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DESCRIPCION
Polipéptido(s) llevado(s) por CYAA y uso para inducir respuestas inmunitarias terapéuticas y profilacticas
Campo de la invencion

La invencion esta dirigida a medios, basados en polipéptidos llevados por CyaA, para su uso en el tratamiento
inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s) que es (a) consecutiva a la infeccion
por una primera cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58
o (b) relacionada(s) con un tumor que expresa el antigeno MAGE-A3 diagnosticado en un hospedador mamifero en
donde dicho tratamiento se realiza suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de
epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en donde (a) los epitopos de dicho primer grupo provienen del
antigeno E6 o E7 de una cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52
o VPH58 o respectivamente en (b) los epitopos de dicho primer grupo son de un antigeno tumoral MAGE-A3 y en la
profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s) en donde cuando dicha primera afeccion
patolégica es consecutiva a la infeccién por VPH como en (a), dicha segunda afeccion patoldgica es consecutiva a la
infeccion por una segunda cepa de VPH diferente de la primera y dicha cepa de VPH diferente se selecciona entre
VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o en donde dicha segunda afeccidon determinada
esta relacionada con un tumor que expresa el antigeno MAGE-A3, en donde dicha segunda afeccion determinada
esta en el mismo hospedador mamifero y se suscita una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un
segundo grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en donde en dicho segundo grupo los epitopos
provienen de un antigeno del segundo VPH seleccionado entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45,
VPH52 o VPHS58, o respectivamente de un antigeno tumoral MAGE-A3, obteniéndose dichas respuestas inmunitarias
después de la administracion de dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector en dicho hospedador, en donde dicha
profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo
grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s) y en donde la
secuencia de aminoacidos de dicho primer grupo de epitopos es diferente de la secuencia de aminoacidos de dicho
segundo grupo de epitopos. En una realizacién particular, la invencion esta dirigida a dichos medios, basados en
polipéptidos llevados por CyaA, para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador mamifero, suscitando una respuesta inmunitaria de
linfocitos T contra un primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s), (ii) en la profilaxis contra la(s)
segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s) en el mismo hospedador mamifero, suscitando una respuesta
inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y
(iii) en la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s), suscitando
una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s)
polipéptido(s), obteniéndose dichas respuestas inmunitarias después de la administracion de dicho(s) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector en dicho hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s).

Antecedentes de la invencion

Una de las toxinas clave producidas por Bordetella pertussis, el patégeno responsable de la tos ferina, es su adenilato
ciclasa (CyaA). Se demostré mediante un modelo murino que la bacteria requiere CyaA durante la fase temprana de
la colonizacién pulmonar (Goodwin y Weiss 1990). CyaA exhibe un mecanismo unico de invasion de células eucariotas
al entregar de manera dedicada su dominio catalitico en el citosol celular (Simsova, Sebo et al. 2004). La CyaA
desintoxicada y recombinante utilizada como vector de vacuna muestra la capacidad exquisita de dirigirse a las células
presentadoras de antigeno (CPA) que expresan CD11b/CD18, como por ejemplo células dendriticas o células de
Langerhans (Guermonprez et al. 2001). Estas CPA residentes son células innatas clave en el inicio de respuestas de
linfocitos T especificos de antigeno siguiendo enfoques de inmunizacion intradérmica (Merad, Ginhoux et al. 2008).
Después de la union especifica a CD11b + CPA, CyaA que lleva un antigeno virico o tumoral puede entregar su carga
antigénica de una manera dedicada (Preville, Ladant et al. 2005). Basandose en esta tecnologia Unica, el solicitante
ha desarrollado una vacuna bivalente en etapa clinica para curar pacientes infectados con VPH: ProCervix. ProCervix
es una vacuna terapéutica bivalente preparada con una mezcla de dos vacunas de CyaA diferentes: una que incorpora
la proteina E7 de VPH16 y la otra que lleva la proteina E7 de VPH18.

Las proteinas recombinantes que se construyen mediante la insercion de uno o mas epitopos portadores de
polipéptidos de antigenos de VPH en sitios permisivos de la proteina CyaA y su uso en composiciones farmacéuticas
para el tratamiento o profilaxis de la infeccidon por oncovirus se describen en el documento EP 1 576 967.

De hecho, las infecciones por el virus del papiloma humano (VPH) son generalmente duraderas y una respuesta
inmunitaria comprometida del hospedador puede conducir al desarrollo de cancer cervical, especialmente con VPH
de alto riesgo como el VPH18 y el VPH16. Las oncoproteinas E7 del VPH se expresan a lo largo del ciclo replicativo
del virus, convirtiéndolos asi en objetivos elegidos para la inmunoterapia mediada por linfocitos T (Iwasaki 2010). Se
ha demostrado que la inmunidad mediada por células B a las proteinas de la capside viral es suficiente para una
proteccioén profilactica contra la infeccidon por VPH (Stanley 2010). Sin embargo, las inmunidades innatas y mediadas
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por linfocitos T son criticas para curar a los pacientes que ya estan infectados por el virus (Frazer 2009). Ademas, las
vacunas profilacticas contra el VPH disponibles no son eficaces para tratar pacientes ya infectados con VPH y para
curar la enfermedad, resaltando asi la importancia de desarrollar vacunas terapéuticas que generen respuestas de
linfocitos T especificos de antigeno contra antigenos de VPH (Trimble y Frazer 2009).

Las vacunas profilacticas se basan en el desarrollo de una inmunidad mediada por linfocitos B. Por el contrario, las
vacunas terapéuticas tienen como objetivo desarrollar respuestas de los linfocitos T a CD4* y CD8* proinflamatorias
fuertes y robustas para un tratamiento eficaz de la infeccién crénica (virus, bacterias, etc.) o de cancer (Bachmann y
Jennings 2010). Muchos estudios han descrito tanto en modelos de ratones como en pacientes humanos que la
induccién de una inmunidad de linfocitos T especificos de antigeno puede correlacionarse con una proteccion contra
las células enfermas, ya sea células infectadas o células tumorales (Pulendran, Li et al. 2010; Sallusto, Lanzavecchia
et al. 2010). Midiendo los aspectos cualitativos y cuantitativos de la vacunacion posterapéutica inducida por respuesta
de linfocitos T a CD8* en ratones portadores de tumores, es posible predecir el resultado terapéutico, es decir, la
progresion o la regresion del tumor en animales individuales (Rosato, Zoso et al. 2006). Después de una vacunacion
terapéutica exitosa que conduce a una eliminacion completa de las células enfermas, un aspecto clave de esta
inmunoterapia seria su potencial para generar linfocitos T de memoria a largo plazo con el fin de proteger al paciente
contra la infeccion secundaria por patdgenos. Los linfocitos T de memoria se pueden clasificar en dos subconjuntos
celulares principales: Tme (Memoria efectora) y Tmc (Memoria central). Tme son los primeros linfocitos T de memoria
que se generan después de la fase de contraccion clonal de la respuesta inmunitaria que se ajusta a la eliminacion
del patégeno. Twe son CD62L- CCR7- y preferentemente residen en tejidos periféricos, como la piel, intestino y
pulmones, donde proporcionan una primera linea de defensa para el hospedador (Woodland y Kohlmeier 2009). Con
el paso del tiempo, Tve se diferencia progresivamente hacia un fenotipo de Tmc: CD62L* CCR7*. Estos linfocitos T se
localizan preferentemente en érganos linfoides secundarios (Kaech, Hemby et al. 2002; Ahmed, Bevan et al. 2009).
Sin embargo, ambos Twve y Tuc se encuentran en la circulacion. Un aspecto critico de la eficacia de la respuesta de
memoria de CD8 es la velocidad a la que los linfocitos T CD8* de memoria adquieren potencial litico y, por lo tanto,
eliminan las células infectadas tras una nueva infeccién por el mismo patégeno para evitar la propagacion de la
infeccion y, a su vez, el desarrollo de la enfermedad asociada. Se ha demostrado que los ratones, que han sido
capaces de eliminar la infeccion aguda por el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) a través del desarrollo de
las respuestas de linfocitos T CD8* especificos de antigeno, también desarrollé linfocitos T CD8" de memoria que
pueden eliminar rapidamente las células infectadas (Barber et al., 2003).

Basandose en este conocimiento, los inventores han ampliado el enfoque de la vacunacion terapéutica que implica la
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T para idear un nuevo concepto de tratamiento terapéutico y profilactico
de afeccion(es) patologica(s) mediante la combinacion de la administracion de ingredientes activos en una
composicién inmunogénica multivalente disefiada que involucra epitopos vectorizados.

En particular, los inventores disefiaron vacunas terapéuticas multivalentes adecuadas para inducir, en un solo
paciente, un tratamiento inmunoterapéutico contra una patologia diagnosticada mientras se monta una respuesta
profilactica robusta contra antigenos o epitopos que no estan relacionados con dicha patologia tratada, y
opcionalmente, se monta una respuesta protectora y preventiva contra la reaparicion de dicha patologia tratada.

De hecho, el uso de enfoques terapéuticos multivalentes basados en CyaA destaca el potencial de los polipéptidos
llevados por CyaA para tratar y posiblemente erradicar una infeccion determinada o un cancer a la vez que proporciona
en el mismo paciente una fuerte respuesta inmunitaria, preferiblemente una respuesta de memoria de linfocitos T
protectora, contra epitopos dirigidos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) contra los cuales se busca una proteccion
profilactica, y opcionalmente, una respuesta protectora y preventiva contra la reaparicién de dicha infeccion o cancer
determinados.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Secuencia de proteina de la adenilato ciclasa (CyaA) de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronquiseptica
(SEQ ID NO: 1 a 3), y secuencia de nucleotidos de CyaA de B. pertussis, B. parapertussis y B. Bronquiseptica (SEQ
ID NO: 4 a 6).

Figura 2. Alineamiento de proteinas de las proteinas CyaA de B. pertussis, B. parapertussis y B. Bronchiseptica.

Figura 3. Mapa esquematico de pkTRACES en el que se indican sitios de restriccion relevantes y secuencias insertadas
para CyaA-VPH16E7p30-42 (A) y para CyaA-VPH18E7p32-42 (B).

Figura 4. (A) Mapa esquematico de pTRACES en el que se indican sitios de restriccion relevantes y secuencias
insertadas para CyaA-CysOVA; (B) Mapa esquematico de pkTRACES5 en el que se indican sitios de restriccion
relevantes y secuencias insertadas para CyaA-MAGEA3o7-178/190-295. *MAGE-A3190-295 representa los restos 190 a 221
fusionados a los restos 242 a 295 de MAGE A3. Los numeros 97, 178, 190, 221, 242 y 295 indican la posicion de los
restos de aminoacidos de toda la secuencia de MAGE-A3; (C) Secuencia de proteina del vector CyaA-MAGEA3 (SEQ
ID NO: 7). La secuencia de MAGEAS esta subrayada. Los sitios de restriccion estan en negrita: Nhel (AS), Kpnl (GT),
Agel (TG) y Spel (TS).
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Figura 5. La vacunacion terapéutica con ProCervix adyuvado en el dia 11 erradica los tumores inducidos por TC-1
solidos establecidos. Al final de la monitorizacion: el grupo de ratones vacunados con PBS + Aldara™ muestra 3/10
ratones bajo regresion tumoral (A), El grupo de ratones vacunados con ProCervix 8 pg solo muestra 0/10 ratones bajo
regresion tumoral (B). Los ratones vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara ™ (Imiquimod tépico) (C) o Poly-
ICLC (D) muestran 7/10 ratones bajo regresion tumoral.

Figura 6. La vacunacion terapéutica con ProCervix adyuvado induce una alta tasa de supervivencia y un alto porcentaje
de ratones sin tumores en el dia 50. En el dia 50, los ratones vacunados con ProCervix + Aldara™ o ProCervix + Poly-
ICLC no muestran tumor (A). Con respecto a la tasa de supervivencia en el dia 50: el 100 % y el 70 % de los ratones
que recibieron el dia 11 respectivamente ProCervix + Aldara™ y ProCervix + Poly-ICLC estan vivos (B).

Figura 7. Sesenta dias después de la vacunacion terapéutica por ProCervix adyuvado, los ratones sin tumor exhiben
linfocitos T CD8* de memoria especificos de VPH16 E749.57 funcional y VPH18 E7as43-49. En el dia 60, se inyectaron iv
ratones sin tumor en los diferentes grupos con células diana impulsadas por CFSE" VPH16E749-57, células diana no
impulsadas por CFSE" y células diana impulsadas por CFSE"® VPH18E7as43-49 €n una relacion 1:1:1. Después de una
noche, los ratones fueron sacrificados, se recogieron los bazos y la citotoxicidad especifica de antigeno in vivo se
midié mediante analisis FACS. Cada punto representa los resultados obtenidos de un ratén individual; los circulos
abiertos representan el porcentaje de destruccion de las células diana impulsadas por VPH18 E7asas.49 y los circulos
negros representan el porcentaje de destruccion de células diana impulsadas por VPH16 E74957. Las barras
representan el valor medio para un grupo de ratones.

Figura 8. Esquema general de vacunacion (D significa dia); la tabla resume la naturaleza y el sitio de las inoculaciones
y vacunas celulares (/: sin inoculacién).

Figura 9. La vacunacion terapéutica mediante las vacunas bivalentes CyaA adyuvadas con Aldara™ que incorporan
el antigeno VPH16 E7 conduce a la eliminacion del tumor sélido inducido por TC-1. El volumen de las células tumorales
TC1 (mm?q) fue seguido desde el dia 0 (Do) hasta el dia 100 (D100), en el flanco derecho de 10 ratones por grupo. Los
ratones del grupo 1 fueron vacunados con placebo, los ratones del grupo 2 fueron vacunados con Placebo + Aldara™,
los ratones del grupo 3 fueron vacunados con CyaA-MAGEASg7-1781190-205/CyaA-VPH16 E7 adyuvado con Aldara™, los
ratones del grupo 4 fueron vacunados con CyaA-cysOVA/CyaA-VPH16 E7 adyuvado con Aldara™, y los ratones de
los grupos 5 y 6 fueron vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara™. El numero a la derecha de cada grafico
corresponde al niUmero asignado a cada ratén de cada grupo.

Figura 10. Los ratones que se han curado de un tumor inducido por TC1 con vacunacion bivalente basada en CyaA
estan protegidos contra otra exposicion tumoral no relacionada de una manera especifica de antigeno. El volumen de
las células tumorales B16 MAGE A3 (a y c) o de las células tumorales EG7-OVA (b y d) se siguié desde el dia 60 (Dso)
hasta el dia 100 (D100), en el flanco izquierdo de los ratones que han sobrevivido, en el dia 60, a la exposicion de TC1.
El numero a la derecha de cada grafico corresponde al nimero previamente asignado a cada ratén en la exposicion
de TC1 (Figura 9).

Descripcion detallada

La invencion esta dirigida a medios para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es)
patolégica(s) determinada(s) que es (a) consecutiva a la infeccién por una primera cepa de VPH seleccionada entre
VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o (b) relacionada(s) con un tumor que expresa el
antigeno MAGE-A3 diagnosticado en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s)
afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) en donde cuando dicha primera afeccion patoldgica es consecutiva a la
infeccion por VPH como en (a), dicha segunda afeccion patolégica es consecutiva a la infeccion por una segunda cepa
de VPH diferente de la primera y dicha cepa de VPH diferente se selecciona entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33,
VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o en donde dicha segunda afeccion determinada esta relacionada con un tumor que
expresa el antigeno MAGE-A3, en donde dicha segunda afeccion determinada se encuentra en el mismo hospedador
mamifero, y (iii) opcionalmente en la prevencién de la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s)
determinada(s). La respuesta inmunitaria se obtiene (i) suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un
primer grupo de epitopos contenidos en el (los) polipéptido(s) y en donde en (a) los epitopos de dicho primer grupo
provienen del antigeno E6 o E7 de una cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35,
VPH45, VPH52 o VPH58 o respectivamente en (b) los epitopos de dicho primer grupo provienen de un antigeno
tumoral MAGE-A3 disefiado como principio(s) activo(s) para tratar dicha(s) afeccion(es) patolégica(s) diagnosticada(s)
y (ii) suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos contenidos
en el (los) polipéptido(s) y en donde en dicho segundo grupo los epitopos provienen de un antigeno del segundo VPH
seleccionado entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58, o respectivamente de un
antigeno tumoral MAGE-A3, disefiado como principio(s) activo(s) para prevenir la aparicion o el desarrollo de dicha(s)
segunda(s) afeccion(es) determinada(s) y (iii) opcionalmente suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de
linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos para prevenir la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s), obteniéndose dichas respuestas inmunitarias después de la administracion de dicho(s)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector en dicho hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s)
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afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido
en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s) y en donde la secuencia de aminoacidos de dicho
primer grupo de epitopos es diferente de la secuencia de aminoacidos de dicho segundo grupo de epitopos. Estos
medios incluyen:

(1) como principios activos, polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho vector que lleva el (los)
polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar dicho(s)
polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero;

(2) una composicién que comprende o que contiene dichos principios activos que incluyen una composicién que
comprende el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector como se define en (1) en combinacién con un excipiente o
formulacion farmacéuticamente aceptable; y

(3) una composicion que comprende un(os) primer(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector que contiene(n) dicho
primer grupo de epitopos y un(os) segundo(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector separado(s) que contiene(n) dicho
segundo grupo de epitopos.

Por lo tanto, en una primera realizacion, la invencion se refiere a polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde
dicho vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado
para presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, para su uso como se
describe en las reivindicaciones (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s)
diagnosticada(s) en dicho hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer
grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) en el mismo hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de
linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s), y (iii) opcionalmente en la
prevencién contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccidon(es) patolégica(s) determinada(s) suscitando una
respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s)
polipéptido(s), obteniéndose dichas respuestas inmunitarias después de la administracion de dicho(s) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector en dicho hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s).

La invencién también proporciona una composicién que comprende, en combinacidn con un excipiente
farmacéuticamente aceptable, un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho vector que lleva el (los)
polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar dicho(s)
polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, para su uso como se describe en las reivindicaciones
(i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s) diagnosticada(s) en dicho
hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de epitopos
contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y (ii) ) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patologica(s)
determinada(s) en el mismo hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T
contra un segundo grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s), y (iii) opcionalmente en la prevencién
contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccidén(es) patoldgica(s) determinada(s) suscitando una respuesta
inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s)
obteniéndose dichas respuestas inmunitarias después de la administracién de dicha composicién en dicho
hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa
cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector de dicha
composicion administrada.

La invencion también se refiere a una composicion que comprende, opcionalmente en combinacion con un excipiente
farmacéuticamente aceptable:

(a) un(os) primer(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho primer vector que lleva el (los)
polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar dicho(s)
polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, y en donde dicho primer grupo de epitopos esta
contenido en dicho(s) polipéptido(s) de dicho primer vector;

(b) un(os) segundo(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector separado(s), en donde dicho segundo vector que
lleva el (los) polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar
dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, y en donde dicho segundo grupo de
epitopos esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) en dicho segundo vector; y

(c) opcionalmente, uno o mas polipéptido(s) llevado(s) por un vector adicional(es) distinto(s) de los de (a) y (b),
para su uso como se divulga en las reivindicaciones en (i) el tratamiento inmunoterapéutico combinado contra
patologia asociada con dicho primer grupo de epitopos y (ii) el tratamiento de inmunoprofilaxis asociado con dicho
segundo grupo de epitopos y (iii) opcionalmente la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primer(as)
afeccion(es) patologica(s) determinada(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en el (los)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector de dicha composiciéon administrada.
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En una realizacién especifica, dicha composicion con (a), (b) y (c) es para su uso como se divulga en las
reivindicaciones (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afecciéon(es) patolégica(s) diagnosticada(s)
en dicho hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra el primer grupo de epitopos
y (ii) ) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patolégica(s) determinada(s) en el mismo hospedador
mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra el segundo grupo de epitopos
contenidos en dicho(s) polipéptido(s), y (iii) opcionalmente en la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s)
afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra
dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s), dichas respuestas inmunitarias se obtienen
después de la administracion de dicha composicion en dicho hospedador.

El término "CyaA" significa una adenilato ciclasa (o adenilciclasa) de una especie de Bordetella, en particular una CyaA
de Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis o Bordetella bronchiseptica. La proteina adenilato ciclasa de
Bordetella pertussis es una toxina de 1706 restos (SEQ ID NO: 1), que comprende un dominio catalitico N-terminal de
400 restos de aminoacidos y una parte C-terminal de 1306 restos. La parte C-terminal es responsable de la unién de
la toxina a la membrana de la célula diana y el posterior suministro del resto catalitico al citosol de la célula diana. La
secuencia de CyaA de Bordetella pertussis se proporciona en la Figura 1. La proteina CyaA de B. parapertussis de B.
bronquiseptica tiene 1740 aminoacidos, y su secuencia respectiva (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3) se divulga en la
Figura 1.

La expresion "Fragmento de CyaA" significa una parte de la proteina CyaA, opcionalmente abarcando todo o parte de
la parte C-terminal de la proteina CyaA de longitud completa, siempre que dicho fragmento sea capaz de presentar
dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, es decir, que sea capaz de conducir a la
induccidn de respuesta(s) inmunitaria(s) especifica(s) contra epitopos contenidos en el (los) polipéptido(s) llevado(s)
por un vector o favorecer dicha respuesta. En particular, dicho fragmento de CyaA es capaz de unirse especificamente
a las células que expresan CD11b y, opcionalmente, entregar dicho(s) polipéptido(s) al citosol de la célula. Dicho
fragmento abarca una proteina CyaA que se ha truncado (delecion de los extremos N-terminal y/o C-terminal) o una
proteina de longitud completa con delecion interna de resto(s) de aminoacidos. Por lo tanto, un fragmento particular
de proteina CyaA segun la invencién consiste en los restos de aminoacidos 372 a 1706 de proteina CyaA de B.
pertussis (truncamiento de los primeros 371 restos). Otro fragmento particular es la proteina CyaA de B. pertussis en
donde se han eliminado los restos de aminoacidos 225 a 234, proporcionando asi un fragmento de CyaA que consiste
en los restos 1 a 224 y 235 a 1706 (delecién interna). El término "especificamente significa dentro del contexto de la
presente invencion que la adenilato ciclasa o su fragmento, cuando se usa como molécula vector, se dirige
preferentemente a células que expresan CD11b, ofreciendo asi medios para dirigirse al(a los) polipéptido(s) en la
superficie de dichas células o dentro de dichas células de manera selectiva con respecto a otras células (que no
expresan CD11b).

El término "CyaA" también abarca una proteina CyaA o sus fragmentos que se modifican, preferiblemente por una o
mas sustitucion(es) de aminoacidos, insercion interna de aminoacidos o delecién interna de aminoacidos, para dar
lugar a un producto desintoxicado o no téxico o un producto desprovisto de actividad enzimatica (invasiva y citotoxica).
Por lo tanto, dicha proteina CyaA (o sus fragmentos) no tiene actividad catalitica, pero la capacidad de presentar
dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, y opcionalmente la unién especifica al
receptor CD11b/CD18 y/o el proceso de translocacion del dominio catalitico de la proteina CyaA original, no esta(n)
afectado(s). Un ejemplo de una proteina CyaA no téxica bien conocida es una CyaA de Bordetella pertussis en la que
el dipéptido Leu-Gin se ha insertado en fase entre los restos Asp188 e lle189 (parte esencial del sitio catalitico). La
ausencia de toxicidad o actividad enzimatica de esta proteina CyaA (o sus fragmentos) se puede analizar como se
describe en Ladant et al. (1992). La capacidad de la proteina CyaA (o sus fragmentos) para dirigirse a las células
CD11b/CD18 se puede analizar especialmente de acuerdo con los métodos descritos en los documentos EP03291486
0 WO002/22169. Ademas, la capacidad de la proteina CyaA (o sus fragmentos) para translocar el polipéptido antigénico
en el citosol de la célula diana se puede analizar aplicando el método descrito en el documento WO02/22169.

En una realizacion particular adicional, el término "CyaA" también abarca, la proteina CyaA (o sus fragmentos) que ha
sido modificada por modificaciones postraduccionales, por ejemplo, por palmitoilacion postraduccional de al menos
uno de sus restos, en particular los dos restos internos de lisina (lisinas 860 y 983). Esta(s) modificacién(es)
postraduccional(es) pueden obtenerse mediante la coexpresién de los genes cyaA y cyaC. Por lo tanto, la proteina
CyaA o un fragmento de la misma, dentro del (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, puede ser una proteina
CyaA o un fragmento de la misma que es el resultado de la coexpresion en una célula, especialmente en una célula
recombinante, de los genes cyaA y cyaC.

El término "vector” o "molécula vector" utilizados en la presente solicitud abarca la proteina CyaA de longitud completa,
o fragmentos de la misma, modificada o no, como se detalla en el presente documento.

Por "células que expresan CD11b", se hace referencia a las células que expresan el receptor CD11b/CD18 en su
superficie (CD11b™*). En particular, estas células son granulocitos/neutréfilos, macréfagos, linfocitos NK, subconjuntos
de T CD8", subconjuntos de linfocitos B, células de Langerhans, células dendriticas y células dendriticas mieloides.
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La expresion "polipéptido(s) llevado(s) por un vector" significa que la proteina CyaA (o sus fragmentos) lleva al menos
un polipéptido que es heterdlogo con respecto a CyaA, en particular, que no es un fragmento de CyaA como se define
en el presente documento, y especialmente no reacciona inmunolégicamente de forma cruzada con CyaA. La
expresion "al menos uno" significa un polipéptido o mas, en particular, cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10
polipéptido(s), preferiblemente 1, 2 o 3 polipéptido(s).

El término "lleva" abarca diversas estructuras que asocian la proteina CyaA o un fragmento de la misma de acuerdo
con la presente invencion y el (los) polipéptido(s). Dichas estructuras pueden obtenerse como resultado de:

- acoplamiento quimico de al menos un(os) polipéptido(s) de acuerdo con la invenciéon a CyaA o sus fragmentos. Los
métodos para acoplar quimicamente un polipéptido a CyaA o sus fragmentos son bien conocidos en la técnica y
comprenden, por ejemplo, enlace(s) de disulfuro, preferiblemente usando sulfhidrilo activado con N-piridilsulfonilo.
Dado que la proteina CyaA nativa no tiene restos de cisteina en su secuencia primaria, se introduce genéticamente
un resto de cisteina en la proteina CyaA, en particular, en su dominio catalitico, preferiblemente en un sitio permisivo
como se define a continuacion (tal como la posicion 235) o en uno de los extremos de CyaA; y

- enlace genético o fusion genética de al menos un(os) polipéptido(s) a CyaA o sus fragmentos. El enlace o fusion
genético incluye la insercidon genética del acido nucleico que codifica al menos uno o mas polipéptidos segun la
invencion en fase en el acido nucleico que codifica la proteina CyaA o fragmento de la misma (es decir, sin cambio del
marco de la proteina CyaA), preferiblemente en la region del dominio catalitico de la proteina CyaA, dando como
resultado una proteina recombinante. Por lo tanto, el o los polipéptidos al menos se pueden insertar en cualquier sitio
permisivo de la proteina CyaA (véase el documento WO 93/21324). Como se usa en el presente documento, el término
"sitio permisivo" se refiere a un sitio donde el (los) polipéptido(s) puede(n) insertarse sin afectar sustancialmente a las
propiedades funcionales deseadas de la adenilato ciclasa, es decir, sin afectar a la capacidad de la proteina CyaA
para presentar dichos polipéptidos al sistema inmunitario del hospedador mamifero, en particular, sin afectar a la unién
especifica al receptor CD11b/CD18 y opcionalmente sin afectar al proceso de translocacion del(de los) polipéptido(s)
al citosol de la célula diana. Los sitios permisivos de la adenilato ciclasa de Bordetella pertussis incluyen, pero sin
limitacion, restos 107-108 (Gly-His), 132-133 (Met-Ala), 137-138 (Val-Ala), 224-225 (Arg-Ala), 228-229 (Glu-Ala), 232-
233 (Gly-Leu), 235-236 (Arg-Glu), 317-318 (Ser-Ala) y 335-336 (Gly-GIn) (Sebo et al., 1985; Glaser et al., 1988). Para
otras especies de Bordetella, los sitios permisivos correspondientes se pueden definir mediante la comparacion de
secuencias y la determinacién de los restos correspondientes (Figura 2). De acuerdo con otra realizacion, el enlace
genético también incluye la fusion del acido nucleico que codifica al menos un(os) polipéptido(s) en uno y/u otros
extremos de la proteina CyaA o sus fragmentos.

Cuando una proteina CyaA (o sus fragmentos) lleva mas de un polipéptido, estos polipéptidos pueden ser llevados
por acoplamiento quimico, todos llevados por enlace genético (preferiblemente todos insertados genéticamente), o
uno(s) de ellos es(son) llevado(s) por acoplamiento quimico mientras que el (los) otro(s) es(son) llevado(s) por enlace
genético. En una realizacion particular, cuando todos los polipéptidos se insertan genéticamente en CyaA,
preferiblemente en sitios permisivos de CyaA, los polipéptidos se insertan en diferentes sitios, preferiblemente
diferentes sitios permisivos. En otra realizacién, cuando todos los polipéptidos se insertan genéticamente en CyaA,
preferiblemente en sitios permisivos de CyaA, los polipéptidos se insertan en el mismo sitio, preferiblemente en el
mismo sitio permisivo.

El término "polipéptido” se refiere a una concatenacion de aminoacidos, y tiene al menos 9 restos de aminoacidos vy,
en particular, tiene de 9 a 500 restos, de 9 a 200, de 9 a 100, de 9 a 50 restos, o de 30 0 50 a 500 o a 200 restos, 0
de 100 a 500 o de 100 a 200 restos de longitud. En la invencién, el término "polipéptido” significa un polipéptido que
es capaz, una vez llevado por la molécula vector, de inducir una respuesta inmunitaria, en particular, una respuesta
inmunitaria de linfocitos T, contra el (los) epitopo(s) contenido(s) en este polipéptido. El (los) polipéptido(s) contenido(s)
en la(s) molécula(s) vector pueden derivarse de un antigeno tumoral, es decir, un péptido expresado por tumor o
células cancerosas, si el tumor es propio o inducido por un patégeno; el antigeno tumoral puede ser propio (en
particular de origen humano) o del patégeno que induce el tumor.

El término "antigeno tumoral" abarca los siguientes grupos de antigenos tumorales, y el (los) polipéptido(s)
contenido(s) en la(s) molécula(s) vector de la invenciéon pueden elegirse en al menos uno de los siguientes grupos: (a)
antigenos tumorales oncofetales, (b) antigenos tumorales oncoviricos, (c) antigenos tumorales
sobreexpresados/acumulados, expresados en una amplia variedad de tejidos normales y sobreexpresados en
tumores, (d) antigenos especificos de tumor compartidos o antigenos de céncer testicular, expresados en muchos
tumores pero no en tejidos normales (incluida la familia BAGE, familia GAGE, familia MAGE, familia SAGE y familia
XAGE), (e) antigenos tumorales de linaje restringido, (f) antigenos tumorales mutados, resultantes de mutaciones
puntuales en genes que se expresan de manera ubicua; y (g) antigenos tumorales de diferenciacion, expresados en
el tejido normal de origen de los tumores pero que no son especificos del tumor.

