctccattg
atccgegtgt
ctttagtgag
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtaaaa
atcgecectte
attaagegeg
ttaagtgctg
taggggctgt
cgcccecetetg
ccggteggac
tgttegtact
aataaggatt
cagcaaacta

ggcattcacc

agtacttaat
acctgaaggg
acatcaaggt
accgccacag
gcttegtgte
accgctccat
acaccaagga
gccgcgacaa
gcgacggcca
tcgtggtgtce
gtgagcgcac
ggtcgetgtg
gcgagcagcet
accgcttectg
aggctgtgat
cctggtecge
ggtccatctce
ggttaatgct
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
tccgataagg
ccaacagttg
gcgggtgtgg
gagaatattc
atgagcctgt
gggagagggt
ctggcaacta
gtttactaaa
aaagctatgg
tccategect

taccagaacg

58

acgactcact
ccaccgcgga
ggtgtcgacg
cgtggacage
gtgtgtgtcg
ccgecatgtgg
cgtgctegec
cgtgatecege
cgaggactgg
cggcagcetgg
gctcaaggge
cgegtecegge
gttcaagatc
gatgtgegtc
tgcggagectg
cgacggcaac
cgacgccgag
tcgagcagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
gatgtgggag
atcgatccgg
cgcagcctga
tggttacgeg
ggcaaggtct
ttgttgctgg
tagggtgagg
tagctactca
acgacgaatc
gttttecttte
acggtatcge

acaaactgaa

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



aggccgegta
tgcagaagat
tgacggtttc
taacgccegtt
tgcaatggca
ctaccttgge
tctggaageg
cgccatctet
aatgctggcet
gggtaactct
ccacgttgac
taaccgegta
gccagccccg
catcecgetta
cgtcatcacce
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgceccct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgecgcaa
actggatgga
ggtttattge

tggggccaga

gaagaatttg
gccagcatcg
gtacactcta
acccgtgaag
aaagcttgcecce
gctgagcgeg
aacgtgecgcet
gctggtccga
cattgcgaag
gcggcattece
ggcggtttca
ccgegtatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgecgeata
tcttacggat
cactgeggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct

tggtaagccc

ccgctcaatt
acaccatgtt
ttggttttge
gcttcaaaat
gctcecatget
ctatcccgaa
atatggcgaa
tcegtactet
ccgttaccee
tgtgectecga
gcatcgctge
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttce
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagceggtyg

tcecegtateg
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gggttctgac
cgctgaactg
acctggcgat
tgcccacgac
gaatccgggt
ctacaacgtt
cgcgatgggt
ggcggcettee
gattcgeccegt
tctetetgee
aatgaacgaa
gtacaatctg
acgcgcecctg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgececttee
agttgggtgce
gttttegeee
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgecet
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggte

tagttatcta

atcgttctge
gggaaagttt
cagctggatg
atcagctcct
tctgeeetge
atgggtctgg
ccggaaggtg
ggtatcaaag
accgttacta
ggtatctceg
ctcgaactga
ctctgatgee
acgggettgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga
gtatccgcete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcectgtagea
ttcceggeaa
ctecggeccett
tcgeggtatce

cacgacgggg

59

agtgcgatgt
ggccgaaatt
gtgactatgt
acagcttcgt
tgacccttte
caaaagcgtc
tgcgtgttaa
acttccgcaa
ttgaagatgt
gtgaagtagt
aataattaat
gcatagttaa
ctgcteceecgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
ttteccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac

agtcaggcaa

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



10

15

ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg

ttttacggtt

<210> 23
<211> 4828
<212> ADN

acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacce
aacggggggt
cctacagegt
tcecggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca

cctggecettt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pPAL-LACK

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (4828)

<400> 23
tcaatattgg

ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg

gcagtacatc

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
ccgeccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge

tacgtattag

cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetcectge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg

tatagtcctg

ggggggcgga

tgctggectt

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
accceegece
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca

tcatcgctat
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agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa

ttgctcacat

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtceg
gtacatgacc

taccatggtg

ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc

ggctcgacag

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact

atgcggtttt

60

aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggect

atct

atattggcta
gctcatgtce
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg

ggcagtacac

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5694

60

120

180

240

300

360

420

480

540



caatgggcgt
caatgggagt
cgatecgeceg
agcagagctce
agttaaattg
gactctctta
ggttacaaga
cttgegttte
aggtgtccac
ataggctagc
tgggtcacct
tcgegegatg
gactacggtc
ctggccecacg
gacctgegea
gtcgecttcet
gtgtggaacg
gtgagcagca
gacaacacca
cacagcaact
ggcaaggacg
aacgtggagt
gcgacggaga
acgccggacyg
actctgtact
taactagagt
atgataagat
tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
gctggegtaa

