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DESCRIPCION
Construcciones de acidos nucleicos

Campo de la invencidn

La invencion se refiere a los campos de la biologia molecular en la inmunologia y, en general, a reactivos Utiles en
técnicas de inmunizacién de acidos nucleicos. Mas especificamente, la invencién se refiere a construcciones de
acidos nucleicos para la expresion de polipéptidos antigénicos, y a estrategias de inmunizacion de acidos nucleicos
usando dichos reactivos.

Antecedentes de la invencion

La terapia génica y la inmunizacién de acidos nucleicos son enfoques prometedores para el tratamiento y prevencion
de enfermedad tanto adquirida como heredada. Estas técnicas permiten la transferencia de un acido nucleico
deseado a un sujeto con expresion in vivo posterior. La transferencia puede conseguirse transfectando las células o
los tejidos del sujeto ex vivo y volviendo a introducir el material transformado en el huésped. Como alternativa, el
acido nucleico puede administrarse in vivo directamente al receptor.

Cada una de estas técnicas requiere expresion eficaz del acido nucleico en la célula transfectada, para proporcionar
una cantidad suficiente del producto génico terapéutico o antigénico. Se conocen varios factores que afectan a los
niveles de expresion obtenidos, incluyendo eficacia de transfeccion, y la eficacia con la que el gen o secuencia de
interés se transcribe y se traduce el ARNm.

Se han descrito un numero de sistemas de expresion en la técnica, cada uno de los cuales tipicamente consiste en
un vector que contiene un gen o secuencia de nucledétidos de interés unido operativamente con secuencias de
control de la expresidon. Estas secuencias de control incluyen secuencias promotoras de la transcripcion y
secuencias de inicio y terminacion de la transcripcion. Los promotores habitualmente usados para sistemas de
expresion de células de mamifero incluyen el promotor temprano de SV40, un promotor de citomegalovirus (CMV)
tal como el promotor temprano inmediato de CMV (Chapman y col (1991) Nucl. Acids Res. 19:3979-3986), el
promotor de repeticion terminal larga (LTR) de virus de tumor mamario de ratén, el promotor tardio principal de
adenovirus (Ad MLP) y el promotor de virus del herpes simple (VHS), entre otros. También se usan habitualmente
promotores no virales, tales como un promotor derivado del gen de metalotioneina murina.

Los sistemas de expresion con frecuencia incluyen elementos moduladores de la transcripcion, denominados
“potenciadores”. Los potenciadores se definen en general como un agente de accion en cis, que cuando esta unido
operativamente con una secuencia génica/promotora, aumentara la transcripcion de esa secuencia génica. Los
potenciadores pueden actuar desde posiciones que estan mucho mas lejos de una secuencia de interés que otros
elementos de control de la expresion (por ejemplo, promotores); y pueden actuar cuando se sitian en cualquiera de
las orientaciones relativas a la secuencia de interés (Banerji y col. (1981) Cell 27:299-308, de Villeirs y col. (1981)
Nucl. Acids Res. 9: 6251-6264). Se han identificado potenciadores de varias fuentes virales incluyendo virus del
polioma, virus BK, citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus de simio 40 (SV40), virus del sarcoma de Moloney, virus
del papiloma bovino y virus del sarcoma de Rous (de Villeirs y col mencionado anteriormente, Rosenthal y col.
(1983), Science 222:749-755, Hearing y col. (1983) Cell 33:695-703, Weeks y col. (1983) Mol. Cell. Biol. 3:1222-
1234, Levinson y col. (1982) Nature 295: 568-572, y Luciw y col. (1983) Cell 33: 705-716).

Un nnumero de sistemas de expresion para inmunizacion de acidos nucleicos y terapia génica usan el promotor
temprano inmediato de hCMV. Véase, por ejemplo las Patentes de Estados Unidos N © 5.168.062 y 5.385.839 de
Stinski, y la memoria descriptiva de la Patente EP 0323997 B1. Los vectores de expresion que usan el promotor
temprano inmediato del hCMV incluyen, por ejemplo, p?WRG7128 (Roy y col, Vaccine 19, 764-778, 2001), y
pBC12/CMV y pJW4303 que se mencionan en el documento WO 95/20660. Chapman y col (1991) presentan niveles
reducidos de expresion del promotor temprano inmediato del hCMV en ausencia el intron A de hCMV. Los
documentos WO 0231137 y WO 03011334 describen construcciones de acido nucleico adecuadas para su uso en
inmunizacioén de acidos nucleicos.

Sumario de la invenciéon

Se ha desarrollado una construcciéon de acido nucleico usando secuencias de expresion/promotoras virales
manipuladas, que proporcionan expresion potenciada de secuencias codificantes heterdlogas en células
hospedadoras. La construccion es adecuada para expresion eficaz de genes que codifican antigenos, y pueden
usarse por lo tanto en inmunizaciéon de acidos nucleicos. En particular, la construcciéon puede proporcionarse en
particulas vehiculo, para su uso en inmunizacién de acidos nucleicos mediada por particulas.

En consecuencia, la presente invencion proporciona:
1. Una construccién de acido nucleico que comprende:

(i) una secuencia promotora quimérica que comprende:
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(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;

(b) el exén 1 y al menos una parte del exon 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV, siendo
dicho exén 1 y al menos una parte del exén 2 contiguos; y

(c) un intrén heterélogo que reemplaza completa o parcialmente el intrén A nativo del gen temprano
inmediato principal de hCMV;

(i) una secuencia codificante unida operativamente con la secuencia promotora (i) y;

(iii) una secuencia potenciadora 3' de y unida operativamente con la secuencia codificante (ii); en la que la
secuencia potenciadora deriva de una 3'UTR de una secuencia HBsAg, y la secuencia codificante (ii) es
heterdloga de la secuencia potenciadora.

2. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 1 que comprende ademas una secuencia lider no
traducida derivada de la secuencia de antigeno preS2 de VHB, secuencia de antigeno e de VHB y secuencia de
antigeno gD de VHS de tipo 2, en la que la secuencia lider estd unida operativamente con el promotor y la
secuencia codificante, y la secuencia codificante es heteréloga de la secuencia lider no traducida.

3. Una construccion de acido nucleico que comprende:
(i) una secuencia promotora quimérica que comprende:

(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;

(b) el exén 1 y al menos una parte del exon 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV, siendo
dicho exén 1y al menos una parte del exén 2 contiguos; y

(c) un intrén heterélogo que reemplaza completa o parcialmente el intrén A nativo del gen temprano
inmediato principal de hCMV;

(i) una secuencia codificante en union operativa con el promotor quimérico;

(iii) una secuencia lider no traducida que se selecciona de la secuencia del antigeno preS2 de VHB,
secuencia de antigeno e de HBV y secuencia de antigeno de VHS de tipo 2gD y que esta en union operativa
con el promotor quimérico; y

(iv) una secuencia potenciadora que deriva de una regién no traducida 3' (UTR) de una secuencia de HBsAg,
que esta en unién operativa con el promotor quimérico y que esta corriente abajo de la secuencia codificante.

4. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes en la que:

(i) la secuencia promotora temprana inmediata de hCMV (a) comprende SEC ID N° 1, una variante funcional
de la misma con al menos 80 % de identidad o un fragmento funcional de una de las dos; y/o

(ii) la secuencia del exdn (b) comprende SEC ID N° 2, una variante funcional de la misma con al menos 80 %
de identidad o un fragmento funcional de una de las dos.

5. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes en la que el
intrén heterdlogo (c) comprende una secuencia seleccionada de la secuencia del intrén A del gen de insulina de
rata, la secuencia del intron A del gen de queratina de pollo, la secuencia del intron A del gen de actina cardiaca
de pollo, una variante funcional con al menos 80 % de identidad con una secuencia de dicho intron A y un
fragmento funcional de una secuencia de dicho intron A o de dicha variante funcional de los mismos.

6. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 5 en la que la secuencia del intron A del gen de
insulina de rata comprende SEC ID N° 3, una variante funcional de la misma con al menos 80 % de identidad, o
un fragmento funcional de una de las dos.

7. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que:

(i) la secuencia lider no traducida se selecciona de SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, una variante
funcional con al menos 80 % de identidad con una cualquiera de SEC ID N° 5 a 7 o un fragmento funcional de
una cualquiera de SEC ID N° 5 a 7 o de dicha variante de los mismos, y/o

(ii) la secuencia potenciadora se selecciona de SEC ID N° 8, una variante funcional con al menos 80 % de
identidad con SEC ID N° 8 o un fragmento funcional de SEC ID N° de dicha variante de los mismos.

8. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes que comprende:

(i) una secuencia de poliadenilacion; y/o
(i) una secuencia que codifica un péptido sefial.

9. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 8 en la que:

(i) la secuencia de poliadenilacion es una secuencia de poliadenilaciéon de un gen seleccionado del gen de j-
globina de conejo, gen temprano o tardio del virus del papiloma humano (VPH), el gen de VHS2gB, un gen
temprano inmediato de CMV de simio y gen tardio de VHSgD, una variante funcional con al menos 80 % de
identidad con una cualquiera de dichas secuencias o un fragmento funcional de una cualquiera de dichas
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secuencias de poliadenilacion o dichas variantes funcionales de los mismos; y/o

(ii) el péptido sefial se selecciona de péptido sefial de activador del plasminégeno tisular humano (hTPAsp),
péptido sefal de aprotinina, péptido sefial de extensina del tabaco, péptido sefial de lisozima de pollo, una
variante funcional con al menos 80 % de identidad con una cualquiera de dichas secuencias o un fragmento
funcional de cualquiera de dicha secuencias que codifica el péptido sefial o dicha variante funcional del
mismo.

10. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 9 en la que la secuencia de poliadenilacion se
selecciona de SEC ID N° 10, SEC ID N° 11, SEC ID N° 12, SEC ID N° 13, una variante funcional con al menos 80
% de identidad con una cualquiera de SEC ID N° 10 a 13 o un fragmento funcional de uno cualquiera de SEC ID
N° 10 a 13 o de dicha variante de los mismos.

11. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes en la que la
secuencia codificante codifica un antigeno.

12. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 11 en la que el antigeno es un antigeno de un
patégeno viral, bacteriano, parasitario o fungico, un antigeno de alergia o un antigeno de cancer.

13. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 12 en la que el antigeno viral es un antigeno de
VPH, VIH, VHS1, VHS2, virus de la gripe, virus de hepatitis A o virus de hepatitis B.

14. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 13 en la que el antigeno es HBsAg.

15. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 10, en la que la
secuencia codificante codifica una subunidad A y/o subunidad B bacteriana que ribosila ADP, un homologo activo
de una o ambas de dichas subunidades en el que cada homélogo tiene al menos 80 % de identidad con dicha
subunidad respectiva o un fragmento activo de dicha subunidad o de dicho homélogo activo de las mismas.

16. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 15 en la que la subunidad bacteriana se
selecciona de la subunidad A de la toxina del colera, subunidad B de la toxina del colera, subunidad A de toxina
labil por calor de E. coli, subunidad B de toxina labil por calor de E. coli, un homologo activo que tiene al menos
80 % de homologia con una cualquiera de dichas subunidades o un fragmento activo de una cualquiera de
dichas subunidades o dichos homélogos activos.

17. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes que es un
plasmido de ADN.

18. Particulas revestidas, adecuadas para suministro desde un dispositivo de suministro mediado por particulas,
comprendiendo dichas particulas particulas vehiculo revestidas con una construccion de acido nucleico de
acuerdo con uno cualquiera de los puntos precedentes.

19. Particulas revestidas de acuerdo con el punto 18 en las que las particulas vehiculo son de oro o wolframio.

20. Un receptaculo de dosificacién para un dispositivo de suministro mediado por particulas que comprende
particulas revestidas de acuerdo con el punto 18 0 19.

21. Un dispositivo de administracion mediado por particulas cargado con particulas revestidas de acuerdo con el
punto 18 o0 19.

22. Un dispositivo de administracion mediado por particulas de acuerdo con el punto 21 que es una jeringa sin
aguja.

23. Una preparacion farmacéutica que comprende una construccién de acido nucleico de acuerdo con uno
cualquiera de los puntos 1 a 17 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

24. Una vacuna que comprende una construccion de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
11 a 14.

25. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 24, que comprende ademas una construccion adyuvante de
acuerdo con el punto 15 o 16.