En un aspecto de la presente divulgacion, cuando se usa mas de un polipéptido en una molécula de un solo vector
para provocar una respuesta inmunoterapéutica o una molécula de un solo vector para obtener una respuesta
inmunoprofilactica, todos los polipéptidos se derivan de antigenos tumorales.

En otro aspecto de la divulgacion, el (los) polipéptido(s) contenido(s) en la(s) molécula(s) del vector también o
alternativamente pueden derivarse de un antigeno de patdgeno, es decir, un antigeno que es producido por el
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patdégeno en el hospedador mamifero infectado, y posiblemente procesado en las células de dicho hospedador
mamifero infectado o un componente de dicho patégeno. Ejemplos de antigenos patégenos son un antigeno
bacteriano, un antigeno virico, un antigeno fungico o un antigeno parasito. En estos ejemplos, como una realizacion
particular, se pueden distinguir los patégenos implicados en la tumorigénesis (oncopatégenos) y los patégenos que
no estan implicados en la tumorigénesis. Ejemplos de patégenos son los patégenos intracelulares, en particular
patégenos que inducen respuesta(s) inmunitaria(s) de linfocitos T en su hospedador. Por lo tanto, el (los) polipéptido(s)
puede(n) derivarse de, pero sin limitacion, Chlamydia, Plasmodium, Leishmania, Mycobacterium tuberculosis, HIV,
VPH, VHB, VHC, adenovirus, VEB, herpesvirus, virus HTLV.1 y CMV. En una realizaciéon particular, el (los)
polipéptido(s) contenido(s) en la(s) molécula(s) vector puede(n) derivarse de una proteina de superficie del patdégeno
(como la proteina de envoltura del VIH) o derivarse de un polipéptido que interactiia con la maquinaria de la célula
infectada (como E6 o E7 de VPH).

En una realizacion particular, cuando se usa mas de una proteasa, en una sola molécula vector o en una combinacion
de vectores, todos los polipéptidos se derivan de antigenos de patégenos, posiblemente de distintos patdgenos,
géneros o especies.

De acuerdo con la divulgacion, los polipéptidos contenidos en la(s) molécula(s) vector son todos derivados de
antigenos bacterianos, son todos derivados de antigenos viricos, son todos derivados de antigenos fungicos o son
todos derivados de antigenos parasitos. En otra realizacion, los distintos polipéptidos contenidos en la(s) molécula(s)
vector descrita(s) en el presente documento son derivados independientemente de un antigeno bacteriano, un
antigeno virico, un antigeno fungico o un antigeno parasito. En otra realizacion, los polipéptidos, en una sola molécula
vector o en una combinacién de vectores, son derivados de un tumor y son derivados de un patdgeno.

La expresion "derivado de", con respecto a un polipéptido llevado por una molécula vector, significa la proteina
antigénica de longitud completa, o un fragmento de esta proteina antigénica, o un polipéptido sintético, no natural,
lleva el (los) epitopo(s) que consiste(n) en varias partes de la proteina antigénica fusionada o un polipéptido sintético,
no natural, que consiste en una o varias partes de varias proteinas fusionadas, siempre que el fragmento o el
polipéptido sintético, no natural, es capaz de inducir, una vez llevado por la(s) molécula(s) vector, una respuesta
inmunitaria, en particular, una respuesta inmunitaria de linfocitos T, contra un determinante antigénico contenido en
este fragmento o polipéptido. De acuerdo con esta definicion, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por la(s) molécula(s)
vector es 0 comprende un epitopo Unico, o es o comprende un grupo de epitopos. La expresion “grupo de epitopos”
abarca al menos un epitopo, es decir, un epitopo o0 mas, en particular entre 10 y 500 epitopos, entre 50 y 200 epitopos
y entre 80 y 150 epitopos. En una realizacion particular, la expresion “grupo de epitopos” significa 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9 o 10 epitopos. En una realizacién particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por la(s) molécula(s) vector es o
comprende un polipéptido, es decir, un polipéptido con al menos dos epitopos, en particular al menos dos epitopos de
linfocitos T. Los epitopos de la presente invencion son, ya sea lineales o conformacionales, preferiblemente lineales,
y son cualquier secuencia de aminoacidos implicada en la induccion de una respuesta inmunitaria mediada por células,
especialmente una respuesta inmunitaria de linfocitos T. En consecuencia, los epitopos en el (los) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector descritos en el presente documento incluyen aquellos que son procesados por CpA (células
presentadoras de antigeno) en un hospedador, especialmente los epitopos T reconocidos en asociacion con las
moléculas CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) de clase I, tales como epitopos cuyas células diana son los
linfocitos T CD8* o epitopos T reconocidos en asociacién con moléculas de CMH de clase I, como aquellos cuyas
células diana son linfocitos T CD4*. En una realizacion particular, el (los) polipéptido(s) también contienen epitopo(s)
B implicado(s) en la respuesta humoral. En una realizaciéon particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por la(s)
molécula(s) vector consiste(n) o comprende(n) varios epitopos diferentes o varios idénticos.

De acuerdo con la invencidn, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector contienen al menos dos grupos diferentes
de epitopos, es decir, un grupo de epitopos es capaz de provocar una respuesta inmunitaria de linfocitos T para
permitir un tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidén(es) patoldgica(s) determinada(s)
diagnosticada(s) en un hospedador mamifero, mientras que el segundo grupo de epitopos puede provocar una
respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T para permitir la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) en el mismo hospedador mamifero. En una realizacién particular, el primer grupo de
epitopos es opcionalmente capaz de provocar, ademas de una respuesta de linfocitos T que proporciona tratamiento
inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador
mamifero, una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos contenidos en
dicho(s) polipéptido(s) para permitir la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s).

De acuerdo con la invencién, en ausencia de dicho segundo grupo de epitopos en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s)
por un vector, no se observa la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s). Esto
significa que el segundo grupo de epitopos como se define en este documento es necesario para obtener la profilaxis
contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s).

En una realizacion particular, el segundo grupo de epitopos [en el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector] es

necesario y suficiente para obtener la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s); en
esta realizacion, la contribucion del Unico segundo grupo de epitopos, en la respuesta inmunitaria suscitada, es
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suficiente para obtener la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s). En otras
palabras, existe una relacion causal entre la administracion de dicho segundo grupo de epitopos y dicha respuesta
profilactica.

La divulgacion también describe que, el segundo grupo de epitopos [en el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector]
es necesario para obtener la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s), pero no es
suficiente o se beneficia de la contribucion del primer grupo, lo que significa que la profilaxis contra la(s) segunda(s)
afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) se obtiene después de una sinergia entre la respuesta inmunitaria suscitada
contra el segundo grupo de epitopos y la respuesta inmunitaria suscitada contra el primer grupo de epitopos. En este
ultimo caso, la contribucién de ambos grupos de epitopos es necesaria para obtener la profilaxis contra la(s)
segunda(s) afeccion(es) patologica(s) determinada(s).

La contribucion necesaria del segundo grupo de epitopos en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) puede manifestarse comparando el efecto de la administracion del(de los) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector de la invencion en dicha(s) segunda(s) afeccidon(es) patoldgica(s) determinada(s) [el término
profilaxis se define a continuacion] en los dos siguientes grupos de mamiferos, en particular, en los siguientes dos
grupos de ratones: (1) mamiferos administrados con polipéptido(s) llevado(s) por un vector de la invencién que no
tienen un segundo grupo de epitopos como se define en la solicitud y (2) mamiferos administrados con polipéptido(s)
llevado(s) por un vector de la invencién que tienen un segundo grupo de epitopos como se define en la solicitud.

Como se entiende por la expresion "en donde dicha profilaxis contra la(s) sequnda(s) afeccién(es) patolégica(s)
determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector administrado(s)”, se excluye que el primer grupo de epitopos como se define en el presente
documento sea suficiente (es decir, solo) para obtener la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s)
determinada(s).

Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos del primer grupo de epitopos (o polipéptido(s) que consiste(n) en este primer
grupo de epitopos) es diferente de la secuencia de aminoacidos del segundo grupo de epitopos (o polipéptido(s) que
consisten en este segundo grupo de epitopos). El término "diferente” significa que ambas secuencias difieren en al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o al menos el 95 %, calculado
sobre la longitud completa de la secuencia de los polipéptidos (alineacion global calculada, por ejemplo, por el
algoritmo de Needleman y Wunsch). En una definicion alternativa o en una realizacion particular de dichas "diferentes
secuencias”, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90% de los epitopos
del primer grupo tienen una secuencia que es diferente de la secuencia de los epitopos del segundo grupo. En una
realizacién particular adicional, el primer y el segundo grupo de epitopos (o el (los) polipéptido(s) que consiste(n) en
el primer grupo de epitopos y el (los) polipéptido(s) que consiste(n) en el segundo grupo de epitopos) no tienen una
secuencia de epitopos en comun. En una realizacion particular, la respuesta inmunitaria de linfocitos T obtenida contra
el primer grupo de epitopos es eficaz contra la(s) afeccion(es) patoldgica(s) asociada(s) con dicho primer grupo de
epitopos y no es eficaz o no especificamente eficaz contra una afeccién(es) patolégica(s) asociada(s) con el segundo
grupo de epitopos. Por lo tanto, en una realizacion particular, la respuesta inmunitaria de linfocitos T obtenida contra
un grupo de epitopos es especifica para este grupo, es decir, los linfocitos T involucrados en la respuesta inmunitaria
contra este grupo de epitopos no reconoce el otro grupo de epitopos.

El (los) polipéptido(s) contiene(n) al menos un epitopo de cepas de VPH. Las cepas de VPH abarcan el género Alfa-
papilomavirus, Beta-papilomavirus, Gamma-papilomavirus, Delta-papilomavirus, Epsilon-papilomavirus, Zeta-
papilomavirus, Eta-papilomavirus, Theta-papilomavirus, lota-papilomavirus, Kappa-papilomavirus, Lambda-
papilomavirus, Mu-papilomavirus, Nu-papilomavirus, Xi-papilomavirus, Omikron-papilomavirus y Pi-papilomavirus. En
particular, los virus del papiloma tienen un tropismo humano, como las cepas del género Alfa-papilomavirus, Beta-
papilomavirus, Gamma-papilomavirus, Mu-papilomavirus o Nu-papilomavirus. El (los) polipéptido(s) mas particular(es)
contiene(n) al menos un epitopo de cepas de VPH del género Alfa-papilomavirus, especialmente la cepa de las
especies de VPH 7 y 9 del género Alfa-papilomavirus (de Villiers et al. Virology 2004). Por lo tanto, en una realizacién
de la presente invencién, los polipéptidos contienen al menos un epitopo de especies de tipo altamente oncogénico
de VPH seleccionadas entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 0 VPH58. Entre estas especies
tipo, el VPH 18 y el VPH 16 son de particular interés. Los polipéptidos llevados por la(s) molécula(s) vector descrita(s)
en el presente documento son de diferentes cepas de VPH o diferentes especies de tipo de VPH elegidas entre las
descritas anteriormente. Segun la invencién, cualesquiera que sean las cepas de VPH o las especies de tipo VPH, los
polipéptidos son derivados de las proteinas E6 o E7. En una realizacién particular, los polipéptidos llevados por la(s)
molécula(s) descrita(s) en el presente documento son de la misma proteina de VPH pero de diferentes cepas de VPH
o diferentes especies de tipo de VPH elegidas entre las descritas anteriormente. En una realizacion particular de la
invencién, la proteina E7 de VPH16 y la proteina E7 de VPH18 se usan para el disefio de polipéptidos. De acuerdo
con una realizacién particular de la invencién, una molécula vector lleva varios polipéptidos, preferiblemente por
insercion genética, cada uno de ellos contiene o consiste en uno o varios epitopos de una o varias proteinas de VPH
de al menos dos cepas de VPH distintas o dos especies de tipos de VPH distintos. Por lo tanto, una realizacién
particular son polipéptidos llevados por un vector que consisten en una proteina CyaA o un fragmento de la misma
que lleva un polipéptido o varios polipéptidos que abarcan epitopos derivados de la proteina E7 de las especies de
tipo VPH, VPH16 y VPH18. En ofra realizacion, la invencion se refiere a una composicién que comprende una primera
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molécula vector que lleva un polipéptido o varios polipéptidos que abarcan epitopos derivados de la proteina E7 de
VPH16 (los primeros polipéptidos llevados por un vector con un primer grupo de epitopos) y una molécula vector
separada que lleva un polipéptido o varios polipéptidos que abarcan epitopos derivados de la proteina E7 de VPH18
(los polipéptidos llevados por un vector separados con un segundo grupo de epitopos). Cuando varios polipéptidos
son llevados por una sola molécula vector, estos polipéptidos pueden consistir en diferentes fragmentos de la misma
proteina, por ejemplo, de una proteina E7 o E6, que se insertan en diferentes sitios, en particular, sitios permisivos,
de la molécula vector.

Por lo tanto, una composicion utilizada dentro de la presente invencion comprende un(os) polipéptido(s) llevado(s) por
un vector cuyo(s) polipéptido(s) se deriva(n) de la proteina E7 de VPH16 y un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un
vector, polipéptido(s) que se deriva(n) de la proteina E7 de VPH18. Un ejemplo de dicha composicién comprende:
(a) una primera molécula vector que lleva un primer polipéptido que es un fragmento que comprende los restos 1 a 29
o un fragmento que consiste en los restos 1 a 29 de E7 de VPH16 y que lleva un segundo polipéptido que es un
fragmento que comprende los restos 43 a 98 o un fragmento que consiste en los restos 43 a 98 de la proteina E7 de
VPH16. En una realizacion preferida, el primer polipéptido son los primeros 29 restos de aminoacidos de VPH16-E7 y
se inserta entre los codones 319 y 320 de CyaA, y el segundo polipéptido consta de los restos 43 a 98 de VPH16-E7
y se inserta entre los codones 224 y 235 de CyaA (ejemplificado en el vector pKTRACES5-VPH16E7a30-42); y

(b) una molécula vector separada que lleva un primer polipéptido que es un fragmento que comprende los restos 1 a
31 de E7 de VPH18 o un fragmento que consiste en los restos 1 a 31 de E7 de VPH18, y un segundo polipéptido que
es un fragmento que comprende los restos 43 a 105 de E7 de VPH18 o un fragmento que consiste en los restos 43 a
105 de E7 de VPH18. En una realizacion preferida, el primer polipéptido son los primeros 31 restos de aminoacidos
de VPH18-E7 y se inserta entre los codones 319 y 320 de CyaA, y el segundo polipéptido consta de los restos 43 a
105 de VPH18-E7 y se inserta entre los codones 224 y 235 de CyaA (ejemplificado en el vector pKTRACE5-
VPH18E7a32-42).

En otra realizacion, el (los) polipéptido(s) contiene(n) al menos un epitopo derivado del antigeno tumoral MAGE A3,
tal como un polipéptido que consiste en los restos 97 a 178 de MAGE A3 (SEQ ID NO: 8), o tal como un polipéptido
que consiste en los restos 190 a 221 fusionados a los restos 242 a 295 de MAGE A3 (SEQ ID NO: 9). En una realizacion
particular, un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector de la invencién (o una composicion que lo(s) contiene) consiste
en una proteina CyaA, preferiblemente CyaA de B. pertussis, en la que dos polipéptidos derivados de MAGE A3 se
han insertado en dos sitios diferentes. Tal(es) polipéptido(s) llevado(s) por un vector consiste en la CyaA de B.
pertussis, en donde (1) se ha insertado un primer polipéptido que consiste en los restos 97 a 178 de MAGE A3 entre
los codones 224 y 235 de CyaA y (2) se ha fusionado un segundo polipéptido que consiste en los restos 190 a 221
fusionados a los restos 242 a 295 de MAGE A3 insertado entre los codones 319 a 320 de CyaA. Un ejemplo particular
de un vector CyaA-MAGE A3 se proporciona en la Figura 4C (SEQ ID NO: 7).

El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector tal como se define en el presente documento, como tal o en una
composicion, se usa(n) para obtener en un mismo hospedador mamifero, especialmente en un hospedador humano,
(i) un tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en
dicho hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de epitopos
contenidos en dicho (s) polipéptido(s) y (ii) la profilaxis contra una(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s)
determinada(s) suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos
contenidos en dicho(s) polipéptido(s), y (iii) opcionalmente la prevencién contra la reaparicion de dicha(s) primera(s)
afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra
dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s), obteniéndose dichas respuestas inmunitarias
después de la administracion de dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector en dicho hospedador, en donde dicha
profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo
grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s). El (los)
polipéptido(s), como se define en el presente documento, llevado(s) por la(s) molécula(s) vector, se elige(n) de acuerdo
con los grupos de epitopos que se buscan y se pueden clasificar de acuerdo con dos grupos:

- el primer grupo de epitopos se refiere a polipéptido(s) que se deriva(n) de un antigeno que se sabe que se expresa
o presenta al sistema inmunitario en un hospedador mamifero infectado por un patégeno particular, desarrollando un
tumor particular o presentandose con una primera afeccién patolégica determinada, habiendo sido diagnosticado dicho
hospedador mamifero con dicha infeccidon particular, dicho tumor particular o dicha(s) primera(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) antes de la administracién del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o
composicion definidos en el presente documento; y

- el segundo grupo de epitopos se refiere a polipéptido(s) que se deriva(n) de un antigeno que se sabe que se expresa
o presenta al sistema inmunitario en un hospedador mamifero infectado por otro patdégeno particular, desarrollando
otro tipo particular de tumor o presentando una segunda afeccion patoldgica determinada, dicho hospedador mamifero
que no esta o no ha sido infectado por dicho otro patégeno particular, que no ha desarrollado dicho otro tipo particular
de tumor o que no ha presentado dicha(s) segunda(s) afeccidon(es) patoldgica(s) determinada(s) antes de la
administracion del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicién definidos en el presente documento.

La invencion se basa en las observaciones de que:

(i) puede obtenerse un tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es) patolégica(s) determinada(s)
diagnosticada(s) en un hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer
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grupo de epitopos contenidos en polipéptidos llevados por una molécula vector;

(i) la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) en el mismo hospedador mamifero
puede obtenerse suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de
epitopos contenidos en el (los) polipéptido(s); y

(iii) opcionalmente, la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s)
puede(n) obtenerse suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de
epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por una molécula vector;

estando llevado dicho segundo grupo de epitopos por la misma molécula vector, o llevado por una molécula vector
separada, y administrado en la misma composicion y simultaneamente con la primera molécula vector.

Por tanto, la molécula vector tal como se define en el presente documento o en una composicién, o las moléculas
vector de una composicion tal como se define en el presente documento lleva al menos un, preferiblemente uno,
polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo y al menos un polipéptido que comprende un(os)
epitopo(s) del segundo grupo. La molécula vector tal como se define en el presente documento o en una composiciéon
o las moléculas vector de una composicion como se define en el presente documento lleva(n) (a) un polipéptido que
comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo y al menos un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del segundo
grupo, (b) un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo y al menos un polipéptido que comprende
epitopo(s) del segundo grupo seleccionado entre 1, 2, 3, 4, 5 o 6 polipéptidos, (c) al menos un polipéptido que
comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo seleccionado entre 2 o 3 polipéptidos y al menos un polipéptido que
comprende un(os) epitopo(s) del segundo grupo y (d) al menos un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del
primer grupo seleccionado(s) entre 2 o 3 polipéptidos y al menos un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del
segundo grupo seleccionado entre 1, 2, 3, 4, 5 o 6 polipéptidos.

Cuando un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector se usa como tal o en una composicion, el vector puede llevar un
polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo y un(os) epitopo(s) del segundo grupo, es decir, que
dicho segundo grupo de epitopos esta contenido en el mismo polipéptido que el primer grupo de epitopos.

En otra realizacion, dicho primer y segundo grupo de epitopos estan contenidos en diferentes polipéptidos. El
polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo y el polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del
segundo grupo pueden ser llevados por la misma molécula vector. En otra realizacion, el polipéptido que comprende
un(os) epitopo(s) del primer grupo y el polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del segundo grupo pueden ser
llevados por diferentes moléculas de vector e incluirse en una misma composicion. Cuando una composicion, que
contiene un primer y un segundo polipéptido(s) llevado(s) por un vector separado(s), se usa, la primera molécula vector
lleva al menos un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo, lo que significa que un polipéptido
que comprende un(os) epitopo(s) del primer grupo como minimo es llevado por dicha primera molécula vector. En la
misma composicion, la segunda molécula vector lleva al menos un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del
segundo grupo, lo que significa que un polipéptido que comprende un(os) epitopo(s) del segundo grupo como minimo
es llevado por dicha segunda molécula vector separada. Finalmente, opcional uno o mas (por ejemplo, 1, 2,3, 4,50
6) polipéptido(s) llevado(s) por un vector también pueden incluirse en dicha composicion, cualquiera que sea el grupo
de epitopos contenidos en este/estos polipéptido(s) llevado(s) por un vector.

Por "respuesta inmunitaria”, se entiende una respuesta inmunitaria mediada por células, especialmente una respuesta
inmunitaria mediada por linfocitos T. En una realizacién particular, dicha respuesta inmunitaria mediada por linfocitos
T es una respuesta inmunitaria citotéxica de CTL mediada por células, especialmente una respuesta inmunitaria CD8*.
En el caso de polipéptidos derivados del antigeno tumoral, la respuesta inmunitaria es preferiblemente una respuesta
inmunitaria citotoxica especifica de tumor, que implica linfocitos citotoxicos especificos de tumor. En una realizacion
particular, dicha respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T es una respuesta inmunitaria CD4"*, especialmente una
respuesta inmunitaria de T-colaboradores. En una realizacion particular, la respuesta inmunitaria, en particular la(s)
respuesta(s) inmunitaria(s) inducida(s) contra los epitopos del segundo grupo (como se define en el presente
documento), después de la administracion del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicién definidos
en el presente documento, es una respuesta inmunitaria de linfocitos T de memoria. La expresidon "respuesta
inmunitaria" también puede abarcar, ademas de una respuesta inmunitaria mediada por células como se definié
anteriormente, una respuesta inmunitaria humoral (produccion de anticuerpos). Las respuestas inmunitarias descritas
en la presente solicitud se obtienen después de la administracion, en el hospedador, del(de los) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector de la invencién, como tal o dentro de una composicion.

La expresion "tratamiento inmunoterapéutico” se refiere al tratamiento de una(s) (primera(s)) afeccion(es) patolégica(s)
determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador mamifero, suscitando especialmente una respuesta inmunitaria de
linfocitos T contra un primer grupo de epitopos contenidos en el (los) polipéptido(s) llevado(s) por la(s) molécula(s)
vector administrada(s) como se define en el presente documento. El uso del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un
vector o composicion tal como se define en el presente documento tiene como objetivo mejorar las condiciones clinicas
de un hospedador mamifero, que lo necesite, que ha sido diagnosticado como infectado por un patégeno o que padece
un estado patoldgico, tal como un tumor, o tiene como objetivo la eliminacion del agente u organismo causante de la
enfermedad, o reducir dicho agente u organismo. En una situacion de infeccion por patdgenos, el tratamiento
inmunoterapéutico da como resultado una disminucion significativa en la carga de patdgenos en el sitio de infeccion o
en el sitio de replicacion de este patdgeno, en particular en el plasma o en la mucosa del hospedador, y posiblemente
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da como resultado una carga de patégenos, como la carga de plasma, que es menos de lo que se puede detectar
cuando se mide o, en la reduccién del tamario o el desarrollo del tumor, si lo hay.

La expresién "inmunoprofilaxis" o "profilaxis" se refiere a una respuesta que previene o protege contra la exposicion,
infeccion, aparicién o el desarrollo de una(s) segunda(s) afeccion(es)patoldgicas determinada(s) o enfermedad o
consecuencias clinicas de las mismas en el mismo hospedador mamifero suscitando especialmente una respuesta
inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos contenidos en el (los) polipéptido(s)
llevado(s) por la(s) molécula(s) vector administrada(s) como se define en el presente documento. El uso del(de los)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicién tal como se define en el presente documento da como resultado
una respuesta inmunitaria profilactica contra una futura infeccion, futuros eventos malignos o enfermedades vy, en
consecuencia, previene la aparicion de un estado patoldgico en dicho hospedador mamifero.

La eficacia de la respuesta para conferir profilaxis puede analizarse mediante la deteccién del marcador del estado
patolégico. En una realizacion particular, los criterios de eficacia se seleccionan para alcanzar relevancia estadistica.

La expresion "prevencién contra la reaparicion” se refiere a la obtencion de una respuesta inmunitaria para prevenir
una nueva exposicion futura, una nueva infeccién futura, una nueva aparicion futura o un nuevo desarrollo futuro de
la(s) primera(s) afeccion(s) patologica(s) determinada(s), afecciones que se han diagnosticado previamente y se han
tratado después de la administracion del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composiciéon como se define
en el presente documento.

La expresion "hospedador mamifero” abarca todos los mamiferos, en particular, primates y humanos (por ejemplo, un
paciente).

Se entiende que, después de la(s) administracion(es) del(de los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion
tal como se define en el presente documento, tanto la respuesta inmunitaria de los linfocitos T contra un primer grupo
de epitopos como la respuesta inmunitaria de la memoria de los linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos y,
opcionalmente, la respuesta contra dicho primer grupo de epitopos, se inducen en el mismo hospedador mamifero,
dentro de una ventana de tiempo particular. Por lo tanto, la al menos una administracion del(de los) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente documento conduce a la induccién de una
respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de epitopos y una respuesta inmunitaria de memoria de
linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos y opcionalmente una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos
T contra dicho primer grupo de epitopos, que puede manifestarse y/o medirse de 1 mes a 12 meses 0 mas después
de la administracién (en particular a los 2, 3, 6, 9 0 12 meses), aunque los linfocitos T participan en una de estas o en
ambas respuestas inmunitarias alin pueden manifestarse varios afios después de la administracién. La expresién "al
menos una administraciéon” o "administrando una vez" significa que el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o
composicion como se define en el presente documento se administra en el hospedador mamifero, especialmente el
paciente, una o mas, preferiblemente una o dos veces. Cada administracion consiste en al menos un(os) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector, siempre que un primer grupo de epitopos y un segundo grupo de epitopos contenidos en al
menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por al menos una(s) molécula(s) vector, con al menos un epitopo de dicho
segundo grupo de epitopos, se administran al hospedador mamifero al mismo tiempo. Si es apropiado, la segunda y
posibles administraciones posteriores (refuerzo principal) se llevan a cabo con el mismo polipéptido(s) llevado(s) por
un vector o con la misma composicién, con respecto al(a los) polipéptido(s), como la primera administracion. Los
experimentos informados a continuacion muestran que un ftratamiento y profilaxis inmunoterapéuticos, y
opcionalmente, la prevencién contra la reaparicion, pueden obtenerse después de una uUnica administracién del(de
los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente documento.

La divulgacion describe el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente
documento para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidon(es) patologica(s)
consecutiva(s) a una infeccion por patégeno, en particular consecutiva(s) a una infeccién bacteriana o virica,
diagnosticada en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra una(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) a una infeccién por un patégeno diferente, en particular consecutiva(s) a una infeccién por una bacteria
diferente o un virus diferente (o una cepa diferente de los mismos) y (iii) opcionalmente, en la prevencion contra la
reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccidn(es) patoldgica(s), en donde dicha profilaxis contra dicha(s) segunda(s)
afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando el segundo grupo de epitopos unidos a dicho
patégeno diferente (por ejemplo, diferentes bacterias o virus diferentes) no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s)
llevado(s) por un vector administrado(s). En el caso particular de afeccidn(es) patoldgica(s) consecutiva(s) a diferentes
cepas de virus, especialmente cepas de VPH diferentes o especies de tipos de VPH diferentes, la invencion se refiere
al(a los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composiciéon tal como se define en el presente documento para su
uso de acuerdo con las reivindicaciones (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es)
patolégica(s) consecutiva(s) a la infeccidon por un primer virus, primera cepa de VPH o primeras cepas de tipo de VPH,
diagnosticados en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra una(s) segunda(s) afeccidn(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) a la infeccién por un segundo virus diferente, segunda cepa de VPH diferente o segunda cepa de tipo
de VPH diferente, y (iii) opcionalmente en la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es)
patolégica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es) patologica(s) determinada(s) no se
observa cuando el segundo grupo de epitopos se une a dicho segundo virus diferente, la segunda cepa diferente de
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VPH o la segunda cepa diferente de tipo VPH no esta contenida en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector
administrado(s). En una realizacién preferida, la invencion se refiere a polipéptido(s) llevado(s) por un vector o
composicién tal como se define en el presente documento, que comprende un polipéptido derivado de la proteina E7
de VPH16 y un polipéptido derivado de la proteina E7 de VPH18, para su uso: (1) (i) en el tratamiento
inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s) consecutiva(s) a la infecciéon por VPH16,
diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) a la infeccion por VPH18 vy (iii) opcionalmente en la prevencion contra la reaparicion de dicha(s)
primera(s) afeccidn(es) patoldgica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidon(es) patolégica(s)
determinada(s) no se observa cuando el polipéptido derivado de la proteina E7 de VPH18 no esta contenido en
dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s); o (2) (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s)
primera(s) afeccidon(es) patolégica(s) consecutiva(s) a la infeccion por VPH18, diagnosticada(s) en un hospedador
mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s) consecutiva(s) a la infeccion por
VPH16 y (iii) opcionalmente, en la prevencion contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s),
en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando el
polipéptido derivado de la proteina E7 de VPH16 no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector
administrado(s).

La divulgacion describe el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente
documento para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidon(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) a las primeras células tumorales, diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis
contra una(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgicas consecutivas a segundas células tumorales, cuyo origen y/o
histologia es diferente de las primeras células tumorales, y (iii) opcionalmente, en la prevencion contra la reaparicion
de dichas primeras afecciones patolégicas, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s)
determinada(s) no se observa cuando el segundo grupo de epitopos unidos a dichas segundas células tumorales no
esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s).

La divulgacion describe el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente
documento para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidon(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) a una infeccion por patdgeno, en particular consecutiva(s) a una infeccién bacteriana o virica,
diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) al desarrollo de células tumorales y (iii) opcionalmente en la prevencién contra la reaparicion de dicha(s)
primera(s) afeccién(es) patolégica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patolégica(s)
determinada(s) no se observa cuando el segundo grupo de epitopos unidos a dichas células tumorales no esta
contenido en dicho polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s).

La divulgacion describe el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composicion tal como se define en el presente
documento para su uso (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s)
consecutiva(s) al desarrollo de células tumorales, diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis
contra una(s) segunda(s) afeccién(es) patolégica(s) consecutiva(s) a una infeccion por patégeno, en particular
consecutiva(s) a una infeccion bacteriana o virica, y (iii) opcionalmente en la prevenciéon contra la recurrencia de
dicha(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando el segundo grupo de epitopos unidos a dicho patégeno diferente
(por ejemplo, diferentes bacterias o virus diferentes) no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un
vector administrado(s).