atggcgaatg

ggatagcggt
ttgttttggce
cccegttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
ctcgagaatt
ccctggeetg
gcacggccat
tgccgageca
ccaccgacta
atggccagtg
cgccggacga
tggcgggcga
tctgtttctc
tcaaggtatg
acgtgtccac
gcgeggceget
cgcccatcaa
ggtctectgte
gcgcgaagcec
ccggtcacaa
cgacceggge
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
tagcgaagag

gacgcgecct

ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtecagatce
cagtgcttct
gcagaagttg
gagaccaata
ctattggtect
attacagctc
caccatgaac
cccgcagcag
ctcgtggaaa
ccgcectegag
cgcgectgacce
ccagcgcaag
ccgectgate
gtgcatgcac
gccgtcegetg
gaacgtgaac
ggtgacggtg
gctgtgggac
ccagatcgcc
cgtgtacgac
gtccgagtge
ggacaacctg
ggcegettece
gtttggacaa
tgctattget
cattcatttt
cctctacaaa

gcccgcaceg

gtagecggcege
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gggatttcca
acgggacttt
ggtaggcgtg
actagaagct
gacacaacag
gtcgtgagge
gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
tacgagggtc
gcggggtegt
gccaaccccg
ggccacaccg
gcgtectggg
ttcctgaage
gtgtccgegg
gagttcctge
gagcatccga
gggggcaagt
tegecagacg
ctgagcaccg
ttctcgeeca
ctggagagca
atctccattg
atccgegtgt
ctttagtgag
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtaaaa
atcgecectte

attaagcgeg

agtctccacce
ccaaaatgtc
tacggtggga
ttattgeggt
tctcgaactt
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgect
agtacttaat
acctgaaggg
acatcaaggt
accgccacag
gcttegtgte
accgctccat
acaccaagga
gccgcgacaa
gcgacggcca
tcgtggtgtce
gtgagcgcac
ggtcgetgtg
gcgagcagct
accgcttctg
aggctgtgat
cctggtecege
ggtccatctce
ggttaatgct
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
tccgataagg

ccaacagttg

gcgggtgtgg

61

ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt
taagtatcaa
agagaagact
ttctctecac
acgactcact
ccaccgcgga
ggtgtcgacg
cgtggacage
gtgtgtgtcg
ccgecatgtgg
cgtgetegee
cgtgatecege
cgaggactgg
cggcagctgg
gctcaaggge
cgegtecegge
gttcaagatc
gatgtgcgtc
tgcggagetg
cgacggcaac
cgacgccgag
tcgagcagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
gatgtgggag
atcgatccgg
cgcagcctga

tggttacgeg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



cagcgtgacce
gaaccgtcce
ggtaacaata
ggaaaagcgc
cagccaggtt
gcctgatttt
cggtaagcge
tcaggcgatg
aggccgegta
tgcagaagat
tgacggtttc
taacgcegtt
tgcaatggca
ctaccttgge
tctggaageg
cgccatctet
aatgctggcet
gggtaactct
ccacgttgac
taaccgegta
ccgacacceg
ttacagacaa
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa

actcttttte

gctacacttg
agccatcgcece
tttgcacaat
cccecectgee
gattataata
caggcacaac
attctggtaa
caccgcgaag
gaagaatttg
gccagcatcg
gtacactcta
acccgtgaag
aaagcttgcc
gctgagcgeg
aacgtgcgcet
gctggtccga
cattgcgaag
gcggcattcecce
ggcggtttca
tggtgcactc
ccaacacccg
gctgtgaccg
tgcgetegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc

cgaaggtaac

ccagcgttaa
atgaaagggt
acggtcccect
gcagcctgcet
accgtttate
aagcatcaac
ccggtgttge
gagctgaact
ccgctcaatt
acaccatgtt
ttggttttge
gcttcaaaat
gctccatget
ctatcccgaa
atatggcgaa
tecegtactet
ccgttaccee
tgtgctcecga
gcatcgctge
tcagtacaat
ctgacgegece
tctcecgggag
ccttecegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageg

tggcttcage
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ttaagtgctg
taggggetgt
cgcccetetg
ccggteggac
tgttegtact
aataaggatt
cagcaaacta
ggcattcacc
gggttctgac
cgctgaactg
acctggcgat
tgceccacgac
gaatccgggt
ctacaacgtt
cgcgatgggt
ggcggcettee
gattcgecegt
tctectetgee
aatgaacgaa
ctgctetgat
ctgacggget
ctcatgtgtc
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt

gtggtttgtt

agagcgcaga

gagaatattc
atgagcctgt
gggagagggt
ctggcaacta
gtttactaaa
aaagctatgg
tccatcgect
taccagaacg
atcgttectge
gggaaagttt
cagctggatg
atcagctcct
tctgeectge
atgggtctgg
ccggaaggtg
ggtatcaaag
accgttacta
ggtatctceg
ctcgaactga
gccgcatagt
tgtctgetee
agaggttttc
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgegegt
tgcecggatca

taccaaatac

62

ggcaaggtct
ttgttgectgg
tagggtgagg
tagctactca
acgacgaatc
gttttettte
acggtatcge
acaaactgaa
agtgcgatgt
ggccgaaatt
gtgactatgt
acagcttcgt
tgacccttte
caaaagcgtc
tgcgtgttaa
acttccgcaa
ttgaagatgt
gtgaagtagt
aataattaat
taagccagece
cggcatcege
acaagttgca
atctggagcc
gcccteeegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca

tgtcctteta

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320
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15

gtgtagcegt
ctgctaatce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtecgggt
cggagcctat

ccttttgete

<210> 24
<211> 3899
<212> ADN

agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttce
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc

acatggctcg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pPAL

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3899)

<400> 24
tcaatattgg

ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgatcgcceceg
agcagagctc
agttaaattg

gactctctta

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
ccgecccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
ccecegttgac
gtttagtgaa
ctaacgcagt

aggtagcecctt

ccacttcaag
ggctgetgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg

acagatct

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccecegecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcaaatgggc
ccgtcagatce
cagtgcttct

gcagaagttg

ES 2747 748 T3

aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt

gcctttttac

tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtceg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
ggtaggegtg
actagaagct
gacacaacag

gtcgtgagge

caccgcctac
agtcgtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc

ggttcctgge

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtce
tacggtggga
ttattgeggt
tctcgaactt

actgggcagg

63

atacctcget
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt

gtcagggggyg

cttttgctgg

atattggcta
gctcatgtce
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttecctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaacaactg
ggtctatata
agtttatcac
aagctgcagt

taagtatcaa

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4828

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ggttacaaga
cttgcgtttce
aggtgtccac
ataggctagce
cctttagtga
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtaaa
gatcgccectt
cattaagcge
attaagtgct
ttaggggctg
tcgeecectet
tcecggtegga
ctgttegtac
caataaggat
ccagcaaact
tggcattcac
tgggttetga
tcgctgaact
cacctggcga
ttgceccacga
tgaatccggg
actacaacgt
acgcgatggg
tggcggette
cgattecgeecg
atctctetge
caatgaacga
tctgetetga

cctgacggge

caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
ctcgagaatt
gggttaatgce
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
atccgataag
cccaacagtt
ggcgggtgtyg
ggagaatatt
tatgagcctg
gg9ggagaggyg
cctggcaact
tgtttactaa
taaagctatg
atccatcgcc
ctaccagaac
catcgttctg
ggggaaagtt
tcagctggat
catcagctcce
ttctgeecetg
tatgggtctg
tccggaaggt
cggtatcaaa
taccgttact
cggtatctcc
actcgaactg
tgccgecatag

ttgtetgete

gagaccaata
ctattggtct
attacagctc
cacgegtggt
ttcgagcaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
agatgtggga
gatcgatcecg
gcgcagcectg
gtggttacge
cggcaaggtc
tttgttgctg
ttagggtgag
atagctactc
aacgacgaat
ggttttecttt
tacggtatcg
gacaaactga
cagtgcgatg
tggccgaaat
ggtgactatg
tacagctteg
ctgacccettt
gcaaaagcgt
gtgcgtgtta
gacttccgeca
attgaagatg
ggtgaagtag
aaataattaa
ttaagccage

ccggecateeg
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gaaactgggc
tactgacatc
ttaaggctag
acctctagag
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
ggctggcgta
aatggcgaat
gcagcgtgac
tgaaccgtcc
gggtaacaat
gggaaaagcg
acagccaggt
cgcctgattt
ccggtaageg
ctcaggcgat
aaggccgegt
ttgcagaaga
ttgacggttt
ttaacgcecgt
ttgcaatggce
cctaccttgg
ctctggaagce
acgccatctce
aaatgctgge
tgggtaactc
tccacgttga
ttaaccgegt
cccgacaccc

cttacagaca

ttgtcgagac
cactttgcct
agtacttaat
tecgaccecggg
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
atagcgaaga
ggacgcgccc
cgctacactt
cagccatcge
atttgcacaa
cceccccectge
tgattataat
tcaggcacaa
cattctggta
gcaccgcgaa
agaagaattt
tgccagcatc
cgtacactct
tacccgtgaa
aaaagcttgce
cgctgagege
gaacgtgcge
tgctggtceg
tcattgcgaa
tgcggcattc
cggcggttte
atggtgcact
gccaacaccc

