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ES 2298 829 T3

DESCRIPCION

Agente para el tratamiento de infecciones por Leishmania.

La invencion se refiere al uso de una combinacién de constructos de expresion de ADN para la preparacién de un
medicamento para la inmunizacion frente a infecciones por leishmaniosis, asi como a una correspondiente vacuna.
Los constructos de ADN mismos son igualmente objeto de la invencién.

Las Leishmania son flagelados tripanosométidos del orden de los cinetoplastidos que se transmiten mediante mos-
cas de arena hembra chupadoras de sangre del género Phlebotomus 'y Lutzomyia a distintas especies de mamiferos y
al hombre. Las leishmaniosis son enfermedades con distintos cuadros clinicos que representan un problema de salud
significativo. La OMS estima que en todo el mundo estan afectados por la enfermedad aproximadamente 12 millones
de personas. Aproximadamente 2 a 9% de todos los pacientes de VIH padecen leishmaniosis visceral, por tanto ésta es
la tercera enfermedad parasitaria mds comun que padecen las personas positivas de VIH. Aunque en las leishmaniosis
mucocutinea y cutdnea aparecen destrucciones de tejido considerables, la leishmaniosis visceral (kala-azar) no tratada
termina la mayorfa de las veces con la muerte.

Para el tratamiento de la enfermedad, estdn disponibles s6lo unos pocos medicamentos probados clinicamente. Asi,
se utilizan desde hace aproximadamente 60 afios para la terapia de leishmaniosis visceral productos quimioterapéuti-
cos, principalmente compuestos del metal pesado antimonio. Sin embargo, la toxicidad masiva en cierta medida de la
mayoria de estos preparados limita su uso. Ademds, las Leishmania han desarrollado resistencia en muchos campos
frente a los preparados de antimonio (J. Postgrad. Med., ene-mar 2003, 49(1), 61-68).

No hay hasta ahora una vacunacién rutinaria compatible y protectora.

Ya que las personas que han sufrido la infeccidn desarrollan una fuerte inmunidad contra una infeccién posterior,
deberia ser posible el desarrollo de una proteccién por vacunacién eficaz.

La vacunacién o inmunoterapia de la leishmaniosis, cuya causa son pardsitos intracelulares, deberia ser posible
mediante la generacién de una reaccién inmune Thl tipica. En el estado de la técnica, se indica en muchos casos la
importancia de la generacion de una respuesta Thl en la terapia o prevencién de leishmaniosis (Handman ez al., J.
Immunol. 160: 3949-3957, Gurunathan et al., Nature Med.: 4(12): 1409-1415). Para la potenciacion de la activacién de
una respuesta inmune Th1 tipica, se refiere la citocina IL-12 coestimulatoria como coadyuvante indispensable (Parker
et al., J. Immunol. 104: 896-902).

Ademds, pueden utilizarse secuencias de dcido nucleico inmunoestimulantes (SAI) como coadyuvante. Los mo-
tivos CPG de las SAI efectian una elevacién de la actividad de las células NK y macréfagos asi como una fuerte
estimulacién de la respuesta inmune TH1 celular. Preferiblemente, pueden utilizarse SAI cerradas covalentemente con
una longitud de 30 pb como se describen, por ejemplo, en el documento EP 1.196.178 Al.

Se han ensayado distintos antigenos en protocolos de vacunacién experimentales en ratones. La reaccién inmu-
nolégica en ratones ante esta infeccidén parece compararse con la del hombre y probablemente también con la del
perro (Cox, Int. J. Parasitol., 263: 1147-1157). Los antigenos relacionados eran gp63 (Scott et al., J. Exp. Med.
168: 1675-1684), gp46 (McMahon-Pratt et al., Infection and Immunity 61: 3351-3359), p-4 y p-8 (Scott et al.,
Immunology 99: 615-624), asi como p36 o también el antigeno designado como LACK (Gonzales-Aseguinolaza
et al., Eur. J. Biochem. 259: 909-916). El régimen de vacunacién mds exitoso, primera inmunizacién con protei-
na p36, segunda inmunizacién con virus Vaccinia que codifica p36 e IL-12, conducia a una reduccién media de
las lesiones de un 52% en comparacién con ratones no vacunados (Gonzalo et al., Microbes and Infection: 3 (9),
701-711).

Ademas de una proteccién de s6lo un 52%, se utilizaban en el ensayo citado virus Vaccinia como vehiculo géni-
co. A este respecto, se trata de vectores viricos que a causa de su alta eficacia de transfeccion representan todavia el
vehiculo génico mas frecuentemente utilizado. Sin embargo, es conocido que existe un alto riesgo de reaccion cito-
toxica del organismo anfitrién ante las células transfectadas. Asi, la aplicacion de una alta de dosis de un adenovirus
condujo en un ensayo clinico a la muerte del paciente; aparentemente la causa de ello fue una fuerte sobrerreacién
del sistema inmune (Lehrman, 1999, Nature 401: 517-518). Ademds, por la inestabilidad de la cepa de vacunacién
atenuada, no hay que excluir la retrotransformacién en una cepa virulenta. Ademas, los componentes viricos mis-
mos pueden actuar como inmundgenos, lo que conduce a un descenso de su actividad por el sistema inmune del
paciente.

En trabajos propios de la solicitante, se han inmunizado ratones BALB/c con vectores de expresién minimos que
codificaban el antigeno p36 LACK. A este respecto, se han empleado distintos esquemas de vacunacién. En el marco
de estos estudios, pudo conseguirse en un grupo un 57% de proteccién ante una infeccién por Leishmania major (L.
Loépez-Fuertes et al., 2002, Vaccine 21: 247-257).

Gurunathan et al. utilizan el antigeno p36 LACK, codificado por vectores de expresion eucariéticos, en ensayos de
vacunacion en ratones (J. Exp. Med., vol. 186, n° 7 (1997): 1137-1147).
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En otras preparaciones, se han utilizado distintas combinaciones de antigeno. Con una mezcla de ADN de plasmido
que codifica TSA y LmST11, pudo reducirse asf el tamafio de las lesiones durante un intervalo de tiempo determinado
después de la infeccion (A. Campos-Neto et al., 2002, Infection and Immunity: 2828-2836).

La combinacion terciaria de antigeno LACK, LmST11 y TSA pudo reducir en gran medida la aparicién de lesiones
dérmicas después de la infeccién y condujo a una proteccién mantenida durante varias semanas (S. Méndez et al.,
2001, J. of Immunology 166: 5122-5128).

En todos los ensayos citados es comun que sea alcanzable s6lo una proteccién parcial y por tanto insuficiente
ante una infeccién por leishmaniosis. Igualmente, se probaron las combinaciones de vacuna desventajosamente no en
perros, el vehiculo principal, sino en ratones. Es una desventaja adicional que los vehiculos génicos sean plasmidos.
Los plasmidos se obtienen mediante fermentacion bacteriana. Por tanto, contienen ademads del gen deseado también el
ADN necesario para su propagacion y seleccion, habitualmente genes de resistencia frente a los antibiéticos usados en
la fermentacion. En el uso de constructos de expresién génica basados en ADN de plasmido, existe por tanto el riesgo
inherente de proliferacion de los genes de resistencia a antibidticos lo que, particularmente en campafas de vacunacién
de proteccion, no es justificable. En la practica médica, las desventajas descritas de los vectores de expresioén basados
en pldsmido se oponen a su amplia aplicacién masiva.

A partir de este estado de la técnica, es por tanto objetivo de la presente invencién poner a disposicion un constructo
de expresion de ADN o también varios constructos de expresion de ADN que puedan usarse para la preparacion de un
medicamento para inmunizacién eficaz contra la leishmaniosis.

El objetivo se consigue mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes.

Como constructos de expresion de ADN, se usan preferiblemente constructos de expresién génica definidos in-
munolégicamente minimos segtn la invencién, que se designan a continuacién como vectores MIDGE (MIDGE®:
vectores de Expresion Génica Inmunolégicamente Definidos Minimos, véanse los documentos EP 0.941.318 B1, US
6.451.593 B1). Los vectores MIDGE tienen la ventaja de que con ellos puede renunciarse a estructuras que no son
esenciales para el efecto terapéutico.

Segtn la invencidn, se prevé particularmente que se use el antigeno inmunogénico p36 LACK en combinacién
con el antigeno protefna antioxidante especifica de tiol de Leishmania infantum (TSA), el antigeno proteina 11 de
membrana de cinetopldstidos de Leishmania infantum (Kmp-11) y el antigeno glicoproteina 63 (gp63) de Leishmania
infantum para la obtencidn de una respuesta inmune.

En consecuencia, se prevé el uso de un constructo de expresiéon de ADN para la preparaciéon de un medicamento pa-
ra la inmunizacién contra infecciones por leishmaniosis, en el que el citado constructo de expresiéon de ADN contiene
una o varias secuencias de dcido nucleico de codificacién que conducen a la expresion de los antigenos de Leishmania
infantum gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina gp63 y proteina 11 de membrana de
cinetoplastidos (Kmp-11).

Pero se prefiere también el uso de dos o tres constructos de expresiéon de ADN para la preparacién de un medica-
mento para la inmunizacién contra infecciones por leishmaniosis, en el que los citados constructos de expresion de
ADN contienen respectivamente una o varias secuencias de 4cido nucleico de codificacién que conducen conjunta-
mente a la expresion de los antigenos de Leishmania infantum gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA),
glicoproteina gp63 y proteina 11 de membrana de cinetopldstidos (Kmp-11).