26. Un procedimiento in vitro para obtener expresion en células de mamifero de un polipéptido de interés,
comprendiendo dicho procedimiento transferir a dichas células una construccion de acido nucleico de acuerdo
con uno cualquiera de los puntos 1 a 17 o particulas revestidas de acuerdo con el punto 18 o 19.

27. Una construcciéon de acido nucleico de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 11 a 14 para su uso en
inmunizacion.

28. Un acido nucleico de acuerdo con el punto 27, en el que la inmunizacién es contra infeccion por un patégeno,
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alergia o cancer.

29. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con el punto 27 o 28 en la que el administracién es para ser
por inyeccion, administracion de particulas transdérmico, inhalacion, via tdpica, via oral, via intranasal o via
transmucosa.

Estos y otros objetos, aspectos, realizaciones y ventajas de la presente invencion se les ocurriran facilmente a los
expertos habituales en la materia a la vista de la divulgacion dla presente memoria.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra los niveles de expresion del antigeno de superficie de virus de hepatitis B (HBsAg) obtenido
usando diversos vectores de expresion plasmidicos.

La Figura 2 muestra el efecto de la inclusion de intrones en la expresion de HBsAg en células SCC15 y de beta-
gal en células B16 (media de tres experimentos).

La Figura 3 muestra el efecto del intron A de insulina de rata y 3'UTR de VHB en la expresion de beta-gal en
células SCC15 (media de tres experimentos).

La Figura 4 muestra el efecto del intron A de insulina de rata y 3'UTR de VHB en la expresiéon de gD de VHS en
células SCC15 (media de tres experimentos).

La Figura 5 muestra el efecto del intron A de insulina de rata y 3'UTR de VHB en la expresion de SEAP en
células SCC15 y B16 (tres repeticiones por linea celular).

La Figura 6 muestra la capacidad de los péptidos sefal heterélogos para dirigir la secrecion de SEAP o
fragmento hFc en células B16.

La Figura 7 ilustra niveles de anticuerpos detectados en los sueros de ratones inmunizados con acidos nucleicos
que codifican antigenos contenidos en una diversidad de vectores de expresion plasmidicos.

La Figura 8 es una representacion en diagrama del vector de expresion pJV.
La Figura 9 es una representacion en diagrama de pJV7389.

La Figura 10 es una representacion en diagrama de pJV7400.

La Figura 11 es una representacion en diagrama de pJV7468.

La Figura 12 es una representacion en diagrama de pJV7563.

La Figura 13 expone la composicion basica para pJV7563.

Breve descripcion de las secuencias

SEC ID N° 1 es una secuencia de promotor temprano inmediato de hCMV (GenBank N° M60321, X17403)

SEC ID N° 2 es una secuencia de los exones 1 y 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV (GenBank N°
M60321, X17403)

SEC ID N° 3 es la secuencia del intrén A de insulina de rata (GenBank N° J00748)

SEC ID N° 4 es la secuencia de un promotor quimérico de acuerdo con la presente invencion

SEC ID N° 5 es una secuencia lider de la secuencia de 5’'UTR del antigeno preS2 de VHB (GenBank N° M54923)
SEC ID N° 6 es una secuencia lider de la secuencia 5'UTR de gD del VHS de tipo 2 (GenBank N° Z86099)

SEC ID N° 7 es una secuencia lider de la secuencia 5'UTR del antigeno e de VHB (GenBank N° M54923)

SEC ID N° 8 es la secuencia 3'UTR de enh de VHB (GenBank N° AF143308)

SEC ID N° 9 es la secuencia 3'UTR del gen temprano inmediato de simio (GenBank N° M16019)

SEC ID N° 10 es la secuencia de poli A de  globina de conejo (GenBank N° K03256)

SEC ID N° 11 es la secuencia de poli A del gen temprano inmediato de sCMV (GenBank N° M16019)

SEC ID N° 12 es la secuencia de poli A del gen gB de VHS2 (GenBank N° Z86099)
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SEC ID N° 13 es la secuencia de poli A del gen temprano de VPH16 (GenBank N° K02718)

SEC ID N° 14 es la secuencia del vector de expresion PJV
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SEC ID N° 15 es el cebador de PCR JF93
SEC ID N° 16 es el cebador de PCR F110
SEC ID N° 17 es el cebador de PCR GW1
SEC ID N° 18 es el cebador de PCR JF254
SEC ID N° 19 es el cebador de PCR GW150
SEC ID N° 20 es el cebador de PCR JF255
SEC ID N° 21 es el cebador de PCR DS1
SEC ID N ° 22 es el cebador de PCR DA1
SEC ID N° 23 es el cebador de PCR JF301
SEC ID N° 24 es el cebador de PCR JF302
SEC ID N° 25 es el cebador de PCR JF84
SEC ID N° 26 es el cebador de PCR JF225
SEC ID N° 27 es el cebador de PCR JF335
SEC ID N° 28 es el cebador de PCR JF336
SEC ID N° 29 es el cebador de PCR JF357
SEC ID N° 30 es el cebador de PCR JF365
SEC ID N° 31 es el cebador de PCR JF393
SEC ID N° 32 es el cebador de PCR JF406
SEC ID N° 33 es el cebador de PCR JF256
SEC ID N° 34 es el cebador de PCR JF257
SEC ID N° 35 es el cebador de PCR JF320
SEC ID N° 36 es el cebador de PCR JF321
SEC ID N° 37 es el cebador de PCR JF386
SEC ID N° 38 es el cebador de PCR FcAS
SEC ID N° 39 es el oligonucleotido JF354
SEC ID N° 40 es el cebador de PCR JF355
SEC ID N° 41 es el cebador de PCR JF356
SEC ID N° 42 es el oligonucleotido JF348
SEC ID N° 43 es el cebador de PCR JF349
SEC ID N° 44 es el cebador de PCR JF350
SEC ID N° 45 es el oligonucleotido JF351
SEC ID N° 46 es el cebador de PCR JF352
SEC ID N° 47 es el cebador de PCR JF353
SEC ID N° 48 es el cebador de PCR JF430
SEC ID N° 49 es el cebador de PCR JF442
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SEC ID N° 50 es el cebador de PCR JF421

SEC ID N° 51 es el cebador de PCR JF444

SEC ID N° 52 es la secuencia promotora del virus de la seudorrabia (PRV)

SEC ID N° 53 es la secuencia del promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV).

Descripcion detallada

Antes de describir la presente invencion en detalle, debe entenderse que la presente invencién no esta limitada a
moléculas o parametros de procedimiento ejemplificados particularmente ya que tales pueden, por supuesto, variar.
También debe entenderse que la terminologia usada en la presente memoria es para el fin de describir realizaciones
particulares de la invencién solamente, y no debe entenderse que sea limitante. Ademas, la practica de la presente
invencion empleara, a no ser que se indique de otro modo, procedimientos convencionales de virologia,
microbiologia, biologia molecular, técnicas de ADN recombinante e inmunologia todos los cuales estan dentro de la
experiencia habitual de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo,
Sambrook, y col, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 edicion, 1989); DNA Cloning: A Practical Approach,
vol. I, y 1 (D. Glover, end); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984); A Practical Guide to Molecular Cloning
(1984); y Fundamental Virology, 22 Edicion, vol. | & Il (B.N. Fields and D.M. Knipe, eds.).

Debe hacerse notar que, como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un” y “el” incluyen referentes plurales a no ser que el contenido claramente dicte otra cosa.

A. Definiciones

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece la
invencion. Aunque pueden usarse varios procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria en la practica de la presente invencion, los materiales y procedimientos preferidos se describen
en la presente memoria.

Al describir la presente invencion, se emplearan los siguientes términos, y se pretende que se definan como se
indica a continuacion.

La expresién “inmunizacion de acido nucleico” se usa en la presente memoria para referirse a la introduccion de una
molécula de acido nucleico que codifica uno o mas antigenos seleccionados en una célula huésped para la
expresion in vivo del antigeno o los antigenos. La molécula de acido nucleico puede introducirse directamente en el
sujeto receptor, tal como por inyeccion intramuscular o intradérmica convencional; suministro de particulas
transdérmicas; inhalacién; por via tdpica, o por modos de administracién oral, intranasal o mucoso. La molécula
como alternativa puede introducirse ex vivo en células que se han retirado de un sujeto. En este Ultimo caso, las
células que contienen la molécula de acido nucleico de interés se vuelven a introducir en el sujeto de modo que
pueda montarse una respuesta inmunitaria contra el antigeno codificado por la molécula de acido nucleico. Las
moléculas de acido nucleico usadas en dicha inmunizaciéon generalmente se denominan en la presente memoria
“vacunas de acido nucleico”.

Se entiende que el término “adyuvante” es un material o composicidon capaz de alterar, mejorar, dirigir, redirigir,
potenciar o iniciar de forma especifica o no especifica una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Por lo tanto,
la coadministracion de un adyuvante con un antigeno puede dar como resultado que sea necesaria una dosis menor
o menos dosis del antigeno para conseguir una respuesta inmunitaria deseada en el sujeto al que se administra el
antigeno, o la co-administracion puede dar como resultado una respuesta inmunitaria cualitativa y/o
cuantitativamente diferente en el sujeto. En particular, la administracion del adyuvante puede dar como resultado
una respuesta inmunitaria potenciada tal como una de mayor magnitud y/o duracion. La eficacia de un adyuvante
puede determinarse administrando el adyuvante con una composicién de vacuna en paralelo con una composicién
de vacuna solamente a animales y comparando la inmunidad mediada por anticuerpos y/o células en los dos grupos
usando ensayos convencionales tales como radioinmunoensayos, ELISA y ensayos de CTL.

Por “vehiculo nuclear” se entiende un vehiculo que se reviste con un acido nucleico ajeno (por ejemplo, ADN, ARN)
para proporcionar un tamario de particula definido asi como densidad suficientemente alta para conseguir el impulso
necesario para penetracion de la membrana celular, de modo que pueda suministrarse la molécula ajena usando
técnicas mediadas por particulas (véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos N° 5.100.792). Los vehiculos
nucleares tipicamente incluyen materiales tales como wolframio, oro, platino, ferrita, poliestireno y latex. VVéase, por
ejemplo, Particle Bombardment Technology for Gene Transfer, (1994) Yang, N. ed., Oxford University Press, Nueva
York, NY paginas 10-11.

Por “jeringa sin aguja” se entiende un instrumento que suministra una composicién en particulas por via
transdérmica sin la ayuda de una aguja convencional para atravesar la piel. Se analizan en la presente memoria
agujas sin jeringas para su uso con la presente invencion.
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Se entiende que el término suministro “transdérmico” es administracion intradérmica (por ejemplo, en la dermis o
epidermis), transdérmica (por ejemplo, “percutanea”) y transmucosa, es decir, suministro por pase de un agente en o
a través de la piel o tejido mucoso. Véase, por ejemplo, Transdermal Drug Delivery: Developmental Issues and
Research Initiatives, Hadgraft y Guy (eds.), Marcel Dekker, Inc., (1989); Controlled Drug Delivery: Fundamentals and
Applications, Robinson y Lee (eds.), Marcel Dekker Inc., (1987); y Transdermal Delivery of Drugs, Vols. 1-3,
Kydonieus y Berner (eds.), CRC Press, (1987). Por lo tanto, el término abarca suministro de una jeringa sin aguja
como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.630.796, asi como suministro mediado por particulas como
se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.865.796.

Un “polipéptido” se usa en su sentido mas amplio para referirse a un compuesto de dos 0 mas aminoacidos
subunitarios, analogos de aminoacidos u otros peptidomiméticos. La subunidad puede estar unida por enlaces
peptidicos o por otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Como se usa en la presente memoria, el término
“aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos; incluyendo glicina y los isémeros
opticos tanto D como L, y analogos de aminoacidos y peptidomiméticos. Un péptido de tres o mas aminoacidos se
denomina habitualmente un oligopéptido si la cadena peptidica es corta. Si la cadena peptidica es larga, el péptido
se denomina tipicamente un polipéptido o una proteina.