La divulgacion describe un método para obtener en un mismo hospedador mamifero, (i) un tratamiento
inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador
mamifero, especialmente suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de epitopos, y
(i) la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s), especialmente suscitando una
respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos, en donde dicha profilaxis
contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de
epitopos no estd contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, comprendiendo dicho método
administrar, al menos una vez, a dicho hospedador mamifero ya sea:

(1) un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en
una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario
en un hospedador mamifero, dicho primer grupo de epitopos y el segundo grupo de epitopos estan contenidos en al
menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho vector, y al menos un epitopo de dicho segundo grupo de epitopos
es diferente de los epitopos del primer grupo de epitopos;

(2) una composicién que comprende el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector como se define en (1) en
combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable; o

(3) una composiciéon que comprende (a) un(os) primer(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector en donde dicho primer
vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuados para
presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, dicho primer grupo de epitopos
esta contenido en al menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho primer vector y (b) un(os) segundo(s)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector separado(s) en donde dicha segunda molécula vector que lleva el (los)
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polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuados para presentar dicho(s)
polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, dicho segundo grupo de epitopos esta contenido en
al menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho segundo vector.

Segun la divulgacion, se describe un método para obtener en un mismo hospedador mamifero, (i) un tratamiento
inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidn(es) patoldgica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador
mamifero, especialmente suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T contra un primer grupo de epitopos, (ii)
la profilaxis contra una(s) segunda(s) afeccion(es) patologica(s) determinada(s), especialmente suscitando una
respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos vy (iii) opcionalmente la
prevencién contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s), especialmente
suscitando una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos, en donde
dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo
grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, comprendiendo dicho método
administrar al menos una vez a dicho paciente:

(1) un(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en
una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuado para presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario
en un hospedador mamifero, dicho primer grupo de epitopos y el segundo grupo de epitopos estan contenidos en al
menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho vector, y al menos un epitopo de dicho segundo grupo de epitopos
es diferente de los epitopos del primer grupo de epitopos;

(2) una composicion que comprende el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector como se define en (1) en
combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable; o

(3) una composiciéon que comprende (a) un(os) primer(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector en donde dicho primer
vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuados para
presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, dicho primer grupo de epitopos
esta contenido en al menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho primer vector y (b) un(os) segundo(s)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector separado(s) en donde dicha segunda molécula vector que lleva el (los)
polipéptido(s) consiste en una proteina CyaA o un fragmento de la misma adecuados para presentar dicho(s)
polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, dicho segundo grupo de epitopos esta contenido en
al menos un(os) polipéptido(s) llevado(s) por dicho segundo vector.

Las composiciones como se definen en el presente documento pueden, en una realizacion particular, comprender un
excipiente o formulaciéon farmacéuticamente aceptable, o un diluyente fisioldgicamente aceptable, que se elige entre
agentes tampdn, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, agua, etanol o similares y
combinaciones de los mismos.

Ademas, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion como se define en el presente documento
como medio para obtener un tratamiento inmunoterapéutico y la profilaxis se puede combinar o mezclar con, o la
composicion como se define en el presente documento como medio para obtener un tratamiento inmunoterapéutico y
la profilaxis puede comprender ademas, al menos un inmunopotenciador, como al menos un adyuvante,
preferiblemente un adyuvante, y/o un tensioactivo y/o sustancias inmunomoduladoras (tales como citocinas o
quimiocinas).

Se conocen varios adyuvantes en la técnica e incluyen el adyuvante completo de Freund (ACF), adyuvante incompleto
de Freund (AIF), montanide ISA (adyuvante de Seppic incompleto), péptidos de muramilo tales como dipéptido de
muramilo (MDP) MDP-Lys (L18) (N%acetilomuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-N™esteoroil-L-lisina), sulfato de zinc,
hidréxido de hierro coloidal, fosfato de calcio o cloruro de calcio, CpG oligodesoxinucleétidos (CPG ODN) como CPG
ODN 1826 y CPG ODN 2007, MF59, que es una emulsion de aceite en agua estabilizada con detergente que contiene
5 % de escualeno (p/v), 0,5 % de Tween® 80 (p/v) y 0,5 % de Span (p/v) en agua, Ligandos TLR4 (como MPL, GLA),
ligandos TLR3 (como Hiltonol®), polisacaridos (como la inulina) y liposomas (como los liposomas catidnicos, ISCOM).

El al menos un adyuvante se elige entre las moléculas que tienen la capacidad de activar la respuesta inmunitaria de
los linfocitos T, en particular la respuesta de memoria de linfocitos T. Los adyuvantes preferidos son los que se unen
o son agonistas de TLR (receptor similar a Toll) 3, 4, 7, 8 y/o 9 en células inmunes (como CPA). En una realizacion
particular, el adyuvante es un ligando TLR (por sus siglas en inglés), en particular un ligando TLR seleccionado del
grupo que consiste en ligandos TLR de clase 3, tal como poly-ICLC, ligandos TLR de clase 4, ligandos TLR de clase
9, tales como CpG y los ligandos TLR de la clase 7/8, como Imiquimod. Ejemplos de adyuvantes son Imiquimod
vendido como una crema que contiene 5 % de Imiquimod (Aldara™) y Poly-ICLC vendido por Oncovir (Inc, WA, EE.
UU.) Como Hiltonol®.

Mediante "combinado”, se entiende que el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion como se define
en el presente documento y el inmunopotenciador se ponen en contacto con el hospedador, en diferentes momentos
y/o por diferentes modos de administracion, preferiblemente en el mismo sitio de contacto. En una realizacion
particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicién como se define en el presente documento
se inyecta en el hospedador y el inmunopotenciador (tal como un adyuvante) se aplica tépicamente, por ejemplo,
cutaneamente (sobre la piel), al hospedador. Por ejemplo, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la
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composicion como se define en el presente documento se inyecta en el hospedador y el inmunopotenciador (como un
adyuvante) se aplica sobre la piel del hospedador después de la inyeccion, en el sitio de inyeccién. Por el contrario,
"mezclado” significa que el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion como se define en el presente
documento y el inmunopotenciador estan en la misma formulaciéon cuando se administran.

Cabe destacar que en la presente solicitud, cuando un inmunopotenciador (como un adyuvante) se mezcla o combina
con el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion como se define en el presente documento, se usa
el inmunopotenciador, al menos, cada vez que el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composiciéon como
se define para su uso de acuerdo con la invencién se administra en el hospedador. En una realizacién particular, el
(los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion de la invencion se administran dos veces, y se aplica el
inmunopotenciador (mezclado o combinado, preferiblemente por via cutanea), en el sitio de administracion del (los)
polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion de la invencion, en el dia de cada administracion. En otra
realizacién particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicidon para su uso de acuerdo con la
invencién se administran dos veces, y se aplica el inmunopotenciador (mezclado o combinado, preferiblemente por
via cutanea), en el sitio de administracion del (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion de la
invencion, en el dia de cada administracion y al dia siguiente del dia de cada administracion. En una realizacion
particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicién de la invenciéon se administra(n) dos veces,
y el adyuvante (preferiblemente Imiquimod, tal como Aldara™) se aplica por via cutanea en el sitio de administracion
del (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion de la invencion, en el dia de cada administracion y al
dia siguiente del dia de cada administracion.

El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector como se define(n) en el presente documento o la composicidon como se
define en el presente documento como medio para obtener un tratamiento inmunoterapéutico y la profilaxis v,
opcionalmente, la prevencion contra la reaparicion, adicionalmente se puede(n) combinar o mezclar, en regimenes de
administracion, con otros compuestos activos adecuados para tratar la infeccidén por patégenos, células tumorales o
afecciones patoldgicas asociadas con esta infeccidn o tumor, tales como compuestos activos antitumorales o
antiviricos.

El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o las composiciones definidos en el presente documento pueden
inyectarse en un paciente a través de diferentes vias: subcuténea (s.c.), intradérmica (i.d.), intramuscular (i.m.) o
intravenosa (i.v.), administracion oral y administracion en la mucosa, especialmente administracion o inhalacion
intranasal. En una realizacion particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composiciones definidos en
el presente documento se administran por via intradérmica.

En particular, el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o composiciones definidas en el presente documento, ya
sea mezclados o combinados con al menos un inmunopotenciador o no, cualesquiera que sean las vias de
administracion, se administran en un sitio, independiente de la(s) (primera(s)) afeccion(es) patoldgica(s)
determinada(s) diagnosticada(s) en el hospedador mamifero, es decir, para un tumor, en un sitio que no sea el del
desarrollo del tumor (por ejemplo, que no sea la mucosa) y para un patdégeno, en un sitio que no sea el sitio de
replicacién del patégeno.

El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o las composiciones definidos en el presente documento pueden estar
en forma sdlida (oblea, polvo, gélula, pildora, supositorio, comprimido de liberacién rapida, comprimido
gastrorresistente, comprimido de liberacién retardada), una forma en polvo, preferiblemente después de la liofilizacion
(forma liofilizada o forma en polvo liofilizado) que necesita reconstruirse, por ejemplo, con diluyente(s) antes de la
inyeccion, o en forma liquida, como una solucién inyectable o suspension inyectable.

La cantidad de polipéptido(s) llevado(s) por un vector que se debe administrar (dosis) depende del sujeto a tratar,
incluyendo considerar la afeccion del paciente, el estado del sistema inmunitario del individuo, la via de administracion
y el tamafio del hospedador. Las dosis convencionales varian de 1 a 1200 pg, de 100 a 1000 g, de 200 a 1000 pg,
de 500 a 1000 ug. Se elige una dosis particular del grupo que consiste en 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900
y 1000 pg. En otra realizacién, las dosis convencionales varian de 1 a 100 pg, de 1 a 50 yg y de 1 a 10 pg de
polipéptido(s) llevado(s) por un vector. Estos ejemplos pueden ser modificados por un experto en la materia,
dependiendo de las circunstancias.

Cada realizacion especifica se puede combinar con cualquier realizacion particular.

Ejemplos

A. MATERIALES Y METODOS

Ratones

Ratones hembra C57BL/6 de seis semanas de edad (H-2%) se compran en Charles River Laboratories. Los ratones

se alojan en condiciones sin patdégenos con agua y alimentos ad libitum. Los procedimientos que involucran animales
y su cuidado se ajustan a las pautas de Genticel que cumplen con las leyes y politicas nacionales e internacionales y
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que son revisadas por el comité de ética local.
Lineas celulares tumorales

Las células tumorales TC-1 (cultivo de tejidos nimero uno) (Lin, Guarnieri et al. 1996) se prepararon por transformacion
de células de pulmén de raton primarias C57BL/6 con oncogenes E6 y E7 de VPH16 y oncogén c-Ha-Ras humano
activado. Las células utilizadas en este estudio se obtuvieron del ATCC. Los linfocitos TC1 se descongelan antes de
cada experimento y luego se cultivan y expanden in vitro durante al menos 10 dias antes de la inyeccion.

EG7, la linea celular murina de linfoma EL4 transfectada con OVA (antecedentes genéticos C57BL/6), se usan para
inducir un tumor sdlido que expresa la proteina ovoalbumina. Este modelo se describe ampliamente y se usa como un
modelo de tumor murino de cancer (Schreiber, Deyev et al. 2009). Los linfocitos EG7 se descongelan antes de cada
experimento y luego se cultivan y expanden in vitro durante al menos 10 dias antes de la inyeccion.

Inoculacion de células tumorales

En el dia 0, los ratones C57BL/6 son inyectados con linfocitos TC-1 (0,5x108 células por ratén para VPH _TURO00S,
1x108 células por raton para los otros estudios) diluidos en 100 yl de PBS 1X por via subcutanea en el flanco. En
algunos experimentos, los ratones se inyectan en el dia 60 con células EG7 diluidas en 100 pl de PBS 1X a través de
la via subcutanea en el flanco.

Preparacién del vector

- Construccion y purificacion de CyaA-VPH16E7 a30-42 recombinante (C16-1) y CyaA-VPH18E7a3242 (C18-1) (Figuras
3A y 3B) ya se describen en el documento EP1576967B1. Las dos masas finales de CyaA-VPH16E7a3042 (C16-1) y
CyaA-VPH18E7a3242 (C18-1) se mezclaron en Genticel en una relacién 1:1 para producir el ProCervix que luego se
almacena a -80 °C en partes alicuotas.

- CyaA-CysOVA incorpora el epitopo restringido OVAzs7-264 (SIINFEKL) H-2° de la proteina ovoalbumina (OVA). Se
codifica como BTpr_103, lote VPH043_Cova_ PB_8M purificado en Genticel. Este lote de CyaA-CysOVA se
caracterizé por su inmunogenicidad en ratones en Genticel (resultados internos) (Figura 4).

- el vector CyaA-MAGEA397-178/190-205 (Figura 4C y SEQ ID NO: 7) abarca dos polipéptidos:

(1) el epitopo MAGE A3¢7.17s insertado entre los restos 224 y 235 de CyaA de B. pertussis:
LGDNQIMPKAGLLIIVLAIIAREGDCAPEEKIPKKLLTQHFVQENY
LEYRQVPGSDPACYEFLWGPRALVETSYVKVLHHMVKISG (SEQ ID NO: 8); y

(2) el epitopo MAGE-A3190-2905 - correspondiente a los restos 190-221 fusionados a los restos 242-295 de la secuencia
MAGE A3, insertado entre los restos 319 a 320 de CyaA:
TFPDLESEFQAALSRKVAELVHFLLLKYRAREPVTKAEMLGSVVGN
WQYFFPVIFSKASSSLQLVFGIELMEVDPIGHLYIF (SEQ ID NO:9).

Administracién de vacunas

En el dia 11, después de la mediciéon tumoral, los ratones con tumores sélidos detectables se vacunan mediante
inyeccion intradérmica (id) en la dermis de los oidos (se inyectan ambos oidos). En algunos experimentos, los ratones
reciben una vacuna de dos inyecciones el dia 11 y el dia 39 después de la inoculacion de células tumorales TC-1. En
cuanto a ProCervix, a los ratones se les administré 5 ug de CyaA-VPH16E7.a30-42 y 5 ug de CyaA-VPH18E7a32-42.

Moléculas adyuvantes

Aldara™ es una formulacién farmacéutica de una molécula que activa la inmunidad innata a través de una unién
preferencial en TLR7 a las células inmunes como, por ejemplo, CPA. Esta molécula activa es Imiquimod, un pequefio
compuesto sintético. Aldara™ se comercializa como una crema que contiene 5 % de Imiquimod en paquetes de uso
de dosis Unica de 250 mg (12,5 mg de Imiquimod activo). La dosis que induce un efecto adyuvante para la vacunacion
de ratones con ProCervix es de 25 mg de Aldara™ por sitio de inmunizacion, por lo que, respectivamente, 1,25 mg de
Imiquimod activo por sitio de inyeccion (50 mg para un ratén). Una aplicacion topica (cutanea) de Aldara™ se realiza
en el dia de la inmunizacién y 24 h después de la inmunizacion. Se preparan tubos individuales, cada uno contiene 25
mg de Aldara™ para su aplicacion en la piel del oido (2 tubos para un raton). Para evaluar con precision la cantidad
real de crema Aldara™ aplicada en cada sitio de inyeccion de ProCervix (correspondiente a cada oreja para un raton
individual); cada tubo Eppendorf se pesa antes y después del depdsito de la crema en el interior. Después de la
aplicacion de la crema Aldara™ en la piel del oido, el peso de los tubos Eppendorf se reevalia para calcular
aproximadamente la cantidad de crema restregada en la piel. Para cada tubo, todo el contenido de la crema se
restriega durante al menos 15 segundos y hasta la penetracion completa en la piel.
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Poly-ICLC (agonista de TLR3) fue proporcionado por Oncovir (Inc, WA, EE. UU.) en frascos que contienen 1 ml de
solucidn estéril opalescente de 2 mg/ml. El Poly-ICLC se deja en el recipiente original y se almacena a +4 °C. Poly-
ICLC para inyeccion contiene 2 mg/ml de poly-IC estabilizado con 1,5 mg/ml de poli-L-lisina y 5 mg/ml de
carboximetilcelulosa de sodio en solucién de cloruro de sodio al 0,9 % y ajustado a pH 7,6-7,8 con hidroxido de sodio.

Medida tumoral
Se tienen en cuenta diferentes parametros para evaluar el desarrollo tumoral en ratones:

- Tamafo tumoral: Los tumores se miden manualmente usando un calibrador dos veces por semana, comenzando
5 dias después de la inoculacion de las células tumorales y hasta el dia 60. El volumen tumoral se calcula de la
siguiente manera: volumen = (Largo x ancho?)/2;

-Supervivencia de ratones: Por razones éticas, los ratones que se desarrollan de manera anormalmente importante
(tamario limite: 2000 mm?3) y/o tumores necréticos, o con movilidad alterada inducida por el tumor son sacrificados;
y

- Numero de ratones sin tumor: Esta informacion indica cuando la vacunacion terapéutica ha inducido una regresion
tumoral completa (ausencia de tumor palpable).

Medicién de respuestas citototéxicas de memoria de linfocitos T CD8

El método para medir la citotoxicidad de linfocitos T CD8* in vivo ha sido ampliamente descrito (Barchet, Oehen et al.
2000; Ingulli 2007). En resumen, los esplenocitos singénicos de ratones sin tratamiento previo se marcan con
diferentes concentraciones de CFSE (éster succinimidilico de carboxifluoresceina, Molecular Probes Invitrogen) y se
impulsan in vitro con péptidos restringidos con H-2° relevantes o se dejan sin impulsar. Tanto las poblaciones de
células diana impulsadas con péptidos como sin impulsar se transfieren de forma adoptiva por via intravenosa a
hospedadores vacunados singénicos y la pérdida de las dianas impulsadas por péptidos se mide por citometria de
flujo (BD FACSCalibur) en el bazo. El porcentaje de destruccion se estima a partir de la reduccion en la relacion del
porcentaje de células diana impulsadas a células no impulsadas, corregido por la relacién inicial (ver mas abajo). Las
preparaciones celulares se analizan mediante citometria de flujo antes de la inyeccion para verificar la carga de CFSE
de las diferentes células diana y obtener valores de referencia (porcentaje real de cada poblacion celular) para el
calculo de la destruccion in vivo. Las tres poblaciones de células diana se inyectan por via intravenosa en una
proporcion 1:1:1 a cada ratén vacunado. El porcentaje de destruccion in vivo se calcula como se describe en otra parte
con la siguiente formula (Barber, Wherry et al. 2003)

PORCENTAJE DE DESTRUCCION = 100 - ([(% de péptido impulsado en
vacunado/% no impulsado en vacunado)/(% de péptido impulsado antes
de la inyeccién/% no impulsado antes de la inyeccién))x100)

Ensayo ELISpot (inmunopuntos ligados a enzimas) de IFN-y

Frecuencias de IFN-y de E749.57 de VPH16 y E7as43-49 de VPH18 que producen linfocitos T CD8* especificos se evaltuan
en esplenocitos reestimulados ex vivo por un ensayo ELISpot de IFN-y:

- Se realizan ensayos ELISpot en ratones individuales, no en bazo agrupado.

- Los ratones recibieron el dia anterior a la infusién intravenosa de esplenocitos diana cargados con CFSE
singénicos (debido al ensayo de destruccion in vivo, véase mas arriba).

En resumen, los esplenocitos totales obtenidos de ratones vacunados se dejan sin estimular o se reestimulan
durante 20 h a 37 °C, 5 % de CO2 con 1 pg/ml de cada péptido como se describe a continuacion:

- 1x10° células/pocillo con el péptido E749.57 de VPH16 (epitopo relevante restringido con H-2°)

- 1x10°8 células/pocillo con OVA2s7.264 (epitopo irrelevante restringido con H-2).

- 0,25x10° células/pocillo con E7as43.49 de VPH18 (epitopo relevante restringido con H-2%).

La secrecién de IFN-y se controla mediante un ELISpot con base de sandwich revelado por BCIP/NBT usando
estreptavidina-AKP. Los datos se analizaron en un Bioreader 5000-Pro S (Biosys).

Vacunas terapéuticas/profilacticas

El esquema terapéutico, detallado a continuacion, se resume en la Figura 8.

En el dia 0, se inocularon dos grupos de ratones (grupos 1y 2) en el flanco derecho con linfocitos TC-1 (1x108 células
por ratén). Después, los ratones recibieron dos vacunas, la primera en el dia 11 y la segunda en el dia 39, con Placebo

(PBS 1X + urea) (grupo 1) o con Placebo + Aldara™ (grupo 2). Los grupos 1y 2 son un control negativo.

En el dia 0, se inocularon cuatro grupos de ratones (grupos 3 a 6) en el flanco derecho, con linfocitos TC-1 (1x10 &
células por raton) (grupos 3 a 6); entonces, los ratones recibieron dos vacunas, la primera en el dia 11 y la segunda
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en el dia 39, con CyaA-MAGEA397-178/190-205/CyaA-VPH16 E7 (5 pg de cada vector basado en CyaA) en presencia de
Aldara™ (grupo 3), con CyaA-cysOVA/CyaA-VPH16 E7 (5 pg de cada vector basado en CyaA) en presencia de
Aldara™ (grupo 4) o con ProCervix adyuvado con Aldara™ (grupos 5 y 6, como control positivo para la eliminacion
del tumor TC-1). El flanco derecho de estos ratones se controld hasta el dia 100 (Figura 9). En el dia 60, los ratones
de supervivencia fueron inoculados con una segunda linea celular tumoral, ya sean las células tumorales B16 que
expresan la proteina MAGE A3 (grupos 3y 5) o las células tumorales EG7 (células singénicas malignas que expresan
la proteina ovoalbumina) (grupos 4 y 6). El flanco izquierdo de estos ratones se control6 hasta el dia 100.

Cuando se usa, se aplica topicamente Aldara™ (cutaneamente), en el sitio de vacunacion, en el dia de la vacunacién
y al dia siguiente a la vacunacion (es decir, en los dias 12 y 40).

B. RESULTADOS

Ratones portadores de tumores sélidos que expresan E7 de VPH16 vacunados por ProCervix muestran una alta tasa
de regresién tumoral y una mejor supervivencia

Los ratones vacunados en el dia 11 con PBS y que recibieron la aplicaciéon de Aldara™ no mostraron inhibicion del
crecimiento tumoral con la excepcién de 2 ratones de 10 que eliminaron completamente el tumor antes del dia 50
(Figura 5A y 6A). Cuatro ratones estaban vivos en este grupo en el dia 50 (Figura 6B; final de la monitorizacion del
tamafio del tumor). No se incluyé ningin grupo tratado solo con PBS en este estudio y, por lo tanto, es dificil tener una
idea clara del impacto de Aldara™ en comparacion con la respuesta natural de los ratones contra el tumor. Sin
embargo, es obvio que el efecto observado con Aldara™ solo es mucho mas débil que los observados con ProCervix
adyuvado con Aldara™ (véase mas adelante). Esto indica que incluso si Aldara™ puede tener algun efecto por
vecindad en la progresion del tumor, probablemente debido a la activacion inmunitaria innata y los procesos
inflamatorios resultantes (citocinas proinflamatorias, etc. (Schon y Schon 2008)), no es lo suficientemente potente
como para usarse solo con este esquema terapéutico como tratamiento de tumores sélidos inducidos por VPH.

Los ratones vacunados en el dia 11 con ProCervix sin adyuvante también mostraron crecimiento tumoral importante
sin ratones sin tumor en el dia 50 (Figura 5B y 6A). Solo dos ratones estaban vivos en el dia 50 en este grupo (Figura
6B). La vacunacion terapéutica con ProCervix adyuvado con Imiquimod tépico (Aldara™) indujo una regresion tumoral
significativa (Figura 5D) que condujo a altas tasas de supervivencia (figura 6B) y una mayoria de ratones sin tumor al
final del estudio (figura 6A). Para el grupo de ProCervix adyuvado con Aldara™, observamos un escape tumoral
después de un periodo de control aparente (el tamario disminuy6 a menos de 50 mm?®) en 3 ratones de 10. El escape
ocurrié entre el dia 30 y el dia 40 con un crecimiento importante hasta el dia 50. Este fendmeno podria deberse a
mecanismos de escape desarrollados por tumores y, en este caso, se deben tener en cuenta los refinamientos del
esquema terapéutico, pero es mas probable debido a la pérdida de moléculas de MHC de clase | en la superficie de
las células tumorales como se describié anteriormente para células TC-1 (Zwaveling, Ferreira Mota et al. 2002). La
vacunacion terapéutica con ProCervix adyuvado con poly-ICLC dio resultados comparables de regresion tumoral y
tasa de supervivencia (Figura 5C y 6). Estos resultados muestran que la vacunacion terapéutica de ratones que tienen
tumores sélidos que expresan E7 de VPH16 con ProCervix, ya sea adyuvados con Poly-ICLC o Imiquimod tépico
(Aldara™), produce un fuerte efecto terapéutico.

La vacuna terapéutica ProCervix promueve el desarrollo de CTL de memoria funcional especifica para E7 de VPH16
y E7 de HVP18

Se describié por Rafi Ahmed y colaboradores en un modelo murino de infeccién virica aguda con LCMV que los
linfocitos T CD8* de memoria pueden exhibir un potencial litico rapido in vivo (Barber, Wherry et al. 2003). Basandose
en estas observaciones, los inventores decidieron investigar si los ratones que eliminaron completamente los tumores
solidos inducidos por TC-1, después de la administracion de ProCervix en el dia 11, muestran linfocitos T CD8* de
memoria especificos de antigeno funcionales después de la erradicacion del tumor.

Con este fin, en el dia 60 después de la inoculacién de linfocitos TC-1, los ratones sin tumor restantes en cada grupo
se transfirieron de forma adoptiva con esplenocitos singénicos cargados con CFSE para medir en paralelo la
citotoxicidad in vivo (como se describi6é anteriormente en la seccion Materiales y métodos) de los linfocitos T CD8* de
memoria contra los dos siguientes epitopos restringidos con H-25: E74957 de VPH16 y E7as4349 de VPH18. En los
grupos de ratones vacunados con ProCervix adyuvados con Aldara™ o con Poly-ICLC, se tomaron 5 ratones sin tumor
(seleccionados al azar en el grupo) para realizar el ensayo de destruccion in vivo. En todos los ratones probados, que
han erradicado completamente el tumor, detectamos una fuerte citotoxicidad contra células diana impulsadas con E749.
s7-de VPH16 (Figura 7). No se pueden observar diferencias entre los grupos. La deteccion de la respuesta citotoxica
especifica de VPH16E7 en placebo con el grupo vacunado con Aldara™ se debe al uso para esta prueba de los dos
ratones sin tumor (todos los demas ratones estaban muertos debido a la excrecencia del tumor en el dia 60). Estos
datos indican que estos dos ratones han podido desarrollar una respuesta inmunitaria especifica para E7 de VPH16
lo suficientemente fuerte como para eliminar los tumores sdlidos inducidos por TC-1. Curiosamente, solo los ratones
vacunados con ProCervix adyuvado también mostraron células diana impulsadas con VPH18E7. Estos datos son mas
informativos ya que los linfocitos TC-1 no expresan antigenos de VPH18, indicando asi que la citotoxicidad especifica
de VPH18 informada solo se debid a los linfocitos T de memoria inducidos por la vacuna. De hecho, no se observé
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citotoxicidad in vivo contra células diana impulsadas por VPH18E7 en ratones tratados uUnicamente con Aldara™
(Figura 7).

Tomados en conjunto, los datos de los inventores demuestran la exquisita eficacia de ProCervix para inducir, con una
sola inyeccioén, una respuesta de memoria dependiente de CD8 funcional contra los antigenos E7 de VPH16 y E7 de
VPH18. Una vacuna ProCervix de una sola inyeccién puede inducir la diferenciaciéon de un grupo de linfocitos T CD8*
de memoria especificos de antigeno que confieren a ratones vacunados, tanto una proteccién a largo plazo contra un
exposicion secundario con células injertadas singénicas que expresan E7 de VPH16 (antigeno expresado por tumores)
y en paralelo una proteccidn contra una nueva exposicion con células injertadas singénicas que expresan E7 de VPH18
(antigeno que no se expresa por tumores y que solo se entrega por el vector CyaA-VPH18E732-42).

La vacuna terapéutica bivalente de CyaA-VPH16E7a30-42/CyaA-MAGE A3 proporciona la erradicacion de los tumores
solidos que expresan E7 de VPH16 y proteccion contra el desarrollo de tumores inducidos por MAGE-A3

Los ratones vacunados con CyaA-VPH16E7a30-42/CyaA-MAGE A3 + Aldara como adyuvante transcutaneo (grupo 3) y
los ratones vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara (grupos 5 y 6) eliminaron los tumores solidos inducidos
por TC1 en 40 dias: 9 de cada 10 ratones en el grupo 3 (Figura 9c); 8 de cada 10 ratones en el grupo 5 y 9 de cada
10 en el grupo 6 (Figura 9 e y f). La fuerte eliminacion de los tumores se confirmé hasta el dia 100. Por el contrario,
los ratones que fueron vacunados con el placebo, con o sin adyuvante (grupo 1 y 2 respectivamente), ya que los
controles negativos desarrollaron tumores sélidos inducidos por TC1: 9/10 ratones en el grupo 1 (Figura 9a) y 8/10
ratones en el grupo 2 (Figura 9b).

En el dia 60, los ratones de supervivencia de los grupos 3 y 5 fueron inoculados, en su flanco izquierdo, con células
tumorales B16 que expresan la proteina MAGE A3. Ninguno de los ratones, que fueron vacunados con CyaA-
VPH16E7a30-42/CyaA-MAGE A3 en presencia de Aldara™ y que han eliminado los tumores inducidos por TC1, mostré
desarrollo de tumor B16-MAGEA3 después de la exposicion (0 de 9 ratones desarrollaron tumores B16-MAGEA3;
Figura 10a), que indica que estos ratones estaban protegidos contra la exposicién con tumores sélidos inducidos por
B16-MAGE A3.

Por el contrario, los ratones vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara™ y que han eliminado los tumores
inducidos por TC1 desarrollan tumores B16-MAGEA3 (6 de 8 ratones desarrollaron tumores B16-MAGEAS; Figura
10c), que indica que Procervix (VPH16E7/VPH18E7) no confirié inmunidad de linfocitos T de memoria protectora
contra la exposicion por las células tumorales B16-MAGEAS3. Por lo tanto, la proteccién contra el desarrollo de tumores
inducidos por MAGE A3 observados en ratones del grupo 3 se logré como resultado de la induccion de una respuesta
de memoria mediada por linfocitos T especificos de MAGE A3 en ratones vacunados con CyaA-MAGEAS3, mientras
que la respuesta de memoria mediada por linfocitos T provocada en ratones del grupo 5 se generé contra un antigeno
(E7 de VPH18) que es irrelevante con respecto a la naturaleza de las células tumorales B16-MAGEAS3.

En conclusion, estos experimentos demuestran que se puede usar CyaA bivalente, después de una administracion,
tanto para erradicar los linfocitos TC-1 (respuesta inmunitaria especifica de VPH18E7) como para prevenir el desarrollo
de células tumorales B16-MAGEA3 (respuesta de memoria mediada por linfocitos T especificos de MAGE A3).
Ademas, los resultados obtenidos después del dia 60 mostraron que el efecto profilactico obtenido contra las células
tumorales B16-MAGEA3 no perjudico el efecto terapéutico obtenido contra los linfocitos TC-1 (erradicacion de
linfocitos TC1 hasta el dia 100; figura 9c).