Segtin la invencion, se prevé que al menos dos de los antigenos de Leishmania infantum se expresen como proteina
de fusién. A este respecto, puede tratarse por un lado de la proteina de fusién, como producto de expresién, de
gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA) y gen de proteina 11 de membrana de cinetopldstidos (Kmp-
11). Consiguientemente, se prefiere también con respecto a los tres antigenos de Leishmania infantum distintos una
proteina de fusion, como producto de expresion, de gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina
gp63 y gen de proteina 11 de membrana de cinetoplastidos (Kmp-11).

A este respecto, es posible cualquier serie/disposicién de genes o de la direccién de lectura, a saber por ejemplo
[TSA-Kmp-11], pero también [Kmp-11-TSA] o [TSA-gp63-Kmp-11] o [TSA-Kmp-11-gp63] o [Kmp-11-TSA-gp63]
y demds.

Por tanto, se prevé asi igualmente un constructo de expresion génica que codifica proteinas de fusién eventual-
mente distintas. La proteina de fusién estd compuesta como se ha descrito por una combinacién de al menos dos
de los antigenos citados (TSA, Kmp-11). La proteina de fusién doble se utiliza en combinacién con el antigeno

gp63.

Sin embargo, la proteina de fusién puede estar compuesta también como se ha descrito por tres antigenos. Se trata
entonces de una combinacién de antigenos TSA, Kmp-11 y gp63.

Ademds, se prefiere un uso en el que adicionalmente a los productos de expresion de ADN descritos, indepen-
dientemente de si las proteinas de fusién se expresan o no, estd contenido un constructo de expresién de ADN para la
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expresion del antigeno p36 LACK de Leishmania. El antigeno p36 LACK puede afiadirse por tanto opcionalmente a
este coctel.

Como vehiculo génico, se usa un médulo de expresion MIDGE cerrado covalentemente bicatenario lineal. Las
secuencias polinucleotidicas inmunizantes se presentan como constructos de expresion que estdn compuestos por
moléculas de 4cido desoxirribonucleico lineales cerradas covalentemente que presentan una zona bicatenaria lineal,
en la que las cadenas individuales que forman la doble cadena estdn ligadas por cortos bucles monocatenarios de
desoxirribonucleétidos, y en la que las cadenas individuales que forman la doble cadena estin compuestas sélo
por la secuencia de codificacién bajo el control de un promotor operativo en el animal a vacunar y una secuen-
cia terminadora. El médulo de expresion estd compuesto asi por la secuencia de codificacion, el promotor y even-
tualmente una secuencia de terminacion, de modo que el constructo sélo contiene la informacién necesaria para
la expresién del gen deseado, lo que en dltima instancia evita la desventaja del origen virico del vehiculo géni-
co. Ademds, se prevé segin la invencién que el (o los) constructo(s) de expresion de ADN esté(n) conjugado(s)
para aumentar la eficacia de transfeccién respectivamente con un oligopéptido de 3 a 30 aminoécidos, estando el
oligopéptido compuesto a la mitad por aminodcidos bésicos del grupo de arginina y lisina. Se prefieren especial-
mente:

e la secuencia peptidica representativa de una sefial de localizacién nuclear (sefial de localizacién nuclear=
NLS) PKKKRKYV (prolina-lisina-lisina-lisina-arginina-lisina-valina) del virus de simio SV-40. Se ha mos-
trado, especialmente para la SV-40-NLS, que dirige las proteinas de hasta 465 kDa al nticleo celular (Lan-
ford et al., 1986, Cell 15; 46(4): 575-582). Esta capacidad del péptido se ha aprovechado aqui mediante el
acoplamiento a ADN para la mejora de la transferencia génica.

e o el fragmento de péptido T largo de 11 aminodcidos YGRKKRRQRRR del producto génico TAT de VIH-
1.

Se prefieren por tanto como componente de los constructos de expresion oligopéptidos que refuercen la eficacia de
transfeccion de vacunas de ADN, por ejemplo, péptidos y proteinas catiénicos.

Las secuencias polinucleotidicas de codificacién se pueden presentar también en un vector de expresion bicatenario
circular.

Es conocido que mediante la optimizacién del uso de codén en el constructo de expresion a los codones usados
preferiblemente en mamiferos, puede aumentar considerablemente la expresion de proteinas (Grantham et al., Nucleic
Acids Res. 1980, 9: 1893-1912). Para expresar mds antigeno in vivo y por tanto activar una respuesta inmune mas fuerte
que muestre una proteccion eficaz y duradera ante la infeccion por leishmaniosis, se optimizé la secuencia de tipo
silvestre de gp63. Por optimizacidon debe entenderse la adaptacién de coddn, también designada como “optimizacién
del uso de codén”. Para ello, se desarroll6 una estrategia de clonacién que posibilité la sintesis de esta secuencia de

ADN optimizada de gp63 a partir de oligonucle6tidos.

Segtn la invencion, se optimizaron por tanto los codones de la secuencia del antigeno gp63 de Leishmania infantum
(SEC N° ID 5). Por lo tanto, se prefiere igualmente un constructo de expresion de ADN que presente esta secuen-
cia.

Los constructos de expresion de ADN segtn la invencién sirven para la preparacion de una vacuna para el trata-
miento de enfermedades de infeccion por leishmaniosis y son parte componente de la correspondiente vacuna.

La vacuna puede comprender secuencias de dcido nucleico inmunoestimulantes (SAI). Las secuencias de dcido
nucleico inmunoestimulantes, que contienen motivos CpG, comprenden una cadena circular de 4cido desoxirribo-
nucleico con una secuencia de bases antiparalela complementaria parcialmente. Las secuencias de 4cido nucleico
inmunoestimulantes pueden tener forma lobular.

Es concebible igualmente la combinacién de la vacuna segin la invencidén con compuestos mejoradores de la
transfeccion como, por ejemplo, PEI (polietilenimina).

Para la transfeccion, pueden utilizarse procedimientos bioldgicos, quimicos y/o fisicos que pertenecen al estado
de la técnica, por ejemplo, transfeccién mediante transferencia balistica o electroporacién. La transfeccién puede
realizarse mediante inyeccion intradérmica con jeringuilla o dispositivos de inyeccién sin aguja.

El protocolo de secuencias adjunto, que es parte componente de la solicitud y la presente descripcion, reproduce
las siguientes secuencias.
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iD SEC Nombre/descripcion de secuencia
SEC N°ID 1 | Secuencia de ADN dei gen de la proteina 11 de membrana de
cinetoplastidos (Kmp-11) de Leishmania infantum
SEC N°ID 2 [ Secuencia de proteina del antigeno proteina 11 de membrana
. de cinetoplastidos (Kmp-11) de Leishmania infantum
SECN°ID3 [ Secuencia de ADN del gen de la proteina antioxidante
| especifica de tiol (TSA) de Leishmania infantum
[SECN°TD4 [ Secuencia de proteina del antigeno proteina antioxidante
especifica de tiol (TSA) de Leishmania infantum
SECN°ID5 | Secuencia de ADN del antigeno glicoproteina 63 (gp63) de
Leishmania infantum de codén optimizado
SEC N°ID 6 [ Secuencia de proteina del antigeno glicoproteina 63 (gp63) de
Leishmania infantum de codén optimizado
SECN°ID7 | Secuencia de ADN del antigeno p36 (LACK) de Leishmania
infantum
SECN°ID8 | Secuencia de proteina del antigeno p36 (LACK) de
Leishmania infantum
SECN®ID 9 | Secuencia de localizacion nuclear (secuencia peptidica) de
SVv40
SEC N°ID 10 | Fragmento de péptido T largo del producto genico TAT de
VIH-1 (péptido-TAT)
SEC N° ID 11| Oligdmeros de ADN sintético como se describen a
a SEC N° ID | continuacién
36 '

Estan contenidas otras

medidas ventajosas en las demds reivindicaciones subordinadas. La invencién se describe

detalladamente y se discute a continuacién mediante las figuras y ejemplos de realizacion.

El sorprendente efecto de la combinacién segin la invencién de constructos de expresion de ADN y un medi-
camento que contiene una de dichas combinaciones se observa claramente mediante las representaciones segun las

Figuras. A este respecto, significan:

MIDGE-NLS p36
MIDGE-NLS TSA
MIDGE-NLS gp63
MIDGE-NLS Kmp-11
pMCVp36

pMCV TSA

pMCYV gp63

pMCYV Kmp-11

MIDGE acoplado con NLS que codifica el antigeno p36 LACK
MIDGE acoplado con NLS que codifica el antigeno TSA
MIDGE acoplado con NLS que codifica el antigeno gp63
MIDGE acoplado con NLS que codifica el antigeno Kmp-11
plasmido que codifica el antigeno p36 LACK

plasmido que codifica el antigeno TSA

plasmido que codifica el antigeno gp63

plasmido que codifica el antigeno Kmp-11.
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Se muestra:

Fig. 1: Desarrollo de las lesiones en la semana 8 después de la exposicion a la infeccidn en ratones. Significan en
ésta:

L+K: LACK en combinacién con Kmp-11

L+T: LACK en combinacién con TSA

L+G: LACK en combinacién con gp 63

K+T: Kmp-11 en combinacién con TSA

K+G: Kmp-11 en combinacién con gp63

T+G: TSA en combinacién con gp63

T+G+L: TSA en combinacién con gp63 y LACK
T+G+K: TSA en combinacién con gp63 y Kmp-11
L+K+G: LACK en combinacién con Kmp-11y gp63
L+K+T: LACK en combinaciéon con Kmp-11 y TSA
T+G+L+K: TSA en combinacién con gp63, LACK y Kmp-11
PBS: grupo de control con PBS.