Un “antigeno” se refiere a cualquier agente, generalmente una macromolécula, que puede inducir una respuesta
inmunolégica en un individuo. El término puede usarse para referirse a una macromolécula individual o a una
poblacion homogénea o heterogénea de macromoléculas antigénicas. Como se usa en la presente memoria,
“antigeno” se usa generalmente para referirse a una molécula proteica o parte de la misma que contiene uno o mas
epitopos. Para el fin de la presente invencion, los antigenos pueden obtenerse o derivarse de cualquier fuente
apropiada. Ademas, para los fines de la presente invencion, un “antigeno” incluye una proteina que tiene
modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservativa) de la
secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga suficiente inmunogenicidad. Estas modificaciones pueden ser
deliberadas, por ejemplo mediante mutagénesis dirigida, o pueden ser accidentales, tal como mediante mutaciones
de huéspedes que producen los antigenos.

Una “respuesta inmunitaria” contra un antigeno de interés es el desarrollo en un individuo de una respuesta
inmunitaria humoral y/o celular a ese antigeno. Para fines de la presente invencién, una “respuesta inmunitaria
humoral” se refiere a una respuesta inmunitaria mediada por moléculas de anticuerpo, mientras que una “respuesta
inmunitaria celular” es una mediada por linfocitos T y/u otros glébulos blancos.

Las expresiones “molécula de acido nucleico” y “polinucledétido” se usan de forma intercambiable en la presente
memoria y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, bien desoxirribonucleétidos o
bien ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura
tridimensional, y pueden realizar cualquier funcion, conocida o desconocida. Los ejemplos no limitantes de
polinucledtidos incluyen un gen, un fragmento génico, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de
transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados,
plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido
nucleico y cebadores.

Un polinucledtido esta compuesto tipicamente de una secuencia especifica de cuatro bases nucleotidicas: adenina
(A\); citosina (C); guanina (G) y timina (T) (uracilo (U) en lugar de timina (T) cuando el polinucleétido sea ARN). Por lo
tanto, la expresion secuencia de acido nucleico es la representacion alfabética de una molécula polinucleotidica.
Esta representacion alfabética puede introducirse en bases de datos en un ordenador que tenga una unidad de
procesamiento central y usarse para aplicaciones bioinformaticas tales como genémica funcional y busqueda de
homologia.

Un “vector” es capaz de transferir secuencias de acido nucleico a células diana (por ejemplo, vectores virales,
vectores no virales, vehiculos de particulas y liposomas). Tipicamente, “construccién de vector’, “vector de
expresion” y “vector de transferencia génica” significan cualquier construccion de acido nucleico capaz de dirigir la
expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias génicas a células diana. Por lo tanto, la expresion
incluye vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales. Un “plasmido” es un vector en forma de un
elemento genético extracromosémico.

Una secuencia de acido nucleico que “codifica” un antigeno seleccionado es una molécula de acido nucleico que se
transcribe (en el caso del ADN) y se traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vivo cuando se sitta bajo el
control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificante se determinan por un codén
de partida en el extremo 5' (amino) terminal y un codén de parada de traduccién en el extremo 3' (carboxilo) terminal.
Para los fines de la invencién, dichas secuencias de acido nucleico pueden incluir, pero sin limitacién, ADNc de
ARNm viral, procariota o eucariota, secuencias genémicas de ADN o ARN viral o procariota, € incluso secuencias de
ADN sintético. Una secuencia de terminacién de la transcripciéon puede estar localizada 3' de la secuencia
codificante.

Un “promotor” es una secuencia de nucleétidos que inicia y regula la transcripcion de un polinucleétido que codifica
polipéptidos. Los promotores pueden incluir promotores inducibles (en los que la expresién de una secuencia
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polinucleotidica unida operativamente con el promotor se induce por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.),
promotores reprimibles (en los que la expresion de una secuencia polinucleotidica unida operativamente con el
promotor esta reprimida por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.), y promotores constitutivos. Se entiende
que la expresion “promotor” o “elemento de control” incluye regiones promotoras de longitud completa y segmentos
funcionales (por ejemplo, que controlan la transcripcion o traduccion) de estas regiones.

“Unido operativamente” se refiere a un ordenamiento de elementos en el que los componentes descritos de este
modo estan configurados para realizar su funcién habitual. Por lo tanto, un promotor dado unido operativamente con
una secuencia de acido nucleico es capaz de efectuar la expresion de esa secuencia cuando estan presentes las
enzimas apropiadas. No es necesario que el promotor sea contiguo a la secuencia, siempre que actue para dirigir la
expresion de la misma. Por lo tanto, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias no traducidas pero transcritas
intermedias entre la secuencia promotora y la secuencia de acido nucleico y la secuencia promotora ain puede
considerarse “unida operativamente” con la secuencia codificante.

“Recombinante” se usa en la presente memoria para describir una molécula de acido nucleico (polinucleétido) de
origen genomico, de ADNc, semisintético o sintético que, segun su origen o manipulacién no esta asociada con todo
o una parte del polinucleotido con el que esta asociada en la naturaleza y/o esta unida con un polinucleétido distinto
de con el que esta unida en la naturaleza. Dos secuencias de acido nucleico que estan contenidas dentro de una
Unica molécula de acido nucleico recombinante son “heterdélogas” entre si cuando no estan normalmente asociadas
entre si en la naturaleza.

Se hace referencia en la presente memoria a homdlogos de polinucledtidos. Tipicamente un polinucleétido que es
homologo de otro polinucledtido es al menos 70 % homologo del polinucleétido, preferentemente al menos 80 o 90
% y mas preferentemente al menos 95 %, 97 % o 99 % homologo del mismo. Se conocen bien en la técnica
procedimientos para medir la homologia y se entendera por los expertos en la materia que en el presente contexto la
homologia se calcula basandose en la identidad de los acidos nucleicos. Dicha homologia puede existir sobre una
region de al menos 15, preferentemente al menos 30, por ejemplo al menos 40, 60 o 100 o mas nucledtidos
contiguos.

Se conocen en la técnica procedimientos para medir la homologia o identidad de polinucleétidos. Por ejemplo, el
Paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homologia (por ejemplo,
usado en sus ajustes por defecto) (Devereux y col (1984) Nucleic Acids Research 12, P387-395).

Los algoritmos PILEUP y BLAST también pueden usarse para calcular la homologia o alinear secuencias
(tipicamente en sus ajustes por defecto), por ejemplo como se describe en Altschul SF (1993) J Mol Evol 36:290-
300; Altschul, S, F y col (1990) J Mol Biol. 215:403-10.

Esta disponible publicamente software para realizar analisis de BLAST a través del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnologica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar en primer lugar pares de
secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que
coinciden o satisfacen una puntuacion T de umbral de valor positivo con una palabra de la misma longitud en una
secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul y col, mencionado
anteriormente). Estos aciertos de palabra vecina iniciales actian como semillas para iniciar las busquedas para
encontrar los HSP que los contienen. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuacion de alineamiento acumulada. Las extensiones para los
aciertos de palabra en cada direccién se detienen cuando: la puntuacion de alineamiento acumulada llega a cero o
menos, debido a la acumulacién de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa, o se alcanza el
extremo de una de las secuencias. Los parametros de algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y
velocidad del alineamiento. El programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de
puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919),
alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M = 5, N =4 y una comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 90:5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la menor probabilidad de suma (P(N)), que proporciona un indicio de la probabilidad por la que una
coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos sucederia al azar. Por ejemplo, una secuencia se
considera similar a otra secuencia si la menor probabilidad de suma al comparar la primera secuencia con la
segunda secuencia es menor de aproximadamente 1, preferentemente menor de aproximadamente 0,1, mas
preferentemente menor de aproximadamente 0,01, y mas preferentemente menor de aproximadamente 0,001.

Los homologos tipicamente hibridan con el polinucleétido relevante a un nivel significativamente por encima del
fondo. El nivel de sefial generado por la interaccion entre el homdlogo y el polinucleétido es tipicamente al menos 10
veces, preferentemente al menos 100 veces, tan intenso como la “hibridacion de fondo”. La intensidad de interaccién
puede medirse, por ejemplo, radiomarcando la sonda, por ejemplo, con p, se consigue tipicamente hibridacion
selectiva usando condiciones de rigurosidad media a alta (por ejemplo, cloruro sédico 0,03 M y citrato sédico 0,003
M de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 60 °C.
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Las condiciones de hibridaciéon rigurosas pueden incluir formamida al 50 %, solucion de Denhardt 5x, SSC 5x, SDS
0,1 % y ADN de esperma de salmon desnaturalizado 100 ug/ml y las condiciones de lavado pueden incluir SSC 2x,
SDS 0,1 % a 37 °C seguido de SSC 1x, SDS 0,1 % a 68 °C. La definicion de las condiciones de hibridacion
apropiadas esta dentro de la experiencia de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., mencionado
anteriormente.

El homdlogo puede diferir de una secuencia en el polinucleétido relevante en menos de 3, 5, 10, 15, 20 o mas
mutaciones (cada una de las cuales puede ser una sustitucion, delecion o insercién). Estas mutaciones pueden
medirse sobre una region al menos 30, por ejemplo al menos 40, 60 o 100 o mas nucledtidos contiguos del
homoélogo. Cuando un polinucleétido codifica un polipéptido, las sustituciones preferentemente crean cambios
“conservativos” en el aminoacido codificado. Estas se definen de acuerdo con la siguiente tabla. Los aminoacidos en
el mismo bloque en la segunda columna y preferentemente en la misma linea en la tercera columna pueden
sustituirse entre si en cambios conservativos.

GAP
No polar

ILV

) CSTM
ALIFATICOS |Polar no cargado

NQ

DE
Polar cargado

KR

AROMATICOS HFWY,

Los términos “individuo” y “sujeto” se usan de forma intercambiable en la presente memoria para hacer referencia a
cualquier miembro del subfilo cordados, incluyendo, sin limitacion, seres humanos y otros primates, incluyendo
primates no humanos tales como chimpancés y otras especies de simios y monos; animales de granja tales como
vacas, ovejas, cerdos, cabras y caballos; animales domésticos tales como perros y gatos, animales de laboratorio
incluyendo roedores tales como ratones, ratas y cobayas; aves, incluyendo aves domésticas, silvestres y de caza
tales como pollos, pavos y otras aves gallinaceas, patos, gansos, y similares. Los términos no indican una edad
particular. Por lo tanto, se pretende que se abarquen tanto individuos adultos como neonatos. Se pretende que los
procedimientos descritos en la presente memoria se usen en cualquiera de las especies vertebradas anteriores,
puesto que los sistemas inmunitarios de todos estos vertebrados funcionan de forma similar.

B. Vision general
La invencioén en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

La invencion se refiere a construcciones de acido nucleico que permiten expresion eficaz de secuencias codificantes
heterdlogas, y en particular genes codificantes de antigenos, en células huésped. La divulgacion proporciona
construcciones de acido nucleico que comprenden, o en algunas realizaciones consisten esencialmente en una
secuencia promotora quimérica y un sitio de clonacion, de modo que cuando se inserte una secuencia codificante en
el sitio de clonacion, la secuencia codificante esta en unién operativa con el promotor quimérico.

El promotor quimérico comprende, o consiste esencialmente en:
(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;
(b) el ex6n 1y al menos una parte del exén 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV; y

(c) un intron heterdlogo proporcionado en lugar de la region del intrén A del gen temprano inmediato principal de
hCMV.

La secuencia promotora temprana inmediata de hCMV (a) puede comprender:
(i) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV nativa;
(i) una variante homologa funcional de la misma; o

(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).
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En general, la secuencia (a) comprende de aproximadamente 100 a 600, preferentemente de 200 a 600, por ejemplo
400 a 600 nucledtidos. Tipicamente, la secuencia (a) comprende las secuencias presentes en (i) que se unen con
factores de transcripcion o la ARN polimerasa, o, en lugar de cualquiera de estas secuencias, homdlogos de estas
secuencias capaces de unirse con los mismos factores de transcripcion y ARN polimerasa. Tipicamente dichas
secuencias 0 sus homologos estan presentes en la secuencia promotora (a) en el mismo orden y/o sustancialmente
el mismo espaciamiento relativo que en (i).

Generalmente, (i) comprende al menos de los nucleétidos -100 a -1, tipicamente - 150 a -1, por ejemplo - 500 a -1 o
- 600 a -1, del gen temprano inmediato principal de hCMV. La secuencia (i) tipicamente comprende la secuencia
promotora de nucleo de hCMV y también puede incluir uno o mas elementos potenciadores presentes en el
promotor temprano inmediato de hCMV. Por ejemplo, (i) puede comprender de los nucleétidos -118 a -1, 0 -524 a -1
como en el documento US 6218140, o de los nucledtidos -62 a 1 0 -465 a -1 como en el documento US 538 5839.