agctgtgacce

64

agagaagact
ttctctecac
acgactcact
cggecgette
agtttggaca
atgctattgce
gcattcattt
acctctacaa
ggcccgcace
tgtagcggcecg
gccagegtta
catgaaaggg
tacggtccce
cgcagcctge
aaccgtttat
caagcatcaa
accggtgttg
ggagctgaac
gccgcetcaat
gacaccatgt
attggttttg
ggcttcaaaa
cgctccatge
gctatcecga
tatatggcga
atccgtactce
gcegttacee
ctgtgctceg
agcatcgctg
ctcagtacaa
gctgacgege

gtctececggga

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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15

20

25

30

35

gctcatgtgt
tggectggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcectttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta

<210> 25
<211> 23
<212> ADN

cagaggtttt
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttccact
tttectgegeg
ttgcecggatce
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgcect

cggttectgg

<213> Secuencia artificial

<220>

cacaagttgc
aatctggagce
agccctceeceg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag

cgtcaggggg

ccttttgetg

<223> cebador directo de Leish-1

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(23)

<400> 25

aacttttctg gtcctccggg tag

<210> 26
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso de Leish-2

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(17)

<400> 26

acccccagtt tcccgee

<210> 27
<211> 18
<212> ADN

ES 2747 748 T3

aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccecg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcectgteggg
gcggagcecta

gcettttget

ctgcgetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgctte
ggagagcgca
tttcgeccacce
tggaaaaacg

cacatggctc

65

ccctteegge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttecttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgce

gacagatct

23

17

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3899
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda de Leish-P

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(18)

<400> 27
aaaaatgggt gcagaaat

ES 2747 748 T3

66

18
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13.

14.
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REIVINDICACIONES
Secuencia de polinucleétidos que comprende:

a. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 1 o0 una secuencia con al menos el
85 % de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 1; o

b. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en
SEC ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°:
2,

para su uso como un adyuvante de vacuna.

Secuencia de polinucledtidos para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha secuencia de
polinucleétidos comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos que codifica uno o mas antigenos,

Secuencia de polinucledétidos para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho
polinucleétido comprende:

a) una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 3 o una secuencia con al menos el
85 % de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 3; o

b) una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en
SEC ID N°: 4 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°:
4.

Secuencia de polinucleétidos para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dichas
secuencias de acidos nucleicos estan operativamente ligadas a secuencias de control.

Secuencia de polinucleétidos para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el
polinucleétido es un plasmido, en la que dicho plasmido es un ADN bacteriano circular o lineal.

Secuencia de polinuclettidos para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el
polinucleétido se caracteriza por la ausencia de genes de resistencia a antibiotico.

Secuencia de polinucleétidos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas:

i. una secuencia de acidos nucleicos que consiste en SEC ID N°: 5 o una secuencia con al menos el
85 % de identidad con la secuencia de acidos nucleicos de SEC ID N°: 5; o

ii. una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en
SEC ID N°: 6 o una secuencia de aminoacidos con al menos el 90 % de identidad con SEC ID N°:
6.

Secuencia de polinucleétidos segun la reivindicacion 7, en la que el polinucleétido es el plasmido pPAL-
LACK de SEC ID N°: 23.

Secuencia de polinucleétidos segin cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, para su uso como un
medicamento.

Composicion farmacéutica que comprende una secuencia de polinucledtidos segun cualquiera de las
reivindicaciones 7 u 8, que comprende ademas un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Secuencia de polinucledtidos segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, o composicién farmacéutica
segun la reivindicacion 10, para su uso un tratamiento terapéutico o profilactico que induce o que potencia
una respuesta inmunitaria del sujeto mamifero.

Secuencia de polinucleétidos segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, secuencia de polinucleotidos
segun las reivindicaciones 7 u 8, o composicién farmacéutica que los comprende, para su uso en el
tratamiento terapéutico o profilactico de leishmaniosis.

Secuencias de polinucleétidos o composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, en las
que dicha leishmaniosis es leishmaniosis canina.

Secuencias de polinucledtidos o composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 13, en las que la pauta de administraciéon es una pauta de sensibilizacién-refuerzo

67



15.

ES 2747 748 T3

homologa.
Método para la obtencién de anticuerpos que comprende la inmunizacién de un mamifero distinto de un

humano con el polinucleétido segun las reivindicaciones 7 u 8, o composicién farmacéutica segun la
reivindicacién 10.
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