La Fig. 1 muestra las distintas combinaciones de los antigenos utilizados en ratones. Los puntos representan alli los
datos de animales individuales, mientras que los brazos horizontales caracterizan el valor medio del correspondiente
grupo. Los antigenos referidos se utilizaron respectivamente individualmente, en seis combinaciones de dos distintas,
en cuatro combinaciones de tres distintas y en una combinacién de cuatro. Como pardmetro relevante para el éxito
clinico de la vacunacién, se midi6 el crecimiento de las lesiones causadas por la infeccion en las patas traseras infec-
tadas de los animales. Se aplica el aumento de tamaiio de las lesiones a las ordenadas en milimetros. Se representa en
las abcisas las distintas combinaciones de antigeno. A este respecto, se muestra que, en el grupo de combinaciones de
dos, la combinacién de TSA con gp63 ofrece la mejor proteccidon de vacuna. La siguiente proteccion mejor la ofrece
la combinacién de LACK con TSA. En el grupo de combinaciones de tres, el grupo LACK, Kmp-11 y TSA ofrece
la mejor proteccion. El efecto de vacunacién alcanzado se muestra en el tamafio claramente reducido de las lesiones
formadas. La segunda mejor proteccién de vacunacién la ofrece la combinacién de antigenos TSA, gp63 y Kmp-11.
En este grupo, se consigue un tamafio de lesiéon de 0,4 mm de media. Sin embargo, el valor de 0,5 mm representa
el valor de hinchamiento a partir del cual las lesiones son perceptibles y evaluables claramente al ojo humano. Esto
significa que los animales que se trataron con la combinacién de TSA, gp63 y Kmp-11 no mostraron por definicién
lesiones o se encuentran evaluadas por debajo del limite de deteccién. En comparacién con ello, los ratones no tratados
del grupo de control mostraron un tamaiio de lesiéon de 1,7 mm de media. Igualmente, apareci6 en estos animales un
fuerte hinchamiento y enrojecimiento de las patas, sintomas que no se observaron igualmente en los grupos protegidos,
y que representan claramente sefiales de inflamacién como consecuencia de la infeccion.

Fig. 2: Determinacién del titulo total de IgG en el animal diana perro antes de la exposicion a la infeccién con
promastigotos de Leishmania infantum. Significan en ésta:

Grupo 1: MIDGE-NLSp36 LACK

Grupo 2: MIDGE-NLS combinacién de 4 antigenos
Grupo 3: pldsmido combinacién de 4 antigenos
Grupo 4: grupo de control: PBS

Los puntos representan los datos de los perros individuales, mientras que los brazos horizontales caracterizan el
valor medio de los correspondientes grupos. La densidad 6ptica (DO) aumenta con la concentracién de anticuerpo
sérico. En la Figura 2, es visible una clara diferencia entre las concentraciones de anticuerpos anti-Leishmania de los
grupos 1y 2 por un lado y los grupos 3 y 4 por otro lado. Los perros del grupo 1, que se vacunaron con MIDGE-NLS-
LACK, y los perros del grupo 2, que habian recibido la combinacién de las cuatro secuencias antigénicas en MIDGE-
NLS, exhibieron méas antlcuerpos contra Leishmania infantum que los grupos 3 y 4. Resulta notable que en el grupo
3 no fuera detectable ninglin anticuerpo, aunque se usaron las mismas secuencias antlgemcas que en el grupo 2. Esto
muestra que la combinacion de las cuatro secuencias antigénicas especialmente en asociacion con vectores MIDGE-
NLS es adecuada para la induccién de una respuesta inmune humoral. También en comparacién con el grupo 1, los
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perros del grupo 2 exhibieron de media mds anticuerpos. A partir de ello puede llegarse a la conclusién de que la
combinacién de los cuatro antigenos representa una ventaja frente a la administracién individual de LACK.

A continuacion se detallan los resultados de ensayo, en particular:

Se ensay¢ la actividad en un ensayo de vacunacién en ratones a distintas combinaciones de los antigenos utilizados
para alcanzar la proteccién mds alta posible contra infecciones por leishmaniosis. Como pardmetro para el efecto
protector alcanzado, se empleé la supresion del crecimiento de lesién por las combinaciones de vacuna utilizadas.
Para la estimacion del efecto protector, se llevé a cabo una exposicion a la infeccién con promastigotos de Leishmania
infantum. La estimacion del crecimiento de la lesion se realizé semanalmente. Los resultados de la Figura 2 proceden
de la semana 8 después de la exposicion a la infeccion. Basicamente, todos los animales que se vacunaron con un
antigeno o una combinacién de dos antigenos desarrollaron lesiones mas tempranas que los animales que se vacunaron
con una combinacién de tres o cuatro antigenos. Se consiguié un buen éxito de vacunacién con la combinacién de tres
antigenos Kmp-11, TSA y p63 LACK. Se consiguié un efecto protector comparable con la combinacién de antigenos
TSA, gp63 y Kmp-11. El sorprendente éxito de vacunacion fue visible en que, en ambas combinaciones de tres exitosas
(TSA, gp63, Kmp-11 y p36 LACK, Kmp-11, gp63), el tamaiio de las lesiones se encuentra por debajo del limite de
deteccién de 0,5 mm y por tanto no desarrollaron lesiones visibles. Por ello, el tamafio de lesién en los animales
vacunados es un 100% menor que en el grupo de control no vacunado.

TABLA 1

Composicion de las combinaciones de antigenos en un ensayo de inmunizacion en ratones

Grupo Ndmero de [ Cantidad de
animales ADN (en uq)
1. MIDGE-NLS-p36 LACK+Kmp-11 9 50
2. MIDGE-NLS-p36 LACK+TSA 9 50
3. MIDGE-NLS-p36 LACK+gp63 9 50
4. MIDGE-NLS-Kmp-11+TSA 9 50 N
5. MIDGE-NLS-Kmp-11+gp63 9 50
6. MIDGE-NLS-TSA+gp63 9 50
7. MIDGE-NLS-TSA+gp63+p36 LACK 9 50
8. MIDGE-NLS-TSA-gp63+p36 LACK Kmp-11 9 50
9. MIDGE-NLS p36 LACK 9 50
10. MIDGE-NLS TSA ) 50
11. MIDGE-NLS Kmp-11 9 50
12. MIDGE-NLS gp63 9 50
13. MIDGE-NLS TSA+gp63+Kmp-11 9 50
14. MIDGE-NLS p36 LACK+Kmp-11+gp63 |9 50
'15. MIDGE-NLS p36LACK+Kmp-11+TSA 'g 50
{ 17. PBS 9 "Lso

Cada grupo utilizé nueve ratones Balb/c hembra. Se vacunaron los animales con 50 ug de ADN. En las combina-
ciones de antigeno, la cantidad de ADN utilizado ascendi6 a 50 ug por antigeno. Después de 2 semanas, se realizé la
segunda inmunizacidén (recuerdo). Tres semanas después del recuerdo, se realiz6 la exposicidn a la infeccidon con 5 x
10* promastigotos de Leishmania infantum que se encontraban en fase estacionaria metaciclica. Se inyectaron estos en
los animales por via subcutdnea en la pata trasera derecha. Se sigui6 el estado de la infeccién semanalmente. Se deter-
mino el tamafio de las lesiones con un calibre mévil electrénico mediante comparacion con la pata trasera izquierda no
tratada. En un experimento de seguimiento en perros Beagle hembra de 4-12 meses de edad, se formularon igualmente
distintas composiciones de vacuna que se diferencian en la combinacién de antigeno usada. Los controles negativos,
grupo 4, recibieron s6lo tampén PBS y sirvieron como grupo de control de la infeccién. El grupo 1 estaba compuesto
por sélo un antigeno, el antigeno p36 LACK. Este antigeno ha conducido en ensayos anteriores a una buena proteccion
y deberia ensayarse en el animal diana perro (L. Lopez-Fuertes et al., 2002, Vaccine 21: 247-257). El grupo 3 estaba
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compuesto por distintos plasmidos que codificaban los antigenos de Leishmania infantum: TSA, Kmp-11, gp63 y p36
LACK. Este grupo sirve como comparacién de vector y de efecto con el grupo 2, que estd compuesto por la misma
combinacién de antigenos, pero contiene MIDGE acoplados a péptido como vectores.

Se han agrupado 4 grupos de vacunacion respectivamente de 6 animales que se han inmunizado cuatro veces por
via intradérmica con un intervalo de 15 dias respectivamente con 200 g de ADN por constructo (véase la Tabla 3).
Antes del inicio del experimento, y después de cada inmunizacidn, se extrajo sangre a los animales, ademds de los
andlisis de medicina veterinaria rutinarios, para andlisis seroldgicos.

Para establecer qué tipo de respuesta inmune se produce mediante la vacunacién o una infeccién, son utilizables
distintos procedimientos. A los procedimientos que permiten la conclusién de una respuesta inmune celular perte-
nece el ensayo de “hipersensibilidad retardada”, que también se designa como ensayo de “hipersensibilidad de tipo
retardado” (ensayo DTH). Mediante 1la medida del grosor de la piel en el sitio de inyeccién 72 horas después de la
administracién de antigeno, puede determinarse con relativa exactitud si se ha realizado una reaccién de hipersen-
sibilidad retardada y por tanto una reaccion especifica de células T por el antigeno. Los resultados se representan a
continuacién en la Tabla 2.

Grupo Perros | Ensayo DTH | Ensayo DTH
antes de la | después de la
vacunacion vacunacion

MIDGE-NLSp36 LACK 1 - +

2 - -
3 - -
4 - +
5 - -
6 - -

MIDGE-NLS TSA, p36, Kmp- | 1 -

11, gp36 2 -

3 - +(?)

