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DESCRIPCIÓN

Oligonucleótidos inmunoestimuladores y sus usos.

Campo de la invención

La presente invención se refiere especialmente a oligonucleótidos que tienen hasta 100 nucleótidos y que compren-
den un motivo de secuencia no palindrómica de ácido nucleico que tiene la fórmula:

TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT (SEQ ID Nº 2)

Estos oligonucleótidos demostraron ser inmunoestimuladores en animales del orden Primate, incluyendo humanos.
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Antecedentes de la invención

El sistema inmune

La principal función del sistema inmune es proteger al huésped de la invasión por agentes patógenos. Numerosos
tipos celulares diferentes, tanto antígeno-independientes como antígeno-específicos, han evolucionado para detectar
y neutralizar a estos patógenos invasores. Entre ellos, los linfocitos tienen una característica importante, que es su
capacidad para reconocer antígenos específicamente, una característica que no posee ninguna otra célula. Esto significa
que cualquier función estimulada en un linfocito por un antígeno es dirigida únicamente a ese antígeno. Los linfocitos
pueden ser divididos en dos poblaciones principales: T y B. Los linfocitos T tienen un papel central en la regulación
de la respuesta inmune y para esto producen y secretan linfocinas (es decir, interleucinas). Por otro lado, los linfocitos
B, son las únicas células que producen anticuerpos, que son proteínas que reconocen y se unen a antígenos.

Algunos linfocitos T son conocidos como helpers (coadyuvantes) (linfocitos Th) por que ayudan a las células B a
producir anticuerpos. Los linfocitos T expresan una molécula característica en su membrana denominada CD4. Otros
linfocitos T son conocidos como citotóxicos (CTL) porque son capaces de matar ciertos tipos celulares. Estos expresan
una proteína de membrana característica diferente denominada CD8.

En ratones, los linfocitos T han sido subdivididos en grupos denominados Th0, Th1 y Th2, de acuerdo a las lin-
focinas que producen. En general, los linfocitos Th1 producen linfocinas que estimulan macrófagos y CTLS (IL2,
IFN γ, TNF-β); los linfocitos Th2 producen linfocinas que estimulan a los linfocitos B a proliferar y producir anticuer-
pos (IL2, IL5, IL6, IL10, IL13); y los linfocitos Th0 producen una mezcla de linfocinas y se piensa que son un estadio
intermedio del que derivan los linfocitos Th1 y Th2. En humanos, se han descrito linfocitos similares a los Th1 y Th2,
aunque parecen mostrar una división menos estricta con respecto a sus patrones de secreción de citocinas.

Una tercera estirpe de linfocitos que carece de los principales marcadores de las células T y B incluye a las
células natural killer o asesinos naturales (células NK), las células killer o asesinas (células K) y las células activadas
por linfocinas (células L A K: lymphokine-activated killer cells). Las células NK pueden matar células de ciertos
tumores y algunas células infectadas por virus pero, a diferencia de los linfocitos T citotóxicos, éstas no son capaces
de reconocer un antígeno específico. Primero, éstas pueden generar un poro en la célula blanco mediante la secreción
de moléculas de perforina para formar un complejo de ataque a membrana en la superficie de la célula blanco. Las
células NK pueden entonces secretar enzimas que entran a la célula blanco y le inducen el suicidio celular. Como un
segundo mecanismo de destrucción, el ligando de Fas, una proteína presente en las células NK que puede interactuar
con Fas, otra proteína presente en la superficie de la célula blanco, induce en la célula blanco el suicidio celular
mediante apoptosis. Las células NK también tienen la capacidad de unirse a otras células contra las que tienen un
anticuerpo, mediante sus regiones de unión a antígenos y entonces las eliminan. Las células L A K no reconocen a un
antígeno de manera específica pero tienen la capacidad de destruir una variedad más amplia de tipos celulares que las
células NK.

Los macrófagos y células dendríticas juegan un papel crítico en la iniciación de las respuestas inmunes, ayudando
a las células T a responder a los antígenos.

Existen diferentes clases de anticuerpos. La clase IgG incluye la mayoría de los anticuerpos circulantes y tiene
cuatro subclases denominadas IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. La clase IgM abarca cerca del 10% de los anticuerpos
circulantes. Estos son los anticuerpos principales que se producen durante la respuesta inmune primaria. La clase
IgA abarca la mayoría de anticuerpos que son secretados a las membranas mucosas y que ejercen su efecto protector
bloqueando el acceso del antígeno al interior del cuerpo. La clase IgD abarca menos del 1% de los anticuerpos séricos
y su papel biológico es aún bastante desconocido. La clase IgE abarca anticuerpos que se encuentran principalmente
unidos a la superficie de mastocitos y basófilos. Estos anticuerpos están asociados con reacciones que ocurren en
individuos que están sufriendo reacciones alérgicas.
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Vacunas y Adyuvantes de Vacunas

Las vacunas son preparados que se usan para estimular animales a montar una respuesta inmune contra los antíge-
nos incluidos en la vacuna misma.

En las vacunas se incluyen a menudo adyuvantes, que son substancias que usadas en combinación con antígenos
específicos producen una inmunidad mayor que usando el antígeno solo. (Ramón, G.,1926. Procedes pour accroite la
production des antitoxins. Ann. Inst. Pasteur. 40, 1-10).

Muchos tipos de compuestos funcionan como adyuvantes de vacunas (Edelman, R., 2000. An overview of adjuvant
use, in: Vaccine Adjuvants. Preparation Methods and Research Protocols. D.T. O’ Hagan, Ed., Humana Press, Totowa,
New Jersey. Las referencias citadas en este artículo son incorporadas aquí como material de respaldo).

No obstante, actualmente, los únicos adyuvantes aprobados para uso en humanos son las sales de aluminio (Gupta,
R.K. and Rost, B.E., 2000. Aluminum compounds as vaccine adjuvants en: Vaccine Adjuvants. Preparation Methods
and Research Protocols. D.T. O’ Hagan, Ed., Humana Press, Totowa, New Jersey) y la emulsión de aceite-en-agua
M F 59 (Ott, G. Radhakrishman, R. Fang, J. and Hora, M., 2000. The adjuvant M F 59: A 10- Year Perspective, en:
Vaccine Adjuvants. Preparation Methods and Research Protocols. D.T. O’ Hagan, Ed., Humana Press, Totowa, New
Jersey).

Ácidos nucleicos como compuestos inmunoestimuladores

Se ha demostrado que varios polinucleótidos tienen propiedades inmunoestimuladoras. Por ejemplo, poli(I,C) es
un inductor de la producción de interferón (IFN), activación de macrófagos y activación de células NK (Talmadge,
J.E., Adams, J., Phillips, H., Collins, M., Lenz, B., Schneider, M., Schlick, E., Ruffmann, R., Wiltrout, R.H., Chirigos,
M.A. 1985. Immunomodulatory effects in mice of polyinosinic-polycytidylic acid complexed with poly-L:-lysine
and carboxymethylcellulose. Cancer Res. 45: 1058; Wiltrout, R.H., Salup, R.R., Twilley, T.A., Talmage, J.E. 1985.
Immunomodulation of natural killer activity by polyribonucleotides. J. Biol. Resp. Mod. 4:512), poli (dG,dC) tiene
un efecto mitogénico para las células B (Messina, J.P., Gilkerson, G.S., Pisetsky, D.S. 1993. The influence of DNA
structure on the in vitro stimulation of murine lymphocytes by natural and synthetic polynucleotide antigens. Cell.
Immunol. 147: 148) e induce la actividad del IFN y las células NK (Tocunaga, T., Yamamoto, S., Namba, K.1988.
A synthetic single-stranded DNA, poly(dG,dC), induces interferon-α/β and -γ, augments natural killer activity, and
suppresses tumor growth. Jpn. J. Cancer Res. 79: 682).

También se ha informado de que el DNA bacteriano tiene propiedades inmunoestimuladoras. Estas propiedades
incluyen la inducción de citocinas (interferón gamma (IFN γ), alfa (IFN α) y beta (IFN β)), factor de necrosis tumoral
J alfa (TNF α), interleucina 6 (IL6), 12 (IL12) y 18 (IL18), así como también la estimulación directa de células B
(Yamamoto, S. et al. 1988. In vitro augmentation of natural killer cell activity of interferón α/β and γ with deoxyri-
bonucleic acid fraction from Mycobacterium bovis BCG. Jpn. J. Cancer Res. (Gann) 79: 866-873; Yamamoto S. et
al., 1992. DNA from bacteria, but not from vertebrates, induces interferons, activates natural killer cells and inhibits
tumor growth. Microbiol. Immunol. 36: 983-997; Klinman, D.M., Yi, A-K., Beaucage, S.L., Conover, J. and Krieg,
A.M., 1996. CpG motifs present in bacterial DNA rapidly induce lymphocytes to secrete interleukin 6, interleukin
12 and interferón γ. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 2879-2883. Halpern, M. D., et al. 1996. Bacterial DNA induces
murine interferón -γ production by stimulation of interleukin -12 and tumor necrosis factor -α. Cell. Immunol. 167:
72-78. Sparwasser, T. et al.,1997. Macrophages sense pathogens via DNA motifs: induction of tumor necrosis factor
mediated shock. Eur. J. Immunol. 27: 1671-1679; Krieg, A.M. et al., 1995. CpG motifs in bacterial DNA trigger direct
B-cell activation. Nature 374: 345-349).

En contraste, se ha informado de que el DNA de mamífero no tiene efectos inmunes significativos (Pisetsky, D.S.
1996. The immunologic properties of DNA. J. Immunol. 156: 421-423; Messina et al. 1991. Stimulation of in vitro
murine lymphocyte proliferation by bacterial DNA. J. Immunol. 147: 1759).

También se ha informado de que el DNA sintético es inmunoestimulador si contiene secuencias CpG no metiladas.
(Yamamoto, S et al.; 1992. Unique palindromic sequences in synthetic oligonucleotides are required to induce INF
and augment INF-mediated natural killer activity. J. Immunol. 148: 4072-4076; Bailas, Z.K., et al.; 1996. Induction
of NK activity in murine and human cells by CpG motifs in oligodeoxynucleotides and bacterial DNA. J. Immunol.
157: 1840-1845; Hartmann, G., Krieg, A.M. 2000. Mechanism and function of a newly identified CpG DNA motif in
human primary B cells. J. Immunol. 164: 944; Hartmann, G., Weeratna, R.D., Bailas, Z.K., Payette, P., Blackwell, S.,
Suparto, I., Rasmussen, W.L., Waldschmidt, M., Sajuthi, D., Purcell, R.H., Davis, H.L., Krieg, A.M. 2000. Delineation
of a CpG phosphorothioate oligodeoxynucleotide for activating primate immune responses in vitro and in vivo. J.
Immunol. 164: 1617; Verthelyi, D., Ishii, K.J., Gursel, M., Takeshita, F., Klinman, D.M. 2001. Human peripheric
blood cells differentially recognize and respond to two distinct CpG motifs. J. Immunol. 166: 2372). No obstante, un
oligonucleótido que contenga enlaces fosforotioato, carente de secuencias CpG, ha demostrado tener algo de actividad
inmunoestimuladora en células B humanas (Liang, H, Nishioka, Y., Reich, C.F., Pisetsky, D.S., Lipsky, P.E. 1996
Activation of human B cells by phosphorothioate oligonucleotides. J. Clin. Invest. 98: 1119). Este oligonucleótido en
particular carente de secuencias CpG pero con enlaces fosforotioato es una cadena poli-T de 20 nucleótidos de largo.
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También Vollmer et al (Vollmer J, Janosch A, Laucht M, Bailas ZK, Schetter C, Krieg AM. Highly immunostimulatory
CpG-free oligodeoxynucleotides for activation of human leukocytes. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 12: 165-
175, 2002) reportaron inmunoestimulación por oligodesoxinucleótidos (ODNs) poli-T fosforotioato. Estos autores
señalaron que los ODNs poli-T son sólo activos como ODNs fosforotioato y que tienen mucha menor actividad que
los ODNs CpG.

