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DESCRIPCION

Sistemas vectores basados en replicones de alfavirus.
Campo de la invencion

La presente invencion estd dirigida a métodos y a construcciones mejoradas para preparar particulas alfavirus
recombinantes que son utiles en inmunoterapias para el cancer y enfermedades infecciosas y en el suministro de genes
con propdsitos terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

En la actualidad, los alfavirus se usan como plataforma vectorial para desarrollar vacunas para enfermedades infec-
ciosas (por ejemplo, véase las patentes estadounidenses Nos. 5.792.462, 6.156.558, 5.811.407, 5.789.245, 6.015.694,
5.739.026, Pushko et al., Virology 239 (2): 389-401 (1997), Frolov et al, J. Virol. 71(1): 248-258 (1997); Smerdou
and Liljestrom, J. Virol. 73(2): 1092-1098 (1999). Los alfavirus comprenden un género en la familia Togaviridae, y
los miembros del género se encuentran a lo largo de toda la Tierra, tanto en huéspedes vertebrados como en inverte-
brados. Entre los alfavirus mds estudiados para plataformas vectoriales se encuentran el virus de la encefalitis equina
venezolana (VEE), el virus de la selva de Semliki (SFV) y el virus Sindbis, el miembro prototipo del género. Se han
desarrollado varias construcciones para mejorar la inmunogenicidad y efectividad en aplicaciones de vacunas. Muchas
de estas construcciones han sido disefiadas también para reducir la probabilidad de formacién de virus con capacidad
de replicacion mediante recombinacién. Johnston et al. (patentes estadounidenses Nos. 5.792.462 y 6.156.558, citadas
anteriormente), reconocieron el potencial para la recombinacién partiendo de un sistema auxiliar dnico (en el que el
conjunto completo de proteinas estructurales de un alfavirus estdn en una molécula de ARN vy las proteinas no estruc-
turales y el gen de interés estdn en otra molécula), y de esta manera disefi6 sistemas “doble auxiliar” que utilizaban
dos ARN auxiliares para codificar las proteinas estructurales. Dubensky et al. (patente estadounidense No. 5.789.245)
y Polo et al. (patente estadounidense No. 6.242.259) describen el uso de dos cartuchos de expresion de ADN de pro-
tefnas estructurales de alfavirus para empaquetar replicones de alfavirus u otros vectores de alfavirus. Liljestroom y
colaboradores han presentado datos que confirman que un “sistema auxiliar inico” generard particulas viricas de tipo
salvaje mediante recombinacién (Bergland, et al. 1993 Biotechnology 11(8): 916-920)).

Distribuyendo los genes viricos entre tres dcidos nucleicos, dos de los cuales comprenden el sistema auxiliar, tal co-
mo en la técnica descrita anteriormente, la frecuencia de recombinacién tedrica de creacién de un virus con capacidad
de replicacion se reduce considerablemente respecto a los sistemas de auxiliar tnico. Estos sistemas existentes inclu-
yen el uso de las sefiales de reconocimiento de la ARN polimerasa de alfavirus, de manera que los sistemas auxiliares
pueden aprovecharse de la presencia de la maquinaria de replicacion del alfavirus para la amplificacién y expresion
eficiente de las funciones auxiliares. Sin embargo, la presencia de las sefiales de reconocimiento de terminacién en
los ARN auxiliares significa también que los recombinantes en los que las construcciones auxiliares se incorporan al
final del ARN replicén mediante recombinacién de ARN permanecen replicables. Se reconoce también (por ejemplo,
Liljestrom et al. patente estadounidense No. 6.190.666, columna 17, lineas 45-48) que la regién de unién a cépside
de nsP1 es necesaria para el empaquetamiento del ARN alfavirico en un virus o una particula de tipo virica, y de esta
manera la retirada de esta region resultaria en la reduccion del empaquetamiento (véase también Levis et al. 1986 Cell
44:137 y Weiss et al. 1989 J. Virol. 63:530).

De esta manera, en los sistemas replicén existentes, las sefiales de empaquetamiento conocidas se incluyen tipica-
mente en los ARN replicones y se excluyen de las construcciones auxiliares. Sin embargo, atn asi los ARN auxiliares
son empaquetados o coempaquetados a una frecuencia inferior (Lu and Silver (J. Virol Methods 2001, 91(1): 59-65)),
y las construcciones auxiliares con sefiales de reconocimiento terminales serdn amplificadas y expresadas en presencia
de un replicén, y proporcionardn potencialmente eventos de recombinacidn adicionales.

Las dosificaciones preferentes actuales para la administracion de particulas replicén vectoriales, tal como se des-
cribe en Johnston et al., o particulas alfavirus recombinantes, tal como se describe en Dubensky et al., son aproxi-
madamente de 10° a 10® particulas. En el caso de administraciones a chimpancés, Dubensky et al. han estimado la
necesidad de 4 inyecciones, conteniendo cada una 107-10% particulas, con una vacuna Sindbis-HBV. Dichas dosifi-
caciones requieren procedimientos de fabricacién a gran escala, y las cantidades producidas a dicha escala pueden
ser mayores que la frecuencia predicha para la generacién de virus con capacidad de replicacion en estos sistemas
existentes.

De esta manera, permanece una necesidad de mejorar adicionalmente los sistemas para preparar particulas replicén
de alfavirus para reducir adicionalmente la frecuencia predicha de formacién de virus con capacidad de replicacion, y
para optimizar los costos y las estrategias de preparacion.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona sistemas vectores basados en replicén de alfavirus mejorados para producir par-
ticulas replicén de alfavirus infecciosas, sin capacidad de replicacion en células permisivas a alfavirus. Estan incluidos
en el alcance de la invencién los ARN replicones mejorados y los dcidos nucleicos auxiliares mejorados para expresar
las proteinas estructurales de alfavirus. Durante la produccion de particulas alfavirus recombinantes, la generacién de
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particulas viricas con capacidad de replicacién puede ocurrir mediante solo recombinacién o mediante una combina-
cién de empaquetamiento y recombinacion de auxiliar. De esta manera, se proporcionan construcciones que eliminan
o0 minimizan la ocurrencia de uno o de ambos de estos eventos. Ademas, estas construcciones estan disefiadas también
para minimizar los costos y la complejidad de fabricacién de las particulas preparadas con dichas construcciones. La
invencion proporciona también métodos para preparar particulas alfavirus recombinantes usando las construcciones
reivindicadas, y composiciones farmacéuticas que comprenden estas particulas alfavirus recombinantes.

En un primer aspecto, se proporciona una molécula de ADN recombinante para expresar las proteinas estructurales
de alfavirus que comprende un promotor para dirigir la transcripcion de ARN a partir de una secuencia de ADN
ligada operativamente a una secuencia de ADN que comprende una secuencia codificadora completa de poliproteina
estructural de alfavirus, con la condicion de que la secuencia de ADN no codifique las secuencias de reconocimiento
de replicacién 5’ 6 3’ alfavirales o un promotor subgenémico de alfavirus.

Un segundo aspecto de la invencion proporciona métodos para producir particulas replicén de alfavirus infecciosas,
sin capacidad de replicacién, que comprenden introducir en una poblacién de células (i) la molécula de ADN recom-
binante segtn la reivindicacién 1; y (ii) un ARN replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heter6logo, bajo
condiciones mediante las cuales se producen particulas infecciosas sin capacidad de replicacion.

En un tercer aspecto de la invencidn, se proporcionan métodos para producir particulas replicon de alfavirus infec-
ciosas, sin capacidad de replicacion, que comprenden introducir en un poblacién de células uno o mas dcidos nucleicos
auxiliares seleccionados de entre el grupo que comprende ADN auxiliares no replicantes, tal como se ha descrito an-
teriormente, y un ARN replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heterélogo, de manera que los auxiliares
expresan todas las proteinas estructurales de alfavirus, bajo condiciones mediante las cuales se producen particulas
replicén de alfavirus infecciosas y sin capacidad de replicacion.

Un cuarto aspecto de la presente invencion proporciona células auxiliares para producir particulas alfavirus in-
fecciosas, sin capacidad de replicacidn, utilizando cualquier combinacién de los auxiliares divulgados en la presente
memoria comprendiendo, en una célula permisiva a alfavirus, (i) una o mas moléculas de 4cido nucleico recombinante
seleccionadas de entre el grupo que comprende ADN auxiliares no replicantes, descritos anteriormente, y (ii) un ARN
replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heterdlogo, en el que el uno o més dcidos nucleicos auxiliares
recombinantes codifican, entre los mismos, todas las proteinas estructurales de alfavirus que conforman entre sf las
particulas replicén de alfavirus.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alfavirus” tiene su significado convencional en la técnica, e
incluye diversas especies, tales como VEE, SFV, Sindbis, virus del rio Ross, virus de encefalitis equina occidental,
virus de encefalitis equina oriental, Chikungunya, S.A. AR86, virus Everglades, Mucambo, virus de la selva Barmabh,
virus Middelburg, virus Pixuna, virus O’nyong-nyon, virus Getah, virus Sagiyama, virus Bebaru, virus mayaro, virus
Una, virus Aura, virus Whataroa, virus Banbanki, virus Kyzylagach, virus Highlands J, virus Fort Morgan, virus
Ndumu y virus Buggy Creek. Los alfavirus preferentes usados en las construcciones y los métodos de la invencién
reivindicada son VEE, S.AAR86, Sindbis (por ejemplo TR339, véase la patente estadounidense No. 6.008.035) y SFV.

Las expresiones “secuencia de reconocimiento de replicacién 5° de alfavirus” y “secuencia de reconocimiento de
replicacién 3’ de alfavirus” se refieren a las secuencias que se encuentran en los alfavirus, o secuencias derivadas de
los mismos, que son reconocidas por las proteinas replicasa de alfavirus no estructurales y llevan a la replicacién de
ARN virico. A veces, estas secuencias se denominan como extremos 5’ y 3’, o secuencias 5’ y 3’ de alfavirus. En las
construcciones de la presente invencion, el uso de estos extremos 5 y 3’ resultard en la replicacion de la secuencia
de ARN codificada entre los dos extremos. Estas secuencias pueden ser modificadas mediante técnicas estandar de
biologia molecular para minimizar adicionalmente el potencial de recombinacion o para introducir sitios de clonacion,
con la condicién de que todavia deben ser reconocidos por la maquinaria de replicacién del alfavirus.

La expresion “secuencia de reconocimiento de replicacién 5° de alfavirus minima” se refiere a la secuencia mi-
nima que permite el reconocimiento por las proteinas no estructurales del alfavirus pero no resulta en un empaque-
tamiento/recombinacién considerable de moléculas ARN que contienen la secuencia. En una realizacién preferente,
la secuencia de reconocimiento de replicacién 5° de alfavirus minima resulta en una reduccién, en un factor de entre
50y 100, en la frecuencia observada de empaquetamiento/recombinacién del ARN que contiene dicha secuencia. El
empaquetamiento/recombinacion de auxiliares puede ser valorado mediante varios métodos, por ejemplo, el método
descrito por Lu y Silver (J. Virol Methods 2001, 91(1): 59-65).

Los términos “replicon ARN de alfavirus”, “ARN replicén de alfavirus” y “replicon ARN vector de alfavirus”
se usan de manera intercambiable para hacer referencia a una molécula de ARN que expresa genes de proteinas no
estructurales de manera que puede dirigir su propia replicacién (amplificacion) y comprende, como minimo, las se-
cuencias de reconocimiento de replicaciéon 5’ y 3’ de alfavirus, secuencias codificadoras para proteinas no estructurales
de alfavirus y un tracto de poliadenilacién. Puede contener ademds un promotor o un IRES. También puede ser mo-
dificado artificialmente para expresar proteinas estructurales de alfavirus. Johnston ef al. y Polo et al. (citados en los
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antecedentes) describen numerosas construcciones para dichos replicones ARN de alfavirus, y dichas construcciones
se incorporan a la presente memoria mediante referencia. Realizaciones especificas de los replicones ARN de alfavi-
rus utilizados en la invencidn reivindicada pueden contener una o mds mutaciones atenuantes, siendo una mutacién
atenuante una eliminacién de un nucleétido, una adicién de un nucleétido o una sustitucion de uno o mas nucleotidos,
0 una mutacion que comprende una redisposicion o construccidén quimérica que resulta en una pérdida de virulencia
en un virus vivo que contiene la mutacién en comparacion con el alfavirus de tipo salvaje apropiado. Ejemplos de una
sustitucion de nucleétido atenuante (resultando en un cambio de aminodcidos en el replicén) incluyen una mutacién
en el aminodcido en la posicién 538 de nsP1, aminodcido en la posicién 96 de nsP2 o aminodcido en la posicién 372
de nsP2 en el alfavirus S.A.AR86.