4 - -

5 - +

6 - +
Plasmido TSA, p36 LACK, |1 - +
Kmp-11, gp36 2 - +

3 - -

4 - ++

5 - -

6 - +

Tampdn PBS 1 - -

2 + -
3 - +
4 - +(?)
5 - -(?)
6 - -
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La Tabla 2 muestra los resultados del ensayo de “hipersensibilidad retardada”, que se designa también como ensa-
yo de “hipersensibilidad de tipo retardado” (ensayo DTH). Se evalia un hinchamiento dérmico local como positivo del
ensayo DTH (en la figura caracterizado por “+” o “++”) y se muestra que el animal afectado crea células T de memoria
especificas de antigenos como consecuencia de la vacunacion, y por tanto ha tenido lugar una respuesta inmune celular.
Como se ha descrito, la respuesta inmune celular es decisiva en la profilaxis y terapia de enfermedades por leishma-
niosis. Antes del inicio del experimento, se llevé a cabo el DTH para asegurar que ninguno de los animales de ensayo
hubiera creado ya una respuesta inmune celular contra L. infantum como consecuencia de una infeccién/vacunacién
anterior. Todos los animales excepto uno reaccionaron en el ensayo DTH negativamente, y cumplieron por tanto el
prerrequisito para el ensayo. Una reaccion positiva después de la terminacion de la inmunizacién significa que la in-
munizacién ha conseguido una respuesta inmune celular especifica contra Leishmania infantum. Esto ha de valorarse
como un éxito de vacunacién y deja esperar una mejor proteccion contra infecciones.

Después de la udltima vacunacion, se vuelve a llevar a cabo un ensayo DTH. Aqui se esperaba que posiblemente
todos los animales vacunados reaccionaran positivamente. Ya que el animal anteriormente positivo reacciond ahora
negativamente, ha de suponerse que también era negativo en el primer ensayo DTH y que se trataba de un error en la
interpretacién del resultado.

Se caracteriz6 adicionalmente la respuesta inmune generada por las vacunaciones mediante ensayos serolégicos.
En la Figura 2, se representan los resultados del andlisis ELISA de anticuerpos especificos contra Leishmania infantum
en suero de perros inmunizados. En general, las concentraciones de anticuerpo en los sueros de los perros vacunados no
eran muy altas. Este resultado corresponde con las expectativas, ya que la inmunizacién se dirige més a una respuesta
inmune celular que a una humoral.

TABLA 3

Composicion de los grupos de vacunacion en el ensayo de inmunizacion contra Leishmania infantum en perros

Grupo | Antigeno usado Numero de | Cantidad de | Volumen
animales ADN adniinistrado
1 MIDGE-NLSp36 LACK |6 200 pg por | 500 @l por|
constructo animal
2 MIDGE-NLS-TSA, 6 200 pg por 500 I por
MIDGE-NLS-Kmp-11, constructo animal

MIDGE-NLS-gp63, l
MIDGE-NLS-p36 LACK |

3 [ pCMV-TSA, pMVC-Kmp- |6 200 ug 500 Il por
11, pMCV-gp63, pMCV- animal
p36, LACK MIDGE
4 Tampon PS 6 - 500 ul  por
animal

El éxito de la inmunizacién es describible mediante una reaccién de exposicion de los animales al patégeno. Cuatro
semanas después de la dltima inmunizacién, tuvo lugar por tanto una exposicion a la infeccién por via intravenosa con
5 x 107 promastigotos de Leishmania infantum. El grado de infeccién, y por tanto la proteccién alcanzada por la
vacunacion, se comprobd mediante andlisis de patologia clinica. Entre estos, se cuentan el andlisis del hinchamiento
de los ganglios linfaticos de la fosa poplitea, la pérdida de peso, la degeneracién con cambio asociado del color de
los musculos, el crecimiento de ufias excesivo, lesiones de la piel asi como cambios en el hemograma. La existencia y
la cantidad de patégeno se determinan mediante una reacciéon de PCR cuantitativa. En la comparacion de los grupos
11 meses después de la exposicion a la infeccidon con respecto a la aparicién de sintomas clinicos, resulta el siguiente
cuadro: es observable una diferencia clara entre el grupo 2 y el grupo de control. En el grupo 2, enfermé sélo 1 perro
de leishmaniosis, mientras que en el grupo de control enfermaron 4 de 6 perros de leishmaniosis. También en el grupo
1, se redujo claramente el niimero de perros enfermos frente al grupo de control, mientras que el grupo 3 presentaba
sélo una pequefia diferencia con el grupo de control. La comparacién directa del efecto de MIDGE-NLS con plasmido
que codifica exactamente los mismos antigenos (grupo 2 y grupo 3) muestra que con MIDGE-NLS se conseguia una
mejor proteccién contra leishmaniosis que la posible con plasmido. Los resultados de ensayo permiten la conclusién
de que la inmunizacién de perros contra leishmaniosis con una combinacién de los cuatro antigenos codificados por
MIDGE-NLS puede reducir el desarrollo de los sintomas clinicos de la leishmaniosis en perros. Segtn el estado del
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conocimiento del solicitante, se ha descrito hasta ahora un buen resultado por Ramiro et al. (Vaccine 3696, 2003: 1-
11) comparable al conseguido con la vacuna segin la invencién MIDGE-NLS que codifica 4 antigenos. Sin embargo,
a diferencia de la MIDGE-NLS, en el estudio de Ramiro et al. se usa un virus Vaccinia recombinante (rVV) como
vacuna de recuerdo. En el virus Vaccinia recombinante, se trata de virus modificados genéticamente que representan
conocidamente un alto riesgo para la seguridad (Lehrman, 1999, Nature 401: 517-518).
Ejemplos de realizacion
Ejemplo 1
Clonacion del plasmido pMCVp36

Se amplificaron dos fragmentos mediante PCR a partir del plasmido de partida pSCp36:

1* PCR de aproximadamente 800 pb:

Cebador izquierdo:  5’-TTATATGGTACCATGAACATACGAGGGTCACCT

Cebador derecho: 5’-TTATATGAGCTCAGAAGACACGGACAGGGACCTCTTCCGTCG

2* PCR de aproximadamente 950 pb:

Cebador izquierdo:  5’-TTATATGGTACCATGAACATACGAGGGTCACCT,
Cebador derecho: 5’-TTATATGAGCTCTTACTCGGCCGTCGGAGATGG

El producto de PCR de la 2* PCR se cort6 con Eco311 y se aisl6 el fragmento menor (aprox. 200 pb).

El producto de PCR de la 1* PCR se cort6 con Bpil.

Se ligaron conjuntamente el fragmento de 200 pb y el fragmento cortado de la 1* PCR y a continuacién se cortaron
con Kpnl y Sacl y se ligaron con el vector pMOK cortado con Kpnl y Sacl. El plasmido obtenido recibié el nombre
de pMCVp36.

Ejemplo 2
Clonacion del plasmido pMCVKmp-11

Se amplificé el gen mediante PCR a partir de ADNc de Leishmania infantum. Se clond el producto de PCR después
de digestién con Kpnl y Xhol en el vector pMCV 1.4 igualmente cortado y se secuencié. Se denominé al plasmido
formado pMCVKpml11.

Cebador izquierdo:  5’-ATTATAGGTACCATGGCCACCACGTACGAG

Cebador derecho: 5’-TTAATTCTCGAGTTACTTGGATGGGTACTGCG

Ejemplo 3
Clonacion del pldsmido pMCVTSA
Se amplificé el gen mediante PCR a partir de ADNc de Leishmania infantum y se separd una secuencia de reco-

nocimiento Eco311 mediante la insercidén de un intercambio de bases, sin cambiar la secuencia de aminoacidos. Se
clon el producto de PCR terminal después de digestion con Kpnl y Xhol en el vector pMCV 1.4 igualmente cortado
y se secuencid. Se denomind al plasmido formado pMCVTSA.

Cebador izquierdo:  5’-AATTATGGTACCATGTCCTGCGGTAACGCCAAGATC

Cebador derecho: 5’-AATATACTCGAGTTACTGCTTGCTGAAGTATCCTTCGAC

Cebador de mutacién izquierdo: 5’-TACCGCGGTCTCTTCATCATCG

Cebador de mutacién derecho:  5’-ATTGGGGGTCTCGATGAATAGACCGCGGTAGG

10
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Ejemplo 4
Estrategia de clonacion para la optimizacion del uso de codon de gp63

Se encargaron los oligonucleétidos con una longitud de 18 y 28 bases (MWG Biotech). Se unieron dos veces
entre si 90 oligonucleétidos que reproducen respectivamente la cadena con sentido y la cadena antisentido mediante
apareamiento y ligacién. Los oligonucleétidos apareados generaron respectivamente dos protuberancias de 4 bases.
Se tuvo cuidado de que las protuberancias s6lo aparecieran una vez y no fueran palindrémicas. Se aparearon los
oligonucle6tidos mezclando ambos oligonucleétidos individuales (cadena y anticadena) con tamp6n cinasa calentado
aproximadamente a 80°C, y después se enfriaron lentamente hasta temperatura ambiente. Después, se afiadieron ATP
y polinucleétido cinasa (PNK) y se fosforilaron los oligonucleétidos durante 1 hora. A continuacién, se mezclaron
conjuntamente en una primera etapa los oligonucledtidos respectivamente adyacentes y se ligaron (oligonucledtido
142, oligonucledtido 3+4). Después de 1 h de ligacién, se mezclaron conjuntamente una alicuota de la preparacién
de ligacion del oligonucledtido 1+2 y una alicuota de la preparacién de ligacion 3+4. Esto se llevé a cabo con las
distintas preparaciones de ligacién hasta una longitud del producto de ligacién de aproximadamente 300 pb. Se utilizé
una alicuota de la dltima etapa de ligacién respectiva como molde en una PCR con cebadores flanqueantes. Se sometid
a clonacién intermedia el producto de PCR en el vector de clonaciéon TOPO-TA (Invitrogen) y se secuencid. Esto se
realizé con 6 fragmentos en total del gen completo. Los 6 fragmentos individuales se cortaron con Eco311 a partir
del plasmido clonado intermedio y se ligaron entre si. Se amplificé el producto de ligacién total de longitud correcta
en una PCR terminal, se digirié con Kpnl y Sacl y se cloné en el vector pMCV 1.4 igualmente cortado después de
extraccion de gel. A continuacidn, se control6 la secuencia mediante secuenciacion. El pldsmido formado se denominé
pMCVgp63.