Ahora se ha descubierto que los oligonucleótidos no-CpG que contienen el siguiente motivo de secuencia no
palindrómica:

X1X2X3X4X5X6X7X8,

donde X1 es C o T, X2 es C, T, G o A, X3 es T o A, X4 es T, C o G, X5 es T, C o G, X6 es T o G, X7 es G y X8 es T
y donde C nunca precede a G (en otras palabras, el fragmento de ácido nucleico no consta de oligonucleótidos CpG)
tienen actividad inmunoestimuladora potente en animales del orden Primate incluyendo humanos. Por lo tanto, estos
oligonucleótidos pueden ser administrados a sujetos para tratar “deficiencias del sistema Inmune” o pueden ser usados
como adyuvantes, en conjunto con una vacuna, para impulsar el sistema inmune para lograr una mejor respuesta a la
vacuna. También pueden ser administrados a sujetos para aumentar su capacidad de respuesta contra los tumores.

Compendio de la invención

Se ha descubierto ahora que los oligonucleótidos no-CpG que contienen el siguiente motivo de secuencia no
palindrómica:

X1X2X3X4X5X6X7X8,

donde X1 es C o T, X2 es C, T, G o A, X3 es T o A, X4 es T, C o G, X5 es T, C o G, X6 es T o G, X7 es G y
X8 es T y donde al menos dos de entre X3, X4, X5 y X6 son Ts y donde C nunca precede a G (en otras palabras, el
fragmento de ácido nucleico no consta de oligonucleótidos CpG), tienen la capacidad de estimular la respuesta inmune
de animales del orden Primate, incluyendo humanos. De acuerdo con una realización preferida, X1 consiste en una C.
Es preferible si X3, X4, X5, X6, X7, X8 del motivo inmunoestimulador consiste en TTTTGT, ATTTGT o ATTGGT. Es
aún más ventajoso si X1 es C; X3 es T o A; X4 es T; X5 es T; X6 es T o G; X7 es G y X8 es T.

Los oligonucleótidos de esta invención son útiles como adyuvantes en la formulación de una vacuna que comprenda
uno o más antígenos. En realizaciones de este aspecto, la vacuna puede ser formulada en forma líquida o liofilizada
en su forma de dosificación. Se conocen en el estado de la técnica muchas formas de dosificación y las mismas se
pueden aplicar a esta invención. En realizaciones de este aspecto, los oligonucleótidos de esta invención pueden estar
presentes en la composición a una dosis desde aproximadamente 10 hasta 10.000 µg por dosis. En estas preparaciones,
los oligonucleótidos de esta invención pueden ser combinados con otros compuestos inmunoestimulantes. Algunos
ejemplos de inmunoestimulantes bien conocidos son: interferón-α interferón-β, interferón-γ, factor estimulador de
colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF), interleucina 2 (IL2), interleucina 12 (IL12) y el oligonucleótido
CpG.

En realizaciones preferidas, el componente antigénico de la vacuna es uno o más antígenos, ya sea natural o re-
combinante, procedente de virus como: virus de inmunodeficiencia humana tales como VIH-1 y VIH-2, poliovirus,
virus de hepatitis A, virus coxsackie humano, rhinovirus, echovirus, virus de encefalitis bovina, virus de la rubeola,
virus del dengue, virus de encefalitis, virus de la fiebre amarilla, coronavirus, virus de la estomatitis vesicular, virus
de la rabia, virus ébola, virus parainfluenza, virus de las paperas, virus del sarampión, virus respiratorio sincitial, virus
influenza (gripe), virus Hantaan, bungavirus, virus de la fiebre hemorrágica, reovirus, orbivirus, rotavirus, virus de
la Hepatitis B, parvovirus, papilomavirus, polyomavirus, adenovirus, virus del herpes simplex (HSV) 1 y 2, virus de
la varicela zóster, citomegalovirus (CMV), variolavirus, virus vaccinia, poxvirus, virus de la fiebre porcina africana,
el agente no clasificado de la hepatitis delta, los agentes de la hepatitis no-A no-B; o uno o mas de los antígenos de
bacterias infecciosas como: Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophila, Mycobacterium tuber-
culosis, Mycobacterium bovis (BCG), Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Staphylococcus aureus,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneu-
moniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catharralis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus anthracis, Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, y Treponema pallidum, de hongos infecciosos como: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsula-
tum, Coccidioides immitis, Blastomyces denvatitidis, Candida albicans; de protistas infecciosos como: Plasmodium
falciparum, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani y Toxoplasma gondii, y de células tumorales humanas.

En realizaciones de este aspecto, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención y el antígeno son admi-
nistrados simultáneamente por vía local (por vía oral, rectal, intranasal o transdérmica) o sistémica (por inyección
intradérmica o intramuscular).

Un aspecto de esta invención es el uso de los presentes oligonucleótidos para la fabricación de un medicamento
para vacunar a una persona. La persona puede ser vacunada con fines profilácticos o terapéuticos.
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Una vacuna profiláctica esta diseñada para producir protección frente a una enfermedad causada por un agente
infeccioso mediante la inducción de inmunidad específica.

Una vacuna terapéutica esta diseñada para inducir la remisión de una enfermedad (es decir, un tumor y metástasis
o una enfermedad asociada con un agente infeccioso como el virus de la inmunodeficiencia humana).

El método de vacunación incluye administrar uno o mas de uno de los oligonucleótidos de esta invención y uno o
mas antígenos - es decir, la vacuna puede ser diseñada contra una enfermedad blanco o una combinación de enferme-
dades blanco.

Otro aspecto de esta invención es como un método de tratamiento para una persona con una enfermedad tumoral o
un trastorno inmunológico, es decir, el uso de uno o mas de los oligonucleótidos de esta invención para la fabricación
de un medicamento para estimular la respuesta inmune endógena de la persona. Son ejemplos de enfermedad tumoral:
Leucemia Mielógena Crónica, Linfoma Linfoblástico de Precursores B, Leucemia Linfocítica Crónica de células B,
Linfoma Linfoplasmacítico, Linfoma de células del Manto, Linfoma del Centro Folicular, (folicular y difuso), Linfoma
B de la Zona Marginal, Linfoma Extranodal, Linfoma Nodal de células B de la Zona Marginal, Linfoma Esplénico
de células B de la zona Marginal, Leucemia de Células Pilosas, Plasmocitoma, Linfoma Difuso de Células B grandes,
Linfoma de Burkitt, Linfoma de Alto Grado de células B, Linfoma Tipo Burkitt, Melanoma, Sarcoma de Kaposi,
Mieloma Múltiple, Carcinoma de Células Renales, Cáncer de Vejiga, Cáncer de Pulmón, Cáncer de Piel, Cáncer de
Mama, Cáncer de Colon y Cáncer de Útero. Son ejemplos de trastornos inmunológicos: Alergia, Inmunodeficiencia
Severa Combinada, Enfermedad Granulomatosa Crónica y Enfermedad de Inmunodeficiencia Adquirida.

En realizaciones de este aspecto, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención están presentes en una for-
mulación farmacéutica que puede ser líquida o estar liofilizada en su forma de dosificación. Se conocen en el estado
de la técnica muchas formas de dosificación y las mismas se pueden aplicar a esta invención. En realizaciones de este
aspecto, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención está presentes en la composición a una dosis desde apro-
ximadamente 10 hasta 10.000 µg por dosis. En estas preparaciones uno o más de los oligonucleótidos de esta invención
pueden ser combinados con otros compuestos inmunoestimulantes. Algunos ejemplos de inmunoestimulantes bien co-
nocidos son: interferón-α interferón-β, interferón-γ, factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-
CSF), interleucina 2 (IL2), interleucina 12 (IL12), oligonucleótido CpGs y células de Mycobacterium bovis BCG.
También, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención pueden ser combinados con fármacos anti-infecciosos
o anti-cancerosos, o con un procedimiento quirúrgico. En todos estos casos, los oligonucleótidos de esta invención
pueden ser administrados antes, después o simultáneamente con el tratamiento alternativo.

Otro aspecto de esta invención, es que una persona con una enfermedad tumoral o un trastorno inmunológico puede
ser tratado poniendo en contacto, “ex vivo”, linfocitos o células dendríticas plasmacitoides del individuo con uno o
mas de los oligonucleótidos de esta invención y readministrando las células activadas al individuo. En realizaciones
de este aspecto, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención está presente en el medio de incubación a una
concentración que va desde aproximadamente 0,10 a 100 µg por ml.

Breve descripción de las figuras

La Fig. 1 es una gráfica que representa el índice de proliferación de leucocitos mononucleares de sangre periférica
(PBMC) humana incubados con el ODN fosforotioato IMT 023 (Seq. ID Nº 9) o el ODN fosforotioato CpG 2006:

5’ TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3’

o el ODN fosforotioato no-CpG IMT 021 (SEQ ID NO: 1). Los datos representan la media y desviación estándar
de cinco ensayos independientes.

La Fig. 2 muestra los resultados de un estudio de citometría de flujo que utilizó leucocitos mononucleares de sangre
periférica (PBMC) humana para determinar el efecto comparativo del ODN fosforotioato CpG 2006:

5’ TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3’

o el ODN fosforotioato no-CpG IMT 021 (SEQ ID NO: 1) en la activación de la población de células B. La
activación de células B se midió por la inducción de CD86 en células CD69 positivas.

(a) Diagramas de citometría de flujo representativos comparando la activación de células B por los ODNs
IMT023 (Seq. ID Nº 9), 2006 o IMT021 (SEQ ID NO: 1);

(b) Histogramas representativos de los diagramas de citometría de flujo mostrados en (a).

La Fig. 3 es una gráfica que representa el índice de proliferación de los PBMC incubados con los ODNs fosforo-
tioato indicados. Los datos representan la media y desviación estándar de cinco ensayos independientes.
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La Fig. 4 muestra la inducción de CD86 en células CD19+ (B) y CD69 en células CD56+ (NK) por los ODNs no-
CpG reivindicados en WO 01/22972. Las PBMC humanas fueron cultivadas durante 48 hr con los ODNs fosfodiéster
o controles, y entonces teñidos con anti-CD19/anti-CD86 (a) o, anti-CD19/anti-CD40 (b) o, anti-CD19/anti-MHC I
(c) fluorescentes. Los resultados de citometría de flujo se presentan como histogramas que corresponden a las células
marcadas doblemente positivas. Los histogramas abiertos corresponden a células cultivadas en ausencia de ODN
y los histogramas sombreados a las células cultivadas en presencia de ODN. ODN (O): ODN fosfodiéster. ODN
2080, un ODN CpG de la siguiente secuencia: 5’-TCGTCGTTCCCCCCCCCCCC-3’ que fue usado como control
positivo.

La Fig. 5 muestra la influencia de la posición del motivo con la secuencia inmunoestimuladora X1X2X3X4X5X6X7
X8 aquí divulgada en la actividad inmunoestimuladora de los ODNs no-CpG medida en ensayos de proliferación de
PBMC. Los datos representan la media y desviación estándar de tres ensayos independientes realizados por cuadru-
plicado.