Los términos “proteina/proteinas estructurales de alfavirus™ se refieren a una o a una combinacién de las proteinas
estructurales codificadas por alfavirus. Estas son producidas por los virus como una poliproteina y estan representadas
generalmente en la literatura como C-E3-E2-6k-E1. E3 y 6k sirven como sefiales de translocacion/transporte de mem-
brana para las dos glicoproteinas, E2 y E1. De esta manera, el uso del término E1 en la presente memoria puede hacer
referencia a E1, E3-El, 6k-E1 o E3-6k-E1 y el uso del término E2 en la presente memoria puede hacer referencia a
E2, E3-E2, 6k-E2 o E3-6k-E2.

El término “auxiliar(es)” se refiere a una molécula de dcido nucleico que es capaz de expresar una o mds proteinas
estructurales de alfavirus.

Los términos “células auxiliares” y “células empaquetadoras” se usan de manera intercambiable en la presente
memoria y se refieren a la célula en la que se producen particulas replicén de alfavirus. La célula auxiliar comprende un
conjunto de auxiliares que codifican una o mas proteinas estructurales de alfavirus. Tal como se divulga en la presente
memoria, los auxiliares pueden ser ARN o ADN. La célula puede ser cualquier célula permisiva a alfavirus, es decir,
células que son capaces de producir particulas de alfavirus tras la introduccién de una transcripcién de ARN virico.
Las células permisivas a alfavirus incluyen, pero no se limitan a, células Vero, de rifién de cria de hamster (NHK),
293, 293T, fibroblasto de embrién de pollo (CEF) y de ovario de hdmster chino (CHO). En ciertas realizaciones de la
invencion reivindicada, la célula auxiliar o empaquetadora puede incluir ademds una ARN polimerasa dependiente de
ARN heterdlogo y/o una proteasa especifica de secuencia.

Los términos “particulas replicén de alfavirus™ “particulas replicén de virus” o “particulas alfavirus recombinan-
tes”, usadas de manera intercambiable en la presente memoria, se refieren a un complejo estructural de tipo virién que
incorpora un ARN replicén de alfavirus que expresa una o mas secuencias ARN heterélogas. Tipicamente, el comple-
jo estructural de tipo virién incluye una o mds proteinas estructurales de alfavirus incluidas en una envoltura lipidica
que encierra una nucleocdpside que a su vez encierra el ARN. Tipicamente, la envoltura lipidica es derivada de la
membrana plasmadtica de la célula en la que se producen las particulas. Preferentemente, el ARN replicén de alfavirus
estd rodeado por una estructura nucleocdpside compuesta de la proteina de cdpside de alfavirus, y las glicoproteinas
de alfavirus estan incluidas en el envoltorio lipidico derivado de las células. Las particulas replicon de alfavirus son
infecciosas pero sin capacidad de replicacion, es decir, el ARN replicon no puede replicarse en la célula huésped en
ausencia del 4cido nucleico auxiliar o 4cido nucleicos auxiliares que codifican las proteinas estructurales del alfavirus.

Tal como se describe en detalle mas adelante, la presente invencidn proporciona sistemas replicén basados en alfa-
virus mejorados que reducen el potencial para la formacion de virus con capacidad de replicacion y que son adecuados
y/o ventajosos para la fabricacién a escala comercial de vacunas o agentes terapéuticos que los comprenden. La pre-
sente invencién proporciona replicones ARN de alfavirus mejorados y auxiliares mejorados para expresar proteinas
estructurales de alfavirus.

ADN auxiliar no replicante

En una realizacion de la presente invencion, se divulga un ADN auxiliar que no incorpora las secuencias de re-
conocimiento de replicacion de alfavirus que permiten la amplificacién del ARN codificado entre las secuencias. Al
carecer de dichas secuencias, que pueden contribuir a la frecuencia de moléculas recombinantes funcionales que pue-
den generarse en la célula auxiliar, un inico ADN auxiliar, que codifica todas las proteinas estructurales de alfavirus
necesarias para producir particulas de alfavirus recombinantes, puede minimizar el efecto que pueda tener el empa-
quetamiento/recombinacién sobre una célula auxiliar. La reduccién en empaquetamiento/recombinacion detectada, en
comparacién con el sistema ARN bipartito, es de al menos un orden de magnitud inferior; en realizaciones preferen-
tes, es dos, tres, o cuatro 6rdenes de magnitud inferior. De esta manera, otra realizacién de la invencién reivindicada
comprende un ADN recombinante para expresar proteinas estructurales de alfavirus que comprende un promotor li-
gado operativamente a una secuencia nucledtida que codifica todas las proteinas estructurales de alfavirus. En una
realizacion preferente, el promotor es un promotor de la ARN polimerasa II, tal como el promotor de CMV.

Una o més de las proteinas estructurales de alfavirus pueden codificar una o mds mutaciones atenuantes, por
ejemplo, tal como se define en las patentes estadounidenses Nos. 5.792.462 y 6.156.558. Las mutaciones atenuantes
especificas para la glicoproteina E1 de VEE incluyen una mutacién atenuante en cualquiera de los aminodcidos en
las posiciones 81, 272 o0 253 de El. Las particulas replicén de alfavirus preparadas a partir del mutante VEE-3042
contienen una sustitucion de isoleucina en E1-81, y las particulas replicén de virus preparadas a partir del mutante
VEE-3040 contienen una mutacién atenuante en E1-253. Las mutaciones atenuantes especificas para la glicoproteina
E2 de VEE incluyen una mutacién atenuante en cualquiera de los aminodcidos de las posiciones 76, 120 o 209 de
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E2. Las particulas replicon de alfavirus preparadas a partir del mutante VEE-3014 contienen mutaciones atenuantes
en E1-272 y en E2-209 (véase la patente estadounidense No 5.792.492). Una mutacion atenuante especifica para la
glicoproteina E2 VEE incluye una mutacién atenuante que comprende una eliminacién de los aminodcidos 56-59
de E3. Las particulas replicén de virus preparadas a partir del mutante VEE-3526 contienen esta eliminacién en E3
(aminoécidos 56-59) asi como una segunda mutacion atenuante en E1-253. Las mutaciones atenuantes especificas para
la glicoproteina E2 de S.A.AR86 incluyen una mutacion atenuante en cualquiera de los aminodcidos de las posiciones
304, 314, 372 0 376 de E2.

Se divulgan también métodos preferentes para introducir este ADN auxiliar en células permisivas a alfavirus,
incluyendo el uso de lipidos cati6nicos, tales como FuGene® y Lipofectamina®, electroporacién o vectores viricos.
La combinacién del tipo de célula y el método de transfeccion puede ser optimizada ensayando dichas combinaciones
seguin los métodos divulgados en la presente memoria. En realizaciones especificas, pueden usarse células 293T y
Vero. En una realizacién preferente, el ADN auxiliar es introducido previamente a la introduccién del ARN replicén,
por ejemplo, treinta minutos, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 12, 24 0 48 horas antes de la electroporacién del ARN replicén
en las células. Es adecuada cualquier cantidad de tiempo que no resulte en una reduccién considerable en la eficiencia
de transfeccion del ARN replicén y que permita un empaquetamiento suficiente de VRPs por las células.

En una realizacién alternativa, los ADN auxiliares de la presente invencién pueden ser co-electroporados en las
células auxiliares con un ARN replicén de alfavirus. Los pardmetros de la electroporacién son ajustados partiendo
de los usados para la electroporaciéon de s6lo ARN o ADN para optimizar el rendimiento de las VPRs de las células
auxiliares.

Meétodos para preparar particulas replicon de alfavirus

Se divulgan también métodos para preparar particulas replicén de alfavirus que expresan una o mds secuencias
heter6logas que utilizan los auxiliares y/o replicones ARN de alfavirus de la presente invencién. Usando los métodos
de la presente invencidn, se producen preparaciones de particulas replicén de alfavirus que no contienen particulas
detectables de alfavirus con capacidad de replicacidn, tal como se determina mediante el paso en células permisivas a
alfavirus en cultivo.

Para preparar las particulas, se seleccionan un auxiliar o una combinacién de auxiliares de manera que proporcio-
nen todas las protefnas estructurales de alfavirus necesarias para conformar una particula infecciosa. En realizaciones
preferentes, el auxiliar o la combinacién de auxiliares codifican para capside, E1 y E2. En una realizacién que com-
prende mds de un auxiliar, uno de los auxiliares puede ser seleccionado de entre los auxiliares conocidos en la técnica,
por ejemplo, los ARN auxiliares escindidos estandar, citados en la presente memoria. Un auxiliar o una combinacién
de auxiliares que comprende al menos una realizacién de la presente invencion pueden ser usados para empaquetar
cualquier ARN replicon de alfavirus. En realizaciones preferentes, el ARN replicon de alfavirus es un ARN replicén
de alfavirus reconfigurado, tal como se reivindica en la presente memora o el ARN replicén de alfavirus estandar
citado en la presente memoria. En realizaciones preferentes especificas, las particulas replicén de alfavirus son parti-
culas basadas en VEE, es decir, los auxiliares codifican proteinas estructurales del alfavirus VEE y el ARN replicén
es derivado del VEE.

Las particulas replicon de alfavirus se preparan segin los métodos divulgados en la presente memoria en com-
binacién con técnicas conocidas por las personas con conocimientos en la materia. Los métodos incluyen primero
introducir el auxiliar o los auxiliares seleccionados y un ARN replicén de alfavirus, que codifica uno o mis ARNs
heter6logos, en una poblacién de células permisivas a alfavirus, y a continuacién incubar las células bajo condiciones
que permiten la produccién de particulas replicon de alfavirus. La etapa de introducir el auxiliar o los auxiliares y el
ARN replicén de alfavirus en la poblacién de células auxiliares puede realizarse mediante cualquier medio adecuado,
tal como se divulga en la presente memoria, o0 mediante otro medio conocido por las personas con conocimientos en la
materia. Tal como se describe en la presente memoria, la poblacion de células puede ser una linea celular trasformada
de manera estable que proporcione un promotor, una ribozima que actda en trans, una proteasa o cualquier com-
binacién de los mismos. Como alternativa, dichos promotores, ribozimas que actian en trans o proteasas pueden ser
afiadidos a la poblacién de células en forma de proteinas o dcidos nucleicos no replicables o replicables separadamente,
segun la aplicacion.

Las composiciones o preparaciones de particulas replicon de alfavirus son recolectadas de la poblacién de células
auxiliares usando técnicas convencionales conocidas por las personas con conocimientos en la materia, por ejemplo,
las patentes estadounidenses No. 5.492.462, 6.156.558, y estas composiciones estdn caracterizadas por el hecho de
que no contendran particulas detectables de alfavirus con capacidad de replicacidn, tal como se mide mediante el paso
en células permisivas a alfavirus en cultivo.