Cebadores para los 6 fragmentos mezclados conjuntamente:

Fragmento 1:

Cebador izquierdo: ATTATTGGTACCATGTCTGTGGACT

Cebador derecho: TTATATGGTCTCTCTCAGGGCTCCCCAGTTG

Fragmento 2:
Cebador izquierdo: ATTATAGGTCTCCTGAGAATTGCTGTGTCCACAGAG
Cebador derecho: TTATATGGTCTCACAGAGGCCACATACATCACAA

Fragmento 3:
Cebador izquierdo: ~ TATTATGGTCTCCTCTGTGCCCTCTGAGGAGGGAGTGCTGGCC

Cebador derecho: AATTATGGTCTCCTCAATCTCCAGGTACTCCAGG

Fragmento 4:
Cebador izquierdo: ATTATAGGTCTCATTGAGGACCAGGGAGGAG
Cebador derecho: TAATATGGTCTCGTGTCTGGTCACTCCACACTTG

Fragmento 5:
Cebador izquierdo: ATTATAGGTCTCGACACCCAGACCTGCCCC
Cebador derecho: TTATATGGTCTCGGGGTGCAGTTGGCATAGCC

Fragmento 6:
Cebador izquierdo: ~ ATATATGGTCTCCACCCCAGGCCTGAGAGTGG

Cebador derecho: TAATATGAGCTCCTACAGGGCCACAGCCAGCAGG

11
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Secuencia total
Cebador izquierdo: ~ ATTATTGGTACCATGTCTGTGGACT
Cebador derecho: TAATATGAGCTCCTACAGGGCCACAGCCAGCAGG
Ejemplo 5
Acoplamiento de la secuencia de NLS a los oligonucledtidos

Se realiza el acoplamiento de NLS como sigue: se acoplé el péptido NLS con la secuencia PKKKRKYV en dos
etapas a los ODN. En primer lugar, se activé el oligonucledtido modificado 5°-PH-dGGG AGT CCA GT xT TTC
TGG AC (en el que xT representa bases de timina aminomodificadas con un aminoengarce C,= ODN1) (0,1 mM) con
sulfo-KMUS (5 mM) en PBS a temperatura ambiente (TA). Después de 120 minutos, se detuvo la reaccién con tris
(hidroximetil)aminometano 50 mM y se obtuvo el ODN activado después de precipitacién con etanol (NaOAc 300
mM, pH 5,2, MgCl, 5,5 mM, 70% de etanol), centrifugacién y lavado una vez con etanol al 70%. Se disolvié el ODN
asi obtenido (0,1 mM) en PBS y se hizo reaccionar con el péptido (0,2 mM) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se ensay6 la reaccion mediante electroforesis en gel (al 3%) y coloracién con bromuro de etidio. Se purificé el ODN
acoplado a NLS formado por HPLC y se usé para la sintesis de los constructos de antigeno MIDGE-NLS.

Ejemplo 6
Preparacion de MIDGE-NLSp36

Los MIDGE son médulos de expresion lineales cerrados covalentemente que estan compuestos tinicamente por el
promotor CMV, un intrdn, la correspondiente secuencia génica y una secuencia de poliadenilacién (véase el documento
EP 0.941.318 B1). Se obtuvieron los constructos como sigue: se digiri6 totalmente el pldsmido pMCVp36 descrito en
el ejemplo 1.1 con Eco311. Se detuvo la ligacién con oligodesoxinucle6tidos (ODN) de forma lobular 5’-fosforilados
5’-PH-GGG AGT CCA GT XT TTC TGG AC (=ODN1) y 5’-AGG GGT CCA GTT TTC TGG AC-3’ (=ODN2)
mediante ADN ligasa T4 en presencia de Eco311 mediante calentamiento a 70°C. Se concentrd la mezcla resultante y
se traté con Eco311 y ADN ligasa T7 en presencia de trifosfatos de desoxirribonucleétido. Se realizé la purificacién
mediante cromatografia de intercambio aniénico.

Se realizé la preparacién de MIDGE-NLS-TSA, -Kmp-11 y -p63 andlogamente.

Ejemplo 7
Ensayo DHT

Ensayo de “hipersensibilidad retardada” que se designa también como ensayo de “hipersensibilidad de tipo re-
tardado” (ensayo DTH). Se administra en este ensayo al animal vacunado una cantidad muy pequefia de antigeno
en las capas superiores de la piel. Antes, se mide exactamente el grosor de la piel en el lugar de administracién. A
continuacidn, se observa si la piel en el sitio de inyeccion sufre cambios inflamatorios. Es caracteristica de una reac-
cién inmune causada por células T sensibilizadas ante el antigeno una reaccién de inflamacién que es detectable s6lo
después de 48 a 72 horas. Los sintomas clinicos como hinchamiento dérmico local, enrojecimiento y eventual dolor
pueden atribuirse al efecto de las citocinas. Se evalda un hinchamiento dérmico local como positivo del ensayo DTH
(en la tabla 1, caracterizado con “+” o “++”) y se muestra que el animal afectado ha generado células T de memoria
especificas de antigeno a consecuencia de la vacunacion.

Ejemplo 8
Determinacion de los anticuerpos totales después de la inmunizacion

En la Fig. 2, se representan los resultados de la deteccién por ELISA de anticuerpos especificos contra Leishmania
infantum en suero de perros inmunizados. Antes de la exposicién a la infeccidn, se obtuvieron los sueros de todos

los perros. La determinacién del titulo total de anticuerpos IgG se realiz6 mediante ELISA, en la que se determind la
absorcion en DO (densidad 6ptica) a una longitud de onda de A= 406 nm.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un constructo de expresién de ADN para la preparacién de un medicamento para la inmunizacién contra
infecciones por leishmaniosis, en el que el citado constructo de expresiéon de ADN contiene una o varias secuencias
de 4cido nucleico de codificacién que conducen a la expresion de los antigenos de Leishmania infantum gen de la
proteina antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina gp63 y proteina 11 de membrana de cinetopldstidos
(Kmp-11).

2. Uso de dos o tres constructos de expresion de ADN para la preparacion de un medicamento para la inmuni-
zacion contra infecciones por leishmaniosis, en el que los citados constructos de expresiéon de ADN contienen una o
varias secuencias de 4cido nucleico de codificacién que conducen conjuntamente a la expresion de los antigenos de
Leishmania infantum gen de la proteina antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina gp63 y proteina 11 de
membrana de cinetoplastidos (Kmp-11).

3. Uso segun la reivindicacién 1 6 2, en el que al menos dos de los antigenos de Leishmania infantum se expresan
como proteina de fusion.

4. Uso segtin la reivindicacién 3, en el que la protefna de fusién es el producto de expresién del gen de la proteina
antioxidante especifica de tiol (TSA) y el gen de la proteina 11 de membrana de cinetopldstidos (Kmp-11).

5. Uso segtn la reivindicacién 3 y 1, en el que la proteina de fusién es el producto de expresion del gen de la
protefna antioxidante especifica de tiol (TSA), el gen de la glicoproteina gp63 y el gen de la proteina 11 de membrana
de cinetoplastidos (Kmp-11).

6. Uso seguin al menos una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que estd contenido adicionalmente un constructo de
expresion de ADN para la expresion del antigeno de Leishmania p36 LACK.

7. Uso segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las secuencias polinucleotidicas de codificacién
se presentan como constructos de expresion que estdn compuestos por moléculas de dcido desoxirribonucleico lineales
cerradas covalentemente que presentan una zona bicatenaria lineal, en la que las cadenas individuales que forman
la doble cadena estdn ligadas por cortos bucles monocatenarios de desoxirribonucleétidos, y en la que las cadenas
individuales que forman la doble cadena estdn compuestas s6lo por la secuencia de codificacién bajo el control de un
promotor operativo en el animal a vacunar y una secuencia terminadora.

8. Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las secuencias polinucleotidicas de codificacién se
presentan en un vector de expresion bicatenario circular.

9. Uso segtin al menos una de las reivindicaciones precedentes, en el que el constructo de expresion de ADN estd
unido covalentemente a uno o varios oligopéptidos para aumentar la eficacia de transfeccion.

10. Uso segtin al menos una de las reivindicaciones precedentes, en el que los constructos de expresion de ADN
estan conjugados respectivamente con un oligopéptido de 3 a 30 aminoécidos, estando el oligopéptido compuesto a la
mitad por aminodcidos basicos del grupo de arginina y lisina.

11. Uso segun la reivindicacién 10, en el que los oligopéptidos conjugados presentan la secuencia de aminoacidos
YGRKKRRQRRR.

12. Uso segtin al menos una de las reivindicaciones precedentes, en el que los constructos de expresién de ADN
lineales cerrados covalentemente estan modificados con un péptido que contiene la secuencia de localizacién nuclear
(NLS) del antigeno T grande de SV40 con la secuencia de aminodcidos PKKKRKV.