La Fig. 6 muestra la inducción de CD40, MHC I y MHC II en células CD19+ (células B) por ODNs no-CpG
que llevan el motivo con la secuencia inmunoestimuladora X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgada. Las PBMC humanas
fueron cultivadas durante 24 hrs con los ODNs indicados y entonces teñidas con anti-CD19/anti-CD40 (a) o, anti-
CD19/anti-MHC I (b) o, anti-CD19/anti-MHC II (c) marcados con fluorescentes. Los resultados de la citometría de
flujo se presentan como histogramas que corresponden a las células CD19+. Los histogramas abiertos corresponden a
células cultivadas en ausencia de ODN y los histogramas sombreados a las células cultivadas en presencia de ODN.
ODN (S) significa ODN fosforotioato.

La Fig. 7 muestra la inducción de CD86, CD40 y MHC I en células B purificadas por ODNs no-CpG que llevan
el motivo con la secuencia inmunoestimuladora X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgada. Las células B humanas purifi-
cadas fueron cultivadas durante 24 hrs con los ODNs indicados y entonces teñidas con anti-CD19/anti-CD86 (a) o,
anti-CD19/anti-CD40 (b) o, anti-CD19/anti-MHC I (c) fluorescentes. Los resultados de la citometría de flujo se pre-
sentan como histogramas que corresponden a las células CD19+. Los histogramas abiertos corresponden a las células
cultivadas en ausencia de ODN y los histogramas sombreados a las células cultivadas en presencia de ODN. ODN (S)
significa ODN fosforotioato.

La Fig. 8 muestra la inducción de CD86, CD40 y MHC I en células CD19+ (células B) por ODNs no-CpG
fosfodiéster que llevan el motivo con la secuencia inmunoestimuladora X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgada. Las
PBMC humanas fueron cultivadas durante 48 hrs con los ODNs fosfodiéster indicados y entonces teñidas con anti-
CD19/anti-CD86 (a) o, anti-CD19/anti-CD40 (b) o, anti-CD19/anti-MHC I (c) fluorescentes. Los resultados de las
citometrías de flujo se presentan como histogramas correspondientes a las células CD19+. Los histogramas abiertos
corresponden a células cultivadas en ausencia de ODN y los histogramas sombreados a las células cultivadas en
presencia de ODN. ODN (O) significa ODN fosfodiéster.

La Fig. 9 muestra la estimulación de la proliferación de PBMC en primates no humanos por ODNs no-CpG que
llevan el motivo X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgado. Las PBMCs de Cebus apella o Macacoa fascicularis fueron
cultivadas durante 72 hrs con los ODNs indicados (6 µg/ml). Los datos representan la media y desviación estándar de
cuatro réplicas.

La Fig. 10 muestra la inducción de CD86, CD40 y MHC I en CD19+ (células B) de un paciente con leucemia
linfocítica crónica de células B (CLL) por ODNs no-CpG que llevan el motivo X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgado.
Las PBMCs fueron cultivadas durante 24 hrs con los ODNs indicados y entonces teñidas con anti-CD19/anti-CD86
(a) o, anti-CD19/anti-CD40 (b) o, anti-CD19/anti-MHC I (c) fluorescentes. Los resultados de las citometrías de flujo
se presentan como histogramas que corresponden a las células CD19+. Los histogramas abiertos corresponden a las
células cultivadas en ausencia de ODN y los histogramas sombreados a las células cultivadas en presencia de ODN.
ODN (S) significa ODN fosforotioato.

La Fig. 11 muestra la estimulación de apoptosis de las células B malignas por ODNs no-CpG que llevan el motivo
X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgado. Las PBMCs fueron cultivadas durante 14 hrs o 5 días con los ODNs indicados y
entonces teñidas con yoduro de propidio y anexina V-FITC utilizando el kit de ensayo ANNEXIN V:FITC de Serotec
(Raleigh, NC, USA). Los resultados de citometría de flujo se presentan como un diagrama de puntos de la fluorescencia
de la anexina V-FITC frente a la fluorescencia del yoduro de propidio (PI). Este diagrama muestra tres poblaciones
celulares: a) células viables que son bajas en PI y bajas en anexina, b) células apoptóticas que son bajas en PI y altas
en anexina y, c) células necróticas secundatias que son altas en PI y altas en anexina.

La Fig. 12 muestra la inducción de CD86, CD40 y MHC I en células dendríticas plasmacitoides purificadas por los
ODNs no-CpG que llevan el motivo X1X2X3X4X5X6X7X8 aquí divulgado. Células dendríticas plasmacitoides con más
del 95% de pureza fueron cultivadas durante 24 hrs con los ODNs indicados y entonces teñidas con anti-CD4/anti-
CD11c/anti-CD86 (a) o, anti-CD4/anti-CD11c/anti-CD40 (b) o, anti-CD4/anti-CD11c/anti-MHC I (c) fluorescentes.
Los resultados de las citometrías de flujo se presentan como histogramas que corresponden a células CD4+CD11c-.
Los histogramas abiertos corresponden a células cultivadas en ausencia de ODN y los histogramas sombreados a las
células cultivadas en presencia de ODN. ODN (S) significa ODN fosforotioato.
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La Fig. 13 es una gráfica que representa los niveles de IL-10 en sobrenadantes de cinco cultivos independientes de
leucocitos mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanos que fueron cultivados durante 72 hrs con el ODN fos-
forotioato no-CpG IMT 504 (SEQ. ID NO: 2), el ODN fosforotioato CpG 2006: 5’ TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTC
GTT 3’, o el ODN fosforotioato no-CpG IMT 022 (SEQ ID NO: 175). Los datos representan la media y desviación
estándar de cinco ensayos independientes.

La Fig. 14 es una gráfica que representa los niveles de IL-5 en sobrenadantes de cinco cultivos independientes de
leucocitos mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanos que fueron cultivados durante 96 hrs con el ODN fos-
forotioato no-CpG IMT 504 (SEQ. ID NO: 2), el ODN fosforotioato CpG 2006: 5’ TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTC
GTT 3’, o el ODN fosforotioato no-CpG IMT 022 (SEQ ID NO: 175). Los datos representan la media y desviación
estándar de cinco ensayos independientes.

Descripción detallada de la invención

Definiciones

- Una “alergia” se refiere a la hipersensibilidad adquirida a una sustancia (alérgeno). Son ejemplos de alergias el
eczema, rinitis alérgica, asma y urticaria.

- Una “deficiencia del sistema inmune” se refiere a una enfermedad en la cual el sistema inmune no tiene su
capacidad funcional normal.

- Tal como se utiliza aquí, el término “oligonucleótido” u “oligo” significa múltiples nucleótídos (es decir, molécu-
las que comprenden un azúcar (p. ej. ribosa o desoxirribosa) enlazado a un grupo fosfato y a una base orgánica inter-
cambiable, la cual es o una pirimidina sustituida (p. ej. citosina (C), timina (T) o uracilo (U)) o una purina sustituida
(p. ej. adenina (A) o guanina (G)). El término “oligonucleótido” tal como se utiliza aquí se refiere tanto a oligorri-
bonucleótidos (ORNs) como a oligodesoxrribonucleótidos (ODNs). En el término “oligonucleótido” deben incluirse
también oligonucleósidos (es decir, un oligonucleótido menos el fosfato) y cualquier otro polímero que contenga una
base orgánica. Los oligonucleótidos pueden ser obtenidos de fuentes de ácidos nucleicos ya existentes (p. ej. DNA
genómico o cDNA), pero preferiblemente son sintéticos (p. ej. producidos mediante síntesis de oligonucleótidos).

- Un “oligonucleótido” se refiere a múltiples nucleótidos encadenados por enlaces fosfodiéster.

- Un “oligonucleótido inmunoestimulador” se refiere a un oligonucleótido que estimula (es decir, tiene un efecto
mitogénico en, ó induce ó incrementa ó disminuye la expresión de citocinas por) una célula del sistema inmune (es
decir: un linfocito, un macrófago) de manera estadísticamente significativa.

- Un “oligonucleótido inmunoestimulador fuerte” se refiere a un oligonucleótido que estimula “in vitro” células
del sistema inmune de un animal del orden Primate con una actividad de al menos el 60% de la actividad inmunoes-
timuladora del bien conocido ODN CpG 2006, bajo las mismas condiciones experimentales y usando un esqueleto
químico idéntico (es decir, esqueleto fosforotioato o esqueleto fosfodiéster).

- Un “CpG” se refiere a un dinucleótido citosina-guanina.

- Un “oligonucleótido CpG” se refiere a un oligonucleótido que estimula una célula del sistema inmune y su
actividad inmunoestimuladora depende críticamente de la presencia de al menos un CpG en su secuencia.

- Un “oligonucleótido no-CpG” se refiere a un oligonucleótido que estimula una célula del sistema inmune y su
actividad inmunoestimuladora no depende críticamente de la presencia de un CpG en su secuencia.

- Un “sujeto” se refiere a un animal del orden Primate, incluyendo los humanos.

- Tal como se utiliza aquí, el término “tratar” se refiere a un proceso por el cual los síntomas de una enfermedad, y
más específicamente, enfermedades infecciosas, enfermedades tumorales o trastornos inmunológicos son aliviados o
completamente eliminados.

- Tal como se utiliza aquí, el término “prevenir” se refiere a un proceso por el cual una enfermedad, y más es-
pecíficamente, enfermedades infecciosas o enfermedades tumorales o trastornos inmunológicos son bloqueados o
retrasados.

- En una realización preferida, los oligonucleótidos inmunoestimuladores de la invención son modificados ven-
tajosamente dando lugar a oligonucleótidos estabilizados. Tales oligonucleótidos inmunoestimuladores estabilizados
pueden ser particularmente útiles para obtener inmunoestimulación prolongada. Tal como se utiliza aquí, un “oligo-
nucleótido estabilizado” se refiere a un oligonucleótido que es relativamente resistente a la degradación in vivo (p.
ej. mediante una exo- o endo-nucleasa. Los oligonucleótidos estabilizados preferidos de la presente invención com-
prenden una modificación en su esqueleto de fosfatos. Más específicamente, la modificación del esqueleto de fosfatos
es preferiblemente una modificación del enlace inter-nucleótido de 5’, por ejemplo, en los primeros dos nucleótidos
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del extremo 5’ del oligonucleótido de la invención. Es más, la modificación del esqueleto de fosfatos puede ser una
modificación del enlace inter-nucléotido de 3’. En tal caso, la modificación puede ser, por ejemplo, en los dos úl-
timos nucleótidos del extremo 3’ del oligonucleótido de la invención. Aún más preferiblemente, el oligonucleótido
inmunoestimulador de la invención puede ser modificado establemente de tal forma que involucre un nucleótido unido
por un enlace fosforotioato (es decir, al menos uno de los oxígenos del fosfato es reemplazado por azufre). En la
realización más preferida, la mayoría, sí no todos los nucleótidos de los oligonucleótidos inmunoestimuladores de la
invención comprenden un nucleótido unido por un enlace fosforotioato.

Otros oligonucleótidos estabilizados pueden incluir alternativamente: análogos de DNA no iónicos, tales como
aril- o alquil-fosfonatos (en los cuales un oxígeno cargado del fosfonato es reemplazado por un grupo arilo o alquilo),
fosfodiéster y alquilfosfotriésteres, en los cuales el resto del oxígeno cargado está alquilado. Los oligonucleótidos que
contienen un diol, tales como el tetraetilenglicol o hexaetilenglicol, en cualquiera o en ambos de sus extremos, también
han mostrado ser sustancialmente más resistentes a la degradación por nucleasas.