Tal como comprenderdn las personas con conocimientos en la materia, hay varias realizaciones y elementos para
cada aspecto de la invencion reivindicada, y en la presente memoria se anticipan todas las combinaciones de los
diferentes elementos, de manera que las combinaciones especificas ejemplificadas en la presente memoria no deben
considerarse como limitaciones en el alcance de la invencidn tal como se reivindica. Si se eliminan o afiaden elementos
especificos al grupo de los elementos disponibles en una combinacidn, entonces debe considerarse que el grupo de
elementos tiene incorporado dicho cambio.
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TABLA 1

Cebadores PCR para resolver la clonacion de ADN auxiliar

Nombre | Secuencia Producto de
del amplificacion
cebador
GP 5CTAGCTAGCTATGTCACTAGTGACCACCATG3 | Glicoproteina
directa | (ID SEC NO: 1) de VEE
GP 5 GGGCCCTCAATTATGTTTCTGGTTGGT 3 (ID | Glicoproteina
inversa | SEC NO: 2) de VEE
GP-2 5 Glicoproteina
directa | GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTATAGGCGGCG | de VEE
CATGAGAGAAGCCCAGACCA 3’ (ID SEC NO: 3)
GP2 5 GCTAGCGCTCTTCCCTTTTTITITITT 3 (ID SEC | Glicoproteina
inversa | NO: 4) de VEE
Capside | 5° GCTCTAGAATGTTICCCGTTCCAGCCAATG 3 | Capside de
directa | (ID SEC NO: 5) VEE
Capside | 5 Capside de
inversa { GCGTCGACGTCTTGGCCATAGCGGCCGCGGTT | VEE
ACAGACACATGGTGGTCACT 3’ (ID SEC NO: 6)
hdR 5 Ribozima de
directa | CGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGT | hepatitis delta
CCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGTCGTCC
ACTCGGAATGGCTAAGGGAGAGCTCGC 3 (ID
SEC NO: 7)
hdR 5 Ribozima de

inversa

TCGAGCGAGCTCTCCCTTAGCCATCCGAGTGGA

hepatitis delta
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CGACGTCCTCCTTCGGATGCCCAGGTCGGACC
GCGAGGAGGTGGAGATGCCATGCCGACCCGGG
CC 3’ (ID SEC NO: 8)

CMV 5 TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGG 3’ (ID SEC | Promotor
directa | NO: 9) CMV IE

CMV 5TGGTCTGGGCTTCTCTCATGCGCCGCCTATAC | Promotor
inversa | GGTTCACTAAACCAGCTCTGC 3 (ID SEC NO: 10) | CMV IE

D26S 5GGCGCGCCGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGS | CMV IE + VEE
directa | (ID SEC NO:11) 5 NCR

D26s 5GGCGCGCCTCCGTCAACCGCGTATACATCCTG | CMV IE + VEE
inversa | GTAA3(ID SEC NO: 12) 5 NCR

E3 5GGCGCGCCATGTCACTAGTGACCACCATGTGY' | Genes  3-E2-
directa | (ID SEC NO:13) 6k

6K 5 CTCGTAGGCGCCGGCGCCTGCGG 3’ (ID SEC | Genes  3-E2-
inversa | NO: 14) 6k

EMCV | 5GGCGCGCCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCY EMCV IRES
directa | (ID SEC NO: 15)

EMCV |5 GGCGCGCCTTATCATCGTGTTTTTCAAAG 3’| EMCV IRES
inversa | (ID SEC NO: 16)

EMCV- |5 GCTAGCAATTCCGCCCCTCTCCCTCCC 3 (ID | EMCV IRES

2 SEC NO: 17)

directa

EMCV- |5 GCTAGCTTATCATCGTGITTTICAAAG 3’ (ID | EMCV IRES

2
inversa

SEC NO: 18)
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TABLA 2
Cebadores de PCR para la clonacion de ARN auxiliar de Nodavirus

Nombre | Secuencia Producto de
del amplificacidon
cebador

Capside | 5 CGACGCGTATGTTCCCGTTCCAGCCAATG | Miul capside VEE
F (Miul) | 3’ (ID SEC NO: 19)

Céapside | 5’ Mlul capside de
R (Mlul) | GCACGCGTTTACAGACACATGGTGGTCACT | VEE, céapside 1
3’ (ID SEC NO: 20) de VEE, capside
2 de VEE
Capside | 5’ Cépside 1 de
F1 CCTGCCATGGTATAAATGTTCCCGTTCCAAC | VEE

(Ncol) | CAATG 3’ (ID SEC NO: 21)
Cépside | 5 CCTGCCATGGCCCCGTTCCAACCAATG 3’| Capside 2 de
F2 (ID SEC NO: 22) VEE

(Ncol)

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se proporcionan para ilustrar la presente invencién, y no deberian considerarse como
limitativos de la misma. En estos ejemplos, nm se refiere a nanémetro, mL se refiere a mililitro, ufp/mL se refiere a
unidades formadoras de placa/mililitro, nt se refiere a nucleétido(s), PBS se refiere a salina tamponada con fosfato,
VEE se refiere a virus de encefalitis equina venezolana, EMC se refiere a virus de encefalomiocarditis, BHK se refiere
a células renales de cria de hamster, GFP se refiere a proteina fluorescente verde, Gp se refiere a glicoproteina, CAT se
refiere a cloranfenicol acetil transferasa, IFA se refiere a ensayo inmunofluorescente, e IRES se refiere a sitio interno
de entrada al ribosoma. La expresioén “nimero de aminodcido (por ejemplo, lys, thr, etc.) de E2” indica el aminoacido
designado en el residuo designado del gen E2, y se usa también para hacer referencia a aminodcidos en residuos
especificos en la proteina E1 y en la proteina E3.

En los ejemplos siguientes, los materiales de inicio para construir los diversos plasmidos auxiliares pueden ser
seleccionados de entre cualquiera de los siguientes: clones de ADNc de longitud completa de VEE, es decir pV3000,
la cepa virulenta de asno de Trinidad del VEE; o cualquiera de estos clones con mutaciones atenuantes: pV3014 (E2
lys 209, E1 thr 272), p3042 (E1 ile 81), pV3519 (E2 lys 76, E2 lys 209, E1 thr 272) y pV3526 (eliminacién de E3 56-
59, El ser 253), que estdn en el fondo genético de la cepa de asno de Trinidad del VEE. Tal como se describe en la
patente estadounidense No. 5.792.462, estos plasmidos son digeridos con enzimas de restriccién y son religados para
retirar la regién codificadora de proteina no estructural. Como alternativa, puede comenzarse con pldsmidos auxiliares
existentes, tales como los descritos en Pushko et al. 1997, Ibid. o como se describe en la presente memoria.

Ejemplo 1
Farticulas replicon de VEE

Las particulas replicén para uso como vacuna o para terapia génica pueden ser producidas usando el sistema
vector basado en VEE (véase, por ejemplo, la patente estadounidense No. 5.792.462). En estos Ejemplos, una o mas
mutaciones atenuantes (por ejemplo, Johnston y Smith, Virology 162(2): 437-443 (1988); Davis et al., Virology 171
(1): 189-204 (1989); Davis et al., 1990) pueden ser insertadas en la secuencia del VEE para generar particulas replicén
de VEE atenuadas (Davis et al., Virology 183 (1): 20-31 (1991); Davis et al., Virology 212(1): 102-110 (1995); Grieder
et al., Virology 206(2): 994-1006 (1995).
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Los ejemplos de la presente memoria describen la construccién de un ARN replicén, es decir, un ARN que se auto-
amplifica y expresa, y uno o mds dcidos nucleicos auxiliares que codifican las proteinas estructurales para permitir el
empaquetamiento. E1 ARN replicén porta uno o mas genes extrafios, por ejemplo, un gen que codifica un inmunégeno
o un gen indicador. A continuacion, el ARN replicén y los 4cidos nucleicos auxiliares (que expresan las proteinas
estructurales de alfavirus, tal como se describe mas adelante) son introducidos en una célula individual, es decir, la
célula auxiliar o empaquetadora, en la que el ARN replicén es empaquetado en el interior de particulas de tipo virus
(denominadas en esta memoria como “particulas replicén de virus” o “VRPs”) que son infecciosas durante s6lo un
ciclo. Durante el dnico ciclo infeccioso, las caracteristicas del vector basado en alfavirus resultan en muy altos niveles
de expresion del ARN replicén en las células a las que va dirigido el VRP, por ejemplo, células del nodo linfatico.

Los vectores vacuna resultantes son no virulentos y proporcionan proteccién completa contra la amenaza de virus
letales en animales, incluyendo, pero no limitdndose a, roedores, caballos, primates no humanos y humanos.

Ejemplo de referencia 2
ARN auxiliares y replicones de VEE estdndares

Tal como se describe en la patente estadounidense No. 5.792.462, Pushko et al., 1997 (Virology 239:389-401), y
WO 02/03917 (Olmsted, et al.), un replicén de alfavirus estdndar basado en VEE contiene los genes no estructurales
de VEE y una tnica copia del promotor de ARN subgenémico 26S, seguido de un sitio de clonacién multiple. En una
construccién de vacuna, uno o mas genes que codifican un inmundgeno son insertados en este sitio de clonacién. Con
el propésito de demostrar la capacidad de los nuevos cartuchos de expresion de proteinas estructurales de la presente
invencidn, se construyen replicones de VEE insertando el gen CAT o GFP en este sitio de clonacién. La expresion de
estos genes indicadores a partir de particulas preparadas con varias combinaciones de los cartuchos de expresion de
proteinas estructurales descritas en la presente memoria demuestra la utilidad y 1la novedad de estos cartuchos.

Los sistemas ARN auxiliares escindidos del VEE estandar, tal como se describen en la patente estadounidense
No. 5.792.462, Pushko et al., 1997 (Virology 239:389-401), y la publicacién PCT WO 02/03917 (Olmsted, et al.),
se describen en la presente memoria como “ARN Cap o Gp”, “ARN auxiliar de Gp de tipo salvaje”, “glicoproteina
auxiliar”, “ARN auxiliar de Gp”, “GP auxiliar”, “cépside auxiliar” o “C auxiliar”. Estos ARN auxiliares se realizan
a partir de ADNSs plasmidicos tal como se describe en las citadas referencias, y estos ADNs plasmidicos pueden ser
una fuente conveniente para obtener los fragmentos codificadores de proteinas estructurales, por ejemplo, mediante
amplificacién PCR. Como alternativa, estos fragmentos codificadores pueden obtenerse a partir de clones de longitud
completa de VEE o de sus variantes atenuadas (véase la patente estadounidense No. 5.185.440 y la patente esta-
dounidense 5.505.947). Estos VEE auxiliares estdndares son usados en combinacién con las invenciones auxiliares
divulgadas en la presente memoria y/o en estudios comparativos con los nuevos sistemas, tal como se divulga en la

presente memoria.

Ejemplo de referencia 3
Vector ARN replicon de alfavirus reconfigurado

La regién nsP4 fue eliminada de un vector replicon que expresa GFP de VEE estdndar (véase el Ejemplo 2)
mediante la digestiéon con enzimas de restriccién Avrll y Apal, seguido del tratamiento del ADN digerido con T4
ADN polimerasa para generar extremos romos, y re-ligacién del ADN para generar pGFP AnsP4-1. Cuando el ARN
transcrito in vitro, a partir de ADN plasmidico de pGFP AnsP4-1, es electroporado en células, la GFP no es expresada.
Sin embargo, la proteina GFP puede ser detectada facilmente en células co-electroparadas con ARN de GFP AnsP4-
1 y un ARN vector replicén no modificado. Esto demuestra que el vector pGFP AnsP4-1 puede ser complementado
con la proteina nsP4 proporcionada en trans mediante otro ARN replicon. Este resultado indica que el gen nsp4 puede
funcionar cuando es expresado de manera separada de las otras proteinas no estructurales.

A continuacion, el gen nsP4 (incluyendo una parte de nsP3 para mantener un sitio de escision de la proteasa nsP2)
fue clonado aguas abajo de un EMCV IRES. La region nsP4 fue amplificada mediante PCR partiendo de un vector
replicén de VEE estdndar con cebadores nsP34-directo (ID SEC NO: 33) y nsP4-stop (ID SEC NO: 34) (véase también
la Tabla 3). El fragmento del gen nsP4 amplificado fue clonado en un vector de transferencia que contenia un EMCV
IRES, usando BamHI y Xbal como sitios de enzima de restriccion 5’ y 3’. A continuacién, se usé un segundo conjunto
de cebadores para amplificar la construccion EMCV-nsP4 partiendo del vector de transferencia: EMCV directo-Ascl
(ID SEC NO: 35) y EMCYV inverso-Ascl (ID SEC NO: 36), véase también la Tabla 3). El producto de la PCR de
EMCYV nsP4 fue digerido con enzima de restricciéon Ascl y fue ligado en un ADN vector pGFP AnsP4-1 linealizado
con Ascl, para generar pGFP AnsP4-1.1. La region del gen nsP4 clonada (incluyendo una parte del nsP3 que contiene
el sitio de proteasa nsP2) fue secuenciada para asegurar que no se introducian mutaciones en el gen nsP4 durante la
clonacién.