13. Uso de un constructo de expresiéon de ADN para la preparacion de una vacuna para el tratamiento de enferme-
dades infecciosas por leishmaniosis, en el que dicho constructo de expresién de ADN contiene una o varias secuencias
de 4acidos nucleicos de codificacién que conducen a la expresion de los antigenos de Leishmania infantum gen de pro-
tefna antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina gp63 y proteina 11 de membrana de cinetoplastidos (Kmp-
11).

14. Uso de dos o tres constructos de expresién de ADN para la preparacién de una vacuna para el tratamiento de
enfermedades infecciosas por leishmaniosis, en el que dichos constructos de expresiéon de ADN contienen respectiva-
mente una o varias secuencias de dcidos nucleicos de codificacién que conducen conjuntamente a la expresion de los
antigenos de Leishmania infantum gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA), glicoproteina gp63 y proteina
11 de membrana de cinetoplastidos (Kmp-11).

15. Constructo de expresiéon de ADN que contiene una o varias secuencias de dcido nucleico de codificacién que

conducen a la expresion de los antigenos de Leishmania infantum gen de proteina antioxidante especifica de tiol
(TSA), glicoproteina gp63 y proteina 11 de membrana de cinetoplastidos (Kmp-11).
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16. Constructo de expresion de ADN segtn la reivindicacién 15, en el que los productos génicos se expresan como
una proteina de fusion tnica.

17. Constructo de expresion de ADN que contiene una o varias secuencias de dcido nucleico de codificacién que
conducen a la expresion de los antigenos de Leishmania infantum gen de proteina antioxidante especifica de tiol (TSA)
y proteina 11 de membrana de cinetoplastidos (Kmp-11).

18. Constructo de expresion de ADN segtn la reivindicacién 17, en el que los productos génicos se expresan como
una proteina de fusién unica.

19. Constructo de expresion de ADN segtin al menos una de las reivindicaciones 15-18, presentdndose el construc-
to de expresién como una molécula de dcido desoxirribonucleico lineal cerrada covalentemente que presenta una zona
bicatenaria, en la que las cadenas individuales que forman la doble cadena estan ligadas por cortos bucles monocate-
narios de desoxirribonucleétidos, y en la que las cadenas individuales que forman la doble cadena estdn compuestas
s6lo por la secuencia de codificacién bajo el control de un promotor operativo en el animal a vacunar y una secuencia
terminadora.

20. Constructo de expresién de ADN segtin al menos una de las reivindicaciones 15-18, en el que las secuencias
polinucleotidicas de codificacién se presentan en un vector de expresion bicatenario circular.

21. Constructo de expresiéon de ADN segin al menos una de las reivindicaciones 15-20, en el que el constructo de
expresion de ADN estd ligado covalentemente con uno o varios oligopéptidos para aumentar la eficacia de transfeccion.

22. Constructo de expresion de ADN segun la reivindicacién 21, estando el constructo de expresion de ADN
conjugado con un oligopéptido de 3 a 30 aminoécidos, y el oligopéptido estd compuesto a la mitad por aminoacidos
bésicos del grupo de arginina y lisina.

23. Constructo de expresion de ADN segtin la reivindicacion 22, en el que el oligopéptido conjugado presenta la
secuencia de aminoacidos YGRKKRRQRRR.

24. Constructo de expresiéon de ADN segtin la reivindicacién 21, estando el constructo de expresion de ADN
lineal cerrado covalentemente modificado con un péptido que contiene la secuencia de localizacién nuclear (NLS) del
antigeno T grande de SV40 con la secuencia de aminodcidos PKKKRKYV.

25. Constructo de expresion de ADN segtin la reivindicacién 15 6 16, en el que la secuencia para gp63 estd
optimizada a nivel de codén.

26. Constructo de expresion de ADN segtn la reivindicacién 25, que contiene la secuencia SEC N° ID 5.

27. Vacuna para el tratamiento de enfermedades infecciosas por leishmaniosis que contiene un constructo de ex-
presiéon de ADN segiin una o varias de las reivindicaciones 15 a 26.

28. Vacuna segtin la reivindicacién 27, que contiene adicionalmente coadyuvantes y/o secuencias de dcido nucleico
inmunoestimulantes con uno o varios motivos CpG.

29. Vacuna segtn la reivindicacién 28, en la que las secuencias de acido nucleico inmunoestimulantes se pre-

sentan como 4cidos desoxirribonucleicos de cadena circular con una secuencia de bases antiparalela complementaria
parcialmente.

14
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Mologen AG

<120> AGENTE PARA EL TRATAMIENTO DE INFECCIONES POR LEISHMANIOSIS
<130> XTI 1827-03

<150> EP 03090368.6
<151> 22-10-2004

<150> EP 03090368.6
<151> 22-10-2003

<160> 36

<170> PatentIn version 3.3
<210>1

<211>279

<212> ADN

<213> Leishmania infantum
<220>

<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN del gen de la proteina 11 de membrana de cinetoplastidos de Leishmania infantum (kmp-
11)

<400> 1
atggccacca cgtacgagga gttttcggcg aagctggacc gecctggatga ggagttcaac 60
aggaagatgc aggagcagaa cgccaagttc tttgcggaca agccggatga gtcgacgetg 120
tcgcccgaga tgaaggagca ctacgagaag ttcgagcgca tgatcaagga acacacagag 180
aagttcaaca agaagatgca cgagcactcg gagcacttca agcagaagtt cgccgagctg 240
ctcgagcagc agaaggctgc gcagtaccca tccaagtaa 279

<210>2

<211>92

<212> PRT

<213> Leishmania infantum

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de proteina de la proteina 11 de membrana de cinetoplastidos de Leishmania infantum (kmp-11)

<400> 2

Met Ala Thr Thr Tyr Glu Glu Phe Ser Ala Lys Leu Asp Arg Leu Asp
1 S 10 15

Glu Glu Phe Asn Arg Lys Met Gln Glu Gln Asn Ala Lys Phe Phe Ala
20 25 30

Asp Lys Pro Agp Glu Ser Thr Leu Ser Pro Glu Mest Lys Glu His Tyr
35 40 45

Glu Lys Phe Glu Arg Met Ile Lys Glu His Thr Glu Lys Phe Asn Lys
50 S5 60

Lys Met His Glu His Ser Glu His Phe Lys Gln Lys Phe Ala Glu Leu
65 70 75 80

Leu Glu Gln Gln Lys Ala Ala Gln Tyr Pro Ser Lys
as 90
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<210>3
<211> 600
<212> ADN

<213> Leishmania infantum

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de
(TSA)

<400> 3

atgtcctgeg
atgcccaacg
ctcttcttet
gaaaacgtga
gagtacgcgce
gcgattccaa
gagaaacagg
cagatcaccg
gaggcttttc

gcccccacga

<210>4
<211> 199
<212> PRT

ADN del antigeno de Leishmania infantum gen de la proteina antioxidante especifica de tiol

gtaacgccaa
gcagcttcaa
accecgctcga
gtcgcttcaa
acctgcagtg
tgctggccga
gcgtggccta
tcaacgacat
agttcgtgga

tgaagccgga

<213> Leishmania infantum

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de proteina de la proteina antioxidante especifica de tiol (TSA) de Leishmania infantum

ES 2298 829 T3

gatcaactgt
gaagatcagc
cttcacctte
cgagctcaac
gacgctgcag
caagaccaag
ccgeggtcta
gceggtggge
gaagcacggce

gccgaaggeg

ccegegecge
ctcgecgect
gtgtgcccga
tgcgaggtcec
gaccgcaaga
agtatcgctc
ttcatcatcg
cgcaacgtgg
gaggtgtgcc

tctgtcgaag

ccttecgagga
acaagggcaa
cagagatcat
tcgegtgete
agggcggect
gtgcctacgg
accccaatgg
aggaggttct
ccgcgaactg

gatacttcag

ggtggcgcete
gtgggtcgtyg
cgegttctcee
catggacagc
cggcgccatg
cgtgctggag
catggtgcgce
gcgectgctg
gaagaagggc

caagcagtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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Met Ser Cys Gly Asn Ala Lys
5

Glu Val Ala Leu Met Pro Asn

<400> 4
1

Ala
Thr
Arg
65
Glu
Leu
Ala
Gly
Asn
145
Glu
Trp
Glu

<210>5

<211> 1800

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Tyr
Phe

50

Phe

Gly

Leu

130

Asp

Ala

Lys

Gly

Lys

35

val

Asn

Ala

Ala

Ala

118

Phe

Met

Phe

Lys

195

20

Gly

Cys

Glu

His

Met

100

Ile

Pro

Gln

Gly

180

Phe

Lys

Pro

Leu

Leu

Ala

Gly

Ile

val

Phe

165

Ala

Ser

Trp

Thr

Asn

70

Gln

Ile

val

Rsp

Gly

150

val

Pro

Lys

val

Glu
SS

Cys

Trp

Pro

Leu

Pro

138

Arg

Glu

Thr

Gln

Ile

Gly

val

40

Ile

Glu

Thr

Met

Glu

120

Asn

Asn

Lys

Met

Asn

Ser

25

Leu

Ile

val

Leu

Leu

105

Glu

Gly

val

Eis

Lys
188

Cys
10

Phe

Phe

Ala

Leu

Gln

90

Ala

Lys

Met

Glu

Gly

170

Pro

Pro

Lys

Phe

Phe

Ala

75

ASp

Asp

Gln

val

Glu

1S5

Glu

Glu

Ala

Lys

Ser
60

Lys

GQly

Arg

140

val

vVal

Pro

Pro

Ile

Pro

45

Glu

Ser

Lye

Thr

val

12§

Gln

Leu

Cys

Lys

Pro

Sex

30

Leu

Asn

Met

Lys

Lys

110

Ala

Ile

Arg

Pro

Ala
190

Phe

Leu

Asp

val

Asp

Gly

Sexr

Thr

Leu

Ala

175

Ser

Glu

Ala

Phe

Ser

Ser

80

Gly

Ile

val

Leu

160

Asn

val

<223> secuencia de ADN del antigeno gp63 de Leishmania infantum optimizada a nivel de codén