La vacuna terapéutica bivalente CyaA-VPH16E7as0-42/CyaA-cysOVA proporciona la erradicaciéon de los tumores
solidos que expresan E7 de VPH16 y proteccion contra el desarrollo de tumores inducidos por EG7-OVA

Ratones vacunados con CyaA-VPH1 6E7a3042/ CyaA-CysOVA en presencia de Aldara™ como adyuvante
transcutaneo (grupo 4) y los ratones vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara (grupo 5 y 6) eliminaron los
tumores sélidos inducidos por TC1 en 40 dias: 9 de cada 10 ratones en el grupo 4 (Figura 9d) y 8 de cada 10 ratones
en el grupo 5y 9 de cada 10 en el grupo 6 (Figura 9 e y f). La fuerte eliminacién de los tumores se confirmé hasta el
dia 100. Por el contrario, los ratones que fueron vacunados con Placebo con o sin adyuvante (grupo 1 y 2
respectivamente), como controles negativos, desarrollaron tumores sélidos inducidos por TC1: 9/10 ratones en el
grupo 1 (Figura 9a) y 8/10 ratones en el grupo 2 (Figura 9b).

En el dia 60, los ratones de supervivencia de los grupos 4 y 6 fueron inoculados, en su flanco izquierdo, con células
tumorales EG7-OVA (células singénicas malignas que expresan la proteina ovoalbumina). En el grupo 6, el ratén 6004
desarrollé un tumor después del dia 60 (Figura 9f), de modo que se inoculé con células tumorales EG7-OVA como los
otros 9 ratones del grupo que no desarrollaron tumores. Ninguno de los ratones, que fueron vacunados con CyaA-
VPH16E7a30-42/CyaA-CysOVA en presencia de Aldara™ y que han eliminado los tumores inducidos por TC1,
mostraron desarrollo de tumor EG7-OVA después de la exposicion (0 de 9 ratones desarrollaron tumores EG7-OVA;
Figura 10b), demostrando que estos ratones estaban protegidos contra la exposicién con células tumorales EG7-OVA.
Por el contrario, los ratones que fueron vacunados con ProCervix adyuvado con Aldara™ y que han eliminado los
tumores inducidos por TC1 desarrollaron tumores EG7-OVA (8 de cada 10 ratones desarrollaron tumores EG7-OVA;
Figura 10d), que indica que Procervix (VPH16E7/VPH18E7) no confiri6 inmunidad de linfocitos T de memoria
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protectora contra la exposicion por las células tumorales EG7-OVA. Por lo tanto, la proteccion contra el desarrollo de
tumores solidos inducidos por EG7-OVA observados en el grupo 4 se logré como resultado de la inducciéon de una
respuesta de memoria mediada por linfocitos T especificos de OVA en ratones vacunados con CyaA-VPH16E7a30-
42/CyaA-CysOVA, mientras que la respuesta de memoria mediada por linfocitos T suscitada en ratones del grupo 6 se
generd contra un antigeno (VPH18 E7) que es irrelevante con respecto a la naturaleza de los tumores EG7-OVA.

En conclusion, estos experimentos demuestran que se puede usar CyaA bivalente, después de una administracion,
tanto para erradicar los linfocitos TC-1 (respuesta inmunitaria especifica de VPH18E7) como para prevenir el desarrollo
de tumores sdlidos inducidos por EG7-OVA. Ademas, los resultados obtenidos después del dia 60 mostraron que el
efecto profilactico obtenido contra las células tumorales EG7-OVA no perjudicé el efecto terapéutico obtenido contra
los linfocitos TC-1 (erradicacion de linfocitos TC1 hasta el dia 100; figura 9d).

C. CONCLUSION

El concepto novedoso presentado en la presente solicitud, con la vacuna terapéutica bivalente ProCervix es, por una
parte, tratar, por ejemplo, pacientes infectados por VPH16, erradicar la infeccion y, por otra parte, proporcionar
respuestas de memoria mediadas por linfocitos T para los antigenos E7 de VPH16 y E7 de VPH18, estableciendo asi
para los pacientes vacunados con ProCervix una proteccion a largo plazo contra una posible reinfecciéon por VPH16 y
también contra una infeccién posterior por VPH18.

Esto se confirmd con otras dos vacunas bivalentes (CyaA-VPH16E7a30-42/CyaA-MAGE A3 y CyaA-VPH16E7az0-
42/CyaA-CysOVA) que se han mostrado, por una parte, para tratar ratones infectados por VPH16 (erradicaciéon de
linfocitos TC1) y, por otra parte, para proporcionar proteccion contra el desarrollo de tumores B16-MAGE A3 o tumores
EG7-OVA respectivamente.

Utilizando un modelo preclinico murino de carcinoma cervical [células tumorales TC-1 (Lin, Guarnieri et al. 1996;
Zwaveling, Ferreira Mota et al. 2002)], se demostré6 que la vacunacion terapéutica de ratones con tumores que
expresan E7 de VPH16 sdlido con ProCervix se combiné con una molécula adyuvante [agonistas de TLR como
Aldara™ (Johnston y Bystryn 2006; Heib, Becker et al. 2007; Schon y Schon 2008) o Poly-ICLC (Longhi, Trumpfheller
et al. 2009)] conducen a una regresion tumoral eficaz.

Ademas, se demostré que la eliminacion del tumor inducida por la vacuna puede correlacionarse con la presencia de
respuestas de memoria de CTL especificos de E7 de VPH16 de larga duracién en ratones que han erradicado
completamente el tumor. Inesperadamente, también se evidencié que en estos ratones sin tumores, la vacuna
terapéutica ProCervix genera, en paralelo, respuestas funcionales de memoria de CTL especificos de E7de VPH18.
Tanto CTL de memoria E7 de VPH16 como E7 de VPH18 mostraron un potencial litico in vivo.

Las observaciones de que los polipéptidos llevados por CyaA pueden generar una(s) respuesta(s) preventiva(s) de
memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos en un hospedador mamifero (respuesta inmunitaria
profilactica) mientras permiten generar un tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s)
determinada(s) diagnosticada(s) en dicho hospedador mamifero suscitando una respuesta inmunitaria de linfocitos T
contra un primer grupo de epitopos, es sorprendente. De hecho, es bien sabido que existe competencia entre
diferentes epitopos, ya sea con respecto al acceso a CPA, procesamiento y presentacion por CPA y disponibilidad de
citocinas. Este fendmeno conduce a una jerarquia de epitopos dominantes y subdominantes, y permite activar la
respuesta inmunitaria de los linfocitos T y suprimir otra(s) respuesta(s) inmunitaria(s) de los linfocitos T. Este fendmeno
se esperaba en la situacion actual donde los linfocitos T que reconocen el primer grupo de epitopos ya existen en el
paciente antes de la administracién de los polipéptidos llevados por un vector (ya que uno o algunos epitopos del
primer grupo ya se han presentado al sistema inmunitario del hospedador), mientras que los linfocitos T nativos tienen
que activarse con respecto al segundo grupo de epitopos. Curiosamente, la presente invencidon ha demostrado que,
en contraste con lo que se espera, la respuesta inmunitaria preventiva contra el segundo grupo de epitopos contenidos
en un polipéptido llevado por CyaA no parece estar desfavorecida con respecto a la respuesta inmunitaria terapéutica
contra el primer grupo de epitopos. Estos resultados significan que no se observa competencia entre la respuesta
inmunitaria inducida contra el primer grupo de epitopos y la respuesta inmunitaria inducida contra el segundo grupo
de epitopos. En consecuencia, los inventores han demostrado que el (los) polipéptido(s) llevado(s) por CyaA es/son
suficientemente eficaces para suscitar una respuesta inmunitaria de linfocitos T en un tratamiento inmunoterapéutico
de la(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y para
suscitar una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T en la profilaxis contra una(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) en el mismo hospedador mamifero.
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Leu

Asp

Asp

Arg

Lys

Leu

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

Ala

Val

Asn

Glu

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Gly

Gly

val

Gly

Gly

Trp

Gly

Leu

Phe

Asn

Gly

val

Gly

Gly

His

Ile
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Ser

Thr

Leu

Phe

Ala

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Ser
1390

Glu
1405

Arg
1420

Asp
1435

Ala
1450

Phe
1465

Gly
1480

Ala
1495

Ser
1510

Glu
1525

Ala
1540

Ser
1555

Asp
1570

Gln
1585

Thr
1600

Ala
1615

Ala

Leu

Gly

Val

Gly

Gln

Arg

Gly

Leu

Asn

Gly

Gly

Leu

Gly

Ile

Gly

28

Tyr

Ala

Ala

Leu

Arg

Asp

Asp

Ala

Met

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

Lys

Asp

Vval

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Thr

Arg

Gly

Gly

Arg

Ala

val

Gly

Glu

Gly

Val

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Val
1395

Ile
1410

Ala
1425

Gly
1440

Leu
1455

Asn
1470

Asp
1485

Val
1500

Pro
1515

Ser
1530

Leu
1545

Asp
1560

Asp
1575

Tyr
1590

Gly
1605

Leu
1620

Ser

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ala

Phe

Phe

Glu

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

Gly

Trp

Gly

Gly

val

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Thr

Arg

Gly

val

Gly

Phe

Gly

Phe

Ile

Asp

Leu

Asp

Glu

Asn

Gly

Ser

Ser

Asp

Leu

Leu

Asn

Gly

His

Ala



Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

<210> 2
<211> 1740
<212> PRT

Gln Gly

1625

Leu Thr

1640

Ile Ile

1655

Lys Leu

1670

Ala Ala

1685

Ser Leu

1700

Asn Asp

Val His

His Ala

Val Glu

Ala Pro

Ala Val

<213> Bordetella parapertussis / CyaA

<400> 2

Met

1

His

Ile

Ala

65

Ser

His

Asn

Leu Asp

Arg Leu

His Met

35

Glu Ser

50

Lys Glu

Thr Ser

Ala Lys

Pro Asn
115

Val

Arg

20

Gln

Gly

Lys

Ser
100

Leu
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Leu Glu Ile Arg Ile Leu

1630

Asp Trp Tyr Arg Asp Ala

1645

Ala Asn Gln Ala Val Asp

1660

Ala Met Ala Gln Tyr Pro

1675

Pro Ala Ala Arg Val Pro

1690

Asn Trp Arg
1705

Trp Phe Leu

Arg Cys Glu

Gln Ser His

Ile Pro Ala

3]

Asn Ala Thr
70

Ile Ala Glu

85

Ser Asp Trp

Ser Lys Leu

Gln Lys

Ser Val
25

Gln Ala
40

Ala Vval

Leu Met

Gly Val

Gly Leu

105

Phe Gly
120

29

Asp

Gln

Gly

Leu

Phe

Ala

90

Gln

Arg

Glu

Ser

Tyr

Asp

Arg

75

Thr

Ala

Ala

Gly

1635

Asp

1650

Gln

1665

Asp

1680

Asp

1695

vVal

Thr

Ala

Gly

60

Leu

Lys

Gly

Pro

Leu

Thr

Asn

45

Ile

val

Gly

Tyr

Glu
125

Thr

His

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

30

Ala

Lys

Asn

Leu

Ile

110

val

Asp Asp

Arg Val

Gly Ile

Gly Ala

Leu Met

Ala Thr
15

Arg Gln

Ala Asp

Ala Val

Pro His

80

Gly Val
95

Pro Val

Ile Ala



val

145

Gly

Gly

Tyr

Lys

Met

225

Ser

Asp

Thr

val

305

Ala

Thr

Gly

Ala

130

Asp

Leu

Tyr

Ala

val

210

Phe

Ser

Arg

Leu

Glu

290

Ile

His

Asn

Gly

Gln
370

Asp

Leu

val

Glu

val

195

Ile

Ala

Val

Ala

Leu

275

Ala

Thr

Ala

Pro

Glu

355

Gln

Asn

Thr

Thr

Gln

180

Gln

Gly

Ile

Thr

Ala
260

Trp

Arg

Asp

val

Phe

340

Ser

Arg

Asp

Leu

Gly

165

Phe

Tyr

Asn

Met

Ser

245

Ser

Lys

Arg

Phe

Gly

325

Pro

Gln

Gly
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val

Ser

150

Met

Glu

Arg

Ala

Pro

230

Gly

Glu

Ile

Gln

Glu

310

Ala

Glu

Glu

Asn

135

Lys

Ala

Phe

Arg

Ala

215

His

Asp

Ala

Ala

Phe

295

Leu

Gln

Ala

Leu

Gly
375

Ser

Glu

Asp

Arg

Lys

200

Gly

Ser

Thr

Arg

280

Arg

Glu

Asp

Asp

Thr

360

Tyr

Ser

Arg

Gly

val

185

Gly

Ile

Ser

val

Gly

265

Ala

Tyr

val

val

Glu

345

Arg

vVal

30

Leu

Leu

val

170

Lys

Gly

Pro

Asn

Thr

250

Gly

Gly

Asp

Arg

val

330

Lys

Gly

Phe

Ala

Asp

155

val

Glu

Asp

Leu

Phe

235

Asp

Leu

Ala

Gly

Asn

315

Gln

Ile

Gln

Tyr

His

140

Tyr

Ala

Thr

Asp

Thr

220

Arg

Tyr

Asp

Arg

Asp

300

Ala

His

Phe

Leu

Glu
380

Gly

Leu

Ser

Ser

Phe

205

Ala

Asp

Leu

Arg

Ser

285

Met

Leu

Gly

vVal

Lys

365

Asn

His

Arg

Asn

Asp

190

Glu

Asp

Ser

Ala

Glu

270

Ala

Asn

Asn

Thr

Val

350

Glu

Arg

Thr

Gln

His

175

Gly

Ala

Ile

Ala

Arg

255

Arg

val

Ile

Arg

Glu

335

Ser

Tyr

Ala

Ala

Ala

160

Ala

val

Asp

Arg

240

Thr

Ile

Gly

Gly

Arg

320

Gln

Ala

Ile

Tyr



Gly
385

Gly

val

Phe

Leu

465

Ala

Leu

Ile

Gln

Ser

545

Gly

Leu

Ala

vVal

val

Pro

Gln

Ser

450

Glu

Glu

Gln

Ala

Glu

530

Ser

Trp

Gly

Pro

Thr

610

Ala

Ala

Pro

Ala

Asp

435

Leu

Met

Pro

Gly

Leu

515

Ala

Ala

Ala

Ile

Ala

595

Gly

Ala

Gly

Gly

Ser

420

Ser

Gly

Thr

Gly

Ala

500

Met

Ala

val

Gly

Ala

580

Gly

Gly

Arg

Lys

Gly

405

Pro

Gly

Glu

Arg

vVal

485

Gln

Thr

Ser

Ala

Gly

565

Ala

Gln

Thr

Gly
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Ser

390

Arg

Gly

Tyr

val

Gln

470

Ser

Ala

Gln

Leu

Glu

550

Phe

Ala

Lys

vVal

val

Leu

Ser

Leu

Asp

Ser

455

val

Gly

val

Phe

Ser

535

Thr

Gly

vVal

Ala

Glu

615

Thr

Phe

Lys

Arg

Ser

440

Asp

Leu

Ala

Ala

Gly

520

Ala

val

Vval

Gly

Ala

600

Leu

Ser

Asp

Ser

Arg

425

Leu

Met

His

Ser

Ala

505

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

585

val

Ala

Gly

31

Asp

Ser

410

Pro

Asp

Ala

Ala

Ala

490

Ala

Ala

val

Gly

Gly

570

Gly

Gly

Ser

Leu

Gly

395

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

475

His

Gln

Gly

Phe

Phe

555

Gly

Met

Ala

Ser

Gln

Leu

Asp

Leu

val

val

460

Ala

Trp

Arg

Ser

Gly

540

Phe

Ala

Ser

Glu

Ile

620

val

Gly

val

Gly

Gly

445

Glu

Arg

Gly

Leu

Thr

525

Leu

Arg

Met

Ile
605

Ala

Ala

Ala

Leu

Ala

430

Ser

Ala

Gln

Gln

val

510

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

590

Ala

Leu

Gly

Ala

Glu

415

Val

Arg

Ala

Asp

Arg

495

His

Thr

Glu

Ser

Leu

575

Asp

Leu

Ala

Ala

Pro

400

Thr

Glu

Ser

Glu

Asp

480

Ala

Ala

Pro

Ala

Ser

560

Gly

Asp

Gln

Leu

Ser



625

Ala

Ile

Leu

Ala

val

705

Ala

Thr

Glu

Pro

Ala
785

Trp

Ser

Ser

Gly

Ser
865

Gly

Tyr

Ala

Gln

690

Ser

Ala

Gly

Lys

Gln

770

Asn

Asn

Ala

Ala

Gln

850

Arg

Ala

Gly

Gln

675

Leu

Ala

Ser

Ala

Leu

755

Ala

Ser

Ala

Leu

Asp

835

Pro

Lys

Ala

Leu

660

Glu

Tyr

val

val

Leu

740

Ala

Tyr

Asp

Ser

Glu

820

vVal

val

Gly

Ala

645

Val

Ser

Arg

Leu

Val

725

Asn

Asn

Phe

Gly

Ser

805

Leu

Phe

Val

Glu
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630

Gly

Gln

Ser

Asp

Ser

710

Gly

Gly

Asp

Glu

Leu

790

Val

Ala

val

Leu

Arg
870

Ala

Gln

Ala

Lys

695

Thr

Ala

Ile

Tyr

Lys

775

Arg

Ile

Ala

Asp

Asp

855

Pro

Leu

Ser

Tyr

680

Thr

Val

Pro

Leu

Ala

760

Asn

Lys

Gly

Ile

Arg

840

val

Ala

Ala

His

665

Gly

Ala

Gly

val

Arg

745

Arg

Leu

Met

vVal

Thr

825

Phe

Ala

Leu

32

Ala

650

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Ala

730

Gly

Lys

Gln

Gln

810

Gly

Ile

Ala

Thr

635

Ala

Ala

Glu

Glu

Ala

715

Val

val

Ile

Ala

Ala

795

Thr

Asn

Gln

Gly

Phe
875

Leu

Asp

Gly

Gly

700

Val

Val

Gln

Asp

Arg

780

Asp

Thr

Ala

Gly

Gly

860

Ile

Ser

Gln

Asp

685

Ala

Ser

Thr

Gln

Glu

765

His

Glu

Asp

Glu

845

Ile

Thr

Pro

Leu

670

Ala

vVal

Ile

Ser

Pro

750

Leu

Glu

Gln

Ile

Asn

830

Arg

Asp

Pro

Met

655

Asp

Leu

Ala

Ala

Leu

735

Ile

Gly

Gln

Ala

Ser

815

Leu

VvVal

Ile

Leu

640

Glu

Lys

Gly

Ala

720

Leu

Ile

Gly

Gly

800

Lys

Lys

Ala

Ala

Ala
880
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Ala Pro Gly Glu Glu Gln Arg Arg Arg Thr Lys Thr Gly Lys Ser Glu
885 890 895

Phe Thr Thr Phe Val Glu Ile Val Gly Lys Gln Asp Arg Trp Arg Ile
900 905 910

Arg Asp Gly Ala Ala Asp Thr Thr Ile Asp Leu Ala Lys Val Val Ser
915 920 925

Gln Leu Val Asp Ala Asn Gly Val Leu Lys His Ser Ile Lys Leu Glu
930 935 940

Val Ile Gly Gly Asp Gly Asp Asp Val Val Leu Ala Asn Ala Ser Arg
945 950 955 960

Ile His Tyr Asp Gly Gly Ala Gly Thr Asn Thr Val Ser Tyr Ala Ala
965 970 975

Leu Gly Arg Gln Asp Ser Ile Thr Val Ser Ala Asp Gly Glu Arg Phe
980 985 990

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

Ala Thr Gln Lys Thr Ala Tyr Gly Lys Arg Thr Glu Asn Val Gln
1010 1015 1020

Tyr Arg His Val Glu Leu Ala Arg Val Gly Gln Leu Val Glu Val
1025 1030 1035

Asp Thr Leu Glu His Val Gln His Ile Ile Gly Gly Ala Gly Asn
1040 1045 1050

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

Ala Gly Asp Asp Arg Leu Asp Gly Gly Ala Gly Asn Asp Thr Leu
1070 1075 1080

Val Gly Gly Glu Gly His Asn Thr Val Val Gly Gly Ala Gly Asp
1085 1090 1095

Asp Val Phe Leu Gln Asp Leu Gly Val Trp Ser Asn Gln Leu Asp
1100 1105 1110

Gly Gly Ala Gly Val Asp Thr Val Lys Tyr Asn Val His Gln Pro
1115 1120 1125

33
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Ser Glu Glu Arg Leu Glu Arg Met Gly Asp Thr Gly Ile His Ala
1130 1135 1140

Asp Leu Gln Lys Gly Thr Val Glu Lys Trp Pro Ala Leu Asn Leu
1145 1150 1155

Phe Ser Val Asp His Val Lys Asn Ile Glu Asn Leu His Gly Ser
1160 1165 1170

Ser Leu Asn Asp Ser Ile Ala Gly Asp Asp Arg Asp Asn Glu Leu
1175 1180 1185

Trp Gly Asp Asp Gly Asn Asp Thr Ile His Gly Arg Gly Gly Asp
11590 1185 1200

Asp Ile Leu Arg Gly Gly Leu Gly Leu Asp Thr Leu Tyr Gly Glu
1205 1210 1215

Asp Gly Asn Asp Ile Phe Leu Gln Asp Asp Glu Thr Val Ser Asp
1220 1225 1230

Asp Ile Asp Gly Gly Ala Gly Leu Asp Thr Val Asp Tyr Ser Ala
1235 1240 1245

Met Ile His Ala Gly Lys Ile Val Ala Pro His Glu Tyr Gly Phe
1250 1255 1260

Gly Ile Glu Ala Asp Leu Ser Glu Gly Trp Val Arg Lys Ala Ala
1265 1270 1275

Arg Arg Gly Met Gly Tyr Tyr Asp Ser Val Arg Ser Val Glu Asn
1280 1285 1290

Val Ile Gly Thr Ser Met Lys Asp Val Leu Ile Gly Asp Ala Gln
1295 1300 1305

Ala Asn Thr Leu Met Gly Gln Gly Gly Asp Asp Thr Val Arg Gly
1310 1315 1320

Gly Asp Gly Asp Asp Leu Leu Phe Gly Gly Asp Gly Asn Asp Met
1325 1330 1335

Leu Tyr Gly Asp Ala Gly Asn Asp Thr Leu Tyr Gly Gly Leu Gly
1340 1345 1350

Asp Asp Thr Leu Glu Gly Gly Ala Gly Asn Asp Trp Phe Gly Gln
1355 1360 1365

34
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Thr Pro Ala Arg Glu His Asp Val Leu Arg Gly Gly Ala Gly Val
1370 1375 1380

Asp Thr Val Asp Tyr Ser Gln Ala Gly Ala His Ala Gly Val Ala
1385 1390 1395

Thr Gly Arg Ile Gly Leu Gly Ile Leu Ala Asp Leu Gly Ala Gly
1400 1405 1410

Arg Val Asp Lys Leu Gly Glu Ala Gly Ser Ser Ala Tyr Asp Thr
1415 1420 1425

Val Ser Gly Ile Glu Asn Val Val Gly Thr Glu Leu Ala Asp Arg
1430 1435 1440

Ile Thr Gly Asp Ala Gln Ala Asn Val Leu Arg Gly Ala Gly Gly
1445 1450 1455

Ala Asp Val Leu Ala Gly Gly Glu Gly Asp Asp Val Leu Leu Gly
1460 1465 1470

Gly Glu Gly Asp Asp Gln Leu Ser Gly Asp Ala Gly Arg Asp Arg
1475 1480 1485

Leu Tyr Gly Glu Ala Gly Asp Asp Trp Phe Phe Gln Asp Ala Ala
1490 1495 1500

Asn Ala Gly Asn Leu Leu Asp Gly Gly Asp Gly Asn Asp Thr Val
1505 1510 1515

Asp Phe Ser Gly Pro Gly Arg Gly Leu Asp Ala Gly Ala Lys Gly
1520 1525 1530

Val Phe Leu Ser Leu Gly Lys Gly Phe Ala Ser Leu Met Asp Glu
1535 1540 1545

Pro Glu Thr Ser Asn Val Leu Arg His Ile Glu Asn Ala Val Gly
1550 1555 1560

Ser Val Arg Asp Asp Val Leu 1Ile Gly Asp Ala Gly Ala Asn Val
1565 1570 1575

Leu Asn Gly Leu Ala Gly Asn Asp Val Leu Ser Gly Gly Ala Gly
1580 1585 1590

Asp Asp Val Leu Leu Gly Asp Glu Gly Ser Asp Leu Leu Ser Gly

35



<210> 3
<211> 1740
<212> PRT

1595

Asp Ala
1610

Tyr Leu
1625

Gly Gly
1640

Leu Trp
1655

Gly Thr
1670

Asp His
1685

Pro Ala
1700

Asp Pro
1715

Asp Thr
1730

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Asp

val

Ile

Ala

Met

Asp

Ala

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

<213> Bordetella bronchiseptica / CyaA

<400> 3

Met Leu Asp Val Trp Phe

1

His Arg Leu Arg Arg Cys
20

Ile His Met

35

Arg Glu Ser Gly Ile Pro

50

Ala Lys Glu

5

Gln Gln Ser

Lys Asn Ala
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Asp

Gly

Thr

Gln

Leu

Ala

Lys

Ala

Ser

55

1600

Leu
1615

Tyr
1630

Ile
1645

Gly
1660

Thr
1675

Ile
1690

Leu
1705

Ala
1720

Leu
1735

Leu Gln

Glu Ser

His Gln

40

Ala Ala

Thr Leu

Phe

Gly

Arg

Asn

val

His

vVal

Ala

Ala

Lys

val

25

Ala

val

Met

36

Gly

His

Ile

Asp

His

Ala

Glu

Pro

Val

Asp

Gln

Gly

Leu

Phe

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro

Asn

Glu

Ser

Tyr

Asp

Arg

Gln

Thr

Ala

Glu

Asn

Met

Ala

Trp

val

Thr

Ala

Gly

60

Leu

1605

Gly Asp Asp Thr

1620

Ile Tyr Glu Ser

1635

Gly Ala Asp Gln

1650

Ile Arg Ile Leu

1665

Tyr Arg Asp Ala

1680

Gln Ala Ile Asp

1695

Ala Gln Tyr Pro

1710

Ala Arg Val Pro

1725

Arg
1740

Leu Ser

Thr Tyr
30

Asn Ala
45

Ile Lys

Val Asn

Ala Thr

15

Arg Gln

Ala Asp

Ala Val

Pro His



65

Ser

His

Asn

val

145

Gly

Gly

Tyr

Lys

Met

225

Ser

Arg

Asp

Thr

val
305

Thr

Ala

Pro

Ala

130

Asp

Leu

Tyr

Ala

val

210

Phe

Ser

Arg

Leu

Glu

290

Ile

Ser

Lys

Asn

115

Asp

Leu

val

Glu

val

195

Ile

Ala

val

Ala

Leu

275

Ala

Thr

Leu

Ser

100

Leu

Asn

Thr

Thr

Gln

180

Gln

Gly

Ile

Thr

Ala
260

Trp

Arg

Asp

Ile

85

Ser

Ser

Asp

Leu

Gly

165

Phe

Tyr

Asn

Met

Ser

245

Ser

Lys

Arg

Phe
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70

Ala

Asp

Lys

Val

Ser

150

Met

Glu

Arg

Ala

Pro

230

Gly

Glu

Ile

Gln

Glu
310

Glu

Trp

Asn

135

Lys

Ala

Phe

Arg

Ala

215

His

Asp

Ala

Ala

Phe

295

Leu

Gly

Gly

Phe

120

Ser

Glu

Asp

Arg

Lys

200

Gly

Ser

Thr

Arg

280

Arg

Glu

val

Leu

105

Gly

Ser

Arg

Gly

val

185

Gly

Ile

Ser

val

Gly

265

Ala

Tyr

val

37

Ala

90

Gln

Arg

Leu

Leu

val

170

Lys

Gly

Pro

Asn

Thr

250

Gly

Gly

Asp

Arg

75

Thr

Ala

Ala

Ala

Asp

155

val

Glu

Asp

Leu

Phe

235

Asp

Leu

Ala

Gly

Asn
315

Lys

Gly

Pro

His

140

Tyr

Ala

Thr

Asp

Thr

220

Arg

Tyr

Asp

Arg

Asp

300

Ala

Gly

Tyr

Glu

125

Gly

Leu

Ser

Ser

Phe

205

Ala

Asp

Leu

Arg

Ser

285

Met

Leu

Leu

Ile

110

val

His

Arg

Asn

Asp

190

Glu

Asp

Ser

Ala

Glu

270

Ala

Asn

Asn

Gly

Pro

Ile

Thr

Gln

His

175

Gly

Ala

Ile

Ala

Arg

255

Arg

Vval

Ile

Arg

80

val

vVal

Ala

Ala

Ala

160

Ala

Arg

val

Asp

Arg

240

Thr

Ile

Gly

Gly

Arg
320
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Ala His Ala Val Gly Ala Gln Asp Val Val Gln His Gly Thr Glu Gln
325 330 335