El ARN transcrito in vitro a partir de ADN de pGFP AnsP4-1.1 fue electroporado en células Vero, BHK, 293T y
CEEF, y la expresion de la proteina GFP fue detectada en todos los tipos de células.
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TABLA 3

Cebadores PCR para el vector replicon reconfigurado

Nombre Secuencia 5°-3’ Region
del amplificada

cebador

nsP34 | CGGGATCCATGCGGTTTGATGCGGGTGCATACATC | Gen nsP4

directo | (ID SEC NO: 33) de VEE

nsP4 GC_TCTAGATTAGCCGTAGAGAGTTATAGGGG (ID| Gen nsP4

stop SEC NO: 34) de VEE

EMCV | TGGCGCGCCGCTCGGAATTCCCCCTCTCCC (ID | EMCV-nsP4
directo- | SEC NO: 35)
Ascl
EMCV | AGGCGCGCCTTCTATGTAAGCAGCTTGCC (ID SEC | EMCV-nsP4
inverso- | NO: 36)
Ascl

Ejemplo de referencia 4
Construccion de auxiliares con secuencia de reconocimiento de replicacion 5’ de alfavirus minima
A. Construcciones para determinar la region no traducida (UTR) 5’ minima

Cuando las particulas replicon de VEE (VRP) son inoculadas en cultivos frescos de células Vero, a altas multipli-
cidades de infeccién (MOI), la proteina de capside puede ser detectada mediante un ensayo de inmunofluorescencia
anti-capside (IFA; véase la Tabla 5 mas adelante). La deteccion de proteina de capside en células infectadas con VRP
indica que el gen de cépside estd presente en la VRP. Otros autores han informado acerca de descubrimientos simi-
lares a estos (Lu y Silver, 2001, ibid). Esto puede ocurrir de al menos tres maneras: 1) como resultado de un evento
de recombinacion entre el ARN de cédpside auxiliar y un ARN replicén, 2) como resultado del co-empaquetamiento
del ARN de cépside auxiliar en una particula que contiene ARN replicén de VEE, o 3) como resultado del empaque-
tamiento del ARN de cédpside auxiliar sélo en particulas (sin ARN replicéon de VEE presente). Los VEE auxiliares
descritos previamente en la técnica (Johnston et al., ibid., Pushko et al., ibid.) contienen 519 neuclétidos de la regién
5’ del ARN de VEE. Especificamente, esta regiéon 5 codifica una regién no traducida (UTR) de 45 nt asi como 474
nt del marco de lectura abierta (ORF) de nsP1. Estos ARN auxiliares fueron designados originalmente para retirar la
regién nucledtida de VEE para implicarla en el empaquetamiento del ARN virico en particulas. Este disefio se basé en
el trabajo realizado usando el virus Sindbis, en el que una regién de nsP1, situada aproximadamente a 1.000 nt en el
genoma, se crey6 que codificaba la sefial de empaquetamiento (Bredenbeek, PJ ef al., 1993 J Virol 67: 6439-6446; Le-
vis et al 1986 Cell 44:137-145; Weiss et al. 1989 J Virol 63:5310-8). Para optimizar adicionalmente las construcciones
auxiliares, se realizaron cada vez mds eliminaciones en el UTR 5’ para determinar las secuencias minimas requeridas
para que los auxiliares proporcionen (i) rendimientos de VRP aceptables y (II) la frecuencia teérica minima para el
co-empaquetamiento/recombinacién de genes de capside en las preparaciones de VRP.

1. Construccion de cdpsides auxiliares de VEE truncadas en 5’
Se construyé un pldsmido cdpside auxiliar que contiene la secuencia para el gen de capside de VEE, tal como se
ha descrito anteriormente. Esta construccion contiene una secuencia de 519 neuclétidos, el “UTR 5°”, situado aguas

arriba (es decir, 5°) del cod6n de inicio de ATG para la secuencia codificadora de cdpside, y se denomina en la presente
memoria como “hcap10”.

10
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(a) Construccion basada en PCR

Se realizaron nueve eliminaciones consecutivas de aproximadamente 50 nt cada una en el UTR de 519 nt presente
en la cépside auxiliar de VEE (véase el Ejemplo 2). Se realizaron las eliminaciones siguientes del extremo 3’ del UTR
5

Nombre de la construccion nt incluidos en UTR &’
Hcap
10 1-520

1-484
1-435

1-397
1-336
1-294
1-231
1-185
1-125
1-46

O IO |IN|O O, |wiN|—~

Este conjunto inicial de construcciones de capsides auxiliares (“Hcap”) fue producido usando un método PCR que
no requeria de la clonacién de las construcciones individuales. El procedimiento fue realizado en dos etapas separadas.
Primero, se disefiaron nueve cebadores inversos (Hcap 1-9 inverso) separados ~ 50 nt, complementarios al UTR 5’
hasta la posicion 470 del replicén de VEE, y fueron modificados para contener un sitio de restricciéon Apal:

Nombre del cebador ID SEC NO:
48-132-pr2 39
48-132-pr4 40
48-132-pr6 41
48-132-pr8 42
48-132-pr10 43
48-132-pr12 44
48-132-pri4 45
48-132-pr16 46
48-132-pr18 47

Las secuencias de cada uno de estos cebadores se presentan en la Tabla 4. Un cebador Hcap directo, 13-101.pr1 (ID
SEC NO: 37) (véase también la Tabla 4) fue disefiado de manera que cuando el mismo fuera usado en combinacién
con cualquiera de los cebadores inversos, amplificaria un fragmento que contiene el promotor T7 y la eliminacién en
UTR 5’ respectiva. Segundo, los cebadores fueron disefiados para amplificar el gen de cdpside partiendo del plasmido
cépside auxiliar existente de manera que el fragmento tendria la composicién siguiente: sitio de restricciéon Apal 5°,
promotor 26S, gen de cdpside, 3° UTR-3". Estos cebadores son 48-132.pr1 (ID SEC NO: 48) y 3-8pr4 (ID SEC NO:
49) (véase también la Tabla 4). Los productos de PCR amplificados fueron digeridos con enzima Apal y fueron ligados
entre si en el sitio Apal comun. Estos ADNs ligados fueron usados como plantilla para amplificar mediante PCR cada
una de las construcciones Hcap usando los cebadores 13-101.pr1 (ID SEC NO: 37) y 13-101.pr4 (ID SEC NO: 38),
que flanquean las regiones 5’ y 3’ de cada auxiliar, respectivamente. Los ADNSs auxiliares de Hcap amplificados fueron
usados para transcribir ARN in vitro para el uso en experimentos de empaquetamiento de VRP.

11
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TABLA 4

Cebadores para la clonacion de construccion Hecap

Nombre de Secuencia -3’ del cebador Regidn
cebador amplificada
13-101-pr1 | CCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGA  (ID | Hcap hacia
SEC NO: 37) delante
13-101.prd [TTTTTITTITTIT I I T I TITIqiIoITITiTT | VEE 3
TTTTTTTTTGAAATATTAAAAACAAAATCCGATT | hacia atras
CGG (SEQ UD NO: 38)
48-132.pr2 | GACGGGCCCCTTGCCCTTCGTAGCGACAC (ID | Heap-1
SEC NO: 39) hacia atras
48-132.pr4 | GACGGGCCCAGTTTCCAGGTCAGGGTCGC (ID | Heap-2
SEC NO: 40) hacia atras
48-132.pr6 | GACGGGCCCCCTTCATTTTCTTGTCCAATTCCT | Heap-3
(ID SEC NO: 41) hacia atras
48-132.pr8 | GACGGGCCCTGCATACTTATACAATCTGTCCG | Heap-4
GA (ID SEC NO: 42) hacia atras
48-132.pr10 | GACGGGCCCCGGACAGATACAATGATACTTGT | Heap-5
GCT (ID SEC NO: 43) hacia atras
48-132.pr12 | GACGGGCCCGCCAGATGCGAAAACGCTCTG | Hcap-6
(ID SEC NO: 44) hacia atras
48-132.pr14 | GACGGGCCCGCCAGATGCGAAAACGCTCTG | Hcap-7
(ID SEC NO: 45) hacia atras
48-132.pr16 | GACGGGCCCTACCTCAAACTGCGGGAAGC (ID | Hcap-8
SEC NO: 46) hacia atras
48-132.pr18 | GACGGGCCCTTTTGGGTAGGTAATTGGTCTGG | Hcap-9
(ID SEC NO: 47) hacia atras
48-132.pr1 | GACGGGCCCCTATAACTCTCTAC (ID SEC NO: | Capside
48) hacia
delante
3-8pr4 GCAACGCGGGGAGGCAGACA (ID SEC NO: 49) | Capside
hacia atras

(b) Construccion plasmidica de auxiliares truncados seleccionados

Para construir versiones plasmidicas de clones Hcap seleccionados, cada UTR 5° fue amplificado mediante PCR tal
como se ha descrito anteriormente, fue digerido con enzimas de restriccién EcoRI y Apal, y a continuacién fue ligado
en un vector replicon de VEE estdndar (véase el Ejemplo 2), que fue digerido también con enzimas de restriccién
EcoRI y Apal. Cada uno de los vectores auxiliares “vacios” resultantes (auxiliares-A) contenia una de las nueve
regiones UTR 5’ eliminadas. A continuacidn, el gen de cdpside fue amplificado mediante PCR a partir del pldsmido

12
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cépside auxiliar estdndar con cebadores 48-132.prl y 3-8pr4, tal como se ha descrito anteriormente, fue digerido con
enzimas de restriccion Apal y Notl y fue ligado en cada uno de los auxiliares-A linealizados también con enzimas de
restriccion Apal y Notl.

B. Andlisis de construcciones auxiliares truncadas

Cada una de las construcciones auxiliares truncadas fue ensayada separadamente para su capacidad para empaque-
tar ARN replicén que expresa un inmunégeno (por ejemplo, la proteina Gag del VIH) en VRPs. 30 ug de cada uno de
los 3 ARNs (es decir, la cdpside auxiliar truncada, Gp auxiliar de VEE estdndar, y un ARN replicén que expresa Gag
del VIH) fueron electroporados en células CHO o VERO.

1. Andlisis IFA de células CHO electroporadas

TABLA 5

Andlisis de células CHO electroporadas

Muestra GAG  Céapside Gp
Hcap1 >90% 20% >90%
Hcap2 >90% 15% >90%
Hcap3  >90% 15% >90%
Hcap4  >90% 10% >90%
Hcap5 >90% 5% >90%
Hcap6  >90% 5% >90%
Hcap7  >90% 5% >90%
Hcap8 >90% <1% >90%
Hcap9  >90% <1% >90%

Hcap10 >90% >90% >90%

2. Andlisis de empaquetamiento/recombinacion en células CHO

Los estudios de empaquetamiento/recombinacién fueron realizados en VRP generada en células CHO (Tabla 6).
La titulacién de las particulas que expresan la cdpside y VRP GAG resultantes fueron determinadas mediante infeccién
de células frescas y realizando un IFA para proteina de cdpside o GAG.

Se generaron VRP de alta titulacién (> 1 x 10%/ml) en células CHO usando Hcap-1 a Heap-6. La mayoria de las
preparaciones de VRP de células CHO generadas con estos ARN de Hcap tenian un factor de reduccién de 20 a >100
en la titulacién de coempaquetamiento/recombinacion de capside, en comparacién con Heap 10 (la cdpside auxiliar
“UTR 5°” de longitud completa estandar).

13
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TABLA 6
Muestra VRP GAG Capside Factor de
titulacion/mi titulacion/ml reduccion de
titulacion capside
vs hcap10
Hcap1 2,5x 108 1,4 x 10° 23,6
Hcap?2 1,0 x 108 1,4x 10° 23,6
Hcap3 1,8 x 108 7,1 x 107 46,5
Hcap4 1,4 x 108 2,6 x 10 126,9
Hcap5 1,1x 108 1,4 x 10° 236
Hcap6 1,7 x 10® 6,7 x 10° 4,9
Hcap7 8,8 x 10’ 1,4 x 10° 23,6
Hcap8 2,8 x 10° nd
Hcap9 7.4 x 10° 3,5 x 102 94,3
Hcap10 3,4 x 108 3,3x 10* 0,0
nd: no determinado

3. Andlisis de empaquetamiento/recombinacion en células Vero usando auxiliares seleccionados

Los clones pldsmidos fueron preparados para los UTRs 5’ truncados de Hcap 1 a Hcap4, y los clones fueron
secuenciados para confirmar su identidad. Usando el auxiliar truncado Hcap4 para proporcionar la proteina de capside,
se produjeron VRPs después de la co-electroporacion en células Vero con una Gag del VIH, un ARN replicén de VEE

y un ARN auxiliar de Gp estandar (véase el Ejemplo 2).