<400> 5

atgtctgtgg actcctectc cacccacaga cacagatctg tggetgccag actggtgaga

ctggctgcag ctggagctgce tgtgattget gectgtgggca cagetgctgc ctgggcccat

gctggagctg tgcagcacag atgcatccat gatgccatgc aggccagagt gagacagtct

60

120

180
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gtggccagac
ctggacacag
gccaactggg
cactgtgcca
gctgaggaca
gccctgcage
acaggcatgyg
ggcctgtcca
ctggcctggg
aacatcccag
catgagatgg
gagtccatct
gctgtggceca
gaccagggag
ctgatggccc
gacctgggct
gctggctgtg
atgttctgca
aagtgtggag
tccetggetg
ggctcctgtg
tctgatgctg
aagtcctatg
gtgcaggtge
tccacagtgt
gtgtgccagg

ggccccagag

<210> 6
<211> 599
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de proteina del antigeno gp63 de Leishmania infantum optimizada a nivel de codén

accacacagc
ctgcagctgce
gagccctgag
gagtgggcca
tcctgacaga
tgcacacaga
gagatgatgt
acacagactt
ccaccatctg
ctgccaacat
cccatgeccct
ccaatgtgag
aggccagaga
gagctggctc
cagctgcagc
tctaccaggc
ccttectgte
atgagaatga
tgaccagaca
gcatctctge
cccagagagc
cccgatgcat
ctggcectgtg
atggaggctc
cctetgectt
gcaatgtgca

ctgctgccac

ES 2298 829 T3

cccaggagcet
agacagaaga
gattgctgtg
gcacatcaag
tgagaagaga
gagactgaaa
gtgctctgac
tgtgatgtat
ccaggtgttc
tgcctccaga
gggcttctet
acacaaggac
gcagtatggc
tgctggctce
tgcaggctac
tgacttctcc
tgagaagtgc
ggtgaccatg
cccagacctyg
cttcatggac
ctctgaggct
tgatggagcce
tgccaatgtg
tggctatgcce
tgaggaggga
ggctgccaag

agecectgcetg

gtgtctgcetg
ccaggctctg
tccacagagg
agaagactgg
gacatcctgg
gtgagacagg
ttcaaggtgce
gtgacctctg
tctgatggcec
tatgaccagc
gtgggettet
tttgatgtgc
tgtgacaccce
cacatcaaga
tactctgcecce
aaggctgagg
atggagagaa
agatgcccca
cceccctact
tgctgcccag
ggagcccect
ttcagaccca
agatgtgaca
aactgcaccce
ggctacatca
gatggaggca

gtggctgecce

tgggectgcce
cccccacagt
acctgacaga
gaggagtgga
tgaagcacct
tgcaggacaa
ccccagccca
tgcecctetga
acccaaccgt
tggtgaccag
ttgagggagc
cagtgatcaa
tggagtacct
tgagaaatgce
tgaccacggce
tgatgcecctg
acatcaccga
cctccagact
ggcagtactt
tggcggagcec
tcaagggcett
agacctccca
cagccaccag
caggcctgag
cctgccecee
atgcagctgce

tgctggetgt

ctatgtgacc
ggtgagagct
cccagcctac
catctgecaca
gatccceccag
gtggaaggtg
catcacagat
ggagggagtg
gggagtgatc
agtggtgace
cagaatcctg
ctcctecact
ggagattgag
ccaggatgag
catcttccag
gggcagaaat
gtggccagcece
gtccetggge
cacagacccc
ctatggagat
caatgtgttc
tggcatcatc
aacctactct
agtggagctg
ctatgtggag
tggcagaaga

ggccctgtag

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
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<400> 6

Met

Gly

Ile

His

65

Leu

val

Qlu

Ile

Leu

145

Ala

Lys

vVal

Met

Thr

225

Asn

Ser

Leu

Thr

His

50

ASp

val

Asp

Lys

130

Thr

Leu

Trp

Pro

210

Ile

Ile

val

val

Ala

Asp

Ala

Thr

Arg

Leu

115

Arg

AsSp

Gln

Lys

Pro

195

val

Cys

Pro

Asp

Axg

20

Ala

Ala

Pro

Ala

Ala

100

Thr

Arg

Glu

Leu

val

180

Ala

Thrx

Gln

Ala

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

Ala

85

Ala

Asp

Leu

Lys

His

165

Thr

HRis

Ser

val

Ala
245

ES 2298 829 T3

Ser

Ala

Gln

Ala

70

Ala

Asn

Pro

Gly

Arg

150

Gly

Ile

val

Phe

230

Asn

Ser

Ala

Ala

Ala

55

val

Ala

Trp

Ala

Gly

138

Asp

Glu

Met

Thr

Pro

215

Ser

Ile

Thr

Ala

His

40

Arg

Ser

Asp

Gly

TYyx

120

val

Ile

Arg

Gly

Asp

200

Ser

Asp

Ala

His

Gly

Ala

val

Ala

Arg

Ala

105

His

Asp

Leu

Leu

Asp

185

Gly

Glu

Gly

Ser

Arg

10

Ala

Qly

Arg

val

Arg

S0

Leu

Cys

Ile

val

Lys

170

Asp

Leu

Glu

His

Arg
250

His

Ala

Ala

Gla

Gly

75

Pro

Axg

Ala

Cys

Lys

155

val

val

Ser

Gly

Pro
235

Axg

val

val

Ser

60

Leu

Gly

Ile

Arg

Thr

140

His

Arg

Cys

Asn

val

220

Thr

Ser

Ile

Gln

val

Pro

Ser

Ala

val

125

Ala

Leu

Gln

Ser

Thr

208

Leu

val

Gln

val

Ala

30

His

Ala

Ala

val

110

Gly

Glu

Ile

val

Asp

190

Asp

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

Arg

val

Pro

S5

Ser

Gla

Asp

Pro

Gln

175

Phe

Phe

Trp

val

val
255

Ala

val

Cys

His

Thr

80

Thr

Thr

His

Ile

Gln

160

Asp

Lys

val

Ala

Ile

240

Thr
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Phe

Lys

Ala

305

Ala

Ala

Phe

Phe

385

Met

Leu

Tyr

Met

Gln

465

Ser

His

Val

Phe

Asp

290

Arg

Gln

Gln

Leu

Ser

370

Leu

Phe

Ser

Trp

Asp

450

Arg

Asp

Gly

val

Glu

275

Phe

Glu

aly

Asp

Thr

355

Lys

Ser

Cys

Leu

Gln
435

Cys

Ala

Ala

Ile

Thr

260

Gly

ABp

Gln

Gly

Glu

340

Thr

Ala

Glu

Asn

Qly

420

Cys

Ser

Ala

Ile
500

His

Ala

val

Ala

325

Leu

Ala

Glu

Lys

Glu

405

Lys

Phe

Pro

Glu

Arg

485

Lys

ES 2298 829 T3

Glu

Pro

Gly

310

Gly

Met

Ile

val

Cys

390

Asn

Cys

Thr

val

Ala

470

cys

Ser

Met

Ile

val

295

Cys

Ser

Ala

Phe

Met

37s

Met

Glu

Gly

Asp

Ala

455

Gly

Ile

Leu

280

Ile

Asp

Ala

Pro

Gln

360

Glu

val

val

Pro

440

Glu

Ala

Asp

His

265

Glu

Asn

Thr

Gly

Ala

345

Asp

Trp

Arg

Thr

Thr

425

Ser

Pro

Pro

Gly

Gly
505

Ala

Ser

Ser

Leu

Ser

330

Ala

Leu

Gly

Asn

Met

410

Arg

Leu

Phe

Ala
490

Leu

Leu

Ile

Ser

Glu

315

His

Ala

Gly

Arg

Ile

395

Arg

His

Ala

Gly

Lys

47S

Phe

cys

Gly

Ser

Thr
300

Tyr

Ile

Ala

Phe

Asn

380

Thr

Cys

Pro

Gly

Asp

460

Gly

Axg

Ala

Phe

Asn

285

Ala

Leu

Lys

Gly

365

Ala

Glu

Pro

Asp

Ile

445

Gly

Phe

Pro

Asn

Ser

270

val

val

Glu

Met

w
wn
o

Gln

Gly

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Asn

Lys

val
510

val

Arg

Ala

Ile

Arg

335

Ala

Cys

Pro

Ser

415

Pro

Ala

Cys

vVal

Thr

495

Arg

Gly

His

Lys

Glu

320

Asn

Ser

Asp

Ala

Ala

400

Arg

Pro

Phe

Ala

Phe

480

Ser

Cys
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Asp

Tyx

Ser

545

val

<210> 7
<211>939
<212> ADN

Thr Ala Thr
515

Ala Asn Cys
530

Ala Phe Glu

Cys Gln Gly

Gly Arg Arg
580

Leu Ala
595

Leu

<213> Leishmania infantum

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del antigeno p36 (LACK) de Leishmania