Asn Asn Pro Phe Pro Glu Ala Asp Glu Lys Ile Phe Val Val Ser Ala
340 345 350

Thr Gly Glu Ser Gln Met Leu Thr Arg Gly Gln Leu Lys Glu Tyr Ile
355 360 365

Gly Gln Gln Arg Gly Glu Gly Tyr Val Phe Tyr Glu Asn Arg Ala Tyr
370 375 380

Gly Val Ala Gly Lys Ser Leu Phe Asp Asp Gly Leu Gly Ala Ala Pro
385 390 395 400

Gly Val Pro Gly Gly Arg Ser Lys Ser Ser Pro Asp Val Leu Glu Thr
405 410 415

Val Pro Ala Ser Pro Gly Leu Arg Arg Pro Ser Leu Gly Ala Val Glu
420 425 430

Arg Gln Asp Ser Gly Tyr Asp Ser Leu Asp Gly Val Gly Ser Arg Ser
435 440 445

Phe Ser Leu Gly Glu Val Ser Asp Met Ala Ala Val Glu Ala Ala Glu
450 455 460

Leu Glu Met Thr Arg Gln Val Leu His Ala Gly Ala Arg Gln Asp Asp
465 470 475 480

Ala Glu Pro Gly Val Ser Gly Ala Ser Ala His Trp Gly Gln Arg Ala
485 490 495

Leu Gln Gly Ala Gln Ala Val Ala Ala Ala Gln Arg Leu Val His Ala
500 505 510

Ile Ala Leu Met Thr Gln Phe Gly Arg Ala Gly Ser Thr Asn Thr Pro
515 520 525

Gln Glu Ala Ala Ser Leu Ser Ala Ala Val Phe Gly Leu Gly Glu Ala
530 535 540

Ser Ser Ala Val Ala Glu Thr Val Ser Gly Phe Phe Arg Gly Ser Ser
545 550 555 560

Arg Trp Ala Gly Gly Phe Gly Val Ala Gly Gly Ala Met Ala Leu Gly
565 570 575

38



Gly

Ala

Leu

Ala

625

Ala

Ile

Leu

Ala

val

705

Ala

Thr

Glu

Pro

Ala
785

Trp

Ser

Gly

Pro

Thr

610

Ala

Gly

Tyr

Ala

Gln

690

Ser

Ala

Gly

Lys

Gln

770

Asn

Asn

Ala

Ile

Ala

595

Gly

Ala

Ala

Gly

Gln

675

Leu

Ala

Ser

Ala

Leu

755

Ala

Ser

Ala

Leu

Ala

580

Gly

Gly

Arg

Ala

Leu

660

Glu

Tyr

Val

Val

Leu

740

Ala

Tyr

Asp

Ser

Glu
820

Ala

Gln

Thr

Gly

Ala

645

Val

Ser

Arg

Leu

Val

725

Asn

Asn

Phe

Gly

Ser

805

Leu
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Ala

Lys

val

Val

630

Gly

Gln

Ser

Asp

Ser

710

Gly

Gly

Asp

Glu

Leu

790

val

Ala

val

Ala

Glu

615

Thr

Ala

Gln

Ala

Lys

695

Thr

Ala

Ile

Tyr

Lys

775

Arg

Ile

Ala

Gly Ala
585

Ala Ala
600

Leu Ala

Ser Gly

Leu Ala

Ser His

665

Tyr Gly

680

Thr Ala

Val Gly

Pro Val

Leu Arg

745

Ala Arg

760

Asn Leu

Lys Met

Gly Val

Ile Thr
825

39

Gly

Gly

Ser

Leu

Ala

650

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Ala

730

Gly

Lys

Gln

Leu

Gln

810

Gly

Met

Ala

Ser

Gln

635

Ala

Ala

Glu

Glu

Ala

715

Val

Val

Ile

Ala

Ala

795

Thr

Asn

Ser

Glu

Ile

620

val

Leu

Asp

Gly

Gly

700

val

Val

Gln

Asp

Arg

780

Asp

Thr

Ala

Leu

Ile

605

Ala

Ala

Ser

Gln

Asp

685

Ala

Ser

Thr

Gln

Glu

765

His

Leu

Glu

Asp

Thr

590

Ala

Leu

Gly

Pro

Leu

670

Ala

Val

Ile

Ser

Pro

750

Leu

Glu

Gln

Ile

Asn
830

Asp

Leu

Ala

Ala

Met

655

Asp

Leu

Ala

Ala

Leu

735

Ile

Gly

Gln

Ala

Ser

815

Leu

Asp

Gln

Leu

Ser

640

Glu

Lys

Leu

Gly

Ala

720

Leu

Ile

Gly

Leu

Gly

800

Lys

Lys



Ser

Gly

Ser

865

Ala

Phe

Gln

Val

945

Ile

Asn

Ala

Tyr

Asp

Asp

Ala

Ala Asp Val

835

Gln
850

Pro Val

Arg Lys Gly

Pro Gly Glu

Thr Thr Phe

900

Asp Gly Ala

915

Leu Val

930

Asp

Ile Gly Gly

His Tyr Asp

Gln
980

Gly Arg

Val Arg

995

Lys

Thr
1010

Gln

Arg His
1025

Thr Leu
1040

Ser Ile

1055

Gly Asp

Phe

Vval

Glu

Glu

885

val

Ala

Ala

Asp

Gly

965

Asp

Gln

ES 2748 381 T3

Val

Leu

Arg

870

Gln

Glu

Asp

Asn

Gly

950

Gly

Ser

Leu

Lys Thr Ala

Val Glu Leu

Glu His Val

Thr Gly Asn

Asp Arg Leu

Asp Arg Phe Ile

840

Asp Val Ala Ala

855

Pro Ala Leu Thr

Gln

Gly

Phe

Gly

Gly

Glu
845

Arg Val Ala

Ile Asp Ile Ala

860

875

Thr
890

Arg Arg

Ile Val Gly

905

Lys

Thr Thr

920

Ile Asp

Gly Val Leu

935

Lys

Asp Asp Val Val

Lys

Gln

His

Leu

Ile

Thr

Asp

Ala

Ser

Thr Ala

880

Pro Leu

Ser Glu

895

Gly Lys

Trp Arg Ile

910

Lys Val Val Ser

925

Ile Lys Leu Glu

940

955

Ala Thr Asn

970

Gly

Ile Thr Val

985

Ser

Asn
1000

Tyr Gly Lys Arg
1015

Ala Arg Val Gly
1030

Gln
1045

His Ile Ile

Ala His Asp Asn

1060

Asp Gly Gly Ala

40

Thr

Ala

Thr

Gln

Gly

Phe

Gly

Ala

val

Asp

Asn Ala Ser Arg

960

Ala
975

Ser Tyr Ala

Glu
990

Gly Arg Phe

Asn Ala Asn Val Tyr Arg Glu Gly Val

1005

Glu Asn Val Gln
1020

Leu Val Glu Val
1035

Gly Ala Gly Asn
1050

Leu Ala Gly Gly
1065

Asn Asp Thr Leu



Val

Asp

Gly

Ser

Asp

Phe

Ser

Trp

Asp

Asp

Asp

Gly

Val

1070

Gly
1085

vVal
1100

Gly
1115

Glu
1130

Leu
1145

Ser
1160

Leu
1175

Gly
1190

Ile
1205

Gly
1220

Ile
1235

Ile
1250

Ile
1265

Arg
1280

Ile
1295

Gly

Phe

Ala

Glu

Gln

Val

Asn

Asp

Leu

Asn

Asp

His

Glu

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

Arg

Lys

Asp

Asp

Asp

Arg

Asp

Gly

Ala

Ala

Met

Thr

Gly

Gln

vVal

Leu

Gly

His

Ser

Gly

Gly

Ile

Gly

Gly

Asp

Asp

Ser
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His

Asp

Asp

Glu

Thr

val

Ile

Asn

Gly

Phe

Ala

Lys

Leu

Tyr

Met

1075

Asn
1090

Leu
1105

Thr
1120

Arg
1135

Val
1150

Lys
1165

Ala
1180

Asp
1195

Leu
1210

Leu
1225

Gly
1240

Ile
1255

Ser
1270

Tyr
1285

Lys
1300

Thr

Gly

Val

Met

Glu

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

Leu

Val

Glu

Asp

Asp

41

vVal

val

Lys

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Leu

Asp

Asp

Ala

Gly

Ser

val

Val

Trp

Tyr

Asp

Trp

Glu

Asp

His

Asp

Asp

Thr

Pro

vVal

Leu

Gly

Ser

Asn

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Thr

Glu

Vval

His

val

Arg

Ile

1080

Gly
1095

Asn
1110

Val
1125

Gly
1140

Ala
1155

Leu
1170

Asp
1185

Arg
1200

Leu
1215

Thr
1230

Asp
1245

Glu
1260

Arg
1275

Ser
1290

Gly
1305

Ala

Gln

His

Ile

His

Asn

Gly

Tyr

val

Tyr

Tyr

Lys

val

Asp

Gly

Leu

Gln

His

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Ala

Glu

Ala

Asp

Asp

Pro

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

Glu

Asp

Ala

Phe

Ala

Asn

Gln



Ala

Gly

Leu

Asp

Thr

Asp

Thr

Val

Ile

Ala

Gly

Leu

Asn

Asp

Val

Asn
1310

Asp
1325

Tyr
1340

Asp
1355

Pro
1370

Thr
1385

Gly
1400

val
1415

Ser
1430

Thr
1445

Asp
1460

Asp
1475

Tyr
1490

Ala
1505

Phe
1520

Phe
1535

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Val

Arg

Asp

Gly

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Leu

Asp

Asp

Leu

Arg

Asp

Ile

Lys

Ile

Asp

Leu

Asp

Glu

Asn

Gly

Ser

Met

Asp

Ala

Glu

Glu

Tyr

Gly

Glu

Ala

Asp

Ala

Leu

Pro

Leu
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Gly

Leu

Gly

Gly

His

Ser

Leu

Gly

Asn

Gln

Gly

Gln

Gly

Leu

Gly

Gly

Gln
1315

Leu
1330

Asn
1345

Gly
1360

Asp
1375

Gln
1390

Gly
1405

Glu
1420

Vval
1435

Ala
1450

Gly
1465

Leu
1480

Asp
1495

Asp
1510

Arg
1525

Lys
1540

Gly

Phe

Asp

Ala

val

Ala

Ile

Ala

Val

Asn

Glu

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

42

Gly

Gly

Thr

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

Gly

Gly

Trp

Gly

Leu

Phe

Gly

Leu

Asn

Arg

Ala

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

Phe

Asp

Asp

Ala

Asp

Asp

Tyr

Asp

Gly

His

Asp

Ser

Glu

Arg

Asp

Ala

Phe

Gly

Ala

Ser

Thr
1320

Gly
1335

Gly
1350

1365

Gly
1380

Ala
1395

Leu
1410

Ala
1425

Leu
1440

Gly
1455

Val
1470

Gly
1485

Gln
1500

Asn
1515

Gly
1530

Leu
1545

Vval

Asn

Gly

Phe

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

Leu

Arg

Asp

Asp

Ala

Met

Arg

Asp

Leu

Gly

Gly

Val

Ala

Asp

Asp

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

Lys

Asp

Gly

Gly

Gln

Val

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

Arg

Ala

Val

Gly

Glu



Pro

Ser

Leu

Asp

Asp

Tyr

Gly

Leu

Gly

Asp

Pro

Asp

<210> 4
<211> 5121
<212> ADN

Glu
1550

Val
1565

Asn
1580

Asp
1595

Ala
1610

Leu
1625

Gly
1640

Trp
1655

Thr
1670

His
1685

Ala
1700

Pro
1715

Thr
1730

Thr

Arg

Gly

vVal

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

Leu

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Asp

Val

Ile

Ala

Met

Asn

Asp

Ala

Leu

Asp

Ala

Asp

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

ES 2748 381 T3

Val

Val

Gly

Gly

Asp

Gly

Thr

Gln

Leu

Ala

Lys

Ala

Ser

<213> Bordetella pertussis / gen de CyaA

<400> 4

Leu
1555

Leu
1570

Asn
1585

Asp
1600

Leu
1615

Tyr
1630

Ile
1645

Gly
1660

Thr
1675

Ile
1690

Leu
1705

Ala
1720

Leu
1735

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn

vVal

His

Val

Ala

Ala

His

Gly

Val

Gly

Gly

His

Ile

Asp

His

Ala

Glu

Pro

val

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro

Asn

Glu

Ala

Ser

Asp

Gln

Thr

Ala

Glu

TIp

Asn

Met

Ala

Trp

Asn
1560

Gly
1575

Gly
1590

Leu
1605

Gly
1620

Ile
1635

Gly
1650

Ile
1665

Tyr
1680

Gln
1695

Ala
1710

Ala
1725

Arg
1740

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Arg

Ala

Gln

val

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

Ile

Tyr

val

Gly

vVal

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Leu

Ala

Asp

Pro

Pro

atgcagcaat cgcatcaggc tggttacgca aacgccgceg accgggagtc tggcatccce

gcagccgtac tcgatggcat caaggccgtg gcgaaggaaa aaaacgccac attgatgtte

43

60

120



cgcctggtca
ggcgtgcacg
aatctttceca
aacagcagcc
gactatctge
cacgcaggct
gtgcagtatc
geccggtatte
ttcegegact
cgcacgcggce
ttgtggaaaa
ttcegetacg
aatgcgctga
gagcagaaca
gaaagccaga
ggctatgtet
gggctgggag
gaaacggtgc
gattcecgget
tccgacatgg
ggggcgcegge
cgggcgectge
ctgatgacgce
tcggeggecg
tttttecegeg
ctgggaggcg
gccggacaga
gagctggett
caggtggceg
atggagatct
caggaatcga

aagacggccg

acccccatte
ccaagtegte
aactgttecgg
tggcgeatgg
ggcaagcggg
acgagcagtt
gccgcaaggg
cactgacggce
cggcgcgeag
gggccgcecag
tegetegege
acggcgacat
acaggcgggc
atcctttece
tgctcacgeg
tctacgagaa
ccgecgecegg
cggcgtcace
atgacagcct
ccgecegtgga
aggacgatgc
agggcgccca
aattcggceg
tgttceggett
ggtcttcgeg
gcatcgecege
aggccgecgce
cttcecatege
gggcgtegge
acggecctggt

gcgecatacgg

ccgagggcgce
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caccagcctg
cgattggggg

cecgtgegece
ccataccgeg
cctggtcace
cgagtttcge
cggcgacgat
ggatatcgac
ttcggtgace
cgaggccacg
cggcgccegt
gaatatcgge
gcacgecegte
ggaggcagat
cgggcaactg
ccgtgeatac
cgtgccgage
cggattgcgg
tgatggggtg
agcggcggaa
cgagccgggce
ggcggtggeg
ggceggttee
gggcgaggcec
ctgggccggce
ggcegttgge
cggcgcecgag
gttggcgetg
cggggegget
gcagcaatcg

ttacgagggce

cgtegeegge

attgccgaag
ttgcaggcag
gaggtgatcg
gtcgacctga
ggcatggceg
gtgaaggaaa
ttcgaggcgg
atgttcgeca
agcggcgatt
ggcggcectgg
tcecgecagtgg
gtgatcaccg
ggcgcgcagg
gagaagattt
aaggaataca
ggcgtggegg
ggacgttcga
cggccgtege
ggatcgcegat
ctggaaatga
gtgagcggtg
gcggcgcage
accaacacgc
agcagcgccg
ggtttcggeg
gcecgggatgt
atcgcgctge
gcecgeggege
gccggegceat
cactatgcgg
gacgccttge

gtctecegeeg

44

gggtggccac
gctacattce
cgcgggecga
cgctgtegaa
atggcgtggt
cctcggacgg
tcaaggtgat
ttatgcecgea
cggtgaccga
atcgcgaacg
gcaccgaggc
atttcgagct
acgtggtcca
tcgtcgtate
ttggccagea
ggaaaagcct
agttctegec
tgggcgecagt
cgttetegtt
cccggcaagt
cgtcggegea
ggctggttca
cgcaggaagc
tggccgaaac
tggctggegg
cgttgaccga
agttgacagg
gcggegtgac
tggcegegge
atcagctgga
tggceccaget

tcctgagecac

caaaggattg
cgtcaacccg
caacgacgtc
agagecggett
cgcgagcaac
gcgctatgee
cggcaatgee
tctgtccaac
ttacctggeg
catcgacttg
gcgtegecag
ggaagtgcge
gcatggcact
ggccaccggt
gcgcggcegag
gttecgacgat
ggatgtactg
ggaacgccag
gggcgaggtg
cttgcacgee
ctgggggcag
tgcecattgee
ggcctegttg
cgtgageggt
cgcgatggcg
tgacgcgeceg
tggaacggtc
cagcggettg
gctcagtcec
caagctggcg
gtatcgegac

ggtgggggcg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



geggtgtega
ttgctgaccg
ctggccaacg
aaaaacctgc
gccgaccetge
tccaagtcgg
gacgtgttcg
gacgtcgeccg
ttcatcacge
agcgaattca
ggcgcggcecyg
ggcgtgectca
cttgccaatg
gccgeecctgg
cgcaagcagt
tacggcaagc
ctggtggagg
tcgatcaccg
gatggcggeg
ggcgccggeg
ggcgcgggcyg
cgcatgggcg
gccectgaace
ctgaacgacc
gacacgatac
ctgtatggcg
atcgacggcg
atcgttgege
cgcaaggegt
atcggtacga

cagggcggcg

tecgecegegge
gggctctcaa
attacgctcg
aggcgcgtca
aggccggttg
cgctcgaact
tggaccgcett
ccggcggecat
cgctggeege
ccacattegt
acaccaccat
agcacagcat
cttegegeat
gtcgacagga
tgaacaacgc
gcacggagaa
tecgacacget
gcaatgcgca
ccggcaacga
acgacgtatt
tcgataccgt
acacgggcat
tgttcagegt
gcatcgececgg
gcggccgggg
aggacggcaa
gcgegggget
cgcatgaata
cegegetggg
gcatgaagga

acgataccgt
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ggccagegtg
cggcatcctg
caagatcgac
cgaacaactg
gaacgccagc
ggccgcecatt
cgtccaggge
cgatatcgcece
gccaggagaa
cgagategtg
cgatctggee
caaactggat
ccattatgac
ttccattace
caacgtgtat
tgtccaatac
cgagcatgtg
cgacaacttce
caccctggtt
cctgcaggac
gaagtacaac
ccatgcegat
cgaccatgte
cgacgaccag
cggcgacgac
cgacatcttc
ggacaccgte
cggctteggg
cgtggactat
tgtgcteatc

gcgcggcgge

gtaggggcce
cgcggegtge
gagctgggeg
gccaattegg
agcgtgateg
accggcaacg
gagcgggtag
agccgcaagg
gagcagcgcec
ggcaagcagg
aaggtggtgt
gtgatcggeg
ggcggcgcgyg
gtgtccgeeg
cgcgaaggcg
cgccatgteg
cagcacatca
ctagcecggeg
ggcggcgagy
ctgggggtat

gtgcaccagce

cttcaaaagg
aagaatatcg
gacaacgagc
atcctgegeg
ctgcaggacg
gactactccg
atcgaggegg
tacgataatg
ggcgacgcgc

gacggcgatg
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cggtggeggt
agcagcccat
ggccgcaagce
acggcctacg
gggtgcagac
cggacaacct
ccggccagcec
gcgagcggcc
ggcgcacgaa
accgectggeg
cgcaactggt
gagatggcga
gcaccaacac
acggggaacg
tggctaccca
agctggecceg
teggegggge
ggtcgggega
gccaaaacac
ggagcaacca
cttccgagga
gcacggtcga
agaatctgca
tectggggeca
gcggectggg
acgagaccgt
ccatgatcca
acctgtcecag
tccgecaatgt
aagccaatac

atctgctgtt

ggtcacttcc
catcgaaaag
gtacttcgag
gaaaatgctg
gacagagatc
gaaatccgtc
ggtggtcctc
ggcgectgacg
aacgggcaag
catcegggac
cgacgccaat
tgacgtcgtg
ggtcagctat
tttcaacgtg
gacaaccgcc
tgtcgggcaa
cggcaacgat
cgacaggctg
ggtcatecgge
gctcgatgge
gcgcctegaa
gaagtggccg
cggcteceege
cgatggcaac
cctggacacg
cagcgatgac
tccaggecagg
ggaatgggtg
cgaaaacgtc
cctgatgggce

cggcggcgac

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3900



ggcaacgaca
gatacccttg
gacgtgctgc
gccggcattg
gtcgacaagc
gtggtgggca
ggcgegggtyg
gacggcgacg
gacgactggt
cgcgataccg
ttecctgaget
ttgcgcaata
ggcgccaacg
gatgtgctgce
ctgttcggeg
atctacgaat
tggttecgege
accgtgcacg
caggcggtag
cceggegegg
ctggctgtca
<210>5

<211> 5223
<212> ADN

tgctgtatgg
aaggcggcgce
gcggcggaga
ccgegggteg
tgggcgagge
cggaactggce
gcgecgacgt
accagctgtc
tcttccagga
tggatttcag
tgggcaaggg
tcgagaacgc
tcctcaatgg
tgggcgacga
ggcagggcga
€gggcggcgyg
gccagggcaa
actggtatcg
accaggcagg
cggcggctge

actggegctg
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cgacgccggce
gggcaacgat
tggggtggat
catcgggctg
cggcagcagc
cgaccgcatce
gcttgeggge
gggcgacgec
tgccgceccaat
cggcccgggce
gttcgecage
cgtgggcage
cctggcggge
gggctcggac
tgatacttat
ccatgacacc
cgacctggag
cgacgccgat
catcgaaaag
ccegecggeg

a

<213> Bordetella parapertussis / gen de CyaA

<400> 5

gtgectggatg
cggtgcgaat
gctggttacg
atcaaggccg
tccaccagcece

tccgattggg

ggccgtgege

tttggttctt
ccgttcaatc
caaacgccgce
tggcgaagga
tgattgccga
ggttgcaggce

ccgaggtgat

gcagaaggat
gactacttat
cgaccgggag
aaaaaacgcc
aggggtggce

gggctacatt

cgcgegggec

aacgacaccc
tggttcggee
accgtecgatt
ggcatcctgg
gcctacgata
acgggcgatg
ggcgagggcg
ggacgcgatc
gccggcaatce
cggggecteg
ctgatggacg
gcgegtgatg
aacgacgtgc
ctgctcageg
ctgttcgggg
atccgcatca
atccgecattce
caccgggtgg
ctggtecgagg

gcgegegtge

gaggttctga
cgacagatcc
tctggecatcc
acattgatgt
accaaaggat
cccgtcaacc

gacaacgacg

46

tctacggggg
agacgcaggc
acagccagac
ctgacctggg
cggtttcegg
cgcaggccaa
acgatgtgct
gcttgtacgg
tgctcgacgg
acgccggege
aacccgaaac
acgtgctgat
tgtccggegg
gcgatgeggg
tcgggtacgg
acgcgggggc
tcggcaccga
aaatcatcca
caatggcgca

cggacacgct

gcgctacaca
acatgcagca
ccgcagccegt
tcecgectggt
tgggegtgea
cgaatcttte

tcaacagcag

gctgggcgac
gcgcgagcat
cggcgcgeat
cgeccggecge
tatcgagaac
cgtgctgege
gctgggegge
cgaagccggt
cggcgacggce
aaagggcgta
cagcaacgtg
cggcgacgca
cgctggecgac
caacgacgat
gcacgacacg
ggaccagctg
cgatgcactt
tgccgecaac

gtatccggac

gatgcagtcc

ceggttgegt
atcgcatcag
actcgatggc
caacccccat
cgccaagtcg
caaactgttc

cctggecgeat

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5121

60

120

180

240

300

360

420



ggccataccg
ggcctggtca
ttecgagttte
ggcggcgacg
gcggatatcg
agttcggtga
agcgaggcca
gccggegece
atgaatatcg
gcgcacgecg
ccggaggcag
cgcgggcaac
aaccgtgcat
ggcgtgecgg
ccecggattge
cttgatgggg
gaagcggcgg
gccgagccgg
caggcggtgg
cgggccggtt
ttgggcgagg
cgctgggeccg
gcggeegttg
gtcggegecg
gegttggege
gceggggcgyg
gtgcagcaat
ggttacgagg
gccgtegecg
gcggccageg
aacggcatcc

cgcaagatcg

cggtcgacct
ccggecatgge
gcgtgaagga
atttcgaggce
acatgttcge
ccagcggcga
cgggeggecet
gttccgeagt
gcgtgatcac
tcggegegea
atgagaagat
tgaaggaata
acggegtgge
gcggacgtte
ggcggeegte
tgggatcgeg
aactggaaat
gcgtgagegg
cggcggcegea
ccaccaacac
ccagcagcgce
geggtttegg
gcgececgggat
agatecgeget
tggccgegge
ctgcecggege
cgcactatgc
gcgacgcectt
gcgtctecege
tggtaggege
tgcgeggegt

acgagctggg

ES 2748 381 T3

gacgctgteg
cgatggcgtg
aacctcggac
ggtcaaggtg
catcatgceg
ttcggtgace
ggatcgegaa
gggcaccgag
cgatttcgag
ggacgtggtc
tttcgtegta
cattggccag
ggggaaaagc
gaagtccteg
gctgggcgea
atecgttcteg
gacccggcaa
tgcgtceggeg
gcggetggtt
gccgcaggaa
cgtggccgaa
cgtggetgge
gtcgttgace
gcagttgaca
gegeggegtg
attggccgeg
ggatcagctg
gctggecccag
cgtcctgage
ceeggtggeg
gcagcagccc

cgggccgcaa

aaagagcggc
gtcgcgagcea
gggcgctatg
atcggcaatg
catctgtcca
gattacctgg
cgcatcgact
gcgegtegee
ctggaagtgce
cagcatggca
tcggeccaceg
cagcgcggceg
ctgttcgacg
ccggatgtac
gtggaacgcce
ttgggcgagg
gtcttgcacg
cactgggggc
catgccattg
gcggectegt
accgtgagceg
ggcgegatgg
gatgacgcge
ggtggaacgg
accagcggct
gcgctcagte
gacaagctgg
ctgtatcgeg
acggtggggg

gtggtcactt

atcatcgaaa

gcgtacttcg

47

ttgactatct
accacgcagg
ccgtgecagta
ccgeceggtat
acttccgega
cgcgcacgceg
tgttgtggaa
agttccgcta
gcaatgecget
ctgagcagaa
gtgaaagcca
agggctatgt
atgggcetggg
tggaaacggt
aggattccgg
tgtccgacat
ccggggcgcg
agcgggeget
ccctgatgac
tgteggegge
gtttttteceg
cgctgggagg
cggccggaca
tcgagetgge
tgecaggtgge
ccatggagat
cgcaggaatc
acaagacggc
cggcggtgte
ccttgttgac
agctggccaa

agaaaaacct

gcggcaagcg
ctacgagcag
tcgeegeaag
tccactgacg
ctcggegege
gcgggecegec
aatcgctege
cgacggcgac
gaacaggcgg
caatccttte
gatgctcacg
cttctacgag
agccgegece
gccggegtea
ctatgacagc
ggcegeegtg
gcaggacgat
gcagggcgcec
gcaattcgge
cgtgttegge
cgggtctteg
cggcatcgee
gaaggccgec
ttetteecate
gggggegteg
ctacggcctg
gagcgcatac
cgccgaggge
gatcgecegeg
cggggctcte

tgattacgct

gcaggegegt

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



cacgaacaac
tggaacgcca
ctggcecgeca
ttcatccagg
atcgatatcg
gcgccaggag
gtegagatcg
atcgatctgg
atcaaactgg
atccattacg
gattccatta
gccaacgtgt
aatgtccaat
ctcgagcatg
cacgacaact
gacacactgg
ttcctgecagg
gtgaagtaca
atccatgccg
gtcgaccatg
ggcgacgace
ggcggcgacg
aacgacatct
ctggacaccg
tacggcttcg
ggcatgggcet
gatgtgctca
gtgcgeggeg
ggagacgccg
gcgggcaacg

gctggggtag

tggeccaatte
gcagcgtgat
ttaccggcaa
gcgagegggt
ccagccgcaa
aagagcagcg
tgggcaagca
ccaaggtggt
aggtgatcgg
acggcggcge
ccgtgtecege
atcgcgaagg
accgccatgt
tgcagcacat
tecctggeegg
tcggcggega
acctgggggt
acgtgcacca
atcttcaaaa
tcaagaatat
gggacaacga
atatcctgeg
tcctgcagga
tcgactattce
ggatcgaggc
actacgacag
tcggecgacge
gcgacggcga
gcaacgacac
attggttcgg

ataccgtgga

ES 2748 381 T3

ggacggeccta
cggggtgcag
cgcggacaac
ggccggcecag
gggcgagcgg
ccggecgcacg
ggaccgctgg
gtcgcaactg
cggagatgge
gggaaccaac
cgacggggaa
cgtggctace
cgagctggcc
catcggcggg