La presente invención provee métodos para aumentar la respuesta inmune de animales del orden Primate, inclu-
yendo humanos, agregando uno o mas de los oligonucleótidos de esta invención a vacunas, o realizando un tratamiento
basado en la administración de uno o más de los oligonucleótidos de esta invención a una persona con una enferme-
dad tumoral o un trastorno inmunológico, o poniendo en contacto “ex vivo” células blancas de la sangre obtenidas
de una persona con una enfermedad tumoral o trastorno inmunológico con uno o más de los oligonucleótidos de esta
invención y readministrando estas células blancas de la sangre activadas a la misma persona.

Las composiciones con vacunas que contienen uno o mas de los oligonucleótidos de esta invención pueden pre-
sentar antígenos directamente (es decir, en forma de una proteína o polisacárido definido) o como parte de una entidad
biológica completa (es decir, virus completos; células bacterianas completas; membranas bacterianas o conjugados
artificiales como conjugados polisacárido-proteína). Estos antígenos se pueden combinar en múltiples vacunas.

Una composición de una vacuna que incluye al menos un antígeno se formula para incluir uno o más de los
oligonucleótidos de esta invención.

Por ejemplo, el antígeno pueden ser células muertas de Moraxella catharralis o fracciones subcelulares de estas
células o antígenos de superficie del virus de la Hepatitis B, ya sean naturales o producidos por medio de la tecnología
de DNA recombinante.

Uno o más de los oligonucleótidos de esta invención se pueden formular solos o junto con uno o más antíge-
nos en una composición farmacéutica, la cual puede también incluir portadores, espesantes, diluyentes, tampones,
conservantes, surfactantes, agentes anti-microbianos, agentes anti-inflamatorios, anestésicos y similares.

La formulación puede ser líquida o liofilizada. La composición farmacéutica puede ser administrada en diversas
formas dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico, y del área a tratar. La administración puede ser
tópica, oral, por inhalación o parenteral. Las formulaciones para la administración tópica pueden incluir ungüentos,
lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, sprays, líquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables los portado-
res farmacéuticos, bases oleosas, acuosas o en polvo, espesantes y similares. Las formulaciones para administración
oral incluyen polvos o gránulos, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, cápsulas, comprimidos y
similares. Pueden ser necesarios o deseables espesantes, saborizantes, diluyentes, emulsificantes y similares. Las for-
mulaciones para la administración parenteral incluyen soluciones acuosas estériles, las cuales también pueden contener
tampones, diluyentes y otros aditivos. Una vacuna que contenga uno o más antígenos y uno o más oligonucleótidos de
esta invención puede ser formulada y usada con fines terapéuticos o profilácticos.

Son antígenos comunes usados en vacunas profilácticas virales los del virus de la Hepatitis B, virus de la Hepatitis
A virus u virus de la gripe. Son antígenos comunes usados en vacunas profilácticas bacterianas los de Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catharralis, Klebsiella pneumoniae y Mycobacterium bovis (BCG).
Son antígenos comunes usados en vacunas terapéuticas los de Papilloma virus, virus VIH y células de melanoma.

Mejoras adicionales a la formulación de la vacuna pueden ser la incorporación de uno o más de los oligonucleó-
tidos de esta invención como adyuvante(s) y el(los) antígeno(s) en un vehículo de entrega para lograr una liberación
prolongada de los compuestos activos de la vacuna por tiempo prolongado. Esto se puede lograr por varios méto-
dos conocidos en la técnica. Ejemplos de estos métodos son la encapsulación en micropartículas de poli (lactido-
coglicolido) (Kersten, G.F.A. and Gander, B. 1996. Biodegradable Micro Spheres as vehicles for antigens, in: S.H.E.
Kaufmann, ed. Concepts in Vaccine Development. Walter de Gruyter. Berlin-New York), liposomas (Gregoriadis, G.
et al. 2000. Liposomes as Immunological Adjuvants and Vaccine Carriers, in: S.H.E. Kaufmann, ed. Concepts in
Vaccine Development. Walter de Gruyter. Berlin-New York) y nanopartículas de poli (metil metacrilato) (Kreuter, J.
2000. Poly (Methyl Methacrylate) nanoparticles as vaccine adjuvants, in: S.H.E. Kaufmann, ed. Concepts in Vaccine
Development. Walter de Gruyter. Berlin-New York).

Otra mejora a la formulación de la vacuna es conjugar el(los) antígeno(s) y uno o más de los oligonucleótidos de
esta invención por medios químicos (Mier W, Eritja R, Mohammed A, Haberkorn U, Eisenhut M. 2000. Preparation
and evaluation of tumor-targeting peptide-oligonucleotide conjugates. Bioconjug. Chem. 11: 855).
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Se conocen en la técnica muchas formulaciones de vacunas y pueden ser utilizadas sustituyendo el adyuvante
previamente conocido por uno o más de los oligonucleótidos de esta invención o simplemente agregando uno o más
de los oligonucleótidos de esta invención a la formulación original.

Basándonos en sus propiedades inmunoestimuladoras, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención también
puede(n) ser administrado(s) a un sujeto in vivo para tratar una enfermedad tumoral o un trastorno del sistema inmune.

Ejemplos de enfermedades tumorales comunes son: Leucemia Mielógena Crónica, Melanoma, Sarcoma de Kapo-
si, Mieloma Múltiple, Carcinoma de Células Renales, Cáncer de Vejiga, Cáncer de Pulmón, Cáncer de Piel, Cáncer de
Mama, Cáncer de Colon y Cáncer de Útero. Ejemplos de enfermedades inmunológicas comunes son: Alergia, Inmu-
nodeficiencia Combinada Severa, Enfermedad Granulomatosa Crónica y Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

La composición farmacéutica para estos tratamientos puede incluir uno o más de los oligonucleótidos de esta in-
vención junto con portadores, espesantes, diluyentes, tampones, conservadores, surfactantes, agentes anti-microbianos,
agentes anti-inflamatorios, anestésicos y similares. La fórmula puede ser líquida o liofilizada.

La composición farmacéutica puede ser administrada en diversas formas dependiendo de si se desea un tratamien-
to local o sistémico, y del área a tratar. La administración puede ser tópica, oral, por inhalación o parenteral. Las
formulaciones para la administración tópica pueden incluir ungüentos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios,
sprays, líquidos y polvos. Pueden ser necesarios o deseables los portadores farmacéuticos, bases oleosas, acuosas o en
polvo, espesantes y similares. Las formulaciones para administración oral incluyen polvos o gránulos, suspensiones
o soluciones en agua o medios no acuosos, cápsulas, comprimidos y similares. Pueden ser necesarios o deseables
espesantes, saborizantes, diluyentes, emulsificantes y similares. Las formulaciones para la administración parenteral
incluyen soluciones acuosas estériles, las cuales también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos. Al-
ternativamente, uno o más de los oligonucleótidos de esta invención se puede poner en contacto “ex vivo” con células
inmunocompetentes (es decir, células B o células dendríticas plasmacitoides) obtenidas de un sujeto con una enfer-
medad tumoral o una deficiencia del sistema inmune y las células activadas pueden entonces ser reintroducidas en el
sujeto.

Como se verá claro a partir de los siguientes ejemplos, los oligonucleótidos preferidos son aquellos que estimulan
“in vitro” células del sistema inmune de un animal del orden Primate con una actividad de al menos el 60% de la
actividad inmunoestimuladora del bien conocido ODN CpG 2006, bajo las mismas condiciones experimentales y
utilizando un esqueleto idéntico (es decir, los oligonucleótidos inmunoestimuladores potentes).

Entre estos se prefieren aquellos que tengan hasta 100 nucleótidos, más preferiblemente hasta 40 nucleótidos, que-
dando comprendido el oligonucleótido inmunoestimulador IMT 504, es decir TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT
(SEQ ID Nº 2), que representa el principal objeto de la presente invención.

Ejemplo 1

Materiales y Métodos

Los siguientes materiales y métodos fueron utilizados por lo general en los siguientes ejemplos.

1) Oligonucleótidos

Se adquirieron oligonucleótidos con enlaces internucleótido tipo fosforotioato, purificados por cromatografía líqui-
da de alta presión (HPLC), a Operan Technologies (Alameda, California) o Annovis (Aston, Pennsylvania) u Oligos
Etc (Bethel, Maine). Los ODNs fueron resuspendidos en agua libre de pirógenos, y se hicieron ensayos para detectar
contaminación por LPS utilizando el ensayo de Limulus y se conservaron a -20ºC hasta el momento de su uso. La
pureza se verificó mediante ensayos de HPLC y PAGE. Los preparados de ODNs se utilizaron si los niveles de LPS
fueron indetectables.

2) Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en los ensayos fueron adquiridos a Serotec (Raleigh, NC).

3) Leucocitos mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se obtuvo la sangre de donadores saludables mediante punción venosa utilizando heparina como anticoagulante.
Los PBMC fueron aislados utilizando una centrifugación en un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Sigma
Diagnostics Inc., St. Louis, MO). Brevemente, las muestras de sangre se diluyeron 1:2 en medio RPMI-1640 (PAA
laboratories GmbH, Linz, Austria) suplementado con 2,0 mM de L-glutamina y 50,0 µg/ml de gentamicina y 20 mM
de HEPES y se centrifugaron a 1000 × g durante 40 minutos a 20ºC. Se aislaron los PBMC, se lavaron y suspendieron
en medio suplementado con 10% de suero fetal de ternera.
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4) Purificación de células

Los linfocitos B y las células dendríticas plasmacitoides fueron purificadas de los PBMC humanos por selección
positiva utilizando los sistemas MACS de separación magnética de células (Miltenyi Biotec, Alemania).

5) Ensayos de proliferación celular

Se obtuvo la sangre de donadores saludables por punción venosa utilizando heparina como anticoagulante. Los
PBMC se aislaron mediante centrifugación en un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Sigma Diagnostics Inc.,
St. Louis, MO). Brevemente, las muestras de sangre se diluyeron 1:2 en medio RPMI-1640 (PAA laboratories GmbH,
Linz, Austria) suplementado con 2,0 mM de L-glutamina y 50,0 µg/ml de gentamicina y 20 mM de HEPES, se
centrifugaron a 1000 × g durante 40 minutos a 20ºC. Se aislaron los PBMC, se lavaron y se suspendieron en medio
suplementado con 10% de suero fetal de ternera.

Los PBMC se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% (v/v) de suero fetal de ternera inactivado
(FCS), 2,0 mM de L-glutamina y 50,0 µg/ml de gentamicina. Se incubaron 1×105 células/pocillo en placas de 96
pocillos (NUNC, Dinamarca) a 37ºC en una atmósfera humedecida con 5% CO2 durante 72 hr. Los PBMC fueron
estimulados con ODNs a 0,375 µg/ml a menos que se indique otra cosa. Dieciocho horas antes de recoger las células, se
agregó 1 µCi de 3H-Timidina (Amersham, actividad específica: 25 Ci/mmol) a cada pocillo. Las células se recogieron
en filtros de fibra de vidrio y se midió en un contador de centello la incorporación de 3H. Las desviaciones estándar de
pocillos cuadruplicados fueron <10%.