Se realizé un andlisis IFA de las células Vero infectadas con estos VRPs a un MOI de ~ 50-100 (para garantizar el
100% de infeccion de las células) 16 h después de la infeccidén usando un anticuerpo anticdpside. El nimero de células
IFA positivas para cédpside fue determinado por cada campo a una amplificacién de 10X, y este nlimero se usé para
calcular una titulacién de coempaquetamiento/recombinacién para capside por cada milimetro. La Tabla 7 proporciona

los resultados usando este auxiliar truncado, en comparacion con la cdpside auxiliar estdndar (“Heap 10”).

TABLA 7

Titulaciones VRP y cdpside en células Vero usando auxiliar Hcap4

Muestra VRP GAG Capside Veces de reduccion
titulacién/ml titulacion/ml titulacién capside vs
heap 10
Hcap4 9,6 x 10® 1,3 x 10* 36,2
Hcap10 1,2 x 10° 47 x10° 0,0
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Ejemplo de referencia 4
Auxiliares impulsados por T7 polimerasa
A. Glicoproteina auxiliar de VEE impulsada por T7 polimerasa

Los genes de glicoproteina (Gp) de la Gp auxiliar son amplificados mediante PCR y son clonados aguas abajo
de un EMC IRES. A continuacion, el fragmento EMC/Gp es clonado en pCRBIunt (Invitrogen, Carlsbad, CA) bajo
el control de un promotor de la T7 ARN polimerasa. La transfeccién de este ADN pCRBlunt-EMC/Gp (Fugene 6,
Boehringer Mannheim, Indiandpolis, IN) en células BHK-21 que expresan la proteina de la T7 ARN polimerasa resultd
en la expresion de la proteina Gp de VEE en las células transfectadas con el ADN, tal como se determina mediante
IFA.

B. Resolver el ADN auxiliar de VEE impulsado por la T7 polimerasa
Construccion del auxiliar para la resolucion de ADN de VEE

La proteina de capside de VEE es amplificada a partir de un pldsmido C auxiliar estdndar (véase el Ejemplo 2)
usando el cebador VEECapF/Xbal (ID SEC NO: 23) y el cebador VEECapR/BamHI (ID SEC NO: 24) (véase también
la Tabla 8). El producto resultante de la PCR es clonado en pCR4-TOPO (InVitrogen Corp., Carlsbad, CA), resultando
en pC4-Vcapside, y la orientacion es verificada mediante un anélisis de enzima de restriccion con Spel. Los genes de
la glicoproteina de VEE son amplificados mediante PCR a partir del plasmido Gp auxiliar estdndar usando el cebador
VEEGpTEP/BamHI (que contiene la secuencia de 21 nt que codifica la secuencia de reconocimiento de la proteasa
del virus “etch” del tabaco (TEP); ID SEC NO: 25) y el cebador VEEGpR/EcoRV (ID SEC NO: 26) (véase también
la Tabla 8) seguido de una digestién con enzima de restriccion con BamHI. El clon pCR4-VCépside es digerido con
BamHI y Pmel y es ligado con el producto de PCR VEEGp digerido con BamHI para generar un cartucho codificador
de proteina estructural con la secuencia de reconocimiento de proteasa entre las secuencias de capside y Gp. El EMCV
IRES es amplificado mediante PCR a partir de pIRES usando los cebadores EMCV-2 directo (ID SEC NO: 17) e
inverso (ID SEC NO: 18), es digerido con Nhel y es clonado en un sitio de enzima de restriccién Xbal del pCR4-VSp,
y la orientacioén es verificada mediante andlisis PCR con EMCV-2 directo y VEECapR/BamHI.

TABLA 8

Cebadores para auxiliar de resolucion de ADN impulsado por promotor de T7

Cebador Secuencia de cebador
VEECapF/Xbal 5-GTCTAGAATGTTCCCGTTCCAACCAATG-3
(ID SEC NO: 23)
VEECapR/BamH| 5-CGGGATCCCCATTGCTCGCAGTTCTCCGG-3' (ID
SEC NO: 24)
VEEGpTEP/BamHI | 5CGGGATCCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCATGTC
ACTAGTGACCACCATGTGTCTGCTCGCC-3
(ID SEC NO: 25)
VEEGpR/EcoR V 5-CGATATCTCAATTATGTTTCTGGTTG-3
' (ID SEC NO: 26)

Ejemplo 5
Auxiliares no replicantes impulsados por promotor de la Pol Il
A. Construccion de auxiliares

Los genes de la proteina estructural de alfavirus son amplificados mediante PCR usando cebadores especificos
de genes que poseen sitios de enzima de restriccién unicos y son clonados aguas abajo de un promotor de la ADN
polimerasa II para expresion génica en las células transfectadas. En el caso de las construcciones VEE, los genes de
Gp y/o la capside fueron amplificados mediante PCR a partir del C auxiliar o de la Gp auxiliar y fueron clonados en
pCDNA-3.1 (InVitrogen, Carlsbad, CA) bajo el control de un promotor de CMV. Ninguno de los promotores retuvo
ninguna secuencia de ARN 26S, UTR 3’ o UTR 5’ de VEE. Se generaron las siguientes construcciones:
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Nombre: Producto de expresion:

pCDNA-VCap Proteina de capside de VEE

pCDNA-VcapCleave Proteina de capside de VEE y 8 aminoacidos de la
proteina E3

pCDNA-VGp(X/X/N) Gps de VEE

pCDNA-VSp Proteina de capside de VEE y Gps (todas proteinas
estructurales de VEE)

Para construir pPCDNA-VSp, el gen de la glicoproteina de VEE fue amplificado mediante PCR a partir del plas-
mido Gp auxiliar estdndar (véase el Ejemplo 2) usando el cebador VEEGpF/Xbal (ID SEC NO: 27) y el cebador
VEEGpR/Nhel (ID SEC NO: 28) (véase también la Tabla 9). El producto de la PCR resultante fue digerido con en-
zimas de restriccion Xbal y Nhel y fue clonado en el sitio Xbal de pCDBA3.1(-) para generar pCDNa-VGp(X/N).
La orientacién con respecto al promotor inmediato temprano del CMV fue verificada mediante un anélisis de enzima
de restriccion con Xbal y Spel. El gen de cdpside de VEE de longitud completa fue amplificado mediante PCR a
partir del plasmido C auxiliar estandar (véase el Ejemplo 2) usando el cebador VEECapF/Xbal (ID SEC NO: 29) y
los cebadores 3-42pr4 (ID SEC NO: 30) (véase también la Tabla 9). Este producto de PCR fue digerido con Xbal y
fue ligado en pCDNA-VGp(X/N) en el sitio de enzima de restriccién Xbal para generar pPCDNA-VSp. La orientacién
fue verificada mediante anélisis de enzima de restriccién con Spel.

TABLA 9
Cebadores para construir pCDNa-VSp

Cebador Secuencia

VEEGpF/Xbal 5’-GTCTAGAATGTCCCTAGTGACCACCATG-3
(ID SEC NO: 27)

VEEGpR/Nhel | 5-GCGCTAGCGTCAATTATGTTTCTGGTTG-3
(ID SEC NO: 28)

VEECapF/Xbal | 5-GTCTAGAATGTTCCCGTTCCAACCAATG-3’
(ID SEC NO: 29)

3.42pr4 5’-CAATCGCCGCGAGTTCTATG-3’

(ID SEC NO: 30)

B. Transfeccion con pCDNA-VSp

Células 293T en matraces T-175 fueron transfectadas con 20 ug de ADN de pCDNA-VSp usando Fugene® (Roche,
Indianépolis, IN) o Lipofectamina® 2000 (LF2K; Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) y las células fueron incubadas
durante 6 h a 24 h a 37°C con CO, al 5%. Las células fueron tripsinizadas, lavadas dos veces en PBS y resuspendidas
a 1,2x107 células/ml en 800 ul de PBS. A continuacidn, las células fueron mezcladas con 30 ug de un ARN replic6n
de alfavirus que codifica GFP y fueron trasferidas a una cubeta de electroporacién con un hueco de 0,4 cm. Las
células y el ARN fueron pulsados tres veces a 450 V y 25 uF. Después de 10 minutos a temperatura ambiente, las
células fueron sembradas en matraces T75 con 25 mls DMEM + FBS al 10%. Alicuotas de las muestras de cada
electroporacion fueron introducidas en placas de 96 pocillos para un andlisis de inmunofluorescencia y todas las
células fueron incubadas a 37°C con CO, al 5%.

Aproximadamente a las 16 h después de la electroporacidn, las células en las placas de 96 pocillos fueron fijadas
con formaldehido al 2%; glutaraldehido al 0,2% y fueron analizadas para la expresion de proteina GFP. Las muestras
fueron fijadas de manera alternada con MeOH y fueron analizadas mediante IFA para la expresion de proteina Gp
y capside de VEE. Los resultados se exponen en la Tabla 10, como un porcentaje de las células electroporadas que
expresan proteina.
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TABLA 10

Porcentaje de células que expresan proteina 16 h después de la electroporacion

Auxiliar Tiempo* | GFP Capside |Gp de
de VEE | VEE
ARN de Cap/Gp |6h 50% 50% 50%
ARNde Cap/Gp |24 h 80% >50% >50%
VSp (Fugene) 6 h 80% <1% 1%
VSp (Fugene) 24 h >80% <1% 30%
VSp 6 h 80% 10% 50%
(LF2K)
VSp (LF2K) 24 h >80% 1% 80%
* Tiempo transcurrido desde la formacién con auxiliares hasta
que la células fueron recolectadas para la electroporacion con
ARN replicon de GFP

Un anélisis Western demuestra la presencia y el procesamiento apropiado de la proteina de cdpside en las células
transformadas con pCDN-FSp.

C. Produccion de VRP que expresa GFP usando ADNs auxiliares

Cada una de las construcciones descritas en (A.) fueron ensayadas separadamente o en combinacién para su capa-
cidad para empaquetar particulas replicén que expresan un indicador (por ejemplo, proteina GFP).

1. Células 293T

Las células 293T transformadas con construcciones de ADN fueron electroporadas con 30 ug de ARN que expresa
GFP. 30 ug de ARNs de capside o Gp auxiliar fueron incluidos en la electroporacion de células que recibieron sélo
ADNSs de Gp o cdpside, respectivamente. Aproximadamente 24 h después de la electroporacion del ARN replicén,
tal como se describe en (B.), el medio de cultivo fue recolectado y los desechos celulares fueron retirados mediante
centrifugacién en un rotor de cubeta oscilante durante 5 minutos a 2.000 rpm. El sobrenadante fue transferido a nuevos
pocillos cénicos de 50 ml y fue almacenado a 4°C. Se prepararon diluciones seriadas con factor 10 (1:10) del medio
de cultivo clarificado, que contenia GFP-VRPs de alfavirus, y se inocularon 30 ul de cada dilucién en células Vero
en placas de 96 pocillos. Las células fueron incubadas durante la noche a 37°C con CO, al 5% seguido por fijacién
en formaldehido al 2% / glutaraldehido al 0,2%. Las titulaciones fueron determinadas contando el nimero de células
GFP positivas en 5 campos en la dilucién mds baja posible. Los resultados se exponen en la Tabla 11, a continuacién:

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 11
Produccion de GFP VRP usando ADN auxiliares

Muestra Titulacién/ml | IFA para IFA para | IFA para

de VRP GFP* capside* Gp*
Control ** 1,5x 10° >80% 20% 20%
VCap 6.4 x 10* 50% 20% 10%
CapCleave 1,0 x 10° 50% 20% 10%
VGp(X/X/N) 4,3x10* 50% 20% 20%
VSp 1,9 x 10° 50% 1% 30%
CapCleave + 4,3 x 10* 50% 20% 20%
VGp(X/X/N)

* Porcentaje de células electroporadas positivas para expresion de
GFP, capside o proteina GP
** (controles = particulas replicon GFP generadas usando ARN

auxiliares de Gp y capside de VEE)

2. Optimizacion de transfeccion de ADN en células 293T seguido por electroporacion usando pCDNA-VSp

Aproximadamente 24 h después de la electroporacién del ARN replicén, tal como se describe en (B.), el medio
de cultivo fue recolectado y los desechos celulares fueron retirados mediante centrifugacién en un rotor de cubeta
oscilante durante 5 minutos a 2.000 rpm. El sobrenadante fue transferido a nuevos pocillos cénicos de 50 ml y fue al-
macenado a 4°C. Se prepararon diluciones seriadas con factor 10 (1:10) del medio de cultivo clarificado, que contenian
GFP-VRPs de alfavirus, y se inocularon 30 ul de cada dilucién en células Vero en placas de 96 pocillos. Las células
fueron incubadas durante la noche a 37°C con CO, al 5% seguido por fijacién en formaldehido al 2%/glutaraldehido al
0,2%. Las titulaciones fueron determinadas contando el nimero de células GFP positivas en 5 campos en la dilucién
mas baja posible. Los resultados se exponen en la Tabla 12.