Generalmente (i) incluye una caja TATA o caja CAAT habitualmente hallada en secuencias promotoras.
Preferentemente la secuencia incluye una o mas de las secuencias repetidas en el promotor temprano inmediato de
hCMV.

En una realizacién preferida, la secuencia promotora temprana inmediata de hCMV nativa comprende SEC ID N° 1.

Puede obtenerse una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV usando procedimientos conocidos. Puede
aislarse un promotor temprano inmediato de hCMV nativo directamente de una muestra del virus, usando técnicas
convencionales. El documento US 5385839, por ejemplo, describe la clonacién de una region promotora de hCMV.
La secuencia de un promotor temprano inmediato de hCMV esta disponible en Genbank N° M60321 (cepa Towne de
hCMV) y X17403 (cepa Ad169 de hCMV). Una secuencia nativa podria por lo tanto aislarse por PCR usando
cebadores de PCR basados en la secuencia conocida. Véase, por ejemplo Sambrook y col, mencionado
anteriormente, para una descripcion de técnicas usadas para obtener y aislar ADN. Una secuencia promotora de
hCMV adecuada también podria aislarse de un vector plasmidico existente. También puede producirse de forma
sintética secuencias promotoras.

Una variante (ii) o fragmento (iii) funcional generalmente es uno que conserva y/o complementa la actividad del
promotor nativo (i). Tipicamente esta actividad es la capacidad para provocar (incluyendo iniciar y regular) la
transcripcion de un polinucledtido unido operativamente, en particular el gen temprano inmediato principal de hCMV.
En una realizacion, la variante o fragmento seria capaz de complementar la actividad del promotor nativo en un virus
hCMV, por ejemplo permitiendo que el virus conserve la capacidad para infectar y/o replicarse en células.

Una variante (ii) o fragmento (iii) homdélogo puede ensayarse con respecto a la capacidad para conservar y/o
complementar la actividad de (i). Por ejemplo, puede ensayarse una variante o fragmento con respecto a su
capacidad para restaurar la funcionalidad (tal como infeccién y/o capacidad de replicacion) a hCMV mutante en el
que el promotor temprano inmediato de hCMV nativo es defectuoso.

Puede ensayarse una variante (ii) o fragmento (iii) homodlogo con respecto a su utilidad usando el ensayo de
expresion comparativa posterior. La secuencia promotora de ensayo sustituye en el vector base al promotor
temprano inmediato de hCMV nativo. Tipicamente, una variante o fragmento funcional permite al menos 50 %, por
ejemplo, 60, 70, 80, 90 % o mas de la expresion proporcionada usando el vector base. Generalmente se proporciona
expresion en al menos uno pero preferentemente dos tipos celulares de referencia. Tipicamente, las células de
referencia son células de mamifero HEK 293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS.

Adicionalmente, o como alternativa, la secuencia promotora puede ensayarse en el ensayo de inmunogenicidad
comparativa posterior. La secuencia promotora de ensayo sustituye en el vector base al promotor temprano
inmediato de hCMV nativo. Una secuencia promotora funcional proporciona titulos de anticuerpo que son al menos
tan altos como o mayores que los conseguidos por el vector base con al menos uno, preferentemente dos
antigenos. Preferentemente los titulos de anticuerpos son al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o 40 % mayores que con
el vector base. Son antigenos preferidos los antigenos HBsAg, gD de VHS 2 y M2 de la gripe. De acuerdo con este
ensayo, una variante homéloga funcional (ii) o fragmento funcional (i) de la secuencia promotora nativa (i) es uno
que permita los mayores titulos de anticuerpo conseguidos por la secuencia nativa.

Como se ha mencionado anteriormente, la construccion comprende la secuencia de exdn (b) que comprende una
secuencia derivada del exén 1y exén 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV. Los exones son secuencias
codificantes que en la naturaleza generalmente estan separadas por intrones. En el gen temprano inmediato
principal de hCMV nativo, los exones 1 y 2 estan habitualmente separados por el intrén nativo A. En la presente
construccion quimérica la secuencia del exén 2 se sitia 3' de la secuencia del exén 1, sin secuencia de intrén
intermedia, de modo que las secuencias del exén 1y el exdn 2 son contiguas.

La secuencia del exén (b) puede comprender:
(i) secuencia de exon nativa, tipicamente exdn 1y exén 2 (completo o parcial);

(i) una variante homologa de (i) que es funcional; o
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(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

La secuencia (i) puede comprender de aproximadamente 50 a 100 % de la secuencia del exén 1 del gen temprano
inmediato principal de hCMV nativo, por ejemplo, de 60 a 90 % o de 70 a 80 %. Tipicamente al menos el 50 % de la
secuencia del exén 1 natural esta presente, tal como 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas. La secuencia del exon (b)
también comprende al menos una parte de la secuencia del exén 2. En la secuencia (i), tipicamente estan presentes
2 0 mas bases del exdén nativo 2, por ejemplo de 2 a 9, de 2 a 7 o de 3 a 5 bases. Puede estar presente hasta e
incluyendo el 100 % de la secuencia del exdn 2 natural, por ejemplo del 5 al 95 %, del 20 al 80 % o del 40 al 60 %
de la secuencia del exén 2 natural. Tipicamente la variante homologa tiene cualquiera de las longitudes anteriores
mencionadas para la secuencia nativa.

Preferentemente (b) comprende SEC ID N ° 2.

Pueden obtenerse secuencias de exdn adecuadas (b) usando procedimientos conocidos. Véase, por ejemplo,
Sambrook y col., mencionado anteriormente, para una descripcion de técnicas usadas para obtener y aislar ADN. La
secuencia del gen temprano inmediato principal de hCMV nativo pueden aislarse directamente de una muestra del
virus, usando técnicas convencionales (véase, por ejemplo, MacLean, A (1998) “Preparation of VHS-DNA and
Production of Infectious Virus” en Herpes Simplex Virus Protocols S. Brown, A Maclean, editores, Humana Press,
Totowa, NJ, pp.19-26). La secuencia de un gen temprano inmediato principal de hCMV, incluyendo la localizaciéon
del ex6n 1 y el exdén 2, esta disponible en Genbank N° M60321, X17403. Las secuencias del ex6n 1 y 2 nativo
podrian por lo tanto aislarse cortando la secuencia del gen principal nativo en sitios de restriccion apropiados o por
PCR usando cebadores de PCR basados en la secuencia conocida. Las secuencias de exén adecuadas podrian
aislarse como alternativa de un vector plasmidico existente, tal como pWRG7128. También pueden producirse
secuencias de exon de forma sintética, en lugar de clonarse. Pueden construirse facilmente secuencias variantes
por metodologias rutinarias tales como mutagénesis dirigida.

Generalmente la secuencia de exdn, cuando esté presente en la construcciéon de la invencién, potenciara la
expresion, tipicamente provocando potenciacién comparable a la secuencia del ex6n 1 y exén 2 nativo (i)
mencionada anteriormente.

La secuencia del exdn puede ensayarse con respecto a funcionalidad usando el ensayo de expresién comparativa
posterior. La secuencia del exén de ensayo sustituye en el vector base a la secuencia del ex6n ya presente.
Generalmente la secuencia del exén es funcional si la secuencia no anula la expresiéon sino que aumenta
preferentemente la expresiéon en al menos uno, pero preferentemente dos tipos celulares de referencia en
comparacion con el vector base. Tipicamente las células de referencia son células de mamifero HEK293T, CHO,
HelLa, BHK, 3T3 o COS. Preferentemente la expresiéon aumenta en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o 40 %. De
acuerdo con este ensayo, una variante homologa funcional (ii) o fragmento funcional (iii) de la secuencia de exdn
natural (i) es uno que permite al menos 50 % de la mejora de la expresion proporcionada por la secuencia natural.

Adicionalmente, o como alternativa, la secuencia del exén puede ensayarse en el ensayo de inmunogenicidad
comparativa posterior. La secuencia del exén de ensayo sustituye en el vector base a la secuencia de ex6n ya
presente. La secuencia de exdn funcional proporciona titulos de anticuerpo que son al menos tan altos como o
mayores que los conseguidos por el vector base con al menos uno, preferentemente dos antigenos.
Preferentemente los titulos de anticuerpo son de al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o 40 % mayores que con el vector
base. Son antigenos preferidos los antigenos HBsAg, gD de VHS 2 y M2 de la gripe. De acuerdo con este ensayo,
una variante homologa funcional (ii) o un fragmento funcional (iii) de la secuencia de exén natural (i) es uno que
permite los titulos de anticuerpo mayores conseguidos por la secuencia natural.

La construccion promotora quimérica comprende el intron heterélogo (c) en lugar de la region del intrén A nativo del
gen temprano inmediato principal de hCMV. Un intrén es una secuencia no codificante que se corta y empalma a
partir del ARNhn transcrito de un gen. Un intrén heterélogo es uno que no esta presente en la secuencia codificante
en la naturaleza.

El intron heterdlogo (c) reemplaza completa o parcialmente, el intron A nativo del gen temprano inmediato principal
de hCMV. Tipicamente, el intrén A nativo esta ausente.

En general, el intron heterdlogo (c) esta 3' de la secuencia del exén (b).
Tipicamente, el intrén heterélogo (c) comprende:

(i) un intrén natural;

(i) una variante homologa funcional de (i); o

(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

El intrén heterdlogo (c) es en general un intrén viral o eucariota. Preferentemente el intron es un intron de mamifero,
en particular un intrén no humano, por ejemplo un intrén de rata o pollo. Preferentemente el intrén es un intrén A, por
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ejemplo, intrén A de insulina de rata, intrén A de queratina de pollo o intrén A de accion cardiaca de pollo.

Tipicamente el intrén (c) tiene una longitud de aproximadamente 50 nucleétidos a aproximadamente 1000
nucledtidos, por ejemplo de aproximadamente 100 a aproximadamente 500 nucledtidos. El intron (c) puede por
ejemplo, comprender de 50 a 500 nucledtidos, tal como hasta 100, 200, 300 o 400 nucledtidos. Preferentemente el
intron comprende la secuencia hallada en aproximadamente los nucleétidos 50 a 133 del intrén A de insulina de rata
nativo, o un homologo de esta secuencia.

Preferentemente el intron heterodlogo (c) puede cortarse y empalmarse a partir de un transcrito de ARN en una célula
huésped eucaridtica. En general el intrén comprende una o mas de una secuencia donante (tales como GT), una
secuencia aceptora (tal como AG), una region rica en pirimidina 3’ y una secuencia de punto de ramificacion. La
region rica en pirimidina, si esta presente, puede incluir, por ejemplo, al menos 5, 8, 10 o mas pirimidinas.
Preferentemente el intrdn comprende al menos una secuencia donante, secuencia aceptora y una secuencia de
punto de ramificacion. Tipicamente en la construccion quimérica, el intron (c) comprende secuencias flanqueantes
no intrénicas que derivan de secuencias de exén halladas en los limites de intrén/exdn del intrén natural (i). La
secuencia de exon flanqueante puede ser secuencia de exén nativa o un homdlogo de esta secuencia que conserva
sustancialmente la misma actividad que la secuencia nativa, por ejemplo conserva la funcién de corte y empalme.
Tipicamente de 5 a 10, preferentemente de 7 a 10 bases de la secuencia de exdn se incluyen en cada extremo del
intrén.

El intrén (c) puede ser un intron artificial, siempre que el intrén sea funcional. Por ejemplo, puede usarse un intron
recombinante o quimérico. Dicho intrédn puede comprender secuencia de mas de un intrén natural.

Tipicamente el intrén (c) comprende secuencias presentes en el intron A de hCMV que se unen con factores de
transcripcion o proteinas reguladoras o en lugar de cualquiera de estas secuencias, homoélogos de estas secuencias
capaces de unirse con los mismos factores o proteinas. Tipicamente dichas secuencias o sus homdlogos estan
presentes en el intron (c), en el mismo orden y/o sustancialmente el mismo espaciamiento relativo que en el intrén A
de hCMV.