6) Ensayo de IL6

Se cultivaron PBMC (3×105/pocillo) tal como se describió anteriormente en presencia de ODNs (6 µg/ml) durante
24 hr. Después de esto se recogieron los sobrenadantes y se midieron los niveles de IL6 por ELISA. Brevemente,
se utilizaron placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca) que se cubrieron con anticuerpos anti-IL6 y se bloquearon
con medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de FCS inactivado por calor. La IL6 se detectó por colorimetría
utilizando anticuerpos marcados con biotina seguidos de estreptavidina conjugada con peroxidasa y entonces usando
un sustrato colorimétrico específico para la peroxidasa. Se generaron curvas estándar utilizando cantidades conocidas
de IL6 recombinante. El límite de detección de estos ensayos fue de 30 µg/ml. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

7) Ensayo de IL-10

Se cultivaron PBMC (3×105/pocillo) tal como se describió anteriormente en presencia de ODNs (1,5 µg/ml) duran-
te 72 hr. Después de esto, se recogieron los sobrenadantes y se midieron los niveles de IL-10 por ELISA. Brevemente,
se utilizaron placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca) que se cubrieron con anticuerpos anti-IL-10 y se bloquearon
con medio RPM11640 suplementado con 10% (v/v) de FCS inactivado por calor. La IL-10 se detectó por colorimetría
utilizando anticuerpos marcados con biotina seguidos de estreptavidina conjugada con peroxidasa y entonces usando
un sustrato colorimétrico específico para la peroxidasa. Se generaron curvas estándar utilizando cantidades conocidas
de IL-10 recombinante. El límite de detección de estos ensayos fue de 20 pg/ml. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

8) Ensayo de IL-5

Se cultivaron PBMC (3×105/pocillo) tal como se describió anteriormente en presencia de ODNs (1,5 µg/ml) e
IL-4 (5 ng/ml) durante 72 hr. Después de esto, se recogieron los sobrenadantes y se midieron los niveles de IL-5
por ELISA. Brevemente, se utilizaron placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca) que se cubrieron con anticuerpos
anti-IL-5 y se bloquearon con medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de FCS inactivado por calor. La IL-
5 se detectó por colorimetría utilizando anticuerpos marcados con biotina seguidos de estreptavidina conjugada con
peroxidasa y entonces usando un sustrato colorimétrico específico para la peroxidasa. Se generaron curvas estándar
utilizando cantidades conocidas de IL-5 recombinante. El límite de detección de estos ensayos fue de 40 pg/ml. Todos
los ensayos se realizaron por duplicado.

9) Ensayo de secreción de IgM

Se cultivaron PBMC (3×105/pocillo) tal como se describió anteriormente en presencia de ODNs (1,5 µg/ml) du-
rante 72 hr. Después de esto, se recogieron los sobrenadantes y se analizó la IgM por ELISA. Brevemente, se utilizaron
placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca) que se cubrieron con anticuerpos anti-IgM y se bloquearon con medio RP-
MI 1640. La IgM se detectó por colorimetría utilizando anticuerpos marcados con peroxidasa seguidos por un sustrato
colorimétrico específico para la peroxidasa. Se generaron curvas estándar utilizando cantidades conocidas de IgM
purificada. El límite de detección de estos ensayos fue de 50 ng/ml. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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10) Citometría de flujo

La tinción de los antígenos de superficie se realizó como se ha descrito anteriormente (J. Fló and E. Massouh.
Age-related changes of native and memory CD4 rat lymphocyte subsets in mucosal and systemic lymphoid organs.
Developmental and comparative Immunology 21: 443-453, 1997). Los anticuerpos Anti CD19 (clon LT19), CD86
(clon BU63), CD40 (clon LOB 7/6), CD4 (clon S 3.5), MHC clase I (clon W6/32), MHC clase II (clon WR 18), anti
CD4 (clon S3.5) y anti CD11c (clon BU15) fueron adquiridos a Serotec (Raleigh, NC, USA) Se estimó la apoptosis
utilizando el kit de ensayo ANNEXIN V:FITC de Serotec (Raleigh, NC, USA).

Los datos de citometría de flujo de 10.000 células/muestra se adquirieron en un FACScan (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA). Los datos se analizaron utilizando el programa informático Win MDI,
2.8, Interface Flow Cytometry Application (Joseph Trotter Copyright 1993-1998).

11) Inmunización de monos contra el antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y evaluación de la
respuesta humoral

Doce monos de la especie Cebus apella (2,5-3,5 Kg) fueron inmunizados con una dosis pediátrica de AgB (Pablo
Cassará, Buenos Aires, Argentina) conteniendo 10 µg de HBsAg adsorbido a aluminio (25 mg de Al3+/mg de HBsAg).
Esto se administró solo (n = 3, 1 hembra, 2 machos) o combinado con el ODN fosforotioato indicado (150 µg/dosis)
(n = 3, 1 hembra, 2 machos). Todas las vacunas se administraron intramuscularmente (i.m.) en el músculo cuadríceps
en un volumen total de 1 ml. Los monos se mantuvieron en las instalaciones para animales del CEMIC (Centro Médico
de Investigaciones Clínicas), Buenos Aires, Argentina. Los animales se monitorizaron diariamente por especialistas y
se pesaron una vez cada semana. Se recuperó plasma mediante punción intravenosa (i.v.) antes y varias veces posterior
a la inmunización y se ensayó inmediatamente para cuantificar los anticuerpos utilizando el kit comercial AUSAB
(Abbot Laboratories, Illinois, USA). Los títulos se expresan en miliunidades internacionales por ml.

Ejemplo 2

Selección de las secuencias de oligonucleótidos

Las patentes WO 96/02555 y US 6,239,116 enseñan que los oligonucleótidos, para ser inmunoestimuladores,
requieren de secuencias con motivos CpG no metilados (WO 96/02555, col. 13 líneas 19-20 y US 6,239,116, col. 6
líneas 1-3). EP 0 468 520 enseña que, para ser inmunoestimuladores, los oligonucleótidos requieren de una secuencia
palindrómica de al menos 6 nucleótidos de largo para tener un efecto satisfactorio (EP 0 468 520, col. 11, líneas 34-
37). Por lo tanto, se probaron varios oligonucleótidos no-CpG, sin secuencias palindrómicas de al menos 6 nucleótidos
de largo utilizando ensayos de proliferación, ensayos de diferenciación celular, ensayos de secreción de la citocina
IL6 y ensayos de secreción de IgM realizados en leucocitos mononucleares humanos de sangre periférica (PBMC).
Como control positivo, se utilizó el oligonucleótido CpG 2006 con la composición:

5’ TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3’

con enlaces fosforotioato descrito por Hartman y Krieg (Hartmann, G., Krieg, A.M. 2000. Mechanism and function
of a newly identified CpG DNA motif in human primary B cells. J. Immunol. 164: 944.). Como control de fondo se
utilizó el oligonucleótido fosforotioato IMT 023 (SEQ ID Nº 9) o IMT 022 (SEQ ID Nº 8) los cuales tienen muy baja
actividad en células humanas.

También como un “presumible” control negativo se utilizó un oligonucleótido con la misma composición del
oligonucleótido 2006 pero en el cual todos los dinucleótidos CpG se reemplazaron por dinucleótidos GpC:

5’ TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT 3’

Este oligonucleótido fue denominado ODN IMT 021 (SEQ ID Nº 1). La Fig. 1 muestra un ensayo de proliferación
realizado con los oligonucleótidos descritos anteriormente.

Sorprendentemente, se encontró que el oligonucleótido no CpG IMT 021 fue tan activo como el oligonucleótido
CpG 2006 en los ensayos de proliferación (Fig. 1 y Tabla 1) si era usado a 1,5 µg/ml y que tenía aproximadamente el
40-60% de actividad si se usaba a 0,375 µg/ml.
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TABLA 1

Inducción de proliferación de leucocitos de sangre periférica por los oligonucleótidos fosforotioato
CpG (2006) y no-CpG (IMT 021)

La inmunoestimulación también se evaluó por citometría de flujo utilizando el marcador general CD19 para células
B humanas y el marcador de activación CD86 para células B humanas.

La Fig. 2 muestra la activación de células B humanas incubadas con los ODNs (S) no CpG IMT 021 comparándolo
con la activación inducida por la incubación con el ODN (S) CpG 2006. Como puede observarse, ambos ODNs
muestran patrones de activación similares comparados con el control de fondo ODN(S) IMT 023 cuando fue usado a
1,5 µg/ml.

También se evaluó la secreción de IL6 en los sobrenadantes de PBMC incubados con ODN (S) CpG 2006 y con el
ODN (S) no CpG IMT 021 (Tabla 2).

TABLA 2

Inducción de secreción de IL-6 humana por los ODNs fosforotioato CpG y no-CpG 2006 e IMT 021

Los resultados de este ensayo también indican que el ODN (S) no-CpG IMT 021 es un inmunoestimulante efectivo
cuando se usa a 1,5 µg/ml. Por lo tanto, otras variantes de secuencia no-CpG del oligonucleótido 2006 fueron inves-
tigadas. La Tabla 3 muestra los resultados de seis de estas variantes en las cuales, las Cs o Gs de todos los CpGs de
este ODN fueron reemplazadas por otros nucleótidos. Como puede observarse, las Gs de los CpGs en el ODN(S) 2006
no son necesarias para la proliferación de células B o la secreción de IL6. Sin embargo, la modificación de las Cs de
los CpGs tiene un efecto negativo si el reemplazo se realiza por As o Gs pero no es así si es por Ts. Estos resultados
indican claramente que la estimulación de la proliferación de las células B y la secreción de IL6 por el ODN(S) 2006
no está del todo asociada a la integridad del grupo CpG.

TABLA 3

Inducción de la proliferación de leucocitos de sangre periférica y la secreción de IL6 por las variantes
no-CpG del oligonucleótido ODN(S) 2006
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Ejemplo 3

Efecto de la modificación de la estructura en la actividad inmunoestimuladora de los oligonucleótidos no-CpG:
definición del motivo activo

Con el fin de estudiar la influencia de la estructura primaria en la actividad inmunoestimuladora de los ODNs
no-CpG, se sintetizaron varias variantes de los oligonucleótidos 2006 e IMT 021. La Tabla 4 muestra la estructura
primaria de algunas de las variantes del IMT 021 y los resultados de los ensayos de proliferación y de IL-6 que se
realizaron para evaluar su actividad inmunoestimuladora.

El ODN(S) IMT 021 contiene T en las posiciones 7, 8, 9, 10, 12, 15, 16, 17, 18, 20, 23 y 24. El reemplazo de estas
Ts con As (ODN IMT 022) o Cs (ODN IMT 023) da como resultado una pérdida muy significativa de la actividad
(aproximadamente del 76% y 75% respectivamente) en el ensayo de proliferación y también en el ensayo de secreción
de IL-6 (84% y 88% respectivamente). Estos resultados indican que algunas o todas las Ts de las posiciones 7, 8, 9,
10, 12, 15, 16, 17, 18, 20, 23 y 24 son críticas para la actividad inmunoestimuladora del ODN IMT 021.