TABLA 12
Titulaciones de VRP generado usando pCDNA-VSp auxiliar

Auxiliar Tiempo * Titulacién (VRP/mI)
ARN de Cap/Gp 6h 1,49 x 107
ARN de Cap/Gp 24h 5,69 x 10
VSp (Fugene) 6h 2,13x 10°
VSp (Fugene) 24h 2,13 x 10°
VSp (LF2K) 6h 9,26 x 10°
VSp (LF2K) 24h 2,85 x 10°
* Tiempo desde de la formacion con auxiliares hasta que las células fueron
recolectadas para la electroporacion subsiguiente con ARN replicon de GFP
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D. Produccion de VRP que expresa Gag del VIH usando pCDNA-VSp auxiliar

Células 293T en matraces T175 fueron transfectadas con ADN de pCDNA-VSp, tal como se ha indicado anterior-
mente, fueron recolectadas 6 h més tarde, y a continuacion fueron electroporadas con 30 ug de ARN replicén Gag del
VIH (véase Olmsted, et al., WO 02/03917). Las células electroporadas fueron sembradas en matraces T75 y alicuotas
de las muestras fueron introducidas en placas de 96 pocillos. A las 16 h después de la electroporacion, las muestras
de las células auxiliares en las placas de 96 pocillos fueron fijadas en metanol y fueron analizadas mediante IFA para
expresion de proteina Gp de VEE, cépside de VEE o Gag del VIH.

El medio de cultivo que contenia las VRPs liberadas de las células electroporadas fue recolectado, y se midieron
titulaciones para determinar la produccién de particulas alfavirus recombinantes. Las titulaciones para VRP que expre-
sa Gag del VIH, asi como el coempaquetamiento de capside y Gp/recombinantes individuales, fueron determinados
mediante IFA (Tabla 13).

TABLA 13
Titulaciones GAG VRP y coempaquetado con ADNs auxiliares de VSp

Auxiliar HIV-Gag VRP/m! | Capside (FFU/ml) Gp (FFU/m|
ARN de Cap/Gp 7,75 x 10° 1,03 x 10° 1,42 x 10°
pCDNA-VSp 1,64 x 108 no detectado no detectado

Los resultados en la Tabla 13 demuestran que las titulaciones HIV-Gag VRP del pCDNA-Vsp auxiliar fueron
menos de diez veces inferiores que las titulaciones obtenidas con el sistema ARN auxiliar bipartito (“ARN de Gap/Gp”)
mientras que las frecuencias de empaquetamiento/recombinacién se redujeron en al menos tres 6rdenes de magnitud.

Ejemplo de referencia 6
Construccion de ADNs auxiliares de resolucion
A. ADN auxiliar A de resolucion

Los genes de la proteina estructural de la glicoproteina y de la cdpside de alfavirus son clonados en dos posiciones
separadas en la molécula de ADN auxiliar individual. Al menos un gen estructural, situado en la primera posicion, es
clonado directamente aguas abajo de un promotor de la ARN polimerasa II (pol II) dependiente de ADN. Uno o més
genes estructurales, no codificados en la primera posicidn, estdn situados en la segunda posicién, estando posicionados
aguas abajo de la primera posicion, de manera que la transcripcién resultante de la expresion dirigida por el promotor
de la pol II contiene un elemento IRES directamente 5’ al gen o los genes de proteina estructural en la posicién aguas
abajo.

Un método de construccién emplea primero una amplificacién mediante PCR de las proteinas estructurales de la
glicoproteina o la cdpside de alfavirus usando cebadores especificos del gen estructural que codifican también para
sitios de enzima de restriccién Unicos. La secuencia que codifica el gen o los genes de la proteina estructural situados
en la primera posicién es clonada directamente en el vector de expresion basado en el promotor de la ARN polimerasa
II (pol II) dependiente de ADN elegido. La secuencia que codifica el gen o los genes de la proteina estructural en la
segunda posicién es clonada inicialmente en un vector de transferencia que contiene una secuencia IRES de manera
que la trancripcién eventualmente resultante de la expresion dirigida por el promotor contendrd un elemento IRES
directamente 5° a la secuencia codificadora del gen o los genes de la proteina estructural en la segunda posicion.

Para insertar la secuencia de ribozima, los cebadores complementarios superpuestos que codifican una ribozima se
aparean para producir una secuencia de unién a ribozima con sitios de restricciéon 5’ y 3’ tnicos en cada extremo. A
continuacidn, el fragmento del gen de proteina estructural de IRES es digerido fuera del vector de transferencia, y el
vector de expresion de la pol II es digerido en el sitio de restriccién 3’ tnico de la secuencia codificadora del gen o
los genes en la primera posicién y en otro sitio de restriccién tnico, situado mas aguas abajo, que es compatible con
el sitio 3’ del fragmento de ADN del gen de la proteina estructural de IRES. La construccion es completada ligando
el fragmento del gen de la proteina estructural de IRES y el vector de expresion de la pol II juntos en los sitios 5’ y 3’
compatibles en los extremos de la secuencia del enlace de unién de la ribozima.

Construccion de un VEE auxiliar A

El gen de la glicoproteina (GP) del VEE es amplificado con los cebadores GP directo (ID SEC NO: 1) y GP
inverso (ID SEC NO: 2) (véase también la Tabla 1) y el gen de la capside (C) del VEE es amplificado con los
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cebadores C directo (ID SEC NO: 5) y C inverso (ID SEC NO: 6) (véase también la Tabla 1) usando plasmidos GP-
auxiliar y C-auxiliar como plantillas para la PCR, respectivamente (por ejemplo, Pushko et al, 1997). El producto
de PCR de la GP de VEE es digerido con enzimas de restricciéon Nhel y Apal y es ligado en un vector adecuado
linealizado con las mismas enzimas de restriccién y que contiene un promotor de la pol II, tal como pCDNa3.1
disponible comercialmente (Invitrogen, Carlsbad, CA; nétese que este vector, asi como otros vectores disponibles
comercialmente, estd modificado con un marcador seleccionable para el uso del pldsmido comprado en un cultivo de
células de mamifero, pero debido a que las invenciones reivindicadas no requieren de dicho marcador, este es retirado
previamente a la insercién de la secuencia o secuencias codificadoras de la proteina estructural del VEE). Al emplear
pCDNAZ3.1, el gen de la GP del VEE est4 situado entonces aguas abajo del promotor inmediato temprano (IE) del
CMY, generando pCDNA3.1/spl.

El fragmento de PCR de la cépside del VEE es digerido con enzimas de restricciéon Xbal y Sall y es ligado
en un vector adecuado linealizado con las mismas enzimas de restriccién y que contiene IRES, tal como el ADN
pIRES linealizado con Xball/Sall disponible comercialmente (Clontech, Palo alto, CA). Esta manipulacién genera
pIRES/sp2. Los cebadores complementarios superpuestos hdR-directo (ID SEC NO: 7) y hdR-inverso (ID SEC NO:
8) (véase también la Tabla 1), que codifican la ribozima de la hepatitis delta (hdR), se aparean entre si para generar
una secuencia de unién de hdR con los sitios de restriccién Apal y Xhol en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. La
parte vector de la construccién es producida mediante la digestiéon de pCDNA3.1/sp1 con enzimas de restriccién Apal
y Notl. Un fragmento de IRES/sp2 Xhol/Notl de 1502 pares de bases digerido del ADN de pIRES/sp2 y el fragmento
de unién de hdR Apal/Xhol son ligados a continuacién con pCDNA3.1/ps1 linealizado con Apal/Notl para generar el
VEE auxiliar A.

B. Resolucion de los ADNs auxiliares By C

Para construir otras realizaciones de la invencién, un vector auxiliar de la proteina estructural del alfavirus (por
ejemplo, que comprende una secuencia de reconocimiento de replicacidon 5° alfaviral, bien un promotor transcripcional
de alfavirus (en la presente memoria, Auxiliar B, por ejemplo, un promotor subgenémico de alfavirus 26S) o bien un
sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) (en la presente memoria Auxiliar C, por ejemplo, el EMCV IRES), una
secuencia de 4cidos nucleicos que codifica el gen o los genes de la proteina estructural del alfavirus aguas arriba y una
secuencia de reconocimiento de replicacién 3’ de alfavirus) es clonado directamente en un vector de expresion basado
en el promotor de la pol II elegido (véase el Ejemplo 5). De manera concomitante, la secuencia de dcidos nucleicos
que codifica el gen o los genes de la proteina estructural del alfavirus en el fragmento aguas abajo es clonada en un
vector de transferencia que contiene una secuencia IRES, tal como se describe en la presente memoria. Para conformar
el Auxiliar B, el fragmento de la secuencia que codifica la proteina estructural de IRES es a continuacién digerido del
vector de transferencia y el fragmento liberado es ligado en el vector de expresion del promotor, de manera que el
promotor de la pol II dirige la expresion de las proteinas estructurales en ambas posiciones aguas arriba y aguas abajo.

El Auxiliar C es preparado en dos etapas a partir del Auxiliar B. La primera etapa es retirar el promotor 26S del
Auxiliar B, mientras se introduce un sitio de restriccién dnico en su sitio. La segunda etapa es clonar una secuencia
IRES en el sitio de restriccién tinico modificado.

Construccion de un VEE auxiliar B

El promotor de CMV IE es amplificado mediante PCR a partir de pIRES2-DsRed2 (Clontech) usando el cebador
CMV directo (ID SEC NO: 9) y el cebador CMV inverso (ID SEC NO: 10) (véase también la Tabla 1). La regién que
no codifica el 5° de VEE, el promotor 26S, el gen de GP y la regiéon que no codifica el 3’ de VEE es amplificada a
partir de un pldsmido GP auxiliar (véase el Ejemplo 4A) usando el cebador directo GP-2 (ID SEC NO: 3) y el cebador
inverso GP-2 (ID SEC NO: 4) (véase también la Tabla 1). El producto de PCR CMV IE y el producto de PCR GP-
auxiliar tienen una regién de 53 nt de homologia en sus extremos 3’ y 5°, respectivamente. Esta regiéon de homologia
permite una reaccion PCR de solapamiento para producir una construccién génica que contiene el promotor CMV IE
que inicia la transcripcién en el extremo 5° de VEE de la secuencia GP-auxiliar. A continuacion, el fragmento CMV
[E/GP-auxiliar es digerido con enzima de restricciéon Nhel. El vector pCDNA3.1 basado en el promotor de la pol II
es linealizado con enzima de restriccién BglIl y a continuacién es tratado con T4 ADN polimerasa para producir un
extremo romo. El vector es digerido adicionalmente con Nhel para liberar los promotores de CMV IE y de la T7
ARN polimerasa existentes del vector. A continuacion, el producto de PCR CMV IE/GP-auxiliar digerido con Nhel es
ligado en el vector pPCDNA3.1 digerido con BgIII (tratado con T4)/Nhel generando pCDNA3.1/sp 1.2. El fragmento
Xhol/NotI IRES/sp2 de 1502 pares de bases digerido del ADN pRES/sp2 y el fragmento de enlace Apal/Xhol hdR
son ligados con pCDNA3.a/sp1.2 linealizado con Apal/Notl para generar el VEE auxiliar B.