<400> 7

atgaactacg
cagcaggcgg
tggaaagcca
ctcgagggcec
ctgaccgcegt
cgcaagttce
ctgatcgtgt
atgcacgagt
tcgetggage
gtgaacgggg
acggtgtcege
tgggacctga
atcgeccttet

tacgacctgg

gagtgcatct ccattgcctg

aacctgatce gecgtgtggte

agggtcacct
ggtcgtacat
accccgaccyg
acaccggcett
cctgggaccg
tgaagcacac
ccgegggeeg
tcectgegega
atccgatcgt
gcaagtgtga
cagacgggtc
gcaccggcga
cgcccaaceg

agagcaaggc

ES 2298 829 T3

Arg

Pro Gly
535

Glu Gly Gly

550

Asn Val Gln

565

Gly Pro Arg

Val Ala Leu

gaagggccac
caaggtggtg
ccacagegtg
cgtgtcgtgt
Cctcecatccge
caaggacgtg
cgacaacgtg
cggccacgag
ggtgtcegge
gcgcacgcete
gectgtgegeg
gcagctgttce
cttetggatg
tgtgattgcg
gtccgecgac

catctccgac

Thr Tyr Ser Val Gln Val

520

528

Leu Arg Val Glu Leu Ser

Tyx

Ala Ala Lys Asp

570

Ala Ala Ala Thr

585

cgcggatggg
tegacgtcge
gacagcgact
gtgtcgetgg
atgtgggacc
ctcgeegteg
atccgegtgt
gactgggtga
agctgggaca
aagggccaca
tcecggcggcea
aagatcaacg
tgcgtcgcga

gagctgacgce

Ile Thr Cys

540

Pro Pro
SSS

Gly Gly

Ala Leu

tcacctccect
gcgatggcac
acggtctgcece
cccacgccac
tgcgcaatgg
ccttetegce
ggaacgtgge
gcagcatctg
acaccatcaa
gcaactacgt
aggacggcgce
tggagtcgece
cggagaggtc

cggacggcge

His Gly Gly Ser

Thr Val

Tyr Val

Asn Ala

Leu Val
590

Gly

Ser

Glu
560

Ala
578

Ala

ggcctgececeg
ggccatctcg
gagccaccgc
cgactacgcg
ccagtgccag
ggacgaccgce
gggcgagtgce
tttctegeeg
ggtatggaac
gtccacggtg
ggcgctgetg
catcaaccag
cctgteccgtg

gaagcecgtcc

ggcaacactc tgtactccgg tcacaaggac

gccgagtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

933
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<210> 8
<211> 312
<212> PRT

<213> Leishmania infantum

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de proteina del antigeno p36 (LACK) de Leishmania

<400> 8

Met

Leu

Ser

Ser

Thr

65

Leu

Gly

Vval

Asn

Leu

145

Ser

Lys

Asn

Ala

Arg

val

aly

Thr

Gln

Ala

val

130

Axg

Leu

val

Tyx

Cys

Asp

Asp

Phe

Ala

Cys

Phe

115

Ile

Asp

Glu

Glu

Pro

20

Gly

Ser

val

Ser

Gln

100

Ser

Arg

Gly

His

Asn
180

Gly

Glno

Asp

Ser

Arg

Pro

val

His

Pro

165

val

ES 2298 829 T3

His

Gln

Ala

Cys

70

Lys

Asp

Glu
150

Ile

Asn

Leu

Ala

Ile

Gly

val

Arg

Phe

Asp

Asn

135

Asp

val

Gly

Lys

Gly

Ser

40

Leu

Ser

Ser

Leu

Arg

120

val

Trp

val

Gly

Gly

Leu

Ile

Lys

105

Leu

val

Ser

Lys
185

His

10

Lys

Ser

Ala

His

Ile

Gly

Ser

Gly

170

Cys

Axg

Ile

His

Hia

75

Met

Thr

val

Glu

Ser

155

Ser

Glu

Gly

Lys

Asn

Arg

60

Ala

Trp

Lys

Ser

cys
140

Ile

Arg

Trp

val

Pro

45

Leu

Asp

Agp

Ala

125

Met

Cys

Thr

val

val

30

Asp

GLu

Asp

Leu

vVal

110

Gly

His

Phe

Asn

Leu
190

Thr

Ser

Arg

Gly

Arg

95

Leu

Glu

Ser

Thr

175

Lys

Ser

Thr

His

His

Ala

80

Asn

Ala

Asp

Phe

Pro

160

Ile

Gly
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<210>9
<211>7
<212> PRT

His

Thr

225

Ile

Ser

Thr

Ala

val
305

Ser

Ala

210

Gly

Ala

Leu

Pro

Asp

290

Trp

<213> virus de simio 40

<220>

<221> MISC_FEATURE

Asn

195

Ser

Glu

Phe

Ser

Asp

275

Gly

Ser

Tyr

Gly

Gln

Ser

val

260

Gly

Asn

Ile

val

Gly

Leu

Pro
245

Tyr

Ala

Thr

Ser

<223> secuencia de localizacion nuclear

<400> 9

Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
1 5

<210> 10
<211> 11
<212> PRT

<213> virus de inmunodeficiencia humana de tipo 1

<220>

<221> MISC_FEATURE

ES 2298 829 T3

Ser Thr val

Lys

Phe

230

Asn

Asp

Lys

Leu

Asp
310

Asp

215

Lys

Arg

Leu

Pro

Tyr
295

Ala

200

Gly

Ile

Phe

Glu

Ser

280

Ser

Glu

Thr val Ser

Ala

Asn

Trp

Sexr

265

Glu

Gly

Ala

val

Met

350

Lys

Cys

His

Leu

Glu
23S

Cys

Ala

Ile

Lys

<223> fragmento de péptido T largo del producto génico TAT de VIH-1

<400> 10

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 11
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

Pro Asp
205

Leu Trp
220

Ser Pro

val Ala

val Ile

Ser Ile

28S

Asp Asn
300

Gly

Asp

Ile

Thr

Ala

270

Ala

Leu

Ser Leu

Leu Ser

Asn Gln
240

Glu Arg
255

Glu Leu

Trp Ser

Ile Arg
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ES 2298 829 T3

<220>
<223> cebador izquierdo de la 1* PCR; oligo sintético

<400> 11
ttatatggta ccatgaacat acgagggtca cct

<210> 12

<211>42

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho de la 1* PCR; oligo sintético

<400> 12
ttatatgagc tcagaagaca cggacaggga cctettccgt cg

<210> 13

<211>33

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo de la 2° PCR; oligo sintético

<400> 13
ttatatggta ccatgaacat acgagggtca cct

<210> 14

<211>33

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho de la 2* PCR; oligo sintético

<400> 14
ttatatgagc tcttactcgg ccgtcggaga tgg

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador izquierdo de la PCR de Kmp-11; oligo sintético

<400> 15

attataggta ccatggccac cacgtacgag

<210> 16
<211>32

33

42

33

33

30
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ES 2298 829 T3

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho de la PCR de Kmp-11; oligo sintético

<400> 16
ttaattctcg agttacttgg atgggtactg cg

<210> 17

<211>36

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo de PCR de TSA; oligo sintético

<400> 17
aattatggta ccatgtcctg cggtaacgcc aagatc

<210> 18

<211>39

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho de la PCR de TSA; oligo sintético

<400> 18
aatatactcg agttactgct tgctgaagta tccttcgac

<210> 19
<211>22
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador de mutacién izquierdo de TSA; oligo sintético
<400> 19
taccgcggtc tcttcatcat cg

<210> 20
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador de mutacion derecho de TSA; oligo sintético

<400> 20

attggggootc tcgatgaata gaccgeggta gg

11

32

36

39

22

32
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ES 2298 829 T3

<210> 21

<211>25

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 1 de gp63; oligo sintético

<400> 21
attattggta ccatgtctgt ggact

<210> 22

<211> 31

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho del fragmento 1 de gp63; oligo sintético

<400> 22
ttatatggtc tctctcaggg ctccecagtt g

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 2 de gp63; oligo sintético

<400> 23
attataggtc tcctgagaat tgetgtgtce acagag

<210> 24

<211> 34

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho del fragmento 2 de gp63; oligo sintético

<400> 24
ttatatggtc tcacagaggc cacatacatc acaa

<210> 25

<211> 43

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 3 de gp63; oligo sintético

12

25

31

36

34
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ES 2298 829 T3

<400> 25
tattatggtc tcctetgtge cetetgagga gggagtgctg gee

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho del fragmento 3 de gp63; oligo sintético

<400> 26
aattatggtc tcctcaatct ccaggtacte cagg

<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 4 de gp63; oligo sintético

<400> 27
attataggtc tcattgagga ccagggagga g

<210> 28

<211> 34

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho del fragmento 4 de gp63; oligo sintético

<400> 28
taatatggtc tcgtgtctgg tcactccaca cttg

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 5 de gp63; oligo sintético

<400> 29
attataggtc tcagacaccc agacctgecc ¢

<210> 30
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

13

43

34

31

34

31
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ES 2298 829 T3

<220>
<223> cebador derecho del fragmento 5 de gp63; oligo sintético

<400> 30
ttatatggtc tcggggtgca gttggcatag cc

<210> 31

<211>32

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador izquierdo del fragmento 6 de gp63; oligo sintético

<400> 31
atatatggtc tccaccccag gectgagagt gg

<210> 32

<211> 34

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador derecho del fragmento 6 de gp63; oligo sintético

<400> 32
taatatgagc tcctacaggg ccacagccag cagg

<210> 33
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador izquierdo de la secuencia total de gp63; oligo sintético
<400> 33
attattggta ccatgtctgt ggact

<210> 34
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador derecho de la secuencia total de gp63; oligo sintético
<400> 34
taatatgagc tcctacaggg ccacagccag cagg

<210> 35
<211>20

14

32

32

34

25

34
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ES 2298 829 T3

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ODNI; oligo sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)...(12)

<223> T= timina modificada quimicamente

<400> 35

gggagtceag ttttctggac

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> ODN?2; oligo sintético

<400> 36

aggggtccag ttttctggac

15

20

20
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