El intrén (c) puede comprender una variante homologa (ii) en la que la secuencia del intrén natural (i) se ha
modificado para retirar un sitio de restriccion interno. Por ejemplo, puede usarse “una variante homdloga de intron A
de insulina de rata en la que se ha destruido un sitio Nhel interno.

Preferentemente, el intron (c) comprende:
(i) SEC ID N° 3;
(i) una variante homologa funcional de (i); o
(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

La secuencia de intrén (c) puede obtenerse usando técnicas de clonacién convencionales. Por ejemplo, la secuencia
del intrén A de insulina de rata esta disponible en GenBank J00748, la secuencia del intrén A de queratina pollo en
GenBank J00847 y la secuencia del intrén A cardiaco de pollo en GenBank X02212. La secuencia de intrén puede
aislarse de fuentes naturales usando cebadores basados en una secuencia conocida. La secuencia puede
prepararse de forma sintética. Pueden obtenerse secuencias variantes por mutagénesis.

Tipicamente una secuencia de intron funcional, por ejemplo una variante funcional (ii) o un fragmento funcional (iii)
es una que tiene sustancialmente la misma actividad que, y/o complementa la actividad de un intrén natural (i). En
una realizacion la actividad es actividad de corte y empalme.

Las secuencias del intrén (c) pueden ensayarse con respecto a actividad de corte y empalme usando un ensayo de
corte y empalme rutinario. En general un homologo funcional (ii) o un fragmento funcional (iii) mostrara al menos 50
%, por ejemplo 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y hasta el 100 % o mas de la eficacia de corte y empalme del intrén natural,
(i) en el ensayo.

En general, la secuencia de intréon heteréloga, cuando esté presente en la construccion de la invencion, potenciara la
expresion. Tipicamente, una variante (ii) o fragmento (iii) del intr6n provocara potenciacion comparable a un intron
natural (i).

La funcionalidad de la secuencia de intron potencial (c) puede ensayarse usando el ensayo de expresion
comparativa posterior. El intron heterdlogo se intercambia en el vector base. Generalmente la secuencia de intrén
heterdloga es funcional si la adicién de la secuencia aumenta la expresién en al menos uno, pero preferentemente
dos tipos celulares de referencia en 25 % o mas, en comparacion con el vector base. Tipicamente las células de
referencia son células de mamifero HEK293T, CHO, HelLa, BHK, 3T3 o COS. El aumento de la expresiéon puede ser
de al menos 35 %, 45 %, 55 % o mas. De acuerdo con este ensayo, una variante funcional (i) o fragmento funcional
(ii) de una secuencia de intron natural (i) es uno que permita mas del 50 % de la mejora de expresién conseguida
por la secuencia natural.
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Una secuencia de intron heterdlogo (c) puede, ademas o como alternativa ensayarse con respecto a funcionalidad
usando el ensayo de inmunogenicidad comparativa posterior. La secuencia del intron (c) se afiade al vector base.
Una secuencia de intron funcional (c) proporciona titulos de anticuerpo que son mayores que los conseguidos por €l
vector base con al menos uno, preferentemente dos antigenos. Preferentemente, los titulos de anticuerpo son al
menos 5 o0 10 %, por ejemplo 20 %, 30 % o 40 % mayores que con el vector base. Son antigenos preferidos los
antigenos HBsAg, gD de VHS2 y M2 de la gripe. De acuerdo con este ensayo, una variante funcional (ii) o fragmento
funcional (i) de una secuencia de intrén natural (i) es uno que permite los mayores titulos de anticuerpo
conseguidos por la secuencia natural.

Puede obtenerse la secuencia del intron heterdlogo adecuada usando técnicas de clonacién convencionales. Por
ejemplo, la secuencia del intrén A de insulina de rata esta disponible en GenBank J00748, el intrén A de queratina
de pollo en GenBank J00847, y el intron A de actina cardiaca de pollo en X02212. La secuencia de intron puede
aislarse de fuentes nativas usando cebadores basados en los datos de secuencia conocidos. También pueden
prepararse de forma sintética secuencias adecuadas.

Las secuencias componentes (a), (b) y (c) puede proporcionarse unidas de forma adecuada entre si para formar un
promotor quimérico usando técnicas de clonacién o biologia molecular convencionales. Preferentemente se
proporciona la secuencia de intrén (c) 3' de la secuencia de exdn (b). La construcciéon de promotor quimérico se une
a un sitio de clonacion, de tal modo que el promotor efectie la expresién de una secuencia codificante insertada en
el sitio, cuando estén presentes las enzimas apropiadas. Se conocen en la técnica sitios de clonacién adecuados,
incluyendo sitios de multiclonacion, por ejemplo, los sitios de multiclonacion pUC19; pBC SK, pBluescript Il KS,
cDNA3.1, pSP72, pGEM 7Z.

Tipicamente, un acido nucleico para insercion (o insertado) en el sitio de clonacion codifica un polipéptido
terapéuticamente relevante. Se prefiere que la secuencia codificante sea adecuada para su uso en inmunizacion de
acido nucleico o terapia génica. La insercion de acido nucleico puede por lo tanto comprender una secuencia capaz
de proporcionar inmunidad, por ejemplo una secuencia inmunogénica que induce una respuesta inmunitaria humoral
y/o celular cuando se suministra a un sujeto. Como alternativa, el acido nucleico puede comprender uno o mas
genes que codifican un polipéptido terapéutico, por ejemplo, una proteina defectuosa o ausente de un genoma de
célula diana o una proteina no nativa que tiene un efecto terapéutico o bioldgico deseado (por ejemplo, una funcién
antiviral). Para el tratamiento de trastornos genéticos, pueden administrarse genes funcionales correspondientes a
genes que se sabe que son deficientes en el trastorno particular a un sujeto. Preferentemente el acido nucleico es
ADN.

Los acidos nucleicos adecuados para insercion incluyen los usados para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, cronicas e infecciosas, incluyendo trastornos tales como SIDA,
cancer, enfermedades neurolégicas, enfermedad cardiovascular, hipercolesterolemia; diversos trastornos
sanguineos incluyendo diversas anemias, talasemia y hemofilia; defectos genéticos tales como fibrosis quistica,
enfermedad de Gaucher, deficiencia de adenosina desaminasa (ADA), enfisema, etc.

Por ejemplo, en procedimientos para el tratamiento de tumores solidos, pueden insertarse genes que codifican
péptidos toxicos (es decir, agentes quimioterapéuticos tales como ricina, toxina diftérica y factor del veneno de la
cobra), genes supresores de tumores tales como p53, genes que codifican secuencias de ARNm que son
antisentido para oncogenes transformantes, péptidos antineoplasicos tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y
otras citocinas, o mutantes negativos transdominantes de oncogenes transformantes, para expresion en o cerca del
sitio tumoral.

De forma similar, también pueden incluirse acidos nucleicos que codifican polipéptidos que se sabe que presentan
actividad antiviral y/o antibacteriana, o estimulan el sistema inmunitario del huésped. El acido nucleico puede
codificar una de las diversas citocinas (o fragmentos funcionales de las mismas), tales como las interleucinas,
interferones y factores estimulantes de colonias. El acido nucleico puede codificar un antigeno para el tratamiento o
prevencion de varias afecciones incluyendo pero sin limitacion cancer, alergias, toxicidad e infeccién por un
patégeno tal como, pero sin limitacion, hongos, virus, incluyendo virus del papiloma humano (HPV), VIH,
VHS2/VHS1, virus de la gripe (tipos A, B y C), virus de la polio, virus RSV, rinovirus, rotavirus, virus de la hepatitis A,
grupo de virus Norwalk, enterovirus, astrovirus, virus del sarampion, virus paragripal, virus de paperas, virus de
varicela-zoster, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, adenovirus, virus de la rubéola, virus de linfoma de linfocitos
T humano de tipo |, (HTLV-I), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis D, virus
de la viruela, Marburg vy Ebola; bacterias incluyendo M. tuberculosis, Chlamydia, N. gonorrhoeae, Shigella,
Salmonella, Vibrio Cholera, Treponema pallidua, Pseudomonas, Bordetella pertussis, Brucella, Franciscella
tulorensis, Helicobacter pylori, Leptospria interrogaus, Legionella pnumophila, Yersinia pestis, Streptococcus (tipos A
y B), Pneumococcus, Meningococcus, Hemophilus influenza (tipo b), Toxoplasma gondii, Complybacteriosis,
Moraxella catarrhalis, Donovanosis, y Actinomycosis; patégenos fungicos incluyendo Candidiasis y Aspergillosis;
patégenos parasitarios incluyendo Tenia, trematodos, ascarides, amebiasis, Giardiasis, Cryptosporidium,
Schitosoma, Pneumocystis carinii, Trichomoniasis y Trichinosis. El acido nucleico también puede usarse para
proporcionar una respuesta inmunitaria adecuada contra varias enfermedades veterinarias, tales como glosopedia,
coronavirus, Pasteurella multocida, Helicobacter, Strongylus vulgaris, Actinobacillus peripneumonia, virus de la
diarrea viral bovina (BVDV), Klebsiella pneumoniae, E. coli, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y
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Bordetella brochiseptica. Por lo tanto en un aspecto, las construcciones de acido nucleico de la presente invencién
pueden encontrar su uso en una vacuna.

En algunas realizaciones, la construccion de acido nucleico puede codificar un adyuvante. Por lo tanto, las
secuencias insertadas en el sitio de clonacion para insercidon de una secuencia codificante puede codificar un
polipéptido que puede actuar como un adyuvante. En un caso preferido, el adyuvante codificado puede ser una
toxina bacteriana que ribosila ADP. Estas incluyen toxina diftérica (DT), toxina de pertussis (PT), toxina del cdélera
(CT), las toxinas labiles por calor de E. coli (LT1 y LT2), endotoxina A de Pseudomonas, exotoxina S de
Pseudomonas, exoenzima de B. cereus, toxina de B. sphaericus, toxinas C2 y C3 de C. botulinum, exoenzima de C.
limosum, asi como toxinas de C. perfringens, C spiriforma y C. difficile y EDIN de Staphylococcus aureus. La
mayoria de las toxinas bacterianas que ribosilan ADP contienen subunidades A y B. La construccién puede expresar
la subunidad A, la subunidad B y/o ambas subunidades.

En un caso preferido, la construccién de acido nucleico puede codificar la toxina labil por calor de E. coli y/o la toxina
del cdélera y en particular puede expresar toxina labil por calor de E. coli Una entrada del GenBank para las
secuencias completas de los genes de la subunidad A y B de CT puede encontrarse en el locus VIBCTXABB (N° de
referencia D30053), mientras que puede encontrarse una entrada de GenBank para las secuencias completas de los
genes de la subunidad Ay B de LT en el locus AB0116677 (N ° de referencia AB011677).

La construccidon puede expresar una variante o un fragmento activo de un adyuvante particular. Se dira que la
variante o fragmento esta activo si conserva al menos algo de la actividad adyuvante del polipéptido del que deriva.
Por lo tanto, la variante y/o fragmento aun podra potenciar una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular
en comparacion con la respuesta inmunitaria vista cuando no se administra adyuvante con el antigeno. La secuencia
codificada puede ser fragmentos o variantes activos de subunidades A y/o B de CT y en particular pueden ser
fragmentos activos de subunidades A y/o B de LT.

Puede haberse suprimido la secuencia sefial de origen natural de la subunidad de la toxina. Una subunidad de
exotoxina de origen natural puede haberse modificado para detoxificar la toxina. La subunidad A puede haberse
modificado para alterar o inactivar la actividad ADP-ribosil transferasa.

Por lo tanto, las construcciones de adyuvante de la invencién pueden usarse para potenciar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno particular. La respuesta inmunitaria potenciada puede implicar una respuesta
inmunitaria de mayor magnitud o duracion. Esto puede significar que cuando se vuelve a enfrentar al antigeno la
respuesta inmunitaria es entonces mayor que si no se hubiera administrado adyuvante. La respuesta inmunitaria
potenciada puede dar como resultado mayores titulos de anticuerpo. En el caso de algunas construcciones, y en
particular las que expresan subunidades de exotoxina, el adyuvante puede dar como resultado aumento de la
respuesta celular y una respuesta inmunitaria de tipo T auxiliar 1 contra el antigeno en cuestion.