€ggggcgggc

gggccacaac
atggagcaac
gccttecgag
gggcacggtc
cgagaatctg
gctctgggge
cggcggcectg
cgacgagacc
cgccatgatc
ggacctgtcc
tgtccgeagt
gcaagccaat
tgatctgctg
cctctacgga
ccagacgccg

ttacagccag

cggaaaatge
acgacagaga
ctgaaatcecg
ccggtggtac
ccggegctga
aagacgggca
cgcatceggg
gtcgacgcca
gatgatgtcg
acggtcagct
cgtttcaacg
cagaaaaccg
cgtgtcggge
gccggcaacg
gacgacaggc
acggtcgteg
cagctcgatg
gaacgccteg
gagaagtggc
cacggctcca
gacgatggca
ggcctggaca
gtcagcgatg
catgcaggca
gaagggtggg
gtcgaaaacg
accctgatgg
tteggeggeg
gggctgggeg
gcgegegagce

gcgggcegege

48

tggectgaccet
tttccaagte
ccgacgtgtt
tcgacgtege
cgttcatcac
agagcgaatt
acggcgcegge
atggcgtgcet
tgcttgeccaa
atgccgeccct
tgcgcaagca
cctacggcaa
aactggtgga
attcgatcac
tggatggcgg
gcggcgetgg
gcggcgcggg
aacgcatggg
cggccctgaa
gcctgaacga
acgacacgat
cgctgtatgg
acatcgacgg
agatcgttgce
tgcgcaaggce
tcatcggcac
gccagggcgg
acggcaacga
acgataccct
atgacgtgct

atgcecggegt

gcaggccggg
ggcgectcogaa
cgtggaccge
cgceggegge
gcegetggee
caccacattc
cgacaccacc
caagcacagc
tgcttegege
gggccgacag
gttgaacaac
gcgcacggag
ggtcgacacg
cggcaatgcg
cgccggcaac
cgacgacgta
cgtcgatacc
cgacacgggc
cctgttcage
cagcatcgce
acacggccgg
cgaggacggc
€ggcgcgggg
gccgecatgaa
ggcccggege
gagcatgaag
cgacgatacc
catgctgtat
tgaaggcggce
gcgcggcggg

tgccacgggt

2400

2460

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



cgcatecggge
gccggeagcea
gccgaccgcea
gtgcttgegg
tcgggcgacg
gatgcecgceca
agcggceccgg
gggttcgceca
gcegtgggea
ggcctggegg

gagggctegg

gatgatacct
ggccatgaca
aacgacctgg
cgcgacgccg
ggcatcgaaa
gcceccgecgg

tga

tgggtattct
gcgectacga
tcacgggcga
gcggcgaggg
ccggacgcga
atgccggcaa
gceggggect
gcctgatgga
gcgtgcgtga
gcaacgacgt
acctgctcag
atctgttcgg
ccatcegtat
agatccgecat
atcaccgggt
agctggtcga

cggcgegegt

ES 2748 381 T3

ggcggacctg
tacggtttecc
tgcgecaggee
cgacgatgtg
ccgettgtac
tectgetegac
cgacgcegge
cgaacccgaa
tgacgtgectg
gttgteccgge
cggcgatgeg
ggccgggtac

caacgcgggg

tecttggecace
ggaagccatc

ggcaatggcg

gccggacacg

<210>6

<211> 5223

<212> ADN

<213> Bordetella bronchiseptica / gen de CyaA

<400> 6

gtgctggatg
cggtgcgaat

gctggttacg

tccaccagece
tccgattggg
ggccgtgege
ggccataccg

ggcctggtca

ttcgagttte

tttggttett
ccgttcaate

caaacgccgce

tgattgececga
ggttgcaggc
ccgaggtgat
cggtcgaccet
ccggecatgge

gcgtgaagga

gcagaaggat
gactacttat
cgaccgggag
aaaaaacgcc
aggggtggcc
gggctacatt
cgcgegggec
gacgctgtcg
cgatggcgtg

aacctcggac

ggcgecggec
ggcatcgaaa
aacgtactgce
ctgctgggeg
ggcgaagccg
ggtggtgacg
gcaaagggcg

accagcaacg
atcggcgacg
ggcgcecggeg
ggcaacgacg
ggacatgaca
gcggaccagce
gacgatgcac
catgcecgeca
cagtacccgg

ctgatgcagt

gaggttctga
cgacagatcc

tctggcatcce

accaaaggat
cccgtcaace
gacaacgacg
aaagagcggc
gtcgcgagea

gggcgctatg

49

gcgtcgacaa
atgtggtggg
gcggcgcggg
gcgagggcga
gtgacgactg
gcaacgatac
tattcctgag
tgttgcgecca
caggcgccaa
acgatgtgct
atctgttcgg
cgatctacga
tgtggtttge
ttaccgtgea
accaggccat
acccecggcegce

ccctggetgt

gcgctacaca
acatgcagca
ccgcageegt
tcegectggt
tgggcgtgea
cgaatcttte
tcaacagcag
ttgactatct
accacgcagg

ccgtgcagta

gctgggegag
cacggaactg
tggtgccgac
tgaccagctg
gttcttccag
cgtggatttc
cctgggcaag
tatcgagaac
cgtcctcaat
gctgggegac
cgggcagggc
atcgggegge
gcgeccagggce
cgactggtat
agacccggcec
ggcggeggct

caactggcgce

ceggttgegt
atcgcatcag
actcgatggc

caaccococat

cgccaagtceg
caaactgttc
cctggegeat
gcggcaagcg
ctacgagcag

tcgccgcaag

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5223

60

120

360
420
480
540

600



ggcggcgacg
gcggatateg
agttcggtga
agcgaggcca
gccggcgcce
atgaatatcg
gcgcacgecg
ccggaggcag
cgcgggcaac
aaccgtgegt
ggcgtgeegg
cccggattge
cttgatgggg
gaagcggcgg
gccgagccgg
caggcggtgg
cgggceggtt
ttgggcgagg
cgctgggeeg
gcggeccgttg
gccggegecg
gcgttggege
gccggggcegg
gtgcagcaat
ggttacgagg
gcegtegeceg
gcggccagcg
aacggcatcc
cgcaagatcg
cacgaacaac
tggaacgcca

ctggccgececa

atttcgaggce
acatgttcge
ccagcggcga
cgggcggect
gttecegeagt
gcgtgatcac
tcggegegea
atgagaagat
tgaaggaata
acggegtgge
gcggacgttce
ggcggccgte
tgggatcgeg
aactggaaat
gcgtgagcgg
cggcggcgea
ccaccaacac
ccagcagcgce
gcggtttegg
gcgecgggat
agatcgcgcet
tggcegegge
ctgceggege
cgcactatgce
gcgacgcectt
gcgtctecge
tggtaggege
tgcgeggegt
acgagctggg
tggccaattc
gcagcgtgat

ttaccggcaa

ES 2748 381 T3

ggtcaaggtg

catcatgccg
ttcggtgacc
ggatcgcgaa
gggcaccgag
cgatttcgag
ggacgtggtc
tttegtegta
cattggccag
ggggaaaagc
gaagtcctcg
gctgggcgea
atcgttcteg
gacccggcaa
tgcgtcggeg
gcggctggtt
gccgcaggaa
cgtggccgaa
cgtggctgge
gtcgttgacc
gcagttgaca
gcgeggegtg
attggececgeg
ggatcagctg
gctggcccag
cgtectgage
cceggtggeg
gcagcagccc
cgggccgcaa
ggacggccta
cggggtgecag

cgcggacaac

atcggcaatg
catctgtcca
gattacctgg
cgcatcgact
gcgcegtegee
ctggaagtgc
cagcatggca
tcggccaccg
cagcgcggeg
ctgttcgacg
ccggatgtac
gtggaacgcce
ttgggcgagg
gtcttgcacg
cactgggggc
catgccattg
gcggectegt
accgtgagcg
ggcgegatgg
gatgacgcge
ggtggaacgg
accagcggct
gcgcteagte
gacaagctgg
ctgtatcgeg
acggtggggg
gtggtcactt
atcatcgaaa
gcgtactteg
cggaaaatgc
acgacagaga

ctgaaatccg

50

ccgecggtat
acttccgega
cgecgcacgceg
tgttgtggaa
agttcecgeta
gcaatgcgct
ctgagcagaa
gtgaaagcca
agggctatgt
atgggctggg
tggaaacggt
aggattccgg
tgtccgacat
ccggggcgeg
agcgggcegcet
ccctgatgac
tgteggegge
gtttttteceg
cgctgggagg
cggccggaca
tcgagctgge
tgcaggtgge
ccatggagat
cgcaggaatc
acaagacggc
ctgeggtgte
ccttgttgac
agctggccaa
agaaaaacct
tggccgacct
tttccaagtc

ccgacgtgtt

tccactgacg
ctcggegege
gcgggccgec
aatcgctcge
cgacggcgac
gaacaggcgg
caatccttte
gatgctcacg
cttctacgag
agccgegccce
gccggegtca
ctatgacagc
ggccgeegtg
gcaggacgat
gcagggcgcce
gcaattcgge
cgtgttcgge
cgggtctteg
cggcatcgece
gaaggccgcec
ttcttccatce
gggggcgteg
ctacggecctg
gagcgcatac
cgccgagggc
gatcgcegeg
cggggctcte
tgattacgct
gcaggcgcgt
gcaggccggg
ggcgctcgaa

cgtggaccgce

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



ttcatccagg
atcgatatcg
gcgccaggag
gtcgagatcg
atcgatctgg
atcaaactgg
atccattacg
gattccatta
gccaacgtgt
aatgtccaat
ctcgagcatg
cacgacaact
gacacactgg
ttectgecagg
gtgaagtaca
atccatgcceg
gtcgaccatg
ggcgacgacc
ggcggcgacg
aacgacatct
ctggacaccg
tacggetteg
ggcatggact
gatgtgctca
gtgegeggeg
ggagacgccg
gcgggcaacg
gctggggtgg
cgcatcggge
gccggcagea

gccgaccgea

gcgagegggt
ccagccgcaa
aagagcagcg
tgggcaagca
ccaaggtggt
aggtgatcgg
acggeggcge
ccgtgtecge
atcgcgaagg
accgccatgt
tgcagcacat
tecectggeegg
teggeggega
acctgggggt
acgtgcacca
atcttcaaaa
tcaagaatat
gggacaacga
atatcctgeg
tcctgcagga
tcgactatte
ggatcgaggc
actacgacag
teggcgacgce
gcgacggcga
gcaacgacac
attggttcgg
ataccgtgga
tgggtattct
gcgcctacga

tcacgggecga

ES 2748 381 T3

ggccggecag
gggcgagcgyg
ccggcgeacg
ggaccgetgg
gtcgecaactg
cggagatggce
gggaaccaac
cgacggggaa
cgtggctace
cgagctggcece
catcggcggg
©ggggcgggc
gggccacaac
atggagcaac
gcctteccgag
gggcacggtce
cgagaatctg
gctetgggge
cggeggectg
cgacgagacc
cgccatgate
ggacctgtce
tgtcegecagt
gcaagccaat
tgatctgctg
cctectacgga
ccagacgccg
ttacagccag
ggcggacctg
tacggtttce

tgcgeaggee

ccggtggtac
ccggegetga
aaaacgggca
cgcatcecggg
gtegacgeca
gatgatgtcg
acggtcagct
cgtttcaacg
cagaaaaccg
cgtgteggge
gccggcaacg
gacgacaggc
acggtcgtcg
cagctcgatg
gaacgccteg
gagaagtgge
cacggctcca
gacgatggca
ggcctggaca
gtcagcgatg
catgcaggca
gaagggtggg
gtcgaaaacg
accctgatgg
ttcggeggeg
gggcetgggeg
gcgcgcgage
gcgggcgege
ggcgccggec
ggcatcgaaa

aacgtactge

51

tcgacgtege
cgttcatcac
agagcgaatt
acggcgcgge
atggecgtgcet
tgcttgccaa
atgccgecct
tgcgcaageca
cctacggcaa
aactggtgga
attcgatcac
tggatggegg
gcggegetgg
gcggcgeggyg
aacgcatggg
cggccctgaa
gcctgaacga
acgacacgat
cgctgtatgg
acatcgacgg
agatcgttge
tgcgcaagge
tcatcggecac
gccagggcgyg
acggcaacga
acgataccct
atgacgtgct
atgcecggegt
gcgtcgacaa
atgtggtggg

gcggegeggg

cgeccggeggce
gccgectggece
caccacatte
cgacaccacc
caagcacagc
tgcttegege
gggccgacag
gttgaacaac
gcgcacggag
ggtcgacacg
cggcaatgceg
cgccggcaac
cgacgacgta
cgtcgatacc
cgacacgggc
cctgttcage
cagcatcgcee
acacggccgg
cgaggacggc
tggcgeggga
gccgeatgaa
ggcccggege
gagcatgaag
cgacgatacc
catgctgtat
tgaaggcggce
gcgcggcggg
tgccacgggt
gctgggcgag
cacggaactg

tggegeegac

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

4380



10

gtgettgegg
tegggegacg
gatgcecgecca
agcggcccgg
gggttcgcca
gcecgtgggea
ggcectggegg
gagggctegg
gatgatacct
ggccatgaca
aacgacctgg
cgcgacgccg
ggcatcgaaa
gcccecgecgg

tga

gcggcgaggg
ccggacgcga
atgccggcaa
gccggggcect
gcctgatgga
gegtgegtga
gcaacgacgt
acctgctcag
atctgttcgg
ccatccgtat

agatccgcat

atcaccgggt
agctggtcga

cggegegegt

<210>7
<211> 1872
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CyaA - vector mage A3

<400>7

Met Gln Gln Ser

Ser Gly Ile Pro

20

Glu Lys Asn Ala

35

Leu Ile Ala

50

Ser

Lys Ser

65

Ser Asp

Asn Leu Ser Lys

ES 2748 381 T3

cgacgatgtg
ccgecttgtac
tctgectegac
cgacgccggce
cgaacccgaa
tgacgtgctg
gctgtecegge
cggegatgeg
ggcegggtac

caacgcgggg

tecttggcacc

ggaagccatc

ggcaatggcg

gcecggacacg

His Gln Ala

Ala Ala Val

Thr Leu Met

Glu Gly Val
55

Trp Gly Leu

Leu Phe
85

Gly

ctgetgggeg
ggcgaagccg
ggtggtgacg
gcaaagggcg
accagcaacg
atcggcgacg
ggcgccggcg
ggcaacgacg
ggacatgaca
gcggaccagce
gacgatgcac
catgcecgecca
cagtacccgg

ctgatgcagt

Ala
10

Gly Tyr

Leu Asp
25

Gly

Phe Arg Leu
40

Ala Thr Lys

Gln Ala

Gly

Arg Ala Pro

52

gcgacggcga
gtgacgactg
gcaacgatac
tattcctgag
tgttgcgceca
caggcgccaa
acgatgtgct
atctgttcgg
cgatctacga
tgtggtttge
ttaccgtgeca
accaggccat
accccggege

ccctggetgt

Asn Ala Ala Asp Arg Glu

Ile

Val Asn Pro His

45

Gly Leu Gly Val

60

Tyr
75

Glu val

Ile Pro Val Asn

cgaccagctg
gttcttccag
cgtggatttce
cctgggcaag
tatcgagaac
cgtcctcaat
gctgggegac
cgggcagggc
ategggegge
gcgccagggce
cgactggtat
agacccggcece
ggcggegget

caactggege

15

Lys Ala Val Ala Lys

30

Ile Ala Arg Ala

Ser Thr

His Ala

Pro

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5223



Asp

Leu

val

Glu

145

val

Ile

Ser

Arg

225

Leu

Gly

Ser

Gly

305

Lys

Asn

Thr

Thr

130

Gln

Gln

Gly

Phe

Ser

210

Arg

Ser

Ala

Asn

Leu

290

His

Ile

Gln

Asp

Leu

115

Gly

Phe

Tyr

Asn

Ala

195

val

Ala

Arg

Arg

Trp

275

Gln

Leu

Ala

Phe

val

100

Ser

Met

Glu

Arg

Ala

180

Ile

Thr

Ser

Lys

Glu

260

Gln

Leu

Tyr

Arg

Arg

Asn

Lys

Ala

Phe

Arg

165

Ala

Met

Ser

Thr

Val

245

Pro

Tyr

Val

Ile

Ala

325

Tyr
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Ser

Glu

Asp

Arg

150

Lys

Gly

Pro

Gly

Phe

230

Ala

Val

Phe

Phe

Phe

310

Gly

Asp

Ser

Arg

Gly

135

val

Gly

Ile

His

Asp

215

Pro

Glu

Thr

Phe

Gly

295

Gly

Ala

Gly

Leu

Leu

120

val

Lys

Gly

Pro

Leu

200

Ser

Asp

Leu

Lys

Pro

280

Ile

Thr

Arg

Asp

Ala

105

Asp

val

Glu

Asp

Leu

185

Ser

val

Leu

val

Ala

265

val

Glu

Arg

Ser

Met

53

His

Tyr

Ala

Thr

Asp

170

Thr

Asn

Thr

Glu

His

250

Glu

Ile

Leu

Ala

Ala

330

Asn

Gly

Leu

Ser

Ser

155

Phe

Ala

Phe

Asp

Ser

235

Phe

Met

Phe

Met

Arg

315

val

Ile

His

Asn

140

Asp

Glu

Asp

Arg

Tyr

220

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

300

Leu

Gly

Gly

Thr

Gln

125

His

Gly

Ala

Leu

Asp

205

Leu

Phe

Leu

Gly

Lys

285

Val

Lys

Thr

val

Ala

110

Ala

Ala

Arg

val

Gln

190

Ser

Ala

Gln

Leu

Ser

270

Ala

Asp

Leu

Glu

Ile

val

Gly

Gly

Tyr

Lys

p By ]

Ile

Ala

Arg

Ala

Lys

255

val

Ser

Pro

Leu

Ala

335

Thr

Asp

Leu

Tyr

Ala

160

val

Asp

Arg

Thr

Ala

240

Tyr

val

Ser

Ile

Trp

320

Arg

Asp
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340 345 350

Phe Glu Leu Glu Val Arg Asn Ala Leu Asn Arg Arg Ala His Ala Val
355 360 365

Gly Ala Gln Asp Val Val Gln His Gly Thr Glu Gln Asn Asn Pro Phe
370 375 380

Pro Glu Ala Asp Glu Lys Ile Phe Val Val Ser Ala Thr Gly Leu Gly
385 390 395 400

Asp Asn Gln Ile Met Pro Lys Ala Gly Leu Leu Ile Ile Val Leu Ala
405 410 415

Ile Ile Ala Arg Glu Gly Asp Cys Ala Pro Glu Glu Lys Ile Pro Lys
420 425 430

Lys Leu Leu Thr Gln His Phe Val Gln Glu Asn Tyr Leu Glu Tyr Arg
435 440 445

Gln Val Pro Gly Ser Asp Pro Ala Cys Tyr Glu Phe Leu Trp Gly Pro
450 455 460

Arg Ala Leu Val Glu Thr Ser Tyr Val Lys Val Leu His His Met Val
465 470 475 480

Lys Ile Ser Gly Thr Ser Glu Ser Gln Met Leu Thr Arg Gly Gln Leu
485 490 495

Lys Glu Tyr Ile Gly Gln Gln Arg Gly Glu Gly Tyr Val Phe Tyr Glu
500 505 510

Asn Arg Ala Tyr Gly Val Ala Gly Lys Ser Leu Phe Asp Asp Gly Leu
515 520 525

Gly Ala Ala Pro Gly Val Pro Ser Gly Arg Ser Lys Phe Ser Pro Asp
530 535 540

Val Leu Glu Thr Val Pro Ala Ser Pro Gly Leu Arg Arg Pro Ser Leu
545 550 555 560

Gly Ala Val Glu Arg Gln Asp Ser Gly Tyr Asp Ser Leu Asp Gly Val
565 570 575

Gly Ser Arg Ser Phe Ser Leu Gly Glu Val Ser Asp Met Ala Ala Val
580 585 590
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Glu

Gly

625

Leu

Thr

Leu

Met

705

Leu

Ile

Ala

Ala

Ser

785

Gln

Asp

Ala

Ala

Gln

610

Gln

val

Asn

Gly

Gly

690

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

770

Pro

Leu

val

Ala

595

Asp

Arg

His

Thr

Glu

675

Ser

Leu

Asp

Leu

Ala

755

Ala

Met

Asp

Leu

Ala
835

Glu

Asp

Ala

Ala

Pro

660

Ala

Ser

Gly

Asp

Gln

740

Leu

Ser

Glu

Lys

Leu

820

Gly

Leu

Ala

Leu

Ile

645

Gln

Ser

Arg

Gly

Ala

725

Leu

Ala

Ala

Ile

Leu

805

Ala

val
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Glu

Glu

Gln

630

Ala

Glu

Ser

Trp

Gly

710

Pro

Thr

Ala

Gly

Tyr

790

Ala

Gln

Ser

Met

Pro

615

Gly

Leu

Ala

Ala

Ala

695

Ile

Ala

Gly

Ala

Ala

i )

Gly

Gln

Leu

Ala

Thr

600

Gly

Ala

Met

Ala

val

680

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

760

Ala

Leu

Glu

Tyr

Val
840

Arg

val

Gln

Thr

Ser

665

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr

745

Gly

Ala

Val

Ser

Arg

825

Leu

55

Gln

Ser

Ala

Gln

650

Glu

Phe

Ala

Lys

730

val

val

Gly

Gln

Ser

810

Asp

Ser

val

Gly

Val

635

Phe

Ser

Thr

Gly

Val

715

Ala

Glu

Thr

Ala

Gln

795

Ala

Lys

Thr

Leu

Ala

620

Ala

Gly

Ala

val

vVal

700

Gly

Ala

Leu

Ser

Leu

780

Ser

Tyr

Thr

val

His

605

Ser

Ala

Arg

Ala

Ser

685

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

765

Ala

His

Gly

Ala

Gly
845

Ala

Ala

Ala

Ala

Val

670

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

750

Leu

Ala

Tyr

Tyr

Ala

830

Ala

Gly

His

Gln

Gly

655

Phe

Phe

Gly

Ala

735

Ser

Gln

Ala

Ala

Glu

815

Glu

Ala

Ala

Trp

Arg

640

Ser

Gly

Phe

Ala

Ser

720

Glu

Ile

vVal

Leu

Asp

800

Gly

Gly

val
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Ser Ile Ala Ala Ala Ala Ser Val Val Gly Ala Pro Val Ala Vval Val
850 855 860

Thr Ser Leu Leu Thr Gly Ala Leu Asn Gly Ile Leu Arg Gly Val Gln
865 870 875 880

Gln Pro Ile Ile Glu Lys Leu Ala Asn Asp Tyr Ala Arg Lys Ile Asp
885 890 895

Glu Leu Gly Gly Pro Gln Ala Tyr Phe Glu Lys Asn Leu Gln Ala Arg
900 905 910

His Glu Gln Leu Ala Asn Ser Asp Gly Leu Arg Lys Met Leu Ala Asp
915 920 925

Leu Gln Ala Gly Trp Asn Ala Ser Ser Val Ile Gly Val Gln Thr Thr
930 935 940

Glu Ile Ser Lys Ser Ala Leu Glu Leu Ala Ala Ile Thr Gly Asn Ala
945 950 955 960

Asp Asn Leu Lys Ser Val Asp Val Phe Val Asp Arg Phe Val Gln Gly
965 970 975

Glu Arg Val Ala Gly Gln Pro Val Val Leu Asp Val Ala Ala Gly Gly
980 985 990

Ile Asp Ile Ala Ser Arg Lys Gly Glu Arg Pro Ala Leu Thr Phe Ile
995 1000 1005

Thr Pro Leu Ala Ala Pro Gly Glu Glu Gln Arg Arg Arg Thr Lys
1010 1015 1020

Thr Gly Lys Ser Glu Phe Thr Thr Phe Val Glu Ile Val Gly Lys
1025 1030 1035

Gln Asp Arg Trp Arg Ile Arg Asp Gly Ala Ala Asp Thr Thr Ile
1040 1045 1050

Asp Leu Ala Lys Val Val Ser Gln Leu Val Asp Ala Asn Gly Val
1055 1060 1065

Leu Lys His Ser Ile Lys Leu Asp Val Ile Gly Gly Asp Gly Asp
1070 1075 1080

Asp Val Val Leu Ala Asn Ala Ser Arg Ile His Tyr Asp Gly Gly
1085 1090 1095

56



Ala

Ser

Gln

Thr

Vval

Glu

Thr

Asp

Glu

Leu

Gly

Lys

Asp

Asp

Asp

Gly
1100

Ile
1115

Leu
1130

Thr
1145

Glu
1160

His
1175

Gly
1190

Arg
1205

Gly
1220

Gln
1235

Vval
1250

Leu
1265

Gly
1280

His
1295

Arg
1310

Gly

Thr

Thr

Asn

Ala

val

Asn

Leu

Gln

Asp

Asp

Glu

Thr

val

Ile

Asn

Asn

val

Asn

Tyr

Ala

Gln

Ala

Asp

Asn

Leu

Thr

Arg

val

Lys

Ala

Asp

Thr

Ser

Ala

Gly

Arg

His

His

Gly

Thr

Gly

val

Met

Glu

Asn

Gly

Thr
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Val

Ala

Asn

Lys

Vval

Ile

Asp

Gly

val

Vval

Lys

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Ser
1105

Asp
1120

Val
1135

Arg
1150

Gly
1165

Ile
1180

Asn
1195

Ala
1210

Ile
1225

1240

Tyr
1255

Asp
1270

Trp
1285

Glu
1300

Asp
1315

Arg

Tyr

Gly

Tyr

Thr

Gln

Gly

Phe

Gly

Gly

Ser

Asn

Thr

Pro

Asn

Gln

Gly
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Ala

Glu

Arg

Glu

Gly

Leu

Asn

Gly

Asn

Val

Gly

Ala

Leu

Asp

Arg

Ala

Glu

Asn

vVal

Ala

Ala

Asp

Ala

Gln

His

Ile

Leu

His

Asn

Gly

Leu

Phe

Gly

val

Glu

Gly

Gly

Thr

Gly

Leu

Gln

His

Asn

Gly

Glu

Gly

Gly
1110

Asn
1125

vVal
1140

Gln
1155

Vval
1170

Asn
1185

Gly
1200

Leu
1215

Asp
1230

Asp
1245

Pro
1260

Ala
1275

Leu
1290

Ser
1305

Leu
1320

Asp

Arg

val

Ala

Tyr

Asp

Asp

Ser

Vval

Asp

Gly

Ser

Asp

Phe

Arg

Trp

Gln

Arg

Thr

Arg

Thr

Ser

Gly

Gly

val

Gly

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

Ile

Asp

Lys

Gln

His

Leu

Ile

Asp

Gly

Phe

Ala

Glu

Gln

val

Asn

His

Leu



Asp

Gly

Pro

Ala

Val

Thr

Leu

Asp

Asp

Leu

Asp

Ile

Lys

1325

Gly
1340

Ile
1355

Gly
1370

Gly
1385

Asp
1400

Asp
1415

Ser
1430

Met
1445

Asp
1460

Ala
1475

Glu
1490

Glu
1505

Tyr
1520

Gly
1535

Leu
1550

Gly

Phe

Ala

Arg

Tyr

Met

Gly

Leu

Gly

Gly

His

Ser

Leu

Gly

Leu

Leu

Gly

Ile

Ser

Tyx

Lys

Gln

Leu

Asn

Gly

Asp

Gln

Gly

Glu

Gly

Gln

Leu

val

Arg

Asp

Asp

Gly

Phe

Asp

Ala

val

Thr

Ile

Ala
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Leu

Asp

Asp

Ala

Glu

Asn

val

Gly

Gly

Thr

Gly

Leu

Gly

Leu

Gly

1330

Asp
1345

Asp
1360

Thr
1375

Pro
1390

Trp
1405

Val
1420

Leu
1435

Asp
1450

Gly
1465

Leu
1480

Asn
1495

Arg
1510

Ala
1525

Ala
1540

Ser
1555

Thr

Glu

val

His

Val

Arg

Ile

Asp

Asp

Tyr

Asp

Gly

His

Asp

Ser

58

Leu

Thr

Asp

Glu

Arg

Asn

Gly

Thr

Gly

Gly

Trp

Gly

Ala

Leu

Ala

Tyr

Vval

Tyr

Tyr

Lys

val

Asp

val

Asn

Gly

Phe

Asp

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ser

Gly

Glu

Ala

Arg

Asp

Leu

Gly

Gly

Ile

Ala

Asp

1335

Glu
1350

Asp
1365

Ala
1380

Phe
1395

Ser
1410

Asn
1425

Gln
1440

Gly
1455

Met
1470

Gly
1485

Gln
1500

Val
1515

Ala
1530

Gly
1545

Thr
1560

Asp

Asp

Met

Gly

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Thr

Asp

Ala

Arg

Val

Gly

Ile

Ile

Ile

Leu

Ile

Asn

Asp

Tyr

Asp

Gln

Thr

Gly

val

Ser

Asn

Asp

His

Glu

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

val

Asp

Gly



Ile

Asp

Leu

Asp

Glu

Asn

Gly

Ser

Ser

Asp

Leu

Asn

Gly

His

Ala

Glu
1565

Ala
1580

Ala
1595

Asp
1610

Ala
1625

Leu
1640

Pro
1655

Leu
1670

Asn
1685

Asp
1700

Ala
1715

Leu
1730

Asp
1745

Vval
1760

Asp
1775

Arg
1790

Asn

Gln

Gly

Gln

Gly

Leu

Gly

Gly

val

val

Gly

Gly

Asp

Gly

Thr

Gln

val

Ala

Gly

Leu

Asp

Asp

Arg

Lys

Leu

Leu

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

Gly

val

Asn

Glu

Ser

Asp

Gly

Gly

Gly

Arg

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Arg

Asn
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Gly

val

Gly

Gly

Trp

Gly

Leu

Phe

Asn

Gly

val

Gly

Gly

His

Ile

Asp

Thr
1570

Leu
1585

Asp
1600

Asp
1615

Phe
1630

Asp
1645

Asp
1660

Ala
1675

Ile
1690

Asp
1705

Leu
1720

Ser
1735

Gly
1750

Asp
1765

Asn
1780

Leu
1795

Glu

Arg

Asp

Ala

Phe

Gly

Ala

Ser

Glu

Ala

Ser

Asp

Gln

Thr

Ala

Glu

59

Leu

Gly

val

Gly

Gln

Arg

Gly

Leu

Asn

Gly

Gly

Leu

Gly

Ile

Gly

Ile

Ala

Ala

Arg

Asp

Asp

Ala

Met

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Tyr

Ala

Arg

Asp

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

Lys

Asp

val

Asn

Ala

Ser

Asp

Glu

Asp

Ile

Arg
1575

Gly
1590

Gly
1605

Arg
1620

Ala
1635

val
1650

Gly
1665

Glu
1680

Gly
1695

val
1710

Gly
1725

Gly
1740

Thr
1755

Ser
1770

Gln
1785

Leu
1800

Ile

Ala

Gly

Leu

Asn

Asp

vVal

Pro

Ser

Leu

Asp

Asp

Tyr

Gly

Leu

Gly

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ala

Phe

Phe

Glu

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

Gly

Trp

Thr

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Thr

Arg

Gly

val

Gly

Phe

Gly

Phe

Asp
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Asp Ala Leu Thr Val His
1805
Val Glu 1Ile Ile His Ala
1820
Ile Glu Lys Leu Val Glu
1835
Ala Ala Ala Ala Ala Pro
1850
Met Gln Ser Leu Ala Val
1865
<210> 8
<211> 86
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> MAGE A3 97-178
<400> 8
Leu Gly Asp Asn Gln Ile Met
1 5
Leu Ala Ile Ile Ala Arg Glu
20
Pro Lys Lys Leu Leu Thr Gln
35
Tyr Arg Gln Val Pro Gly Ser
50 55
Gly Pro Arg Ala Leu Val Glu
65 70
Met Val Lys Ile Ser Gly
85
<210>9
<211> 82
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> MAGE A3 190-295*

<400>9

Asp Trp Tyr
1810

Ala Asn Gln
1825

Ala Met Ala
1840

Pro Ala Ala

1855

Asn Trp Arg
1870

Ala
10

Pro Lys

Gly Asp

25

Cys

His Phe Val

40

Asp Pro Ala

Thr Ser Tyr

60

Arg Asp

Ala Val

Gln Tyr

Arg Val

Gly

Ala

Gln

Cys

Val
75

Leu

Pro

Glu

Tyr

60

Lys

Ala Asp His
1815

Asp Gln Ala
1830

Pro Asp Pro
1845

Pro Asp Thr
1860

Ile Ile

15

Leu

Glu Glu

30

Lys

Asn Leu

45

Tyr

Glu Phe Leu

Val Leu His

80

Arg

Gly

Gly

Leu

Val

Ile

Glu

Trp

His



Thr

Val

Pro

Tyr

vVal

65

Ile

Phe

Ala

vVal

Phe

50

Phe

Phe

Pro

Glu

Thr

35

Phe

Gly

Asp

Leu

20

Lys

Pro

Ile

Leu

Val

Ala

val

Glu
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Glu

His

Glu

Ile

Leu
70

Ser Glu

Phe Leu

Met Leu
40

Phe Ser
55

Met Glu

Phe

Leu

25

Gly

Lys

val

61

Gln

10

Leu

Ser

Ala

Asp

Ala

Lys

val

Ser

Pro
75

Ala

Tyr

vVal

Ser

60

Ile

Leu

Gly
45

Ser

Gly

Ser

Ala

30

Asn

Leu

His

Arg

15

Arg

Trp

Gln

Leu

Lys

Glu

Gln

Leu

Tyxr
80
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido(s) llevado(s) por un vector, en donde dicho vector que lleva el (los) polipéptido(s) consiste en una
proteina adenilciclasa de una proteina CyaA de la especie Bordetella o un fragmento de la misma adecuados para
presentar dicho(s) polipéptido(s) al sistema inmunitario en un hospedador mamifero, para su uso:

(i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccidn(es) patolégica(s) determinada(s) que es (a)
consecutiva a la infeccion por una primera cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33,
VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o (b) relacionado con un tumor que expresa el antigeno MAGE-A3 diagnosticado
en dicho hospedador mamifero en donde dicho tratamiento se realiza suscitando una respuesta inmunitaria de
linfocitos T contra un primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en donde (a) los epitopos
de dicho primer grupo provienen de los antigenos E6 o E7 de una cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18,
VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o respectivamente en (b) los epitopos de dicho primer grupo
son de un antigeno tumoral MAGE-A3 y

(ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s) en donde cuando dicha
primera afeccién patolégica es consecutiva a la infeccion por VPH como en (a), dicha segunda afeccion patoldgica
es consecutiva a la infeccién por una segunda cepa de VPH diferente de la primera y dicho VPH diferente se
selecciona entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o en donde dicha segunda
afeccion determinada esta relacionada con un tumor que expresa el antigeno MAGE-AS3, en donde dicha segunda
afeccion patoldgica se encuentra en el mismo hospedador mamifero y se genera una respuesta inmunitaria de
memoria de linfocitos T contra un segundo grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en dicho
segundo grupo los epitopos son de un antigeno del segundo VPH seleccionado entre VPH16, VPH18, VPH31,
VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o respectivamente de un antigeno tumoral MAGE-A3, obteniéndose
dichas respuestas inmunitarias después de la administracion de dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector en
dicho hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccién(es) patolégica(s) determinada(s) no
se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por
un vector administrado(s) y en donde la secuencia de aminoacidos de dicho primer grupo de epitopo es diferente
del amino&cido de dicho segundo grupo de epitopos.

2. El polipéptido llevado por un vector para su uso adicional de acuerdo con la reivindicacion 1, (iii) en la prevencién
contra la reaparicion de dicha(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s) determinada(s), suscitando una respuesta
inmunitaria de memoria de linfocitos T contra dicho primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s).

3. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde dicho
segundo grupo de epitopos estéd contenido en el polipéptido que comprende el primer grupo de epitopos o en donde
dicho primer y segundo grupos de epitopos estan contenidos en diferentes polipéptidos.

4. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, una molécula
vector lleva todos los polipéptidos.

5. Una composiciéon que comprende, en combinacién con un excipiente o formulacion farmacéuticamente aceptable,
al menos un polipéptido(s) llevado por un vector como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su
uso:

(i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es) patolégica(s) determinada(s) que es (a)
consecutiva a la infeccion por una primera cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33,
VPH35, VPH45, VPH52 o0 VPHS8 o (b) relacionado con un tumor que expresa el antigeno MAGE-AS diagnosticado
en dicho hospedador mamifero en donde dicho tratamiento se realiza suscitando una respuesta inmunitaria de
linfocitos T contra un primer grupo de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en donde (a) los epitopos
de dicho primer grupo provienen de los antigenos E6 o E7 de una cepa de VPH seleccionada entre VPH16, VPH18,
VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o respectivamente en (b) los epitopos de dicho primer grupo
son de un antigeno tumoral MAGE-A3 y

(ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es) patologica(s) determinada(s) en donde cuando dicha
primera afeccién patolégica es consecutiva a la infeccion por VPH como en (a), dicha segunda afeccién patolégica
es consecutiva a la infeccion por una segunda cepa de VPH diferente de la primera y dicho VPH diferente se
selecciona entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58 o en donde dicha segunda
afeccion determinada esta relacionada o en donde dicha segunda afeccidon determinada esta relacionada con un
tumor que expresa el antigeno MAGE-A3, en donde dicha segunda afeccién patoldgica se encuentra en el mismo
hospedador mamifero y se genera una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T contra un segundo grupo
de epitopos contenidos en dicho(s) polipéptido(s) y en donde en dicho segundo grupo los epitopos son de un
antigeno del segundo VPH seleccionado entre VPH16, VPH18, VPH31, VPH33, VPH35, VPH45, VPH52 o VPH58
o respectivamente de un antigeno tumoral MAGE-A3, obteniéndose dichas respuestas inmunitarias después de la
administracion de dicha composicion en dicho hospedador, en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s)
afeccion(es) patoldgica(s) determinada(s) no se observa cuando dicho segundo grupo de epitopos no esta
contenido en el (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector de dicha composicién administrada y en donde la
secuencia de aminoacidos de dicho primer grupo de epitopos es diferente del aminoacido de dicho segundo grupo
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de epitopos, dicha composicion comprende opcionalmente al menos un adyuvante, y opcionalmente compuestos
activos antitumorales o antiviricos.

6. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende al menos dos polipéptidos llevados
por un vector, en donde el primer grupo de epitopos esta contenido en un primer polipéptido llevado por un vector y el
segundo grupo de epitopos esta contenido en un polipéptido llevado por un vector separado.

7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho primer grupo de epitopos esta
contenido en polipéptidos separados llevados por dicho(s) primer(os) polipéptido(s) llevado(s) por un vector y/o el
segundo grupo de epitopos esta contenido en polipéptidos separados llevados por dicho(s) polipéptido(s) llevado(s)
por un vector separado(s).

8. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4 o la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde dicha CyaA es una CyaA
de la especie Bordetella que se origina de Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis o Bordetella bronchiseptica.

9. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en donde

- dicho fragmento de CyaA es capaz de unirse especificamente a las células que expresan CD11b v,
opcionalmente, entregar dicho(s) polipéptido(s) al citosol celular, como un fragmento de CyaA de B. pertussis
que consiste en los restos 1 a 224 y 235 a 1706 y/o

- dicha proteina CyaA o fragmento de CyaA esta desintoxicado, es no toxico o carente de actividad enzimatica,
como una CyaA de B. pertussis en la que se inserta un dipéptido Leu-GIn en fase entre los restos 188 y 189.

10. El polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicidon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a9, en donde dicho al menos uno, preferentemente todos, los polipéptidos son llevados por dicha proteina CyaA o
fragmento de CyaA como resultado de la fusion genética.

11. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10,
en donde dicho al menos uno, preferentemente todos, los polipéptidos se insertan genéticamente en CyaA, en
particular en sitios permisivos de CyaA.

12. Los polipéptidos llevados por un vector o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 5, en
donde dicho primer grupo de epitopos constituye un fragmento antigénico de la proteina E7 de VPH16, y el segundo
grupo de epitopos constituye un fragmento antigénico de la proteina E7 de VPH18.

13. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, que comprende:

(a) un primer polipéptido llevado por un vector que consiste en los primeros 29 restos de aminoacidos de VPH16-
E7 insertados entre los codones 319y 320 de CyaA, y los restos 43 a 98 de VPH16-E7 insertados entre los codones
224 y 235 de CyaA;y

(b) un polipéptido llevado por un vector separado que consiste en los primeros 31 restos de aminoacidos de VPH18-
E7 insertados entre los codones 319 y 320 de CyaA y los restos 43 a 105 de VPH18-E7 insertados entre los
codones 224 y 235 de CyaA.

14. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11,
en donde dicho polipéptido llevado por un vector consiste en CyaA de B. pertussis en donde:

(1) un primer polipéptido que consiste en los restos 97 a 178 de MAGE A3 se ha insertado entre los codones 224
y 235 de CyaA; y

(2) un segundo polipéptido que consiste en los restos 190 a 221 fusionados a los restos 242 a 295 de MAGE A3
se ha insertado entre los codones 319 a 320 de CyaA.

15. El (los) polipéptido(s) llevado(s) por un vector o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 12 o
13, para su uso:

(1) (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s) consecutiva(s) a la infeccion
por VPH16, diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) consecutiva(s) a la infeccion por VPH18 y (iii) opcionalmente en la prevencién contra la reaparicion de
dicha(s) primera(s) afeccion(es) patolégica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando el polipéptido derivado de la proteina E7 de VPH18 no esta
contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s); o

(2) (i) en el tratamiento inmunoterapéutico de la(s) primera(s) afeccion(es) patoldgica(s) consecutiva(s) a la infeccion
por VPH18, diagnosticada(s) en un hospedador mamifero y (ii) en la profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccion(es)
patolégica(s) consecutiva(s) a la infeccién por VPH16 vy (iii) opcionalmente, en la prevencién contra la reaparicion de
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dicha(s) primera(s) afeccién(es) patoldgica(s), en donde dicha profilaxis contra la(s) segunda(s) afeccidn(es)
patolégica(s) determinada(s) no se observa cuando el polipéptido derivado de la proteina E7 de VPH16 no esta
contenido en dicho(s) polipéptido(s) llevado(s) por un vector administrado(s).
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B. pertussis [NP_879578.1] .

MQQSHQAGYANANADRESGIPAAVLDGIKAVAKEKNATLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWG
LOAGYIPVNPNLSKLFGRAPEVIARADNDVNSSLAHGHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASN
HAGYEQFEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKVIGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSARSSVT
SGDSVITDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIARAGARSAVGTEARRQFRYDGDMNIGVITDFELEVR
NALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVVSATGESQMLTRGQLKEYIGQQRGEGYVFYENRAY
GVAGKSLFDDGLGAAPGVPSGRSKFSPDVLETVPASPGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEV
SDMAAVEAAELEMTRQVLHAGARQDDAEPGVSGASAHWGORALOGAQAVAAAQRLVHATALMTQFGRAGS
TNTPQEAASLSAAVFGLGEASSAVAETVSGFFRGSSRWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAP
AGQKAAAGAETIALQLTGGTVELASSIALALAAARGVTSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEIYGLVQQS
HYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEGAVAGVSAVLSTVGAAVSIAAAASVVGAPVAVVTS
LLTGALNGILRGVQQPIIEKLANDYARKIDELGGPOQAYFEKNLOARHEQLANSDGLRKMLADLQAGWNAS
SVIGVQTTEISKSALELAAITGNADNLKSVDVFVDRFVQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALT
FITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTFVEIVGKQDRWRIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHSIKLD
VIGGDGDDVVLANASRIHYDGGAGTNTVSYAALGRODSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQTTA
YGKRTENVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHIIGGAGNDS ITGNAHDNFLAGGSGDDRLDGGAGNDTLV
GGEGONTVIGGAGDDVFLQDLGVWSNQLDGGAGVDTVKYNVHQPSEERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWP
ALNLFSVDHVKNIENLHGSRLNDRIAGDDQDNELWGHDGNDTIRGRGGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIF
LODDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHPGRIVAPHEYGFGIEADLSREWVRKASALGVDYYDNVRNVENV
IGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGDDTVRGGDGDDLLFGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGND
WFGQTQAREHDVLRGGDGVDTVDYSQTGAHAGIAAGRIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIEN
VVGTELADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDVLLGGDGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQDAAN
AGNLLDGGDGRDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRNIENAVGSARDDVLIGDA
GANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDAGNDDLFGGQGDDTYLFGVGYGHDTIYESGGGHDT
IRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWYRDADHRVEI IHAANQAVDQAGIEKLVEAMAQYPD

PGAAAAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR (SEQ ID NO :1)

B. parapertussis [NP_882677.1]

MLDVWFLQKDEVLSATHRLRRCESVQSTTYRQIHEMOQSHOAGYANAADRESGIPAAVLDG I KAVAKEKNA
TLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWGLQAGYIPVNPNLSKLFGRAPEVIARADNDVNSSLAH
GHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQFEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKV
IGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSARSSVTSGDSVTDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIAR
AGARSAVGTEARRQFRYDGDMNIGVITDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVV
SATGESQMLTRGOLKEYIGCQRGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPGGRSKSSPDVLETVPAS
PGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAAELEMTRQVLHAGARQDDAEPGVSGASA
HWGQRALQGAQAVAAAQRLVHAIALMTQFGRAGSTNTPQEAASLSAAVFGLGEASSAVAETVSGFFRGSS
RWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGOKAAVGAEIALQLTGGTVELASSIALALARARGV
TSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEI YGLVQQSHYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEG
AVAGVSAVLSTVGAAVSIAAAASVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVOQPI IEKLANDYARKIDELGGPQ
AYFEKNLQARHEQLANSDGLRKMLADLQAGWNASSVIGVQTTEISKSALELAATTGNADNLKSADVFVDR
FIQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTFVEIVGKQDRW
RIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHSIKLEVIGGDGDDVVLANASRIHYDGGAGTNTVSYAALGRQ
DSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQKTAYGKRTENVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHIIGG
AGNDSITGNAHDNFLAGGAGDDRLDGGAGNDTLVGGEGHNTVVGGAGDDVFLODLGVWSNQLDGGAGVDT
VKYNVHQPSEERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLHGSSLNDSIAGDDRDNELWG
DDGNDTIHGRGGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIFLQDDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHAGKIVAPHE
YGFGIEADLSEGWVRKAARRGMGY YDSVRSVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGDDTVRGGDGDDLL
FGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWFGQTPAREHDVLRGGAGVDTVDY SQAGAHAGVATG
RIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIENVVGTELADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDV
LLGGEGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQDAANAGNLLDGGDGNDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGK
GFASLMDEPETSNVLRHIENAVGSVRDDVLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDA
GNDDLFGGOGDDTYLFGAGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWY

RDADHRVEATHAANQAIDPAGIEKLVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMOSLAVNWR (SEQ ID NO :2)

Fig. 1A
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B. bronchiseptica [NP_886873.1]

MLDVWFLQKDEVLSATHRLRRCESVQSTTYRQIHMQQSHQAGYANAADRESGI PAAVLDGIKAVAKEKNA
TLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWGLQAGYIPVNPNLSKLFGRAPEVIARADNDVNSSLAH
GHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQFEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKV
IGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSARSSVTSGDSVTDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIAR
AGARSAVGTEARRQFRYDGDMNIGVITDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVV
SATGESQMLTRGQLKEY IGQQRGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPGGRSKSSPDVLETVPAS
PGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAAELEMTRQVLHAGARQDDAEPGVSGASA
HWGQRALQGAQAVAAAQRLVHATALMTQFGRAGSTNTPQEAASLSAAVFGLGEASSAVAETVSGFFRGSS
RWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGOQKAAAGAEIALQLTGGTVELASSIALALAAARGV
TSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEIYGLVQQSHYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAREG
AVAGVSAVLSTVGAAVSIAAAASVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVQQPIIEKLANDYARKIDELGGPQ
AYFEKNLQARHEQLANSDGLRKMLADLQAGWNASSVIGVQTTEISKSALELAATITGNADNLKSADVFVDR
FIQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTFVEIVGKQDRW
RIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHSIKLEVIGGDGDDVVLANASRIHYDGGAGTNTVSYAALGRQ
DSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQKTAYGKRTENVQYRHVELARVGQLVEVDTLERVQHIIGG
AGNDSITGNAHDNFLAGGAGDDRLDGGAGNDTLVGGEGHNTVVGGAGDDVFLQDLGVWSNQLDGGAGVDT
VKYNVHQPSEERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLHGS SLNDSTAGDDRDNELWG
DDGNDTIHGRGGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIFLQODDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHAGKIVAPHE
YGFGIEADLSEGWVRKAARRGMDYYDSVRSVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGDDTVRGGDGDDLL
FGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWFGQTPAREHDVLRGGAGVDTVDY SQAGAHAGVATG
RIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIENVVGTELADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDV
LLGGDGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQDAANAGNLLDGGDGNDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGK
GFASLMDEPETSNVLRHIENAVGSVRDDVLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDA
GNDDLFGGQGDDTYLFGAGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWY

RDADHRVEAIHAANQAIDPAGIEKLVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMOSLAVNWR (SEQ ID NO :3)

Fig. 1B
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B. pertussis

ATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGTTACGCARACGCCGCCGACCGGGAGTCTGGCATCCCCGCAGCCGTAC
TCGATGGCATCAAGGCCGTGGCGAAGGAAARAAACGCCACATTGATGTTCCGCCTGGTCAACCCCCATTC
CACCAGCCTGATTGCCGAAGGGGTGGCCACCAAAGGATTGGGCGTGCACGCCAAGTCGTCCGATTGGGGG
TTGCAGGCGGGCTACATTCCCGTCAACCCGAATCTTTCCAAACTGTTCGGCCGTGCGCCCGAGGTGATCG
CGCGGGCCGACAACGACGTCAACAGCAGCCTGGCGCATGGCCATACCGCGGTCGACCTGACGCTGTCGAA
AGAGCGGCTTGACTATCTGCGGCAAGCGGGCCTGGTCACCGGCATGGCCGATGGCGTGGTCGCGAGCAAC
CACGCAGGCTACGAGCAGTTCGAGTTTCGCGTGAAGGARACCTCGGACGGGCGCTATGCCGTGCAGTATC
GCCGCAAGGGCGGCGACGATTTCGAGGCGGTCAAGGTGATCGGCAATGCCGCCGGTATTCCACTGACGGC
GGATATCGACATGTTCGCCATTATGCCGCATCTGTCCAACTTCCGCGACTCGGCGCGCAGTTCGGTGACC
AGCGGCGATTCGGTGACCGATTACCTGGCGCGCACGCGGCGGGCCGCCAGCGAGGCCACGGGCGGCCTGG
ATCGCGAACGCATCGACTTGTTGTGGAAAATCGCTCGCGCCGGCGCCCGTTCCGCAGTGGGCACCGAGGT
GCGTCGCCAGTTCCGCTACGACGGCGACATGAATATCGGCGTGATCACCGATTTCGAGCTGGAAGTGCGC
AATGCGCTGAACAGGCGGGCGCACGCCGTCGGCGCGCAGGACGTGGTCCAGCATGGCACTGAGCAGAACA
ATCCTTTCCCGGAGGCAGATGAGAAGATTTTCGTCGTATCGGCCACCGGTGARAGCCAGATGCTCACGCG
CGGGCAACTGAAGGAATACATTGGCCAGCAGCGCGGCGAGGGCTATGTCTTCTACGAGAACCGTGCATAC
GGCGTGGCGGGGAAAAGCCTGTTCGACGATGGGCTGGGAGCCGCGCCCGGCGTGCCGAGCGGACGTTCGA
AGTTCTCGCCGGATGTACTGGAAACGGTGCCGGCGTCACCCGGATTGCGGCGGCCGTCGCTGGGCGCAGT
GGAACGCCAGGATTCCGGCTATGACAGCCTTGATGGGGTGGGATCGCGATCGTTCTCGTTGGGCGAGGTG
TCCGACATGGCCGCCGTGGAAGCGGCGGAACTGGARATGACCCGGCAAGTCTTGCACGCCGGGGCGCGGC
AGGACGATGCCGAGCCGEGEGCGETGAGCGGTGCGTCGGCGCACTGGGGGCAGCGGGCGCTGCAGGGCGCCCA
GGCGGTGGCGGCGGCGCAGCGGCTGGTTCATGCCATTGCCCTGATGACGCAATTCGGCCGGGCCGGTTCC
ACCAACACGCCGCAGGAAGCGGCCTCGTTGTCGGCGGCCGTGTTCGGCTTGGGCGAGGCCAGCAGCGCCG
TGGCCGARACCGTGAGCGGTTTTTTCCGCGGGTCTTCGCGCTGGGCCGGCGGTTTCGGCGTGGCTGGCGG
CGCGATGGCGCTGGGAGGCGGCATCGCCGCGGCCGTTGGCGCCGGGATGTCGTTGACCGATGACGCGCCG
GCCGGACAGAAGGCCGCCGCCGGCGCCGAGATCGCGCTGCAGTTGACAGGTGGAACGGTCGAGCTGGCTT
CTTCCATCGCGTTGGCGCTGGCCGCGGCGCGCGGCGTGACCAGCGGCTTGCAGGTGGCCGGGGCGTCGGC
CGGGGCGGCTGCCGGCGCATTGGCCGCGGCGCTCAGTCCCATGGAGATCTACGGCCTGGTGCAGCAATCG
CACTATGCGGATCAGCTGGACAAGCTGGCGCAGGAATCGAGCGCATACGGTTACGAGGGCGACGCCTTGC
TGGCCCAGCTGTATCGCGACAAGACGGCCGCCGAGGGCGCCGTCGCCGGCGTCTCCGCCGTCCTGAGCACL
GGTGGGGGCGGCGGTGTCGATCGCCGCGGCGGCCAGCGTGGTAGGGGCCCCGGTGGCGGTGGTCACTTCC
TTGCTGACCGGGGCTCTCAACGGCATCCTGCGCGGCGTGCAGCAGCCCATCATCGAAARGCTGGCCAACG
ATTACGCTCGCAAGATCGACGAGCTGGGCGGGCCGCAAGCGTACTTCGAGAAAAACCTGCAGGCGCGTCA
CGAACAACTGGCCAATTCGGACGGCCTACGGARAAATGCTGGCCGACCTGCAGGCCGGTTGGAACGCCAGC
AGCGTGATCGGGGTGCAGACGACAGAGATCTCCAAGTCGCCGCTCGAACTGGCCGCCATTACCGGCAACG
CGGACAACCTGAAATCCGTCGACGTGTTCGTGGACCGCTTCGTCCAGGGCGAGCGGGTGGCCGGCCAGCC
GGTGGTCCTCGACGTCGCCGCCGGCGGCATCGATATCGCCAGCCGCAAGGGCGAGCGGCCGGCGCTGACG
TTCATCACGCCGCTGGCCGCGCCAGGAGAAGAGCAGCGCCGGCGCACGARAACGGGCAAGAGCGAATTCA
CCACATTCGTCGAGATCGTGGGCAAGCAGGACCGCTGGCGCATCCGGGACGGCGCGGCCGACACCACCAT
CGATCTGGCCAAGGTGGTGTCGCAACTGGTCGACGCCAATGGCGTGCTCAAGCACAGCATCAAACTGGAT
GTGATCGGCGGAGATGGCGATGACGTCGTGCTTGCCAATGCTTCGCGCATCCATTATGACGGCGGCGCGG
GCACCAACACGCTCACGCTATGCCGCCCTGGGTCGACAGGATTCCATTACCGTGTCCGCCGACGGGGAACG
TTTCAACGTGCGCAAGCAGTTGAACAACGCCAACGTGTATCGCGAAGGCGTGGCTACCCAGACAACCGCC
TACGGCAAGCGCACGCGAGAATGTCCAATACCGCCATGTCGAGCTGGCCCGTGTCGGGCAACTGGTGGAGG
TCGACACGCTCGAGCATGTGCAGCACATCATCGGCGGGGCCGGCAACGATTCGATCACCGGCAATGCGCA
CGACARACTTCCTAGCCGGCGGGTCGEGCGACGACAGGCTGGATGGCGGCGCCGGCAACGACACCCTGGTT
GGCGGCGAGGGCCAAAACACGGTCATCGGCGGCGCCGGCGACGACGTATTCCTGCAGGACCTGGGGGTAT
GGAGCAACCAGCTCGATGGCGGCGCGGGCGTCGATACCGTGAAGTACAACGTGCACCAGCCTTCCGAGGA
GCGCCTCGAACGCATGGGCCACACGGGCATCCATGCCGATCTTCAAAAGGGCACGGTCGAGAAGTGGCCG
GCCCTGAACCTGTTCAGCGTCGACCATGTCAAGAATATCGAGAATCTGCACGGCTCCCGCCTGAACGACC
GCATCGCCGGCGACGACCAGGACAACGAGCTCTGGGGCCACGATGGCAACGACACGATACGCGGCCGGGE
CGGCGACGACATCCTGCGCGGCEGCCTGGGCCTGGACACGCTGTATGGCGAGGACGGCAACGACATCTTC
CTCCAGGACGACGAGACCCETCAGCGATGACATCGACGGCGGCGCGGGGCTGGACACCGTCGACTACTCCG
CCATGATCCATCCAGGCAGGATCGTTGCGCCGCATGAATACGGCTTCGGGATCGAGGCGGACCTGTCCAG
GGAATGGGTGCGCAAGGCGTCCGCGCTGGGCGTGGACTATTACGATAATGTCCGCAATGTCGAAAACGTC
ATCGGTACGAGCATCGAAGGATGTCGCTCATCGGCGACGCGCAAGCCAATACCCTGATGGGCCAGGGCGGCG
ACGATACCGTGCGCGGCGECEACGGCEGATGATCTGCTGTTCGGCGGCGACGGCAACGACATGCTGTATGG
CGACGCCGGCAACGACACCCTCTACGGGGGGCTGGGCGACGATACCCTTGAAGGCGGCGCGGGCAACGAT
TGGTTCGGCCAGACGCAGGCGCGCGAGCATCACGTGCTGCGCGGCGGAGATGGGGTGGATACCGTCGATT

Fig. 1C
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(B. pertussis/continuacion)

ACAGCCAGACCGGCGCGCATGCCGGCATTGCCGCGGGTCGCATCGGGCTGGGCATCCTGGCTGACCTGGG
CGCCGGCCGCGTCGACAAGCTGGGCGAGGCCGGCAGCAGCGCCTACGATACGGTTTCCGGTATCGAGAAC
GTGGTGGGCACGGAACTGGCCGACCGCATCACGGGCGATGCGCAGGCCAACGTGCTGCGCGGCGCGGGTG
GCGCCGACGTGCTTGCGGGCGGCGAGGGCGACGATGTGCTGCTGGGCGGCGACGGCGACGACCAGCTGTC
GGGCGACGCCGGACGCGATCGCTTGTACGGCGAAGCCGGTGACGACTGGTTCTTCCAGGATGCCGCCAAT
GCCGGCAATCTGCTCGACGGCGGCGACGGCCGCGATACCGTGGATTTCAGCGGCCCGGGCCGGGGCCTCG
ACGCCGGCGCAAAGGGCGTATTCCTGAGCTTGGGCAAGGGGTTCGCCAGCCTGATGGACGAACCCGAAAC
CAGCAACGTGTTGCGCAATATCGAGAACGCCCGTGGGCAGCGCGCGTGATCGACGTGCTGATCGGCGACGCA
GGCGCCAACGTCCTCAATGGCCTGGCGGGCAACGACGTGCTGTCCGGCGGCGCTGGCGACGATGTGCTGC
TGGGCGACGAGGGCTCGGACCTGCTCAGCGGCGATGCGGGCAACGACGATCTGTTCGGCGGGCAGGGCGA
TGATACTTATCTGTTCGGGGTCGGGTACGGGCACGACACGATCTACGAATCGGGCGGCGGCCATGACACC
ATCCGCATCAACGCGGGGGCGGACCAGCTGTGGTTCGCGCGCCAGGGCAACGACCTGGAGATCCGCATTC
TCGGCACCGACGATGCACTTACCGTGCACGACTGGTATCGCGACGCCGATCACCGGGTGGAAATCATCCA
TGCCGCCAACCAGGCGGTAGACCAGGCAGGCATCGAAAAGCTGGTCGAGGCAATGGCGCAGTATCCGGAC
CCCGGCGCGGCGGCGGCTGCCCCGCCGGCGGCGCGCGTGCCGGACACGCTGATGCAGTCCCTGGCTGTCA

ACTGGCGCTGA (SEQ ID NO :4)

B. parapertussis

GTGCTGGATCTTTGGTTCTTGCAGAAGGATGAGGTTCTGAGCGCTACACACCGGTTGCGTCGGTGCGAAT
CCGTTCAATCGACTACTTATCGACAGATCCACATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGTTACGCAAACGCCGC
CGACCGGGAGTCTGGCATCCCCGCAGCCGTACTCGATGGCATCAAGGCCGTGGCGAAGGAARARRACGCC
ACATTGATGTTCCGCCTGGTCAACCCCCATTCCACCAGCCTGATTGCCGAAGGGGTGGCCACCARAGGAT
TGGECGTGCACGCCAAGTCGTCCGATTGEGEGTTGCAGGCGGGCTACATTCCCGTCAACCCGAATCTTTC
CAAACTGTTCGGCCGTGCGCCCGAGGTGATCGCGCGGGCCGACAACGACGTCAACAGCAGCCTGGCGCAT
GGCCATACCGCGGTCGACCTGACGCTGTCGARAGAGCGGCTTGACTATCTGCGGCARGCGGGCCTGGTCA
CCGGCATGGCCGATGGCGTGGTCGCGAGCAACCACGCAGGCTACGAGCAGT TCGAGTTTCGCGTGAAGGA
AACCTCGGACGGGCGCTATGCCGTGCAGTATCGCCGCAAGGGCGGCGACGATTTCGAGGCGGTCARGGTG
ATCGGCARTGCCGCCGGTATTCCACTGACGGCGGATATCGACATGTTCGCCATCATGCCGCATCTGTCCA
ACTTCCGCGACTCGGCGCGCAGTTCGGTGACCAGCGGCGATTCGGTGACCGATTACCTGGCGCGCACGCG
GCGGGCCGCCAGCGAGGCCACGGGCGGCCTGGATCGCGAACGCATCGACTTGTTGTGGAARATCGCTCGC
GCCGGCGCCCGTTCCGCAGTGGGCACCGAGGCGCGTCGCCAGTTCCGCTACGACGGCGACATGAATATCG
GCGTGATCACCGATTTCGAGCTGGAACTGCGCAATGCGCTGARCAGGCGGGCGCACGCCGTCGGCGCGCA
GGACGTCGTCCAGCATGGCACTGAGCAGAACAATCCTTTCCCGGAGGCAGATGAGAAGATTTTCGTCGTA
TCGGCCACCGGTGARAGCCAGATGCTCACGCGCGGGCARCTGAAGGAATACATTGGCCAGCAGCGCGGCE
AGGGCTATGTCTTCTACGAGAACCGTGCATACGGCGTGGCGGGGAARAGCCTGTTCGACGATGGGCTGGG
AGCCGCGCCCEGCETECCEGGCGGACGTTCGAAGTCCTCGCCGGATGTACTGGARACGGTGCCGGCGTCA
CCCGGATTGCEECEGCCETCGCTGGGCGCAGTGGAACGCCAGGATTCCGGCTATGACAGCCTTGATGGGG
TGGGATCGCGATCGTTCTCGTTGGGCGAGGTGTCCGACATGGCCGCCGTGGARGCGGCGGAACTGGARAT
GACCCGGCAAGTCTTGCACGCCGGGGCGCEECAGGACGATGCCEGAGCCGGGCGTGAGCGGTGCGTCGGCG
CACTGGGGGCAGCCEGGCGCTEGCAGGGCGCCCAGGCGGTGGCGGCGGCGCAGCGGCTGGTTCATGCCATTG
CCCTGATGACGCAATTCGGCCGGGCCGGTTCCACCAACACGCCGCAGGAAGCGGCCTCGTTGTCGGCGGT
CGTGETTCGGCTTGGECGAGGCCAGCAGCGCCGTGGCCGARACCGTGAGCGGTTTTTTCCGCGGGTCTTCG
CGCTGGGCCGGCGETTTCGGCGTEGCTGECGECECGATGGCGCTGGGAGGCGGCATCGCCGCGGCCGTTG
GCGCCGGGATGTCGTTGACCGATGACGCGCCGGCCGGACAGAAGGCCGCCGTCGGCGCCGAGATCGCGCT
GCAGTTGACAGGTGGAACGGTCGAGCTGGCTTCTTCCATCGCGTTGGCGCTGGCCGCGGCGCGCGGCGTG
ACCAGCGGCTTGCAGGTGGCGGGEGCGTCGGCCEGEGCGECTGCCGGCGCATTGECCGCEGCGCTCAGTC
CCATGGAGATCTACGGCCTGGTGCAGCAATCGCACTATGCGGATCAGCTGGACAAGCTGGCGCAGGAATC
GAGCGCATACGGTTACGAGGGCGACGCCTTGCTGGCCCAGCTGTATCGCGACRAGACGGCCGCCGAGGGT
GCCGTCGCCEGCGTCTCCGCCGTCCTGAGCACGGTGGGGGCGGCEGGTGTCGATCGCCGCGGCGGCCAGCG
TGGTAGGCGCCCCGGTGGCGETGGTCACTTCCTTGTTGACCGGGGCTCTCARCGGCATCCTGCGCGGCGT
GCAGCAGCCCATCATCGAAARGCTGGCCAATGATTACGCTCGCAAGATCGACGAGCTGGGCGGGCCGCAA
GCGTACTTCGAGAARAACCTGCAGGCGCGTCACGAACAACTGGCCARATTCGGACGGCCTACGGAARATGC
TGGCTGACCTGCAGGCCGGEGTGGAACGCCAGCAGCGTGATCGGEGTGCAGACGACAGAGATTTCCAAGTC
GGCGCTCGAACTGGCCGCCATTACCGGCARCGCGGACARCCTGARATCCGCCGACGTGTTCGTGGACCGE
TTCATCCAGGGCGAGCGEGTGGCCGGCCAGCCGGTGGTACTCGACGTCGCCGCCGGCGGCATCGATATCG
CCAGCCGCAAGGGCGAGCGGCCGECGCTGACGTTCATCACGCCGCTGGCCGCGCCAGGAGAAGAGCAGCE
CCGGCGCACGAAGACGGGCAAGAGCGAATTCACCACATTCGTCGAGATCGTGGGCARGCAGGACCGCTGG
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CGCATCCGGGACGGCGCGGCCGACACCACCATCGATCTGGCCAAGGTGGTGTCGCAACTGGTCGACGCCA
ATGGCGTGCTCAAGCACAGCATCAAACTGGAGGTGATCGGCGGAGATGGCGATGATGTCGTGCTTGCCAA
TGCTTCGCGCATCCATTACGACGGCGGCGCGGGAACCAACACGGTCAGCTATGCCGCCCTGGGCCGACAG
GATTCCATTACCGTGTCCGCCGACGGGGAACGTTTCAACGTGCGCAAGCAGTTGAACAACGCCAACGTGT
ATCGCGAAGGCGTGGCTACCCAGAAAACCGCCTACGGCAAGCGCACGGAGAATGTCCAATACCGCCATGT
CGAGCTGGCCCGTGTCGGGCAACTGGTGGAGGTCGACACGCTCGAGCATGTGCAGCACATCATCGGCGGG
GCCGGCAACGATTCGATCACCGGCAATGCGCACGACAACTTCCTGGCCGGCGGGGCGGGCGACGACAGGT
TGGATGGCGGCGCCGGCAACGACACACTGGTCGGCGGCGAGGGCCACAACACGGTCGTCGGCGGCGCTGG
CGACGACGTATTCCTGCAGGACCTGGGGGTATGGAGCAACCAGCTCGATGGCGGCGCGGGCGTCGATACC
GTGAAGTACAACGTGCACCAGCCTTCCGAGGAACGCCTCGAACGCATGGGCGACACGGGCATCCATGCCG
ATCTTCAAAAGGGCACGGTCGAGAAGTGGCCGGCCCTGAACCTGTTCAGCGTCGACCATGTCAAGAATAT
CGAGAATCTGCACGGCTCCAGCCTGAACGACAGCATCGCCGGCGACGACCGGGACAACGAGCTCTGGGGC
GACGATGGCAACGACACGATACACGGCCGGGGCGGCGACGATATCCTGCGCGGCGGCCTGGGCCTGGACA
CGCTGTATGGCGAGGACGGCAACGACATCTTCCTGCAGGACGACGAGACCGTCAGCGATGACATCGACGG
CGGCGCGGGGCTGGACACCGTCGACTATTCCGCCATGATCCATGCAGGCAAGATCGTTGCGCCGCATGAA
TACGGCTTCGGGATCGAGGCGGACCTGTCCGAAGGGTGGGTGCGCAAGGCGGCCCGGCGCGGCATGGGCT
ACTACGACAGTGTCCGCAGTGTCGAAAACGTCATCGGCACGAGCATGAAGGATGTGCTCATCGGCGACGC
GCAAGCCAATACCCTGATGGGCCAGGGCGGCGACGATACCGTGCGCGGCGGCGACGGCGATGATCTGCTG
TTCGGCGGCGACGGCAACGACATGCTGTATGGAGACGCCGGCAACGACACCCTCTACGGAGGGCTGGGCG
ACGATACCCTTGAAGGCGGCGCGGGCAACGATTGGTTCGGCCAGACGCCGGCGCGCGAGCATGACGTGCT
GCGCGGCGGGGCTGGGGTGGATACCGTGGATTACAGCCAGGCGGGCGCGCATGCCGGCGTTGCCACGGGT
CGCATCGGGCTGGGTATTCTGGCGGACCTGGGCGCCGGCCGCGTCGACAAGCTGGGCGAGGCCGGCAGCA
GCGCCTACGATACGGTTTCCGGCATCGAARATGTGGTGGGCACGGAACTGGCCGACCGCATCACGGGCGA
TGCGCAGGCCAACGTACTGCGCGGCGCGGGTGGTGCCGACGTGCTTGCGGGCGGCGAGGGCGACGATGTG
CTGCTGGGCGGCGAGGGCGATGACCAGCTGTCGGGCGACGCCGGACGCGACCGCTTGTACGGCGAAGCCG
GTGACGACTGGTTCTTCCAGGATGCCGCCAATGCCGGCAATCTGCTCGACGGTGGTGACGGCAACGATAC
CGTGGATTTCAGCGGCCCGGGCCGGGGECCTCGACGCCGGCGCARAGGGCGTATTCCTGAGCCTGGGCARG
GGGTTCGCCAGCCTGATGGACGAACCCGAAACCAGCAACGTGTTGCGCCATATCGAGAACGCCGTGGGCA
GCGTGCGTGATGACGTGCTGATCGGCGACGCAGGCGCCAACGTCCTCAATGGCCTGGCGGGCAACGACGT
GTTGTCCGGCGGCGCCGGCGACGATGTGCTGCTGGGCGACGAGGGCTCGGACCTGCTCAGCGGCGATGCG
GGCAACGACGATCTGTTCGGCGGGCAGGGCGATGATACCTATCTGTTCGGGGCCGGGTACGGACATGACA
CGATCTACGAATCGGGCGGCGGCCATGACACCATCCGTATCAACGCGGGGGCGGACCAGCTGTGGTTTGC
GCGCCAGGGCAACGACCTGGAGATCCGCATTCTTGGCACCGACGATGCACTTACCGTGCACGACTGGTAT
CGCGACGCCGATCACCGGGTGGAAGCCATCCATGCCGCCAACCAGGCCATAGACCCGGCCGGCATCGAAA
AGCTGGTCGAGGCAATGGCGCAGTACCCGGACCCCGGCGCGEGGCGGCGGCTGCCCCGCCGGCGGCGCGCGT