TABLA 4

Inducción de proliferación y secreción de IL-6 en leucocitos de sangre periférica por los oligonucleótidos
fosoforotiato no-CpG derivados del oligonucleótido inmunoestimulador IMT 021

Con el fin de investigar la composición del centro activo (motivo) de los oligonucleótidos no-CpG, varios ODNs
fueron ensayados a 0,375 µg/ml (Fig. 3). Se encontró que:

a) La presencia de grupos TG en un oligonucleótido no es suficiente en absoluto (en desacuerdo con WO 01-
22972) para una inmunoestimulación potente. Por ejemplo, los ODNs IMT 028, IMT 046, IMT 546, IMT
547 e IMT 550, todos los cuales tienen dos TGs, tienen una actividad muy débil. Por otro lado, el ODN
IMT 543 que no posee un dinucleótido TG tiene la misma actividad (baja) que el ODN IMT544, el cual
es un ODN con la misma composición general, pero que contiene dos dinucleótidos TG.

b) La presencia del tetranucleótido TTTT en un oligonucleótido no es suficiente en absoluto (en desacuerdo
con WO 01-22972) para una estimulación potente. Por ejemplo, los ODNs IMT 034, IMT 057, IMT 028,
IMT 543 y IMT 544, todos los cuales tienen dos fragmentos TTTT, tienen una actividad muy débil.
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c) La presencia de más del 25% de Ts no es suficiente en absoluto (en desacuerdo con WO 01-22972) para
una inmunoestimulación potente. Por ejemplo, los ODNs IMT 034(50% T), IMT 057 (71% T), IMT 028
(33% T), IMT 543(58% T), IMT 544 (50% T), IMT 059 (83% T), IMT 040 (42% T), IMT 046 (33% T),
IMT 545 (42% T), IMT 550 (33% T) y IMT 546 (42% T), de los cuales todos tienen más del 25% de T,
tienen una actividad muy débil.

d) La presencia de más del 25% de Ts más la presencia de dinucleótidos TG, no es suficiente en absoluto (en
desacuerdo con WO 01-22972) para una estimulación potente. Por ejemplo, los ODN IMT 028, IMT 046,
IMT 544 y IMT 546, de los cuales todos tienen más del 25% de Ts y dos TGs, tienen una actividad muy
débil.

e) La presencia de mas del 25% de Ts más la presencia del tetranucleótido TTTT, no es suficiente en absoluto
(en desacuerdo con WO 01-22972) para una estimulación potente. Por ejemplo, los ODN IMT 059, IMT
034, IMT 057, IMT 028, IMT 543 y IMT 544, los cuales tienen más del 25% de Ts y dos TTTT, tienen
una actividad muy débil.

f) La presencia de dinucleótidos TG más la presencia del tetranucleótido TTTT no es suficiente en absoluto
(en desacuerdo con WO 01-22972) para una estimulación potente. Por ejemplo, los ODN IMT 028 y IMT
544, los cuales tienen dos TGs y dos TTTT, tienen una actividad muy débil.

g) La presencia de dinucleótidos TG más la presencia del tetranucleótido TTTT, más la presencia de más del
25% de Ts, no es suficiente en absoluto (en desacuerdo con WO 01-22972) para una estimulación potente.
Por ejemplo, los ODN IMT 028 y IMT 546, los cuales tienen dos TGs, dos TTTT y más del 25% de Ts,
tienen una actividad muy débil.

h) Algunas Ts pueden ser relevantes para la actividad de los ODNs no CpG, pero no tienen que estar forzosa-
mente relacionadas a un dinucleótido TG o un motivo TTTT. Por ejemplo, el reemplazo de 2 Ts en el ODN
IMT 540, las cuales no están involucradas en ningún TG o motivo TTTT, tiene un efecto negativo muy
fuerte (ODN 545). Merece resaltarse que ambos, ODN IMT 540 e IMT 545 tienen más del 25% de T y no
tienen ningún motivo TTTT o TG. También merece resaltarse que la sustitución, en el ODN pobremente
estimulador IMT 545 de dos Ts, que genera dos dinucleótidos TGs, dos motivos TTTT e incrementa el
contenido total de Ts (ODN IMT 544) no incrementa la actividad (en desacuerdo con WO 01-22972).

i) La presencia del tetranucleótido CCCC y/o más del 50% de Cs no es suficiente en absoluto (en desacuerdo
con WO 01-22972) para una inmunoestimulación potente. Por ejemplo, el ODN IMT 023, el cual tiene
dos CCCC y el 63% de C, tiene una actividad muy débil.

j) El reemplazo de algunas Ts por Cs o Gs en algunos oligonucleótidos ricos en Ts incrementa la actividad
(en desacuerdo con WO 01-22972). Por ejemplo, el reemplazo de 3 Ts en el ODN IMT 059 por Cs (ODN
IMT 037) incrementa la actividad de manera estadísticamente significativa. Por lo tanto, la presencia de
Cs combinadas con algunas Ts puede ser relevante para alcanzar inmunoestimulación potente.

k) En general, los oligonucleótidos ricos en Ts pueden tener alguna actividad inmunoestimuladora en un
esqueleto fosforotioato, pero son inactivos en un esqueleto fosfodiéster (en desacuerdo con WO 01-22972).
Por ejemplo, la Tabla 5 muestra que IMT 053, el cual consiste en una cadena de poliT de 24 nucleótidos
de largo, es capaz de estimular la secreción de IL6 en un esqueleto fosforotioato pero no en un esqueleto
fosfodiéster. Lo mismo es cierto para el ODN IMT 021, el cual contiene más del 25% de T y 6 dinucleótidos
TG. Estos dos ODNs tampoco son capaces, en un esqueleto fosfodiéster, de estimular la expresión de los
marcadores de activación CD 86, CD 40 y MHC clase I en células CD 19 positivas (B) (Fig. 4).

l) En general, los oligonucleótidos inmunoestimuladores en un esqueleto fosfodiéster son inactivos como
cadena doble (en desacuerdo con WO 01-22972). Por ejemplo, los potentes inmunoestimuladores ODN
2006 y IMT 504 son inactivos como cadena doble (no mostrado aquí). Resultados similares se describieron
en ratones en la siguiente publicación: Zelenay, S., Elias, F. and Flo, J. Eur. J. Immunol. 33: 1382-92
(2003).

Tomando en cuenta todos estos hechos, se investigó cuál es la mínima secuencia, necesaria y suficiente que debería
estar presente en un oligonucleótido no-CpG para obtener una actividad inmunoestimuladora potente, en un esqueleto
fosfodiéster (natural) así como en esqueletos modificados.

21



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 380 796 T3

TABLA 5

Inducción de secreción de IL6 por los ODNs PyNTTTTGT fosfodiéster y fosforotioato

El análisis de cientos de ODNs (no mostrado aquí) permitió la definición de una secuencia central (motivo) res-
ponsable de la potente actividad inmunoestimuladora de los ODNs no-CpG medida a través de la secreción de IL-6 y
la proliferación de células B. Este motivo es el siguiente:

X1X2X3X4X5X6X7X8

donde X1 es C o T;

donde X2 es C,T,G o A;

donde X3 es T o A;

donde X4 es T, C o G;

donde X5 es T, C o G;

donde X6 es T o G;

donde X7 es G;

donde X8 es T;

donde al menos dos de X3, X4, X5 y X6 son Ts.

La Tabla 6 muestra el efecto de los cambios en cada uno de los nucleótidos de los dos motivos no-CpG presentes
en el ODN IMT 504 (motivo: CATTTTGT). El reemplazo de C en la posición 1 del motivo por A (ODN IMT 531) o
G (ODN IMT 533) dio como resultado una pérdida de cerca del 50% de la actividad. Sin embargo, el reemplazo de
esta C por T (ODN IMT 532) no cambió la actividad. Así, para obtener la máxima actividad la primera posición del
motivo debería ser ocupada por un nucleótido de pirimidina (C o T). En la posición 2 del motivo, A (ODN IMT 504)
o T (ODN IMT 535) o C (ODN IMT 534) son opciones equivalentes.
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Para estudiar la influencia de un nucleótido G en la posición 2 del motivo sin la introducción de un dinucleótido
CpG, se sintetizaron los ODNs con una T en la primera posición del motivo (Tabla 7). Como puede observarse,
cualquier nucleótido en la segunda posición del motivo es equivalente.

El reemplazo de G en la posición 7 del motivo por una A (ODN IMT 541), T (ODN IMT 542) o C (ODN IMT
543) tiene un efecto negativo (Tabla 5). Así, para obtener la máxima actividad, la posición 7 del motivo debe ser
preferiblemente G.

Respecto a las posiciones de motivo ocupadas por Ts, la más sensible es la de la posición 8. El reemplazo de esta
T por A (ODN IMT543) o C (ODN IMT599) o G (ODN IMT 604) tiene un efecto negativo. Así, para obtener la
actividad máxima, la posición 8 del motivo debería ser preferiblemente T. En la posición 3 del motivo la T podría
ser reemplazada por A (ODN IMT IMT537) sin pérdida de actividad. Sin embargo, el reemplazo de esta T por C
(ODN IMT595) o G (ODN IMT600) tiene un efecto negativo. Así, para obtener la máxima actividad, la posición 3
del motivo debería ser preferiblemente T o A. En la posición 4 del motivo la T podría ser reemplazada por C (ODN
IMT IMT596) o G (ODN IMT601) sin una pérdida significativa de actividad. Sin embargo, el reemplazo de esta
T por A (ODN IMT538) tiene un efecto negativo. Así, para obtener la máxima actividad, la posición 4 del motivo
debería ser preferiblemente T o C o G. En la posición 5 del motivo, la T podría ser reemplazada por C (ODN IMT
IMT597) o G (ODN IMT602) sin una pérdida significativa de la actividad. Sin embargo, el reemplazo de esta T por
A (ODN IMT539) tiene un efecto negativo. Así, para obtener la máxima actividad, la posición 5 del motivo debería
ser preferiblemente T o C o G. En la posición 6 del motivo, la T podría ser reemplazada por G (ODN IMT IMT603)
sin una pérdida significativa de actividad. Sin embargo, el reemplazo de esta T por A (ODN IMT540) tiene un efecto
negativo Así, para obtener la máxima actividad, la posición 6 del motivo debería ser preferiblemente T o G.

El reemplazo simultáneo de T por A en la posición 3 del motivo y de T por G en la posición 6 del motivo no
dio como resultado ninguna pérdida de actividad (ODN IMT 608). Sin embargo, en este caso y para obtener la má-
xima actividad, las posiciones 4 y 5 deberían ser ocupadas por Ts (ver ODNs IMT609, IMT610, IMT611, IMT612 y
IMT614).

El reemplazo de dos o más de las Ts por As dentro del motivo da como resultado más del 70% de pérdida de
actividad (ODNs IMT 545, IMT 546, IMT 547, IMT 548, IMT 549, IMT 550, IMT 551 y IMT 552).

Tomando en consideración estos resultados, se puede concluir también que para obtener una actividad inmunoes-
timuladora potente, dos o más de las posiciones 3, 4, 5 y 6 del motivo deberían ser ocupadas por Ts.