El acido nucleico para insercién en el sitio de clonacion puede comprender una secuencia de poliadenilacion (poliA).
Dicha secuencia de poliA generalmente es nativa de la secuencia codificante. Como alternativa, puede
proporcionarse una secuencia de poliA heteréloga en la construccion de acido nucleico de la invencion. Tipicamente
la secuencia de poliA se proporcionara cadena abajo del sitio de clonacion, de modo que esté unido operativamente
con una secuencia codificante insertada en el sitio de clonacion. Puede incluirse cualquier secuencia de poliA
adecuada en la construcciéon usado técnicas de clonacion convencionales. Dichas secuencias de poliA se conocen
en la técnica.

La secuencia de poli A puede ser:
(i) una secuencia de poli A natural;
(i) una variante homologa funcional de (i); o
(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

La secuencia de poli A natural (i) puede ser, por ejemplo, una poli A del gen de  globina de conejo, poli A del gen
temprano o tardio de virus del papiloma humano (VPH), poli A del gen de gB de VHS 2, una poli A del gen temprano
inmediato de CMV de simio o poli A de gen tardio de gD de VHS.

Preferentemente, la secuencia de poli A natural (i) se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N° 10 (GenBank
K03256), SEC ID N° 11 (GenBank M16019), SEC ID N° 12 (GenBank Z80699) y SEC ID N° 13 (GenBank K02718).

En general, una secuencia de poli A funcional es una que conserva la actividad de poliadenilacion.

Una secuencia de poli A puede ensayarse con respecto a la capacidad para provocar poliadenilacion de un
transcrito de ARN usando un ensayo de expresion rutinario. Una variante homdloga funcional (ii) o un fragmento
funcional (iii) tipicamente muestra al menos 50 %, por ejemplo 60 %, 70 %, 80 % o mas de la actividad de poli A de
la secuencia de poli A natural en el ensayo.

Generalmente la secuencia de poli A, cuando esté presente en la construccién de la invencién, potenciara la
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expresion, tipicamente provocando potenciacién comparable con la secuencia de poli A natural (i) mencionada
anteriormente.

Una secuencia de poli A también puede ensayarse con respecto a funcionalidad usando el ensayo de expresion
comparativa posterior. Una region poli A de ensayo sustituye en el vector base al RBGpA. Una poli A de ensayo se
considera funcional si la poli A no anula la expresion sino que aumenta preferentemente la expresion en al menos
uno pero preferentemente dos tipos celulares de referencia, en comparacion con el vector base. Preferentemente
hay un aumento en la expresion de al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % o mas. Son tipos celulares
preferidos las células de mamifero HEK293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS. De acuerdo con el ensayo, una
variante homologa (ii) o un fragmento (iii) es funcional si permite mas del 50 % de la mejora de expresion
conseguida por la secuencia de poli A natural (i).

Como alternativa, o adicionalmente, las secuencias poli A pueden ensayarse con respecto a actividad en el ensayo
de inmunogenicidad comparativa posterior. La secuencia de poli A sustituye en el vector base RBGpA. Una
secuencia de poli A funcional proporciona titulos de anticuerpo que son al menos tan altos como o mayores que los
conseguidos por el vector base con al menos uno, preferentemente dos antigenos. Preferentemente los titulos de
anticuerpo son al menos 5 %, 10 %, por ejemplo 20 %, 30 % o 40 % mayores que los conseguidos con el vector
base. Son antigenos preferidos los antigenos HBsAg, gD de VHS2 y M2 de la gripe. Una variante homdloga (ii) o
fragmento (iii) es funcional si permite los mayores titulos de anticuerpos conseguidos por la secuencia de poli A
natural (i).

La construccién de acido nucleico puede comprender secuencias de control adicionales que influyen en la expresion
de una secuencia codificante insertada en el sitio de clonacion. La construccién puede incluir una secuencia lider no
traducida. La secuencia se proporciona en la construcciéon en unién operativa con el promotor quimérico, y por lo
tanto también con una secuencia codificante insertada en el sitio de clonacién. El lider proporciona un sitio de partida
de la traduccién para expresion de una secuencia codificante insertada y tipicamente incluye una secuencia Kozak.

Tipicamente la secuencia lider no traducida comprende:
(i) una secuencia lider no traducida natural;
(i) una variante homologa funcional de (i); o
(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

En general, la secuencia natural (i) es una secuencia eucariota o una secuencia viral, en particular, de un virus que
infecta a un eucariota. Preferentemente la secuencia natural (i) es secuencia de VHB o VHS, por ejemplo secuencia
de antigeno preS2 de VHB, secuencia de antigeno e de VHB o secuencia de antigeno gD de VHS de tipo 2. De
forma particularmente preferente, (i) se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N° 5, SEC ID N° 6 y SEC ID N°
7.

Tipicamente, la secuencia lider comprende secuencias presentes en (i) que se unen a componentes de la
transcripcion o proteinas reguladoras, u homologos de estas secuencias que son capaces de unirse con los mismos
componentes o proteinas. Tipicamente dichas secuencias o sus homoélogos estan presentes en la secuencia lider en
el mismo orden y/o sustancialmente el mismo espaciamiento relativo que en (i). En general la secuencia lider
comprende un sitio de partida de la traduccién para expresién de una secuencia codificante insertada. Tipicamente
la secuencia lider incluye una secuencia de Kozak.

En general, la secuencia lider no traducida tiene una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 200
nucleédtidos, por ejemplo de aproximadamente 15 a aproximadamente 150 nucleétidos, preferentemente de 15 a
aproximadamente 130 nucledtidos. Pueden usarse secuencias lider que comprenden, por ejemplo, 15, 50, 75 o 100
nucledtidos.

Generalmente una secuencia lider no traducida funcional es una que puede proporcionar un sitio de inicio de la
traduccioén para expresiéon de una secuencia codificante en unién operativa con la secuencia lider. Tipicamente una
variante (ii) o fragmento (iii) funcional tiene sustancialmente la misma actividad que y/o complementa la actividad de
la secuencia natural (i), habitualmente al facilitar o potenciar la expresion de una secuencia codificante en unién
operativa con la secuencia.

Una variante (ii) o fragmento (iii) puede ensayarse con respecto a actividad como una secuencia lider no traducida
en relacion con la secuencia lider natural usando protocolos convencionales. Por ejemplo, pueden prepararse
vectores de expresion que comprenden una secuencia lider natural (i) unida operativamente con su secuencia
codificante nativa, y la expresidon controlarse en células huésped adecuadas, por ejemplo, células de mamifero
HEK293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 y COS. Pueden prepararse construcciones de ensayo en las que la secuencia
lider natural se reemplaza por una variante homdloga o fragmento y la expresion se controla de nuevo en las
mismas células huésped. En general, una variante (ii) o fragmento (iii) proporciona al menos 50 %, tal como 60 %,
70 %, 80 %, 90 % o 100 % o mas de la expresion proporcionada por la secuencia natural.
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Una secuencia lider potencial también puede ensayarse con respecto a utilidad en el ensayo de expresion
comparativa posterior. Una secuencia lider de ensayo sustituye en el vector base la 5’UTR de preS2 de VHB. Una
secuencia lider funcional no anula la expresion sino que aumenta preferentemente la expresion en al menos uno
pero preferentemente dos tipos celulares de referencia, en comparacion con el vector base. En general la expresion
aumenta en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 %. Son tipos celulares preferidos las células de mamifero
HEK293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS. De acuerdo con el ensayo, una variante funcional (ii) o fragmento (iii) es
funcional si permite mas del 50 % de la mejora de expresion conseguida por la secuencia lider natural.

Como alternativa, o adicionalmente, una secuencia lider puede ensayarse con respecto a actividad en el ensayo de
inmunogenicidad comparativa posterior. Una secuencia lider sustituye en el vector base la 5UTR preS2 de VHB.
Una secuencia lider funcional proporciona titulos de anticuerpo que son al menos tan altos como o mayores que los
conseguidos por el vector base, con al menos un, preferentemente dos antigenos. Preferentemente los titulos de
anticuerpos son al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o 40 % mayores que con el vector base. Son antigenos preferidos
los antigenos HBsAg, gD de VHS 2 y M2 de la gripe. Una variante homologa (ii) o fragmento (iii) es funcional si
permite los mayores titulos de anticuerpo permitidos por la secuencia lider natural (i).

Puede obtenerse la secuencia lider adecuada usando protocolos convencionales. Por ejemplo, la secuencia de
antigeno preS2 de VHB, secuencia de antigeno e de VHB y secuencia de antigeno gD de VHS de tipo 2 estan
disponibles en GenBank M54923, M54923 y Z86099 respectivamente. Los cebadores pueden disefiarse basandose
en esta secuencia conocida y usarse para aislar secuencias homologas. Las secuencias lider pueden sintetizarse
basandose en secuencias conocidas.

La construccion de acido nucleico comprende una secuencia potenciadora como se enumera en las
reivindicaciones. Una secuencia potenciadora se proporciona tipicamente 3' del sitio de clonacién, en unién
operativa tanto con el promotor quimérico como con una secuencia codificante insertada, y actda para aumentar la
transcripcién de la secuencia insertada.

En general, el potenciador comprende:
(i) un potenciador natural;
(i) una variante homologa funcional de (i); o
(iii) un fragmento funcional de (i) o (ii).

La secuencia potenciadora generalmente comprende de aproximadamente 50 a aproximadamente 850 nucleoétidos,
por ejemplo de aproximadamente 75 a aproximadamente 500 nucledtidos. Pueden usarse potenciadores de
aproximadamente 100, 200, 300 o 400 nucleétidos.

El potenciador es de una 3'UTR de una secuencia de Ag de HBs.
Preferentemente (i) comprende SEC ID N° 8.

En general, el potenciador en la construccion comprende secuencias halladas en (i) que se unen con componentes
de la transcripcion o proteinas reguladoras, por ejemplo factores de la transcripcion, u homoélogos de estas
secuencias que se unen con los mismos componentes o proteinas. Preferentemente estas secuencias estan
presentes en el potenciador en el mismo orden y/o sustancialmente en el mismo espaciamiento relativo que en (i).

Generalmente un potenciador funcional es uno que potencia o aumenta la expresién de un polinucleétido, por
ejemplo, una secuencia codificante, que esta unido operativamente con la secuencia potenciadora. Tipicamente una
variante homaloga (ii) o fragmento (iii) funcional tiene sustancialmente la misma actividad (por ejemplo, potenciacion
de la expresion) que y/o complementa la actividad del potenciador natural (i).

La actividad potenciadora puede ensayarse usando un ensayo de trampa de potenciador. Los protocolos se conocen
en la técnica. Una variante homadloga (ii) o fragmento (iii) funcional preferentemente proporciona al menos 50 % de la
actividad potenciadora mostrada por el potenciador natural en dicho ensayo. Tipicamente la actividad es al menos
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100% o mas de la actividad del potenciador natural. En general, una variante funcional (ii)
o fragmento (iii) es capaz de complementar la actividad del potenciador natural (i) en el ensayo.

También puede ensayarse la utilidad de potenciador usando el ensayo de expresion comparativa expuesto
posteriormente. Una secuencia de 3'UTR de ensayo se intercambia en el vector base. Una 3'UTR tiene utilidad si no
anula la expresioén sino que aumenta preferentemente la expresién en al menos uno pero preferentemente dos tipos
celulares de referencia en comparacion con los vectores base en el ensayo. Preferentemente la expresién aumenta
en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 %. Son tipos celulares preferidos las células de mamifero HEK293T,
CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS. De acuerdo con este ensayo, una variante homologa (ii) o un fragmento (iii) es
funcional si permite mas del 50 % de la mejora de expresion conseguida por la secuencia potenciadora natural (i).

Adicionalmente o como alternativa, las secuencias potenciadoras pueden ensayarse con respecto a actividad en el
ensayo de inmunogenicidad comparativa posterior. Una 3'UTR se intercambia en el vector base. Una secuencia
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potenciadora funcional proporciona titulos de anticuerpo que son al menos tan altos como o mayores que los
conseguidos por el vector base con al menos uno, preferentemente dos antigenos. Preferentemente los titulos de
anticuerpo son al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o 40 % mayores que con el vector base. Son antigenos preferidos
los antigenos HBs Ag, gD de VHS2 y M2 de la gripe. Una variante homologa (ii) o fragmento (iii) es funcional si
permite el mayor titulo de anticuerpo permitido por la secuencia potenciadora natural (i).