GCCGGACACGCTGATGCAGTCCCTGGCTGTCAACTGGCGCTGA (SEQ ID NO :5)

B. bronchiseptica

GTGCTGGATGTTTGGTTCTTGCAGAAGGATGAGGTTCTGAGCGCTACACACCGGTTGCGTCGGTGCGAAT
CCGTTCAATCGACTACTTATCGACAGATCCACATGCAGCAATCGCATCAGGCTGGTTACGCAAACGCCGC
CGACCGGGAGTCTGGCATCCCCGCAGCCGTACTCGATGGCATCAAGGCCGTGGCGARGGAAARRARCGCC
ACATTGATGTTCCGCCTGGTCAACCCCCATTCCACCAGCCTGATTGCCGAAGGGGTGGCCACCAAAGGAT
TGGGCGTGCACGCCAAGTCGTCCGATTGGGGGTTGCAGGCGGGCTACATTCCCGTCAACCCGAATCTTTC
CAAACTGTTCGGCCGTGCGCCCGAGGTGATCGCGCGGGCCGACAACGACGTCAACAGCAGCCTGGCGCAT
GGCCATACCGCGGTCGACCTGACGCTGTCGARAGAGCGGCTTGACTATCTGCGGCARGCGGGCCTGGTCA
CCGGCATGGCCGATGGCGTGGTCGCGAGCAACCACGCAGGCTACGAGCAGTTCGAGTTTCGCGTGAAGGA
AACCTCGGACGGGCGCTATGCCGTGCAGTATCGCCGCAAGGGCGGCGACGATTTCGAGGCGGTCAAGGTG
ATCGGCAATGCCGCCGGTATTCCACTGACGGCGGATATCGACATGTTCGCCATCATGCCGCATCTGTCCA
ACTTCCGCGACTCGGCGCGCAGTTCGGTGACCAGCGGCGATTCGGTGACCGATTACCTGGCGCGCACGCG
GCGGGCCGCCAGCGAGGCCACGGGCGGCCTGGATCGCGAACGCATCGACTTGTTGTGGAARATCGCTCGC
GCCGGCGCCCGTTCCGCAGTGGGCACCGAGGCGCGTCGCCAGTTCCGCTACGACGGCGACATGAATATCG
GCGTGATCACCGATTTCGAGCTGGAAGTGCGCAATGCGCTGAACAGGCGGGCGCACGCCGTCGGCGCGCA
GGACGTGGTCCAGCATGGCACTGAGCAGAACAATCCTTTCCCGGAGGCAGATGAGARGATTTTCGTCGTA
TCGGCCACCGGTGARAGCCAGATGCTCACGCGCGGGCAACTGAAGGAATACATTGGCCAGCAGCGCGGCG
AGGGCTATGTCTTCTACGAGAACCGTGCGTACGGCGTGGCGGGGARAAGCCTGTTCGACGATGGGCTGGG
AGCCGCGCCCGECGTGCCGGGCGGACGTTCGARGTCCTCGCCGGATGTACTGGARACGGTGCCGGCGTCA
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CCCGGATTGCGGCGGCCGTCGCTGGGCGCAGTGGAACGCCAGGATTCCGGCTATGACAGCCTTGATGGGG
TGGGATCGCGATCGTTCTCGTTGGGCGAGGTGTCCGACATGGCCGCCGTGGAAGCGGCGGAACTGGARAT
GACCCGGCAAGTCTTGCACGCCGGGGCGCGGCAGGACGATGCCGAGCCGGGCGTGAGCGGTGCGTCGGCG
CACTGGGGGCAGCGGGCGCTGCAGGGCGCCCAGGCGETGGCGGCGEGGCGCAGCGGCTGGTTCATGCCATTG
CCCTGATGACGCAATTCGGCCGGGCCGGTTCCACCAACACGCCGCAGGAAGCGGCCTCGTTGTCGGCGGC
CGTGTTCGGCTTGGGCGAGGCCAGCAGCGCCGTGGCCGARACCGTGAGCGETTTTTTCCGCGGGTCTTCG
CGCTGGGCCGGCGGTTTCGGCGTGGCTGGCGGCGCGATGGCGCTGGGAGGCGGCATCGCCGCGGCCGTTG
GCGCCGGEATGTCGTTGACCGATGACGCGCCGGCCGGACAGAAGGCCGCCGCCGGCGCCGAGATCGCGLT
GCAGTTGACAGGTGGAACGGTCGAGCTGGCTTCTTCCATCGCGTTGGCGCTGGCCGCGGCGCGCGGCGTG
ACCAGCGGCTTGCAGGTGGCGGGEGGCGTCGGCCGGGGCGECTGCCGGCGCATTGGCCGCGGCGCTCAGTC
CCATGGAGATCTACGGCCTGGTGCAGCAATCGCACTATGCGGATCAGCTGGACAAGCTGGCGCAGGAATC
GAGCGCATACGGTTACGAGGGCGACGCCTTGCTGGCCCAGCTGTATCGCGACAAGACGGCCGCCGAGGGC
GCCGTCGCCGGCGTCTCCGCCGTCCTGAGCACGETGGGGEGCTGCGGTGTCGATCGCCGCGGCGGCCAGCGE
TGGTAGGCGCCCCGGTGGCGGTGGTCACTTCCTTGTTGACCGGGGCTCTCAACGGCATCCTGCGCGGCGT
GCAGCAGCCCATCATCGAAAAGCTGGCCAATGATTACGCTCGCAAGATCGACGAGCTGGGCGGGCCGCAA
GCGTACTTCGAGAAARACCTGCAGGCGCGTCACGAACAACTGGCCAATTCGGACGGCCTACGGAAANTGC
TGGCCGACCTGCAGGCCGGGTGGAACGCCAGCAGCGTGATCGGGGTGCAGACGACAGAGATTTCCAAGTC
GGCGCTCGAACTGGCCGCCATTACCGGCAACGCGGACAACCTGAAATCCGCCGACGTGTTCGTGGACCGC
TTCATCCAGGGCGAGCGGGTGGCCGGCCAGCCGGTGGTACTCGACGTCGCCGCCGGCGGCATCGATATCG
CCAGCCGCAAGGGCGAGCGGCCGGCGCTGACGTTCATCACGCCGCTGGCCGCGCCAGGAGAAGAGCAGCG
CCGGCCCACCGARAACGGGCAAGAGCGAATTCACCACATTCGTCGAGATCGTGGGCAAGCAGGACCGCTGG
CGCATCCGGGACGGCGCGGCCGACACCACCATCGATCTGGCCAAGGTGGTGTCGCAACTGGTCGACGCCA
ATGGCGTGCTCAAGCACAGCATCAAACTGGAGGTGATCGGCGGAGATGGCGATGATGTCGTGCTTGCCAA
TGCTTCGCGCATCCATTACGACGGCGGCGCGGGAACCAACACGGTCAGCTATGCCGCCCTGGGCCGACAG
GATTCCATTACCGTGTCCGCCGACGGGGRAACGTTTCAACGTGCGCAAGCAGTTGAACAACGCCAACGTGT
ATCGCGAAGGCGTGGCTACCCAGAAMACCGCCTACGGCAAGCGCACGGAGAATGTCCAATACCGCCATGT
CGAGCTGGCCCGTGTCGGGCAACTGGTGGAGGTCGACACGCTCGAGCATGTGCAGCACATCATCGGCGGG
GCCGGCAACGATTCGATCACCGGCAATGCGCACGACAACTTCCTGGCCGGCGGGGCGGGCGACGACAGGT
TGGATGGCGGCGCCGGCAACGACACACTGGTCGGCGGCGAGGGCCACAACACGGTCGTCGGCGGCGCTGG
CGACGACGTATTCCTGCAGGACCTGGGGGTATGGAGCAACCAGCTCGATGGCGGCGCGGGCGTCGATACC
GTGAAGTACAACGTGCACCAGCCTTCCGAGGAACGCCTCGAACGCATGGGCGACACGGGCATCCATGCCG
ATCTTCAAAAGGGCACGGTCGAGAAGTGGCCGGCCCTGAACCTGTTCAGCGTCGACCATGTCAAGAATAT
CGAGAATCTGCACGGCTCCAGCCTGARACGACAGCATCGCCGGCGACGACCGGGACAACGAGCTCTGGGGC
GACGATGGCAACGACACGATACACGGCCGGGGCGGCGACGATATCCTGCGCGGCGGCCTGGGCCTGGACA
CGCTGTATGGCGAGGACGGCAACGACATCTTCCTGCAGGACGACGAGACCGTCAGCGATGACATCGACGG
TGGCGCGCGACTGGACACCGTCCACTATTCCGCCATGATCCATGCAGGCAAGATCGTTGCGCCGCATGAA
TACGGCTTCGGGATCGAGGCGGACCTGTCCGAAGGGTGGGTGCGCAAGGCGGCCCGGCGCGGCATGGACT
ACTACGACAGTGTCCGCAGTGTCGAARACGTCATCGGCACGAGCATGAAGGATGTGCTCATCGGCGACGC
GCAAGCCAATACCCTGATGGGCCAGGGCGGCGACGATACCGTGCGCGGCGGCGACGGCGATGATCTGCTG
TTCGGCGGCGACGGCAACGACATGCTGTATGGAGACGCCGGCAACGACACCCTCTACGGAGGGCTGGGCG
ACCGATACCCTTCGAAGGCGEECGCGGGCAACGATTGCGTTCGGCCAGACGCCGGCGCGCGAGCATGACGTGCT
GCGCGECGEGEGECTEGGEETGCGATACCGTGGATTACAGCCAGGCGGEGGCGCGCATGCCGGCGTTGCCACGGET
CGCATCGGGCTGEETATTCTGGCGGACCTGGGCGCCGGCCGCGTCGACAAGCTGGGCGAGGCCGGCAGCA
GCGCCTACGATACGGTTTCCGGCATCGAARATGTGGTGGGCACGGAACTGGCCGACCGCATCACGGGCGA
TGCGCAGGCCAACGTACTGCGCGGCGCGGGETGGCGCCGACGTGCTTGCGGGCGGCGAGGGCGACGATGTG
CTGCTGGECEGCGACGGCGACGACCAGCTGTCOCGGCGACGCCGGACGCGACCGCTTGTACGGCGAAGCCG
GTGACGACTGGTTCTTCCAGGATGCCGCCAATGCCGGCAATCTGCTCGACGGTGGTGACGGCAACGATAC
CGTGGATTTCAGCGGCCCGGGCCGGGGCCTCCACGCCEECGCAAAGGGCGTATTCCTGAGCCTGGGCAAG
GGGTTCGCCAGCCTGATEGGACGAACCCGARACCAGCAACGTGTTGCGCCATATCGAGAACGCCGTGGGCA
GCGTGCGTGATGACGTGCTCATCGGCGACGCAGGCGCCAACGTCCTCAATGGCCTGGCGGGCAACGACGT
GCTGTCCEECEECECCGECCACGATGTGCTGCTCGGGCGACCGAGGGCTCGGACCTGCTCAGCGGCGATGCG
GGCAACGACGATCTGTTCGGCGGGCAGGGCGATGATACCTATCTGTTCGGGGCCGGGTACGGACATGACA
CGATCTACGAATCGGGCGGCGGCCATGACACCATCCGTATCAACGCGGGGGCGGACCAGCTGTGGTTTGC
GCGCCAGGGCAACGACCTGGAGATCCGCATTCTTGGCACCGACGATGCACTTACCGTGCACGACTGGTAT
CGCGACGCCGATCACCGGEGETGGAAGCCATCCATGCCGCCAACCAGGCCATAGACCCGGCCGGCATCGAARD
AGCTGGTCGAGGCAATGECGCAGTACCCGGACCCCGGCGCGGCGGECGGCTGCCCCGCCGEGCGGCGCGCGT

GCCGGACACGCTCATGCAGTCCCTGGCTGTCAACTGGCGCTGA (SEQ ID NO :6)
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MLDVWFLQKDEVLSATHRLRRCESVQSTTYRQIHMQQSHQAGYANAADRESGIPAAVLDG
MLDVWFLQKDEVLSATHRLRRCESVQSTTYRQIHMQQSHQAGYANAADRESGI PAAVLDG
---------------------------------- MOQSHQAGYANAADRESGI PAAVLDG

J o e e de ok ok e e o e ke e e e e R ok e W e e R

IKAVAKEKNATLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWGLQAGY IPVNPNLSKLF
IKAVAKEKNATLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWGLQOAGY IPVNPNLSKLF
IKAVAKEKNATLMFRLVNPHSTSLIAEGVATKGLGVHAKSSDWGLQAGYIPVNPNLSKLF

de de de g de ok sk e g dk g ok b ok e e ok ok ok e e de sk e e ok e e ok e ok g e e e e e o e e ok e ok e e e e e ke ok e e o o e e

GRAPEVIARADNDVNSSLAHGHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQ
GRAPEVIARADNDVNSSLAHGHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQ
GRAPEVIARADNDVNSSLAHGHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQ

de dr de ke e de ke vk e de sk ok sk e e e e ok e e e e e e e gk e e e o ok sk ke e o ke e e ok e e e e ke e e e e ek e R e ke b ok ke ok

FEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKVIGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSAR
FEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKVIGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSAR
FEFRVKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKVIGNAAGIPLTADIDMFAIMPHLSNFRDSAR

d de de v de gk de g e de g ek ke ek kb ke e e e e A e e b e dr e e ok vk kb b b e e e o ek ke ok o ok o ok e ok

SSVTSGDSVTDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIARAGARSAVGTEARRQFRYDGD
SSVTSGDSVTDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIARAGARSAVGTEARRQFRYDGD
SSVTSGDSVTDYLARTRRAASEATGGLDRERIDLLWKIARAGARSAVGTEARRQFRYDGD

2R 22 RS TR EEE RS SRR R R RS R st R 2R R RSt R R R R X

MNIGVITDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVVSATGESQMLT
MNIGVITDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVVSATGESQMLT
MNIGVITDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVOHGTEQNNPFPEADEKIFVVSATGESQMLT

IR R AR A E A2 R R R R AR Z 2 22 R RN RSS2SR R R R R R AR R R R 2R R R R AR R R R R RS2 R)

RGQLKEYIGQQRGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPGGRSKSSPDVLETVPAS
RGQLKEYIGQQRGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPGGRSKSSPDVLETVPAS
RGQLKEYIGQQRGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPSGRSKFSPDVLETVPAS

kkkdkdkdkhhdhdkhbbdbhbkdbbdddbdbdb bbbk bdbbd bbb bbb dddd dokdkd dokokddodbdddd

PGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAAELEMTRQVLHAGARQDD
PGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAARELEMTRQVLHAGARQDD

PGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAAELEMTRQVLHAGARQDD
R R TS

AEPGVSGASAHWGOQRALOGAQAVAAAQRLVHAIALMTQFGRAGSTNTPQEAASLSAAVFG
AEPGVSGASAHWGQORAL.QGAQAVARAQRLVHATALMTQFGRAGSTNTPQEAASLSAAVFG
AEPGVSGASAHWGQRALQGAQAVAAAQRLVHATALMTQFGRAGSTNTPQEAASLSAAVFG

LA A SRR LSRR S RS R RSS2SR Rt RiR Rl Rl ]

LGEASSAVAETVSGFFRGSSRWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGQKAA
LGEASSAVAETVSGFFRGSSRWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGQKAA
LGEASSAVAETVSGFFRGSSRWAGGFGVAGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGQKAA

I E 22 R AR SRRl R 2R R iR a2 i ittt Rl it R kR R

VGAEIALQLTGGTVELASSIALALAAARGVTSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEIYGL
AGAETALQLTGGTVELASSIALALAAARGVTSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEIYGL

AGAETALQLTGGTVELASSIALALAABRRGVTSGLQVAGASAGAARAGALAAATLSPMEIYGL
R R R R R

VQOSHYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEGAVAGVSAVLSTVGAAVSIAA

VQQOSHYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEGAVAGVSAVLSTVGAAVSTIAA
VQQSHYADQLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEGAVAGVSAVLSTVGAAVSIAA

AR AR RS RRRR SR AR RRRRRRERTE SRR RSl Rt l Rl
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AASVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVQQPIIEKLANDYARKIDELGGPQAYFEKNLQAR
AASVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVQQPIIEKLANDYARKIDELGGPQAYFEKNLQAR
ARSVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVQQPITEKLANDYARKIDELGGPQAYFEKNLQAR

hkkkhk ok kb h kb kb hk kb hh kb rkrr kbbb ke ke ke

HEQLANSDGLRKMLADLQAGWNASSVIGVQTTEISKSALELAAITGNADNLKSADVFVDR
HEQLANSDGLRKMLADLOAGWNASSVIGVQTTEISKSALELAAITGNADNLKSADVFVDR
HEQLANSDGLRKMLADLQAGWNASSVIGVQTTEISKSALELAAITGNADNLKSVDVFVDR

HHEK KA AN A A AT A A AT A AA R AT AR T A A A AN AR ATAF TR TN AR R R d Fhhod doh

FIQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTF
FIQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTF
FVQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKGERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTF

*oohkhhhkkk ok kR Rk Ak okk ok ko ko k ko ok ok odede h o h e ke ke e ok o b e b b e b e b e ok ke

VEIVGKQDRWRIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHS IKLEVIGGDGDDVVLANASR
VEIVGKQDRWRIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHS IKLEVIGGDGDDVVLANASR
VEIVGKQDRWRIRDGAADTTIDLAKVVSQLVDANGVLKHS IKLDVIGGDGDDVVLANASR

Ik khhhk ko ko hok ko kh kb hh b bk kb bk ks kb kb bk hdd b d

IHYDGGAGTNTVSYAALGRQDSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQKTAYGKRTE
IHYDGGAGTNTVSYAALGRQDSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQKTAYGKRTE
IHYDGGAGTNTVSYAALGRQDSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQTTAYGKRTE

dhkkkhhhhkdkdhkkkhhkhrhhhdrdhdddbthrhhbddhhdbhdhhbrbrhdddd Fhdhdrddk

NVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHI IGGAGNDS I TGNAHDNFLAGGAGDDRLDGGAGN
NVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHI IGGAGNDS I TGNAHDNFLAGGAGDDRLDGGAGN
NVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHI IGGAGNDS I TGNAHDNFLAGGSGDDRLDGGAGN

FhkEXFAEA A I A AR A Ak Ak kA kb kA kb kb h kb kb dkdd . Ak kkkkdkhdh vk

DTLVGGEGHNTVVGGAGDDVFLQDLGVWSNQLDGGAGVDTVKYNVHQPSEERLERMGDTG
DTLVGGEGHNTVVGGAGDDVFLQDLGVWSNQLDGGAGVDTVKYNVHQPSEERLERMGDTG
DTLVGGEGQONTVIGGAGDDVFLQDLGVWSNQLDGGAGVDTVKYNVHQPSEERLERMGDTG

t*******:***:***********************************************

ITHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLHGSSLNDSIAGDDRDNELWGDDGNDTIHGR
IHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLHGSSLNDSIAGDDRDNELWGDDGNDTIHGR
ITHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLHGSRLNDRIAGDDQDNELWGHDGNDTIRGR

khkdkkdkhkhhkhhdhhkhhhkhkdkdhdbbbhhbhbhd kdkdk dhkdkhdk, Fddkkdkd dkdkdkdkd, *wx

GGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIFLQDDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHAGKIVAPHE
GGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIFLQDDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHAGKIVAPHE

GGDDILRGGLGLDTLYGEDGNDIFLQDDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHPGRIVAPHE
S R R R R R R T T P S 2

YGFGIEADLSEGWVRKAARRGMGYYDSVRSVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGDDT
YGFGIEADLSEGWVRKAARRGMDYYDSVRSVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQOGGDDT
YGFGIEADLSREWVRKASALGVDYYDNVRNVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGDDT

kkkkkkokkhk ok kkkkok . doo  kdek kk ek ko gk ok %k ok ok de o ok ok ok e ok ok ok e e ok e o ok

VRGGDGDDLLFGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWFGQTPAREHDVLRGG
VRGGDGDDLLFGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWFGQTPAREHDVLRGG
VRGGDGDDLLFGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWFGQTQAREHDVLRGG

hkhkhdkhkk Ak hhk bk hdhdd kb hhd bbbk bk kbbb bbb dd kb hkdkhdbrd

AGVDTVDYSQAGAHAGVATGRIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIENVVGTEL
AGVDTVDYSQAGAHAGVATGRIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIENVVGTEL
DGVDTVDYSQTGAHAGIAAGRIGLGILADLGAGRVDKLGEAGSSAYDTVSGIENVVGTEL

f********:*****:*:******************i****&*****t*********tt
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ADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDVLLGGEGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQ
ADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDVLLGGDGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQ
ADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGDDVLLGGDGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQ

bk kkdkkkhkohkhkkhdhodkdokdkkdookdokdkodrdok ok deok ok ok dok v sk ok ok e ok ok o ke kb ok b ke ok ok b b

DAANAGNLLDGGDGNDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRHIEN
DAANAGNLLDGGDGNDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRHEIEN
DAANAGNLLDGGDGRDTVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRNIEN

dekddk ok ko dkkk drkddkhhdhdkdhhdh bk bbbk kb d bk kb vk kb kkkd . kuk

AVGSVRDDVLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDAGNDDLFGGQG
AVGSVRDDVLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDAGNDDLFGGQG

AVGSARDDVLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDAGNDDLFGGQG
ed g d | e ke ok ek ek ok ek ok ko e ok e e ok ok kR ok ke e ke e ek

DDTYLFGAGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWY
DDTYLFGAGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWY

DDTYLFGVGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWY
de ek dedk | de e ok ok kot e ok ok ok ok o ok ok ok o ok o ok ok ok o e o o e e o ok ke e ko ke ok e ok e e ok ok ke ok

RDADHRVEATIHAANQAIDPAGIEKLVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR

RDADHRVEAIHAANQAIDPAGIEKLVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMOSLAVNWR
RDADHRVEITHAANQAVDQAGIEKLVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMOSLAVNWR
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Fig. 2C
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MQQSHQAGYANAADRESGIPAAVLDGIKAVAKEKNATLMFRLVNPHSTSL
IAEGVATKGLGVHAKS SDWGLQAGYIPVNPNLSKLFGRAPEVIARADNDV
NSSLAHGHTAVDLTLSKERLDYLRQAGLVTGMADGVVASNHAGYEQFEFR
VKETSDGRYAVQYRRKGGDDFEAVKVIGNAAGIPLTADLQIDMFAIMPHL
SNFRDSARSSVTSGDSVIDYLARTRRASTFPDLESEFQAALSRKVAELVH
FLLLKYRAREPVTKAEMLGSVVGNWQYFFPVIFSKASSSLOLVFGIELME
VDPIGHLYIFGTRARLKLLWKIARAGARSAVGTEARRQFRYDGDMNIGVI
TDFELEVRNALNRRAHAVGAQDVVQHGTEQNNPFPEADEKIFVVSATGLG
DNQIMPKAGLLIIVLAITAREGDCAPEEKIPKKLLTQHFVQENYLEYRQV
PGSDPACYEFLWGPRALVETSYVKVLHHMVKISGTSESQMLTRGQLKEYI
GOQQORGEGYVFYENRAYGVAGKSLFDDGLGAAPGVPSGRSKFSPDVLETVP
ASPGLRRPSLGAVERQDSGYDSLDGVGSRSFSLGEVSDMAAVEAAELEMT
RQVLHAGARQDDAEPGVSGASAHWGQRALQGAQAVAAAQRLVHATALMTQ
FGRAGSTNTPQEAASLSAAVFGLGEASSAVAETVSGFFRGSSRWAGGFGV
AGGAMALGGGIAAAVGAGMSLTDDAPAGQKAAAGAEIALQLTGGTVELAS
SIALALAAARGVTSGLQVAGASAGAAAGALAAALSPMEIYGLVQQSHYAD
QLDKLAQESSAYGYEGDALLAQLYRDKTAAEGAVAGVSAVLSTVGAAVST
AAAASVVGAPVAVVTSLLTGALNGILRGVQQPIIEKLANDYARKIDELGG
PQAYFEKNLQARHEQLANSDGLRKMLADLOAGWNASSVIGVQTTEISKSA
LELAATITGNADNLKSVDVFVDRFVQGERVAGQPVVLDVAAGGIDIASRKG
ERPALTFITPLAAPGEEQRRRTKTGKSEFTTFVEIVGKQDRWRIRDGAAD
TTIDLAKVVSQLVDANGVLKHSIKLDVIGGDGDDVVLANASRIHYDGGAG
TNTVSYAALGRQODSITVSADGERFNVRKQLNNANVYREGVATQTTAYGKR
TENVQYRHVELARVGQLVEVDTLEHVQHIIGGAGNDSITGNAHDNFLAGG
SGDDRLDGGAGNDTLVGGEGONTVIGGAGDDVFLODLGVWSNQLDGGAGV
DTVKYNVHQPSEERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIE
NLHGSRLNDRIAGDDQDNELWGHDGNDTIRGRGGDDILRGGLGLDTLYGE
DGNDIFLQDDETVSDDIDGGAGLDTVDYSAMIHPGRIVAPHEYGFGIEAD
LSREWVRKASALGVDYYDNVRNVENVIGTSMKDVLIGDAQANTLMGQGGD
DTVRGGDGDDLLFGGDGNDMLYGDAGNDTLYGGLGDDTLEGGAGNDWEGQ
TQAREHDVLRGGDGVDTVDYSQTGAHAGIAAGRIGLGILADLGAGRVDKL
GEAGSSAYDTVSGIENVVGTELADRITGDAQANVLRGAGGADVLAGGEGD
DVLLGGDGDDQLSGDAGRDRLYGEAGDDWFFQDAANAGNLLDGGDGRDTV
DFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRNIENAVGSARDD
VLIGDAGANVLNGLAGNDVLSGGAGDDVLLGDEGSDLLSGDAGNDDLFGG
QGDDTYLFGVGYGHDTIYESGGGHDTIRINAGADQLWFARQGNDLEIRIL
GTDDALTVHDWYRDADHRVEITHAANQAVDQAGIEKLVEAMAQYPDPGAA

AAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR (SEQ ID NO :7)

Fig. 4C
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Porcentaje de destruccion in vivo (%)
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