Construccion del auxiliar C de VEE

La eliminacién del promotor 26S en el auxiliar B se consigue mediante PCR, usando dos conjuntos de cebadores.
El primer conjunto de cebadores (directo d26S (ID SEC NO: 11) e inverso d26S (ID SEC NO: 12); véase también
la Tabla 1) amplifican un fragmento que contiene la regién que no codifica (NCR) el 5° del VEE y el CMV IE. El
cebador inverso d26S se aparea aguas arriba del promotor 26S de manera que no estd incluido en el producto de PCR.
El producto de PCR CMV IE/VEE 5’ NCR codifica un sitio 5’ Pvul, que se encuentra en el esqueleto del ADN del
auxiliar B, y un sitio de restriccion Ascl unico modificado en el extremo 3’ del VEE 5’ NCR. El segundo conjunto
de cebadores (directo E3 (ID SEC NO: 13) e inverso 6K (ID SEC NO: 14), véase también la Tabla 1) amplifica un
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producto que contiene la region VEE E3-6K de la GP-auxiliar que tampoco contiene el promotor 26S. El producto
E3-6K contiene un sitio 5’ Ascl modificado y un sitio de restriccién 3° SgrAl dnico que se encuentra en el gen 6K.
Después de la amplificacién mediante PCR, el producto CMV IE/VEE 5’ NCR es digerido con enzimas de restriccién
Pvul y Ascl, y el producto E3-6K es digerido con enzimas de restriccién Ascl y SgrAl. El ADN del auxiliar B
(véase la descripcion anterior) es digerido con enzimas de restriccion Pvul y SgrAl para liberar la region CMV IE-
VEE 5’ NCR-26S-E3-6K. A continuacién, un nuevo auxiliar es reconstituido ligando el fragmento CMV IE/VEE 5’
NCR digerido con Pvul/Ascl y el fragmento E3-6K digerido con Ascl/SgrAl con el vector auxiliar B digerido con
Pvul/SgrAl, generando el auxiliar B.2. El auxiliar B.2 es idéntico al auxiliar B exceptuando que el promotor 26S ha
sido eliminado y ha sido remplazado por un sitio de restriccién Ascl tnico.

El EMCV IRES es amplificado partiendo del vector pIRES usando el cebador directo EMCV (ID SEC NO: 15) y el
cebador inverso EMCV (ID SEC NO: 16), los cuales contienen sitios de restriccion 5° Ascl modificados (véase también
la Tabla 1). Después de la amplificacidn, el producto de PCR EMCV IRES es digerido con enzima de restriccion Ascl
y es ligado en ADN del auxiliar B.2 linealizado con Ascl, generando el auxiliar C.

C. Resolucion del auxiliar D de ADN

Otra realizacién de la presente invencidén puede ser construida modificando el auxiliar A para que contenga un
elemento IRES que dirige la traduccién independiente de cap de las proteinas estructurales del alfavirus en la posicién
aguas arriba asi como en la posicidn aguas abajo, una construccion denominada en la presente memoria como auxiliar
D.

Construccion de auxiliar D de VEE

El EMCV IRES es amplificado a partir del vector pIRES usando el cebador directo EMCV-2 (ID SEC NO: 17)
y el cebador inverso EMCV-2 (ID SEC NO: 18), conteniendo cada uno sitios de restriccién 5’ Nhel modificados
(véase también la Tabla 1). Después de la amplificacién, el producto de PCR EMCV IRES es digerido con enzima de
restriccion Nhel y es ligado en un VEE auxiliar A linealizado con Nhel, generando el VEE auxiliar D de VEE.

Ejemplo de referencia 7
ARN auxiliares de alfavirus quiméricos
A. Construccion de VEE-SIN auxiliar

El gen de la capside del VEE fue clonado en el sitio de restriccion Xbal del vector replicén pSINrep5 (InVitrogen,
Carlsbad, CA). Se construyeron auxiliares basados en Sindbis, que contienen el gen de la cipside del VEE, elimi-
nando partes de la region Sindbis nsP de la construccién pSINrepS/VEEcépside. El ADN de pASIN/VEEcépside fue
preparado digiriendo el ADN de pSINrepS/VEEcépside con enzimas de restricciéon Smal y BamHI, eliminando 6.567
pares de bases (pb) de los genes nsP. Una segunda construccién auxiliar (pASIN/VEEcap-2), que carece de 667 pa-
res de bases adicionales de la region nsP, fue preparada mediante la amplificacién mediante PCR de una regién de
pASIN/VEEcdpside, usando el cebador directo ASIN26S/RsrII (ID SEC NO: 31) y el cebador inverso ASIN-Apal (ID
SEC NO: 32) (véase también la Tabla 14) y ligdndola en el ADN de pASIN/VEEcapside linealizado con Rsrll y Apal.

TABLA 14
Cebadores PCR usados para generar ASIN/VEEcap-2

Cebador Secuencia 5’-3’ Region
amplificada

Directo TTTCGGACCGTCTCTACGGTGGTCCTAAATAGTC | nsP y

ASIN26S/Rsrll | (ID SEC NO: 31) capside de
VEE

Inverso CTGGTCGGATCATTGGGCCC (ID SEC NO: 32) nsP y

ASIN-Apal capside de
VEE
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B. Produccion de VRP que expresa Gag del VIH usando un alfavirus quimérico auxiliar

Los auxiliares ASIN/VEEcéapside o ASIN/VEEcap-2 fueron usados para generar VRP en células Vero con un ARN
de Gp de VEE auxiliar (tal como se ha descrito en la presente memoria) y un ARN replicén de VEE que expresa el gen
de la Gag del VIH. El medio de cultivo que contiene el VRP de la Gag del VIH, generado usando el ASIN/VEEcapside
auxiliar o el ASIN/VEEcap-2 auxiliar, fue recolectado, y la produccién de VRPs se determind usando un IFA para la
Gag del VIH. Usando el ASIN/VEEcdpside auxiliar se obtuvo una titulacién de VRP de 2,6 x 10%/ml; usando el
ASIN/VEEcap-2 auxiliar se obtuvo una titulacién de 1,9 x 10%/ml.

Ejemplo de referencia 8
Construccion de ARN auxiliares basados en Nodavirus

Generalmente, las construcciones se producen como se indica a continuacion. El gen de la cdpside de alfavirus
es amplificado mediante PCR con cebadores especificos de gen que introducen sitios de enzima de restriccién. El
producto amplificado mediante PCR es clonado directamente en un ARN2 de Nodavirus (generado a partir de virus
flock house (FHV) o nodamura (NoV)), el cual es digerido con enzimas de restriccién compatibles.

Construccion de cdpside de VEE Nodavirus auxiliares

El gen de la cdpside de VEE es amplificado mediante PCR con el cebador cdpside F (Mlul) (ID SEC NO: 19) y el
cebador cdpside R (Mlul) (ID SEC NO: 20) que introduce un sitio Mlul (véase también la Tabla 1), usando pCDNA
VSp (véase el Ejemplo 5) como plantilla. El producto de PCR cépside de VEE es digerido con Mlul y es ligado en
el vector FHV RNA2 digerido con Mlul y el NoV RNA2 digerido con BssHII. La digestién con BssHII produce
extremos cohesivos compatibles con Mlul. Los clones resultantes son secuenciados para determinar la orientacién y
para verificar la exactitud de la secuencia.

Como alternativa, el gen de la capside de VEE puede ser clonado direccionalmente en los sitios Ncol y Mlul de
FHV RNAZ2 y los sitios Ncol y BssHII de NoV RNA2. Este sitio Ncol es 5 a los sitios MlIul o BssHII en el FHV
y NoV RNAZ2, respectivamente, separados por un nucleétido. El gen de la cdpside de VEE es amplificado mediante
PCR con uno dos de entre dos cebadores directos que contienen un sitio Ncol, cdpside F1 (Ncol) (ID SEC NO: 21) y
cépside F2 (Ncol) (ID SEC NO: 22), y un cebador inverso que contiene un sitio Mlul, cdpside R (Mlul) ID SEC NO:
20), usando pCDNA VSp (véase el Ejemplo 5) como plantilla. Los productos resultantes de la PCR, cdpside 1 de VEE
y capside 2 de VEE, son digeridos con Ncol y Mlul y son ligados en el vector FHV RNA?2 digerido con Ncol/Mlul y
el vector NoV RNA?2 digerido con Ncol/BssHII.

Ademais, el gen de la glicoproteina de VEE vy la totalidad del cartucho génico de la proteina estructural de VEE
pueden ser clonados en los vectores de expresion FHV RNA2 y NoV RNAZ2, tal como se ha descrito anteriormente,
usando cebadores apropiados.

La capside de nodavirus auxiliar descrita en la presente memoria es co-electroporada en células VERO a 28°C con
RNAI1 de nodavirus, una GP de VEE auxiliar (por ejemplo, véase Pushko et. al. 1997, ibid.) y un ARN replicoén de
VEE que expresa la proteina Gag del VIH (véase Olmsted et al., WO 02/03917). Cuando se usan los FHV RNA 1y
2, la produccion de particulas de alfavirus recombinantes es de 4,3 x 10° por ml. Cuando se usan NoV RNA 1y 2, la
produccion de particulas es de aproximadamente 2 x 10 por ml.

Ejemplo 9
Produccion de particulas replicon usando ADN o ARN auxiliares

El ARN replicén y los dcidos nucleicos auxiliares pueden ser introducidos en la célula auxiliar mediante una o
mads de entre las diferentes técnicas conocidas generalmente en la técnica, por ejemplo, electroporacion, transfeccién
(por ejemplo, usando precipitacion de fosfato de calcio o dcidos nucleicos depositados en microgotas o nanoparticu-
las), captacion de ADN mediada por lipidos, micro-proyectiles o nano-proyectiles, transformacion estable, mediante
incorporacién en un vector viral, tal como adenovirus, SV40, poxvirus (por ejemplo, vaccinia Ankara modificado),
nodavirus o virus adenoasociados, o mediante recubrimiento en un vector virico, tal como adenovirus. Cuando se usa
una combinacién de ADN, dcidos nucleicos auxiliares y un ARN replicén, estas moléculas pueden ser introducidas
en momentos diferentes usando técnicas diferentes. La diferencia en la temporizacién puede proporcionar un periodo
de tiempo para la recuperacién de las células, y puede permitir también la optimizacién de las diferentes cinéticas de
expresion de un ADN vector en comparacién con un ARN vector. La temporizacién puede ser de 30 minutos, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 6 24 horas entre la introduccién de cada molécula de dcido nucleico en las células. La
introduccién de ADN auxiliar o ADNSs auxiliares mediante un medio diferente y previamente a la electroporacion del
ARN replicon (y ARN auxiliar, como sea apropiado) no tiene efectos nocivos considerables sobre la eficiencia de la
electroporacién de ARN.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2330202 T3

Transfeccion de ADN auxiliares
Mediada por lipidos

Las células 293T, VERO o DF1 son transfectadas primero con el ADN auxiliar mediante lipofeccién usando
Fegene®6 (Boehringer Mannheim, Indianépolis, IN). Las células son incubadas en presencia de Fugene y ADN en
medio que contiene FBS al 10% durante 1 a 24 horas. Después de la incubacion, son lavadas con PBS y son recolec-
tadas mediante tripsinizacion.

Electroporacion

La transfeccion de ADN en células Vero usando lipidos catiénicos disponibles comercialmente, tales como FuGene
y Lipofectamina, es tipicamente ineficiente (eficiencia de ~ 1%). Aunque estos métodos pueden ser suficientes para
ciertas aplicaciones, la electroporacién de ADNs auxiliares en células Vero es un enfoque alternativo preferente. Varios
pardmetros del procedimiento de electroporacién pueden ser optimizados para mejorar la eficiencia de la entrada de
ADN en las células Vero.

Por ejemplo, es preferente usar construcciones de ADN purificado. Por ejemplo, un ADN pldsmido que contiene
un gen bajo el control de un promotor de CMV es aislado primero usando un sistema maxiprep de alta pureza (por
ejemplo, Qiagen®; Promega Corporation, Madison, WI). Dicho ADN purificado inicialmente preferentemente es puri-
ficado adicionalmente mediante extraccion de fenol en presencia de bromuro de etidio y sal alta (referencia: Stemmer,
WP, Biotechniques. 1991 Junio; 10(6):276). Este ADN purificado adicionalmente es resuspendido en agua libre de
nucleasa previamente a la electroporacion.