Puede obtenerse una secuencia potenciadora adecuada usando procedimientos de clonaciéon convencionales. Por
ejemplo, puede accederse a la secuencia de 3'UTR de HBsAg o la secuencia 3'UTR del gen temprano inmediato de
CMV de simio en GenBank AF143308 y M16019. Los cebadores pueden disefiarse basandose en esta secuencia
reconocida y usarse para aislar secuencias homologas.

En una realizacion preferida, la construccion de acido nucleico comprende una secuencia de poli A heteréloga, una
secuencia lider heterdloga y un potenciador heterologo, todos en unioén operativa con el promotor quimérico, para
expresion eficaz de una secuencia codificante insertada.

En un aspecto adicional, la presente divulgacién también proporciona una construccién de acido nucleico que
comprende, 0 en ocasiones consiste esencialmente en:

(i) una secuencia promotora

(i) una secuencia lider no traducida derivada de la secuencia de antigeno preS2 de VHB, secuencia de antigeno
e de VHB o secuencia de antigeno gD de VHS de tipo 2; y

(iii) una secuencia codificante unida operativamente con (i) y (ii)
en la que la secuencia codificante es heterdloga de la secuencia lider no traducida.

Tipicamente la secuencia promotora (i) deriva de una secuencia promotora viral o eucariota. La secuencia promotora
puede ser una secuencia promotora natural, un homologo funcional de la secuencia natural o un fragmento funcional
de una de ellas. Los promotores naturales adecuados incluyen, por ejemplo, el promotor temprano inmediato de
hCMV, promotor de virus de la seudorrabia (PRV), o promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV).
Preferentemente el promotor natural comprende SEC ID N° 52 o SEC ID N° 53.

Puede usarse una construccion promotora artificial, tal como el promotor quimérico descrito anteriormente, siempre
que el promotor sea funcional.

Una secuencia promotora funcional generalmente es una que puede provocar (incluyendo iniciar y regular) la
transcripciéon de una secuencia codificante unida operativamente en una célula huésped adecuada.

Una secuencia promotora puede ensayarse con respecto a actividad promotora usando un ensayo de expresion
rutinario. Un homadlogo o fragmento funcional de una secuencia promotora natural tipicamente proporciona al menos
50 %, por ejemplo, al menos 60, 70, 80 o 90 % de la expresion proporcionada por la secuencia natural en dicho
ensayo.

La secuencia lider no traducida (ii) es como se ha descrito anteriormente. Las secuencias codificantes adecuadas
(iii) incluyen las ya descritas en relacién con la construccion promotora quimérica. Sin embargo, en el presente
aspecto de la invencion, la secuencia codificante es heteréloga de la secuencia lider no traducida. La presente
construccion tipicamente incluye una secuencia de poli A, que ya se ha descrito, puede ser nativa para la secuencia
codificante o se proporciona como una secuencia de poli A heteréloga en el construcciéon. Ya se han descrito
secuencias de poli A adecuadas. La construccién puede incluir adicionalmente una secuencia promotora 3' de la
secuencia codificante. Se han descrito anteriormente secuencias potenciadoras adecuadas en relaciéon con la
construccién promotora quimérica.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una construccion de acido nucleico que comprende, o en algunas
realizaciones consiste esencialmente en:

(i) una secuencia promotora;
(ii) una secuencia codificante unida operativamente con la secuencia promotora (i); y
(iii) una secuencia potenciadora 3' de y unida operativamente con la secuencia codificante (ii);

en la que la secuencia potenciadora (iii) deriva de una 3'UTR de una secuencia de HBsAg o una 3'UTR de una
secuencia de gen temprano inmediato de CMV de simio, y la secuencia codificante (ii) es heteréloga de la secuencia
potenciadora.

La construcciéon puede incluir una secuencia lider no traducida tal como las ya descritas en relacion con la
construccién promotora quimérica.
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Tipicamente la secuencia promotora (i) deriva de una secuencia promotora viral o eucariota. La secuencia promotora
puede ser una secuencia promotora natural, un homologo funcional de la secuencia natural o un fragmento funcional
de una de ellas. Los promotores naturales adecuados incluyen, por ejemplo, el promotor temprano inmediato de
hCMV, promotor del virus de la seudorrabia (PRV), o promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV).
Preferentemente el promotor natural comprende SEC ID N° 52 o SEC ID N° 53.

Puede usarse una construccion promotora artificial, tal como el promotor quimérico descrito anteriormente, siempre
que el promotor sea funcional.

Una secuencia promotora funcional es generalmente una que sea capaz de provocar (incluyendo iniciar y regular) la
transcripciéon de una secuencia codificante unida operativamente en una célula huésped adecuada.

Puede ensayarse una secuencia promotora con respecto a actividad promotora usando un ensayo de expresion
rutinario. Los homadlogos o fragmentos funcionales de una secuencia promotora natural tipicamente proporcionan al
menos 50 %, por ejemplo, o al menos 60, 70, 80 o0 90 % de la expresiéon proporcionada por la secuencia natural en
dicho ensayo.

Las secuencias codificantes adecuadas (ii) incluyen las ya mencionadas en relacion con la construccion promotora
quimérica. Sin embargo, en el presente aspecto, la secuencia codificante es heterdloga de la secuencia
potenciadora 3'. La secuencia potenciadora (iii) de la construccion se ha descrito anteriormente. La presente
construccion también incluye tipicamente una secuencia de poli A. Como sucede con la construccion promotora
quimérica, esta region de poli A puede ser nativa de la secuencia codificante (ii) o puede proporcionarse como un
componente de poli A heterdlogo en la construccion.

Una construccion de acuerdo con cualquier aspecto de la presente invencion puede comprender una secuencia de
péptido sefial. La secuencia de péptido sefial se inserta en unién operativa con el promotor de modo que el péptido
sefial se exprese y facilite la secrecion de un polipéptido codificado por la secuencia codificante también en unién
operativa con el promotor.

Tipicamente una secuencia de péptido sefial codifica un péptido de 10 a 30 aminoacidos por ejemplo de 15 a 20
aminoacidos. Con frecuencia los aminoacidos son predominantemente hidréfobos. En una situacién tipica, un
péptido sefial se dirige a una cadena polipeptidica creciente que porta el péptido sefial al reticulo endoplasmico de la
célula que lo expresa. El péptido sefal se escinde en el reticulo endoplasmico, permitiendo la secrecién del
polipéptido mediante el aparato de Golgi.

Un péptido sefial para su uso en la invenciéon puede comprender:
(i) una secuencia de péptido sefial natural;
(i) una variante homéloga de (i) que conserva la actividad del péptido sefial; o
(iii) un fragmento de (i) o (ii) que conserva la actividad del péptido sefial.

La secuencia (i) puede ser por ejemplo el péptido sefial activador del plasmindgeno tisular humano (hTPAsp)
(GenBank L00141), el péptido sefial de aprotinina (GenBank AAD13685), el péptido sefial de extensina del tabaco
(GenBank JU0465), o el péptido sefial de lisozima de pollo (GenBank AF410481).

Un péptido sefial, adecuado para su uso en la presente invencion, es uno que permite la secrecién de proteinas
heterdlogas. Un péptido sefal funcional puede identificarse en un ensayo que compara el efecto de un péptido sefal
de ensayo con el efecto de un péptido sefial conocido, por ejemplo péptido sefial activador del plasmindgeno tisular
humano (hTPAsP), y con el efecto de no tener péptido sefial. Puede usarse el ensayo de expresion comparativo
expuesto posteriormente pero con la siguiente modificacion. Se construyen vectores de expresion de secrecion que
contienen el vector base con el péptido sefial de ensayo, hTPAsp o sin péptido sefial. Se insertan secuencias
codificantes para polipéptidos desprovistos de sus péptidos sefial de origen natural en los vectores y los vectores se
transforman en células hospedadoras de referencia. Las células preferentemente son células de mamifero
HEK293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS. El medio celular se analiza con respecto a los niveles de expresion de
polipéptidos. Un péptido sefial funcional permite la secrecion de polipéptidos a un nivel mayor que un vector que
carezca de un péptido sefial con al menos uno, preferentemente dos polipéptidos. Tipicamente, la secrecion es 5 %
mayor, o mas preferentemente 10 % mayor o mas, por ejemplo 20 o 50 % mayor o mas. Tipicamente, los niveles de
secrecion son comparables con los obtenidos usando hTPAsp.

Permitir la secrecion de una proteina codificada fuera de una célula de expresion puede tener varias ventajas, en
particular cuando la proteina sea un antigeno. Por ejemplo, la secrecion de antigeno aumentada podria permitir una
mayor captacion de antigeno y respuesta por células inmunitarias (macrofagos, células de Langerhans, linfocitos B,
linfocitos T, etc.), activar la capacidad del antigeno para alcanzar el torrente sanguineo y sefalizar células
(citocinas), permitir que un antigeno encuentre ligandos celulares y efectie una funcion (anticuerpos, toxinas tales
como toxina del cdlera, LT de E. coli) y participar en procesos bioquimicos celulares normales (receptores celulares).
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Una construccion de acido nucleico de la invencién puede estar en forma de un vector de expresiéon plasmidico. El
vector puede incluir entonces elementos adicionales, tales como un origen de replicacion, o genes selectores.
Dichos elementos se conocen en este campo o pueden incluirse usando técnicas convencionales. En una
realizacion, el vector plasmidico tiene una secuencia en SEC ID N° 14. Como alternativa, la construccion puede
incluirse en una construccion de vector viral.

En algunas realizaciones, la construccién de acido nucleico de la invenciéon puede comprender dos o mas de los
promotores quiméricos definidos en la presente memoria. Por lo tanto, la construccion puede comprender una
pluralidad de promotores quiméricos y en particular la construccién puede tener dos, tres, cuatro, cinco o mas
promotores quiméricos. Los promotores quiméricos preferentemente estaran unidos operativamente por separado a
un sitio de clonacioén para la inserciéon de una secuencia codificante. Por lo tanto, la construccién puede expresar
dos, tres, cuatro, cinco o mas secuencias codificantes. Las secuencias codificantes expresadas pueden ser
cualquiera de las especificadas en la presente memoria. En un caso preferido, la construccion tiene dos promotores
quiméricos, teniendo cada uno una secuencia codificante unida operativamente a ellos. En particular, los dos
promotores pueden transcribirse en direcciones opuestas.

En particular, las construcciones con dos promotores pueden expresar las subunidades A y B de una toxina
bacteriana que ribosila ADP, incluyendo cualquiera de las mencionadas en la presente memoria y preferentemente
una subunidad Ay B de LT.

En casos en los que la construccion tenga multiples promotores quiméricos cada uno puede comprender, o estar
unido operativamente con, cualquiera de las secuencias mencionadas en la presente memoria. En un caso
particularmente preferido, el intron heterélogo de uno o mas de los promotores puede ser la secuencia del intron A
del gen de insulina de rata. Uno o mas de los promotores quiméricos también puede comprender preferentemente la
5 'UTR de pre-S2 de gB de VHS-2. Uno o mas de los promotores puede comprender la secuencia de poliadenilacion
del gen de beta globina de rata.

En un caso preferido, la construccion de acido nucleico de la invenciéon puede comprender dos secuencias
promotoras quiméricas, estando cada secuencia promotora unida operativamente con un sitio de clonacién que tiene
una secuencia codificante insertada en él, en el que cada promotor quimérico comprende

(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;

(b) el ex6n 1y al menos una parte del exén 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV; y

(c) un intron heterdlogo proporcionado en lugar de la region del intrén A del gen temprano inmediato principal de
hCMV,

con la secuencia codificante unida operativamente a un promotor quimérico que codifica una subunidad A de LT y la
secuencia codificante unida con el otro que codifica una subunidad B de LT. La construccién puede por lo tanto
expresar ambas subunidades. Preferentemente:

- el intrén heterdlogo de cada promotor es la secuencia del intron A del gen de insulina de rata;
- la secuencia que codifica cada subunidad de LT esta unida operativamente con la 5 'UTR de pre-S2 de VHB; y/o

- cada secuencia que codifica LT esta unida operativamente con la secuencia de poliadenilacién del gen de beta
globina de rata.

Una construccion polinucleotidica de la invencién puede estar sustancialmente sin o asociada con células o con
material celular. Puede estar en forma sustancialmente aislada, o puede estar en forma sustancialmente purificada,
en cuyo caso generalmente comprenderd al menos 90 %, por ejemplo al menos 95 %, 98 % o 99 % del
polinucleétido o masa seca en la preparacion.