TABLA 6

Inducción de la proliferación de leucocitos de sangre periférica por los oligonucleótidos no-CpG fosforotioato
de esta invención derivados del ODN IMT 504
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TABLA 7

Inducción de la proliferación y secreción de IL-6 por leucocitos de sangre periférica por los oligonucleótidos
fosforotioato no-CpG fosforotioato con cambios en la segunda posición del motivo inmunoestimulador

Para investigar el efecto de los cambios en la posición del motivo dentro de la cadena del ODN, el motivo no-
CpG CATTTTGT presente en el ODN IMT504 fue introducido en diferentes localizaciones dentro de una cadena
poliT de 24 nucleótidos de longitud (Fig. 5). Como puede observarse, el ODN (S) poliT por sí mismo tuvo una
actividad mitogénica significativa. Por otro lado, la introducción de un solo motivo CATTTTGT dio como resultado
un incremento de 1,2 a 1,8 veces (medido por ensayos de proliferación), o de 2,4 a 3,5 veces (medido por ensayos de
secreción de IL-6) en la actividad inmunoestimuladora de la cadena de poliT, dependiendo del sitio en el cual estuviera
localizado el motivo. Una distancia de al menos dos nucleótidos desde el extremo 5’ o de cuatro desde el extremo 3’
parece ser necesaria para alcanzar la actividad máxima (ODNs IMT174 al IMT 179). La introducción de dos motivos
en posiciones óptimas (ODN IMT182) dio como resultado en un incremento de 1,9 veces (medido por ensayos de
proliferación), o de 2,9 veces (medido por ensayos de secreción de IL-6) en la actividad inmunoestimuladora de la
cadena de poliT. Esto indica que la contribución del segundo fragmento es insignificante. Por otro lado, la actividad
de los ODNs más efectivo como el ODN IMT504 es más de 3 veces mayor que la actividad del poliT medido por
ensayos de proliferación, un hecho que sugiere que también hay una influencia significativa de la composición de al
menos algunos de los nucleótidos que rodean el motivo de esta invención en la actividad total del ODN.

Ejemplo 4

Efecto de la modificación estructural en la actividad inmunoestimuladora de los oligonucleótidos no-CpG de esta
invención: influencia de la composición de nucleótidos fuera del motivo activo

Los resultados mostrados en la Fig. 5 indican que la composición del oligonucleótido fuera del motivo central no-
CpG es importante para alcanzar la actividad inmunoestimuladora óptima. Por lo tanto, varios oligonucleótidos fueron
sintetizados con cambios en la composición de los nucleótidos que rodean los motivos. La Tabla 8 muestra el efecto de
los cambios en la composición de los primeros cuatro nucleótidos del extremo 5’ y de los últimos cuatro nucleótidos
del extremo 3’ en la actividad inmunoestimuladora del ODN IMT 504. Como puede observarse, las mejores opciones
son: C o G en la posición -1 respecto a los dos motivos, C, T o G en la posición -2, cualquier nucleótido en las
posiciones -3 y -4, A o T en la posición +1, G en la posición +2, cualquier nucleótido en la posición +3 y G en la
posición +4.

Por supuesto, otras combinaciones de nucleótidos no representadas en esta tabla pueden tener un efecto similar o
incluso mejor en la actividad inmunoestimuladora de los oligonucleótidos no-CpG. Un experto común en la materia
puede determinar empíricamente otras combinaciones efectivas.
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TABLA 8

Inducción de proliferación de leucocitos de sangre periférica por el ODN(S) no-CpG IMT 504 con variaciones
en la composición fuera de los dos motivos inmunoestimuladores
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Ejemplo 5

Efecto de la modificación de la estructura en la actividad inmunoestimuladora de los oligonucleótidos no-CpG de
esta invención: influencia del tamaño del oligonucleótido

La Tabla 9 muestra que los ODNs con un motivo inmunoestimulador son activos si la cadena es de 16 o mas
nucleótidos de largo. La actividad es máxima si el ODN es de 20 a 25 nucleótidos de largo. Todos los ODNs dentro
de este rango que llevan al menos un motivo no-CpG de esta invención ensayados durante este estudio (más de cien)
fueron muy activos.

TABLA 9

Efecto del tamaño de los oligonucleótidos no-CpG fosforotioato en la proliferación de células B y la
secreción de IL-6

Ejemplo 6

Inducción por los oligonucleótidos fosforotioato no-CpG de esta invención de la secreción de IgM por parte de los
leucocitos de sangre periférica

La inducción de secreción de IgM en leucocitos de sangre periférica es otro marcador importante de la actividad
inmunoestimuladora de oligonucleótidos. La Tabla 10 muestra la estimulación de la secreción de IgM por varios de los
oligonucleótidos fosforotioato no-CpG descritos anteriormente. Como puede observarse, los ODN(S)s no-CpG más
activos en la inducción de proliferación y secreción de IL6 son también los mejores en la inducción de la secreción de
IgM.

(Tabla pasa a página siguiente)

27



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 380 796 T3

TABLA 10

Inducción de la secreción de IgM por parte de los leucocitos de sangre periférica por los oligonucleótidos
fosforotioato no-CpG de esta invención

Ejemplo 7

Estimulación de expresión de CD40, MHC I y MHC II en linfocitos B por los oligonucleótidos fosforotioato no-CpG
de esta invención

Los PBMC humanos se incubaron en presencia de ODN IMT 504, ODN 2006 como control positivo y ODN IMT
022 como control negativo (Fig. 6). Como puede observarse, el ODN IMT 504 es tan activo como el ODN CpG 2006
en la estimulación de la expresión de CD40, MHC I y MHC II en linfocitos B.

Ejemplo 8

Estimulación de linfocitos B purificados por los oligonucleótidos no-CpG de esta invención

Células humanas CD19+ (B) fueron purificadas a más del 95% de pureza. En la Tabla 11 y Fig. 7 se muestra que la
actividad inmunoestimuladora en estas células purificadas es comparable a la observada utilizando PBMC humanos.
Estos resultados indican que la estimulación con los oligonucleótidos no-CpG de esta invención en las células humanas
es directa.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 11

Inducción de la proliferación, secreción de IL6 e IgM en células B purificadas por los oligonucleótidos
fosforotioato no-CpG de esta invención

Ejemplo 9

Inmunoestimulación por los oligonucleótidos no-CpG fosfodiéster de esta invención

La Fig. 8 y la Tabla 12 muestran el efecto de los oligonucleótidos no-CpG fosfodiéster de esta invención en
PBMC humanos. Ya que los oligonucleótidos fosfodiéster son muy sensibles a las nucleasas, estos fueron agregados
a los cultivos tres veces (0, 4, y 16 hr) para alcanzar una concentración final de 30 µg/ml. Se utilizó como control
positivo un ODN CpG fosfodiéster muy potente (ODN 2080) en los ensayos de citometría (Hartmann G, Weeratna
R, Bailas ZK, Payette P, Suparto, I, Rasmussen WL, Wadschmidt M, Sajuthi D, Purcells RH, Davis HL, Krieg AM.
Delineation of a CpG phosphorothioate oligodeoxynucleotide for activating primate immune responses in vitro and
in vivo. J. Immunol.164, 1617-1624, (2000)). Como puede observarse, en estas condiciones, los ODNs fosfodiéster
que llevaban los motivos no-CpG de esta invención tienen actividad inmunoestimuladora. A este respecto, merecen
señalarse las diferencias existentes entre estos ODNs no-CpG comparados con los reivindicados en WO 01/22972
(ver tabla 5 y Fig. 4).

TABLA 12

Inmunoestimulación por oligonucleótidos no-CpG fosfodiéster de esta invención
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Ejemplo 10

Inducción de proliferación de leucocitos periféricos de monos de las especies Cebus apella y Macaca fascicularis por
ODN(S)s no-CpG de esta invención

Los ODN(S)s no-CpG de esta invención no son inmunoestimuladores muy efectivos en ratones, cerdos y ovejas.
Sin embargo, estos son efectivos en monos. Por ejemplo, la Fig. 9 muestra la actividad inmunoestimuladora de los
ODN(S)s no-CpG en leucocitos de sangre periférica de monos de las especies Cebus apella y Macaca fascicularis.
De acuerdo con estos resultados, los ODNs no-CpG mas efectivos en primates no humanos son los que contienen
el motivo CATTTTGT. Por lo tanto, los monos pueden ser utilizados como modelos animales para investigar las
aplicaciones clínicas de estos ODN(S)s no-CpG.

Ejemplo 11

Vacunación de sujetos

Las formulaciones de vacunas que contengan ODNs no-CpG de esta invención como adyuvantes pueden ser uti-
lizadas para vacunar sujetos contra una variedad de agentes de enfermedades bacterianas y virales y contra células
tumorales. La tabla 13 muestra el efecto de la inoculación en monos de la especie Cebus apella con una formulación
de vacuna que incluye el antígeno de superficie recombinante de la Hepatitis B (rHBsAg) y óxido de aluminio en
presencia o ausencia del ODN IMT 504 como adyuvante.

TABLA 13

Respuestas Anti-HBs en Cebus apella inmunizados contra HBsAg con ODNs IMT

Como puede observarse, hay un incremento dramático en el título de anti-HBsAg en animales vacunados con
HBsAg más el ODN(S) IMT 504 en comparación con los vacunados únicamente con el HBsAg. El ODN CpG 2006
tiene un desempeño como adyuvante similar al de los ODNs no-CpG de esta invención.

En particular, un humano puede ser vacunado contra la hepatitis B mediante la administración de una formula-
ción de vacuna que incluye el antígeno de superficie recombinante de la Hepatitis B (rHBsAg) y óxido de aluminio
y uno o más de los oligonucleótidos de esta invención como adyuvantes. La cantidad de rHBsAg en cada dosis, y el
esquema de administración, pueden variar de acuerdo a la edad del humano. Por ejemplo, para los humanos desde el
nacimiento hasta la edad de 12 años, un esquema de tres dosis de 2,5 µg a 5 µg de rHBsAg puede ser administrado a
los 0, 1-3 meses después y 4-18 meses después, preferiblemente a los 0, 2 y 6 meses. Uno o más de los oligonucleó-
tidos de esta invención puede estar presente en la formulación de aproximadamente desde aproximadamente 10 µg a
aproximadamente 1.000 µg por dosis.

Para humanos de 12 a 60 años de edad, un esquema de tres dosis de aproximadamente 5 µg a aproximadamente
40 µg de rHBsAg puede ser administrados a los 0, 1-3 meses después y 4-18 meses después, preferiblemente a los
0, 2 y 6 meses. Uno o más de los oligonucleótidos de esta invención puede estar presente en la formulación desde
aproximadamente de 10 µg a aproximadamente 1.000 µg por dosis.

Ejemplo 12

Estimulación de expresión de moléculas coestimuladoras en linfocitos B malignos por los oligonucleótidos no-CpG
fosforotioato

La estimulación de linfocitos B malignos recuperados de la sangre de pacientes que sufren de leucemia linfocítica
crónica (CLL) por los oligonucleótidos no-CpG fosforotioato de esta invención fue examinada por análisis de citome-
tría de flujo (FACS). En la Fig. 10 se muestran los resultados típicos de un análisis FACS. Como puede observarse, el
oligonucleótido no-CpG fosforotioato IMT 504 de esta invención es capaz de estimular la expresión de las moléculas
coestimuladoras de superficie CD86, CD40 y MHC clase I de los linfocitos B malignos tan bien como el ODN CpG
2006.
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Ejemplo 13

Estimulación de la apotosis de células B malignas por oligonucleótidos no-CpG fosforotioato

La estimulación de apoptosis en linfocitos B malignos recuperados de sangre de pacientes con leucemia linfocítica
crónica (CLL) por los oligonucleótidos no-CpG fosforotioato de esta invención fue examinada por análisis de cito-
metría de flujo (FACS) utilizando como marcadores de apoptosis yoduro de propidio y anexina V. En la Fig. 11 se
muestran los resultados típicos de un análisis FACS. Como puede observarse, el oligonucleótido no CpG IMT 504 de
esta invención es capaz de incrementar la apotosis de las células de leucemia tan bien como el ODN CpG 2006.