Otra etapa de optimizacién implica que las condiciones de cultivo para las células Vero pueden ser optimizadas
para la electroporacién de ADN. Las células Vero son cultivadas inicialmente en medio EMEM y crecen hasta la fase
log tardia, a continuacién son recolectadas mediante tripsinizacion, son lavadas dos veces con Tnvitrus® (Cell Culture
Technologies GMBH, Zurich, Suiza), y son resuspendidas en 800 ul de medio Invitrus.

Estas células bafiadas en Invitrus son combinadas con una cantidad optimizada de ADN purificado (tipicamente,
las concentraciones estdn en el intervalo de 10 ug a 200 ug) y a continuacidn son transferidas a una cubeta con hueco de
0,4 cm?. Las electroporaciones son realizadas usando un dispositivo Biorad Gene Pulser® (BioRad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA), con cuatro pulsos a 50 ¢F, sobre un intervalo de voltajes (500-700 V). Después de la electroporacion,
las células Vero son sembradas en placas de 6 pocillos y son incubadas durante 24 horas a 37°C con CO, al 5%.

En la determinacién de los pardmetros optimizados, la expresion de la proteina es analizada primero a las 16 y
23 horas post-electroporacion. El porcentaje de células transfectadas, variando los pardmetros anteriores, estdn en el
intervalo de 1%-40%; un ejemplo de un conjunto de parametros optimizados es: 150 ug de ADN plasmido purificado
y pulsando cuatro veces a 650 V, 50 uF. Ademads, tipicamente hay un incremento del 5-10% adicional en la expresién
entre las 17 y las 23 horas post-electroporacién.

La eficiencia de la electroporacion puede ser mejorada también sincronizando las células Vero en una fase es-
pecifica del ciclo celular. En un ejemplo, las células son sincronizadas en la fase G2/M con afidicolina (I mg/ml)
previamente a la electroporacion (véase Golzio, M, Biochem Biophys Acta. 2002 Junio 13:1563(1-2):23-8). Estas
células sincronizadas son manipuladas, tal como se ha descrito anteriormente, y son combinadas con 50 g de ADN
plasmido previamente a la electroporacion. En este ejemplo, las células tratadas con afidicolina muestran un factor de
incremento de dos en el porcentaje de células transfectadas, en comparacion con las células no tratadas (no sincroni-
zadas).

Electroporacion de ARN replicon de alfavirus

Después de la introduccion de los ADNs auxiliares de la presente invencion, 1,2 x 107 células son electroporadas
a continuacién en presencia de un ARN replicén y ARN auxiliares apropiados (si se requieren) bajo las condiciones
siguientes: 450 V (293T) 4 850 V (VERO y DF1) y 25 uF en cubetas de electroporacién con hueco de 0,4 cm (pulsos
3X con 4 segundos entre pulsos). A continuacion, se permite que las células electroporadas se recuperen durante 10
minutos, antes de sembrarlas en 25 ml de medio que contiene FBS al 10%.

Cuando se usan combinaciones ARN replicén y ARN auxiliar, todos los ARNs pueden ser co-electroporados en
la célula auxiliar al mismo tiempo. Los métodos para la electroporacién de ARN son los descritos anteriormente. En
una realizacion alternativa, cuando se introducen los ADNs auxiliares en la célula auxiliar mediante electroporacion,
el ARN replicén puede ser co-electroporado con los ADN auxiliares.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de ADN recombinante para expresar proteinas estructurales de alfavirus que comprende un promotor
para dirigir la transcripcién de ARN a partir de una secuencia de ADN ligada operativamente a una secuencia de ADN
que comprende una secuencia codificadora de poliproteina estructural de alfavirus completa, con la condicién de que
la secuencia de ADN no codifique las secuencias de reconocimiento de replicacién 5° o 3” alfavirales o un promotor
subgendmico de alfavirus.

2. La molécula de ADN recombinante segtin la reivindicacion 1, en la que las proteinas estructurales de alfavirus
son seleccionadas de entre el grupo que comprende proteinas estructurales de VEE, Sindbis, S.A.AR 86, virus de la
selva de Semliki y virus del rio Ross.

3. Lamolécula de ADN recombinante segtn la reivindicacién 1, en la que la secuencia codificadora de poliproteina
estructural de alfavirus comprende una o mds mutaciones atenuantes.

4. Célula auxiliar que produce una particula replicon de alfavirus infecciosa y sin capacidad de replicacioén que
comprende, en una célula permisiva a alfavirus,

(i) una molécula de ADN recombinante segin la reivindicacién 1,2 6 3;y
(i) un ARN replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heterélogo.

5. Método de produccion de particulas replicon de alfavirus infecciosas y sin capacidad de replicacion, que com-
prende introducir en una poblacién de células (i) la molécula de ADN recombinante segin la reivindicacién 1, 2,6 3; 'y
(ii) un ARN replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heter6logo, bajo condiciones en las que se producen
particulas replicén de alfavirus infecciosas y sin capacidad de replicacion.

6. El método segun la reivindicacién 5, en el que la molécula de ADN recombinante y/o el ARN replicén son
introducidos en la poblacién de células mediante electroporacién.

7. Método de produccién de particulas replicon de alfavirus infecciosas y sin capacidad de replicacién, que com-
prende introducir en una poblacién de células,

(i) una o mas moléculas de ADN recombinante para expresar las proteinas estructurales de alfavirus que
comprenden un promotor para dirigir la transcripcion de ARN a partir de una secuencia de ADN ligada
operativamente a una secuencia de ADN que codifica al menos una secuencia codificadora de proteina
estructural de alfavirus, con la condicién de que la secuencia de ADN no codifique las secuencias de
reconocimiento de replicacion 5’ o 3’ alfavirales o un promotor subgenémico de alfavirus:

(i) una o mas moléculas de ADN recombinante para expresar proteinas estructurales de alfavirus que com-
prenden un promotor para dirigir la transcripcion de ARN a partir de una secuencia de ADN ligada operati-
vamente a una secuencia de ADN que codifica al menos una secuencia codificadora de proteina estructural
de alfavirus no presente en al menos una secuencia codificadora de proteina estructural de alfavirus de la
primera molécula de ADN recomobinante, con la condicién de que la secuencia de ADN no codifique las
secuencias de reconocimiento de replicacién 5° o 3’ alfavirales o un promotor subgenémico de alfavirus,
en las que la primera y la segunda molécula de ADN recombinante juntas codifican todas las proteinas
estructurales de alfavirus; y

(ii1) un ARN replicén de alfavirus que codifica al menos un ARN heter6logo, bajo condiciones en las que la
primera y la segunda moléculas de ADN recombinante son expresadas a partir de pldsmidos auténomos,
mediante los cuales se producen particulas replicén de alfavirus infecciosas y sin capacidad de replicacion.

8. El método segtin la reivindicacién 7, en el que la proteina estructural de alfavirus de una o mas moléculas de
ADN recombinante de (i) es seleccionada de entre el grupo que comprende una proteina estructural de VEE, Sindbis,
S.A.AR 86, virus de la selva de Semliki y virus del rio Ross.

9. El método segtn la reivindicacion 7, en el que la proteina estructural de alfavirus de una o mas moléculas de
ADN recombinante de (ii) es seleccionada de entre el grupo que comprende proteina estructural de VEE, Sindbis,
S.A.AR 86, virus de la selva de Semliki y virus del rio Ross.

10. EI método segun la reivindicacién 7, en el que la secuencia codificadora de proteina estructural de alfavirus
de la una o mas moléculas de ADN recombinante de (i) y/o la una o mas moléculas de ADN recombinante de (ii)
comprenden una 0 mis mutaciones atenuantes.

11. El método segun la reivindicacién 7, en el que la una o mds moléculas de ADN recombinante de (i) y la una o
mads moléculas de ADN recombinante de (ii) son introducidas en la poblacion de células mediante electroporacion.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> AlphaVax, Inc.
Jonathan F. Smith
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Sergey A. Dryga
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<120> SISTEMAS VECTORES BASADOS EN REPLICONES DE ALFAVIRUS

<130> 01113.0002P1

<140> No asignado
<141> 2002-09-06

<150> 60/317,722
<151> 2001-09-06

<160> 49
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 1

ctagctagct atgtcactag tgaccaccat g

<210>2

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 2

gggcecctcaa ttatgtttet ggttggt

<210>3

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética
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<400> 3
gcagagctgg tttagtgaac cgtataggeg gegeatgaga gaageccaga cca

<210> 4

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 4
gctagegcte tteccttttt tetttt

<210> 5

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 5
getctagaat gttcecgtte cagecaatg

<210> 6

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 6
gcgtegacgt cttggecata gecggecgegg ttacagacac atggtggtca ct

<210>7

<211>91

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética
<400> 7

cgggtcggca tggcatctcc acctcecctcege ggtccgacct gggcatccga aggaggacgt
cgtccactcg gatggctaag ggagagcteg ¢©

<210> 8
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<211>99
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 8

tcgagcgagc tctcccttag ccatccgagt ggacgacgtc ctccttcgga tgcccaggte
ggaccgcgag gaggtggaga tgccatgcceq acccgggec

<210>9

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética
<400> 9
tagttattaa tagtaatcaa ttacgg

<210> 10

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 10
tggtctgggc tteteteatg cgecgectat acggttcact aaaccagete tge

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética
<400> 11
ggcgegeegt cctecgatcg ttgtcagaag

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 12

ggegegecete cgtcaaccge gtatacatee tggtaa

<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 13

ggcgegecat gtcactagtg accaccatgt g

<210> 14

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 14

ctcgtaggcg ccggegectg cgg

<210> 15

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 15

ggegegecaa tteegeecect cteecteee

<210> 16

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 16

ggcgegcectt atcatcgtgt ttttcaaag

<210> 17

36
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<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 17

gctagcaatt ccgeecctet cceteee

<210> 18

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 18

gctagcttat catcgtgttt ttcaaag

<210> 19

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 19

cgacgcegtat gttcecgtte cagecaatg

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 20

gcacgcgttt acagacacat ggtggtcact

<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

27
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<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética
<400> 21
cctgecatgg tataaatgtt cccgttccaa ccaatg 36

<210> 22

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética.

<400> 22
cctgecatgg ccecgttcea accaatg 27

<210> 23

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 23
gtctagaatg ttccegttcc aaccaatg 28

<210> 24

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 24
cgggatcccce attgetcgea gtteteegg 29

<210> 25

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 25

cgggatcecga aaacctgtat titeoagggea tgteactagt gaccaccatg tgtetgeteg 60
cc 62
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<210> 26

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 26

cgatatctca attatgtttc tggttg

<210> 27

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 27

gtctagaatg tccctagtga cecaccatg

<210> 28

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 28

gcgcetagegt caattatgtt tetggttg

<210> 29

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 29

gtctagaatg ttccegttce aaccaatg

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 30

caatcgccgce gagttctatg

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 31

tttcggaccg tctctacggt ggtectaaat agte

<210> 32

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 32

ctggtcggat cattgggccc

<210> 33

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 33

cgggatccat geggtttgat gegggtgcat acatce

<210> 34

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 34

gctctagatt agccgtagag agttataggg g
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<210> 35

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 35

tggcgegeeg cteggaatte ceccteteee

<210> 36

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 36

aggcgegect tetatgtaag cagettgec

<210> 37

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 37

ccgggaaaac agcattccag gtattaga

<210> 38

<211>173

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 38

ttttrtttet ttttbtttit tttttttbtt trettttitt tttttgaaat attaaaaaca

aaatccgatt cgg

<210> 39

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 39

gacgggcccc ttgeecttcg tagcgacac

<210> 40

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 40

gacgggccca gtttccaggt cagggtege

<210> 41

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 41

gacgggcccc cttcattttc ttgtccaatt cct

<210> 42

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 42

gacgggecect geatacttat acaatctgte cgga

<210> 43

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 43

gacgggcecce ggacagatac aatgatactt gtgct
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<210> 44

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 44

gacgggceecg ccagatgega aaacgetctg

<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

30

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 45

gacgggccecg ccagatgega aaacgctetg

<210> 46

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

30

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccion Sintética

<400> 46

gacgggcecct acctcaaact gecgggaage

<210> 47

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

29

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 47

gacgggcecct tttgggtagg taattggtct gg

<210> 48

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

32
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 48

gacgggcccc tataactctc tac

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial; NOTA = Construccién Sintética

<400> 49

gcaacgcggg gaggcagaca

12
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