Ejemplo 14

Estimulación de la expresión de moléculas coestimuladoras en células dendríticas plasmacitoides por los oligonu-
cleótidos no-CpG fosforotioato de esta invención

La estimulación de células dendríticas plasmacitoides recuperadas de sangre de donadores normales por los oli-
gonucleótidos no-CpG fosforotioato de esta invención fue examinada por análisis de citometría de flujo (FACS). En
la Fig. 12 se muestran los resultados típicos de un análisis FACS. Como puede observarse, el oligonucleótido no-
CpG fosforotioato IMT 504 de esta invención es capaz de estimular la expresión de las moléculas de superficie CD86,
CD40 y MHC clase I en células dendríticas plasmacitoides tan bien como el ODN CpG 2006.

La tabla 14 muestra que los oligonucleótidos no-CpG de esta invención también tienen la capacidad de estimular
células dendríticas plasmacitoides humanas purificadas para que secreten interferón alfa si el esqueleto del oligonu-
cleótido es de tipo fosfodiéster.

TABLA 14

Secreción de interferón alfa por células dendríticas plasmacitoides purificadas incubadas con oligonucleótidos
non-CpG fosforotioato y fosfodiéster de esta invención

Ejemplo 15

Tratamiento de sujetos con enfermedad tumoral

Las formulaciones farmacéuticas que contienen uno o más de los oligonucleótidos inmunoestimuladores de esta
invención, pueden ser usadas para tratar sujetos contra una amplia variedad de enfermedades tumorales. En particular,
un humano con un Melanoma puede ser tratado mediante la administración de una formulación farmacéutica que
contenga el oligonucleótido de esta invención como ingrediente activo. La cantidad de oligonucleótido en cada dosis,
y el esquema de administración, pueden variar de acuerdo con la masa corporal del sujeto y el estadio de progresión
del tumor. Por ejemplo, para un humano de aproximadamente 70 kg que tiene un melanoma metastático avanzado
irresecable, una dosis de 1 mg del oligonucleótido de esta invención puede ser administrada 3 veces por semana
durante 10 semanas.
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Ejemplo 16

La inducción de secreción de IL-10 y la inhibición de secreción de IL-5 por leucocitos de sangre periférica por
oligonucleótidos no-CpG fosforotioato de esta invención

La IL-10 es un supresor potente de la producción de IgE, y la inducción y el mantenimiento de la anergia de células
T específicas de epítopo está asociada al incremento de IL-10. La Fig. 13 muestra la estimulación de la secreción de
IL-10 por los oligonucleótidos no-CpG fosforotioato IMT 504 y los controles en PBMCs de varios donadores. Como
puede observarse, el IMT 504 es tan activo como el control positivo ODN CpG 2006. Las células Th2 específicas
de alérgeno producen IL-5, lo cual promueve la diferenciación, activación y supervivencia de eosinófilos. La Fig. 14
muestra que el oligonucleótido fosforotioato no-CpG IMT 504 y el control positivo ODN CpG 2006 son represores de
la producción de IL-5 en varios PBMCs humanos inducidos por IL-4 + Con A.

Ejemplo 17

Tratamiento de sujetos con enfermedad alérgica

Las formulaciones farmacéuticas que contengan uno o más de los oligonucleótidos inmunoestimuladores de esta
invención, pueden ser usadas para tratar sujetos contra una amplia variedad de enfermedades alérgicas.

En particular, un humano con asma puede ser tratado mediante la administración en las vías respiratorias de una
formulación farmacéutica aerosolizada que contenga el oligonucleótido de esta invención como componente activo.
La cantidad del oligonucleótido en cada dosis, y el esquema de administración, pueden variar de acuerdo con el sujeto.

Secuencias de oligonucleótidos que están fuera del alcance de esta invención

Las siguientes secuencias de oligonucleótidos (divulgados en las publicaciones del estado de la técnica incluidas
en la lista previa) están excluidas del alcance de los reclamos de las reivindicaciones:
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleótido inmunoestimulador que tiene hasta 100 nucleótidos y que comprende un motivo de secuencia
no palindrómica de ácido nucleico que tiene la siguiente fórmula:

TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT (SEQ ID Nº 2)

2. Un oligonucleótido inmunoestimulador según la reivindicación 1, caracterizado por tener hasta 40 nucleótidos.

3. Un oligonucleótido inmunoestimulador que es:

TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT (SEQ ID Nº 2)

4. El oligonucleótido inmunoestimulador de las reivindicaciones 1-3, en donde el oligonucleótido inmunoestimu-
lador está encapsulado en un vehículo de administración de liberación lenta.

5. El oligonucleótido inmunoestimulador de las reivindicaciones 1-3, en donde el oligonucleótido inmunoestimu-
lador está incluido en un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Una composición farmacéutica que comprende el oligonucleótido inmunoestimulador según las reivindicaciones
1-3 y un portador farmacéuticamente aceptable.

7. Una composición según la reivindicación 6, en donde dicho oligonucleótido inmunoestimulador está incluido
en un plásmido.

8. Una composición según la reivindicación 6, que además comprende un antígeno.

9. Una composición según la reivindicación 8, en donde el antígeno es seleccionado del grupo que consiste en
virus, bacterias, hongos, parásitos, células tumorales, toxinas, alérgenos, proteínas, glicolípidos y polisacáridos.

10. Una composición según la reivindicación 8, en donde el antígeno es un antígeno viral, un antígeno bacteriano,
una célula tumoral de humano o de animal y/o un antígeno de hongo.

11. Una composición según la reivindicación 8, en donde el antígeno está codificado por un plásmido.

12. Una composición según las reivindicaciones 6-11, que está en forma líquida o liofilizada.

13. Uso de un oligonucleótido inmunoestimulador según las reivindicaciones 1-5 para la fabricación de un medi-
camento para tratar, prevenir o aliviar una enfermedad tumoral.

14. El uso de la reivindicación 13, en donde dicha enfermedad tumoral es seleccionada de entre Leucemia Mieló-
gena Crónica, Linfoma Linfoblástico de Precursores B, Leucemia Linfocítica Crónica de células B, Linfoma Linfo-
plasmacítico, Linfoma de células del Manto, Linfoma del Centro Folicular (folicular y difuso), Linfoma B de la Zona
Marginal, Linfoma Extranodal, Linfoma Nodal de células B de la Zona Marginal, Linfoma Esplénico de células B
de la zona Marginal, Leucemia de Células Pilosas, Plasmocitoma, Linfoma Difuso de Células B grandes, Linfoma de
Burkitt, Linfoma de Alto Grado de células B, Linfoma Tipo Burkitt, Melanoma, Sarcoma de Kaposi, Mieloma Múl-
tiple, Carcinoma de Células Renales, Cáncer de Vejiga, Cáncer de Pulmón, Cáncer de Piel, Cáncer de Mama, Cáncer
de Colon y Cáncer de Útero.

15. Uso de un oligonucleótido inmunoestimulador según las reivindicaciones 1-5 para la fabricación de un me-
dicamento para tratar, prevenir o aliviar un trastorno inmunológico seleccionado de entre Alergia, Inmunodeficiencia
Severa Combinada, Enfermedad Granulomatosa Crónica y Enfermedad de Inmunodeficiencia Adquirida.

16. El uso de las reivindicaciones 13-15, en donde el medicamento es para ser administrado a un humano.

17. El uso de las reivindicaciones 13-15, en donde el oligonucleótido ha sido conjugado con uno o mas antígenos.

18. El uso de las reivindicaciones 13-15, en donde el medicamento comprende un antígeno.

19. El uso de las reivindicaciones 13-15, en donde el medicamento es para ser administrado por vía intramuscular,
oral, intranasal, anal, vaginal o transdérmica.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACIÓN GENERAL:

(i) SOLICITANTE: IMMUNOTECH SA

(ii) TÍTULO DE LA INVENCIÓN: Oligonucleótidos inmunoestimuladores y sus usos.

(iii) NÚMERO DE SECUENCIAS: 74

(iv) DIRECCIÓN PARA CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Dragotti & Associati

(B) CALLE: Galleria San Babila 4/C

(C) CIUDAD: Milán

(D) ESTADO:

(E) PAÍS: Italia

(F) CÓDIGO POSTAL: 20122

(v) FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: Disquete

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible

(C) SISTEMA OPERATIVO:

(D) SOFTWARE:

(vi) DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD:

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN:

(C) CLASIFICACIÓN:

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD PRIORITARIA:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD: CA-2388049

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN: 2002-05-30

(viii) INFORMACIÓN DEL AGENTE:

(A) NOMBRE: Roberto Pistolesi

(B) NÚMERO DE REGISTRO: 94880

(C) NÚMERO DE REFERENCIA/IDENTIFICACIÓN: 03mg06e

(ix) INFORMACIÓN PARA TELECOMUNICACIONES:

(A) TELÉFONO: +39 02 799340

(B) TELEFAX: +39 02 784427

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 1 (IMT 021):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 1:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 2 (IMT 504):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 2:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 3 (IMT 505):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 3:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 4 (IMT 506):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 4:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 5 (IMT 501):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 5:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 6 (IMT 502):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 6:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 7 (IMT 503):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 7:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 8 (IMT 022):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 8:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 9 (IMT 023):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 9:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 10 (IMT 197):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 10:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 11 (IMT 198):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 11:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 12 (IMT 199):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 12:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 13 (IMT 509):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 13:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 14 (IMT 531):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 14:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 15 (IMT 532):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 15:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 16 (IMT 533):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 16:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 17 (IMT 534):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 17:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 18 (IMT 535):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 18:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 19 (IMT 053):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 19:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 20 (IMT 173):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 20:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 21. (IMT 174):

(i) CARACTERÍSTICAS DE IA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 21:

6



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 380 796 T3

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 22 (IMT 175):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 22:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 23 (IMT 176):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 23:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 24 (IMT 177):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 24:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 25 (IMT 178):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 25:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 26 (IMT 179):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 26:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 27 (IMT 180):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 27:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 28 (IMT 181):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 28:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 29 (IMT 182):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 29:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 30 (IMT 537):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 30:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 31 (IMT 538):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ 10 Nº 31:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 32 (IMT 539):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 32:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 33 (IMT 540):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 33:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 34 (IMT 541):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 34:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 35 (IMT 542):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 35:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 36 (IMT 543):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 36:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 37 (IMT 544):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 37:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 38 (IMT 545):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 38:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 39 (IMT 546):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 39:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 40 (IMT 547):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 40:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 41 (IMT 548):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 41:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 42 (IMT 549):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 42:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 43 (IMT 550):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 43:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 44 (IMT 551):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 44:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 45 (IMT 552):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 45:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 46 (IMT 559):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 46:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 47 (IMT 560):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 47:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 48 (IMT 561):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 48:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 49 (IMT 562):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 49:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 50 (IMT 563):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 50:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 51 (IMT 564):

(A) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 51:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 52 (IMT 565):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 52:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 53 (IMT 566):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 53:

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 380 796 T3

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 54 (IMT 567):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 54:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 55 (IMT 568):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 55:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 56 (IMT 569):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 56:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 57 (IMT 570):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 57:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 58 (IMT 571):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 58:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 59 (IMT 572):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 59:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 60 (IMT 573):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 60:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 61 (IMT 574):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 61:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 62 (IMT 575):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 62:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 63 (IMT 576):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 63:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 64 (IMT 577):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 64:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 65 (IMT 578):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 65:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 66 (IMT 579):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 66:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 67 (IMT 580):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 67:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 68 (IMT 581):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 68:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 69 (IMT 582):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 69:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 70 (IMT 187):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 70:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 71 (IMT 188):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 71:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 72 (IMT 189):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 72:

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 73 (IMT 179):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 73:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID Nº 74 (IMT 191):

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(iii) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID Nº 74:
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