Las presentes moléculas de acido nucleico pueden suministrarse a células huésped adecuadas, para expresion de
un polinucleétido en unién operativa con el promotor. Preferentemente las células huésped son células de mamifero,
en particular células humanas. Se conocen en la técnica procedimientos adecuados para suministrar acidos
nucleicos a dichas células e incluyen, por ejemplo, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion con fosfato
calcico, electroporacion y microinyeccion directa en nucleos.

Como se ha descrito anteriormente, una secuencia codificante de acido nucleico en una construccién puede
codificar un polipéptido terapéuticamente relevante. Las presentes construcciones pueden por tanto usarse para
inmunizacion de acidos nucleicos o terapia génica usando protocolos de suministro génico convencionales. Se
conocen en la técnica procedimientos adecuados para suministro génico, como se analiza posteriormente. Las
moléculas de acido nucleico pueden suministrarse directamente a un sujeto, o como alternativa suministrarse ex vivo
a células derivadas del sujeto después de lo cual las células se vuelven a implantar en el sujeto.

Para su uso en la inmunizacién de acido nucleico o terapia génica, las construcciones de acido nucleico pueden
formularse como preparaciones farmacéuticas convencionales. Esto puede realizarse usando quimica y
metodologias de formulacién farmacéutica convencionales, que estan disponibles para los expertos en la materia.
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Por ejemplo, pueden combinarse composiciones que contienen una o mas secuencias de acido nucleico (por
ejemplo presentes en una forma de vector adecuada tal como un plasmido de ADN) con uno o mas excipientes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables para proporcionar una preparacion liquida.

Pueden estar presentes en el excipiente o vehiculo sustancias adyuvantes, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponantes de pH y similares. Estos excipientes, vehiculos y sustancias adyuvantes son
generalmente agentes farmacéuticos que pueden administrarse sin toxicidad indebida y que, en el caso de
composiciones de vacuna no induciran una respuesta inmunitaria en el individuo que recibié la composicién. Los
excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacién, liquidos tales como agua, solucion salina,
polietilenglicol, acido hialurénico, glicerol y etanol. También pueden incluirse en la misma sales farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, sales acidas minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares;
y las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. También se
prefiere, aunque no se requiere, que la preparacion contenga un excipiente farmacéuticamente aceptable que actie
como un estabilizador, particularmente para péptidos, proteinas u otras moléculas similares si se van a incluir en la
composicion. Los ejemplos de vehiculos adecuados que también actian como estabilizadores para péptidos
incluyen, sin limitaciéon, usos farmacéuticos de dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, inositol,
dextrano, y similares. Otros vehiculos adecuados incluyen, de nuevo sin limitacion, almidon, celulosa, fosfatos
soédicos o calcicos, acido citrico, acido tartarico, glicina, polietilenglicoles de alto peso molecular (PEG), y
combinaciones de los mismos. Esta disponible un analisis exhaustivo de excipientes, vehiculos, y sustancias
adyuvantes farmacéuticamente aceptables en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co.,
N.J. 1991), incorporado en la presente memoria por referencia.

Ciertos facilitadores de la captacion y/o expresion de acidos nucleicos (“agentes facilitadores de la transfeccion”)
también pueden incluirse en las composiciones, por ejemplo, facilitadores tales como bupivacaina, cardiotoxina y
sacarosa, y vehiculos facilitadores de la transfeccion tales como preparaciones liposémicas o lipidicas que se usan
habitualmente para suministrar moléculas de acido nucleico. Estan disponibles ampliamente liposomas anidnicos y
neutros y se conocen bien para suministrar moléculas de acido nucleico (véase, por ejemplo, Liposomes: A Practical
Approach, (1990) RPC New Ed, IRL Press.). Las preparaciones de lipidos catidnicos también son vehiculos bien
conocidos para su uso en el suministro de moléculas de acido nucleico. Las preparaciones lipidicas adecuadas
incluyen DOTMA (cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi) propil]-N,N,N-trimetilamonio), disponible bajo el nombre comercial
Lipofectin™ y DOTAP (1,2-bis (oleiloxi)-3-(trimetilamonio) propano), véase, por ejemplo, Felgner y col. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 84:7413-7416; Malone y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 86:6077-6081; Patentes de
Estados Unidos N° 5.283.185 y 5.527.928 y Publicaciones Internacionales N° WO 90/11092, WO 91/15501 y WO
95/26356. Estos lipidos cationicos pueden usarse preferentemente en asociacion con un lipido neutro, por ejemplo
DOPE (dioleil fosfatidiletanolamina). Mas composiciones facilitadoras de la transfeccion que pueden afiadirse a las
preparaciones lipidicas o liposémicas anteriores incluyen derivados de espermina (véase, por ejemplo, Publicacion
Internacional N° WO 93/18759) y compuestos permeabilizadores de membrana tales como GALA, Gramicidina S y
sales biliares catiénicas (véase, por ejemplo, Publicacion Internacional N° WO 93/19768).

Como alternativa, las moléculas de acido nucleico de la presente invenciéon pueden encapsularse, adsorberse en, o
asociarse con, vehiculos en particulas. Los vehiculos en particulas adecuados incluyen los derivados de polimeros
de polimetil metacrilato, asi como microparticulas de PLG derivadas de poli (lactida) y poli (lactida-co-glicolidas).
Véase, por ejemplo, Jeffery y col. (1993) Pharm. Res. 10:362-368. También pueden usarse otros sistemas de
particulas y polimeros, por ejemplo, polimeros tales como polilisina, poliarginina, poliornitina, espermina,
espermidina, asi como conjugados de estas moléculas.

Una vez formuladas las composiciones pueden suministrarse a un sujeto in vivo usando una diversidad de vias y
técnicas conocidas. Por ejemplo, las preparaciones liquidas pueden proporcionarse como una solucion, suspension
o emulsion inyectable y administrarse mediante inyeccion parenteral, subcutanea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa usando una aguja y jeringa convencionales, o usando un sistema de inyeccion de propulsion liquida. Las
preparaciones liquidas también pueden administrarse por via topica a la piel o el tejido mucoso, o proporcionarse
como una pulverizacion finamente dividida adecuada para administracion respiratoria o pulmonar. Otros modos de
administracion incluyen administracion oral, supositorios y técnicas de suministro transdérmico activas o pasivas.

Como alternativa, las composiciones pueden administrarse ex vivo, por ejemplo, se conocen suministro y
reimplantacién de células transformadas en un sujeto (por ejemplo, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion
con fosfato calcico, electroporacion y microinyeccion directa en nucleos).

Las composiciones se administran a un sujeto en una cantidad que es compatible con la formulacion de dosificacion
y que sera profilactica y/o terapéuticamente eficaz. Una cantidad eficaz apropiada quedara en un intervalo
relativamente amplio pero puede determinarse facilmente por un experto en la materia por ensayos rutinarios. El
“Physicians Desk Reference” y “Goodman y Gilman The Pharmacological Basis of Therapeutics” son Uutiles para el
fin de determinar la cantidad necesaria. Por ejemplo, se espera generalmente que una dosis eficaz del polinucleétido
quede dentro de un intervalo de aproximadamente 0,001 a 1000 ug, mas preferentemente de 0,01 a 10,0 pg.

En un caso, puede usarse una construccion de acido nucleico de la invencion junto con otra construccion de acido
nucleico. En un caso, la construccién de acido nucleico puede ser una de las descritas en la presente memoria para
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la expresion de un adyuvante y la otra construccion puede ser una construccion que codifica uno o mas antigenos.
En un caso preferido, ambas construcciones pueden emplear los promotores quiméricos de la invencion.

En el caso en el que una construccion expresa un adyuvante y la otra un antigeno o antigenos, los antigenos
pueden ser en particular de VHS o virus de la hepatitis (particularmente virus de la hepatitis B). Los antigenos
pueden ser en particular los antigenos de VHS ICPO, ICP4, ICP22 y/o ICP27 y preferentemente los cuatro. En casos
en los que se expresen dichos antigenos, la construccion adyuvante expresara en particular LTA y/o LTB y en
particular ambos.

Las dos construcciones pueden administrarse por separado, de forma simultdnea o secuencialmente. Las dos
pueden administrarse en la misma o diferentes composiciones. En particular, cuando una construccion tiene un
efecto adyuvante se administraran las dos de modo que se vea un efecto adyuvante, es decir la respuesta
inmunitaria generada sera mayor y/o durante un periodo mas largo que si no se hubiera administrado el adyuvante
con el antigeno. En un caso preferido, las dos construcciones pueden suministrarse en la misma composicion,
preferentemente en las mismas particulas vehiculo.

En una realizacion preferida, las construcciones de acido nucleico de la invenciéon se suministran a células diana
usando una técnica de suministro mediada por particulas. Se conocen en la técnica procedimientos mediados por
particulas para suministrar preparaciones de acido nucleico.

Pueden formarse particulas para suministro mediado por particulas revistiendo particulas vehiculo (por ejemplo,
vehiculos nucleares) con las presentes moléculas de acido nucleico usando una diversidad de técnicas conocidas en
este campo. Se seleccionan particulas vehiculo de materiales que tienen una densidad adecuada en el intervalo de
tamanos de particulas tipicamente usados para suministro intracelular de un dispositivo de suministro mediado por
particulas. Tipicamente las particulas vehiculo tienen un diametro de 0,1 a 5 um, por ejemplo de 0,5 a 3 pum,
preferentemente de 1 a 2 um. El tamafio de particula vehiculo dptimo dependera, por supuesto, del diametro de las
células diana. Como alternativa, pueden usarse particulas de oro coloidal en las que se administra el oro coloidal de
revestimiento (por ejemplo, se inyecta) en tejido (por ejemplo, piel o musculo) y posteriormente se capta por células
inmunocompetentes.

Habitualmente se seleccionan particulas vehiculo de metales inertes. Los metales son inertes porque no son
fisiol6gicamente activos. Para los fines de la invencion, pueden usarse particulas vehiculo de wolframio, oro, platino
e iridio. Se prefieren particulas de wolframio y oro. Las particulas de wolframio estan facilmente disponibles en
tamafios medios de 0,5 a 2,0 um de diametro. Aunque dichas particulas tienen densidad 6ptima para su uso en
procedimientos de suministro de aceleracién de particulas y permiten revestimiento altamente eficaz con ADN, el
wolframio puede ser potencialmente téxico para ciertos tipos celulares. También se usaran con los presentes
procedimientos particulas de oro u oro microcristalino (por ejemplo, polvo de oro A1570, disponible de Engelhard
Corp., East Newark, NJ). Las particulas de oro proporcionan uniformidad de tamafio (disponible de Alpha Chemicals
en tamafios de particula de 1-3 um, o disponible de Degussa, South Plainfield, NJ, en un intervalo de tamafios de
particulas que incluye 0,95 um) y toxicidad reducida. El oro microcristalino proporciona una distribuciéon de tamarios
de particulas diversa, tipicamente en el intervalo de 0,1-5 um. Sin embargo, el area de superficie irregular del oro
microcristalino permite un revestimiento altamente eficaz con acidos nucleicos.

Se conocen y se han descrito varios procedimientos para revestimiento o precipitacion con ADN o ARN de particulas
de oro o wolframio. La mayoria de dichos procedimientos generalmente combinan una cantidad predeterminada de
oro o wolframio con ADN plasmidico, CaCl, y espermidina. La solucion resultante se agita vorticialmente
continuamente durante el procedimiento de revestimiento para asegurar la uniformidad de la mezcla de reaccién.
Después de precipitacion del acido nucleico, las particulas revestidas pueden transferirse a membranas adecuadas
y permitir que se sequen antes de su uso, usarse para revestir superficies de un modulo o casete de muestra, o
cargarse en un casete de suministro para su uso en instrumentos de suministro mediados por particulas particulares.

Como alternativa, los polinucleétidos de la invencién pueden formularse como una composicién en particulas. La
formulacién puede llevarse a cabo usando la quimica de formulacion farmacéutica convencional anteriormente
descrita. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden combinarse con uno o mas excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables para proporcionar una composicidon adecuada. Las composiciones formuladas se
prepararon después como particulas usando técnicas convencionales tales como evaporacion sencilla (secado al
aire), secado al vacio, secado por pulverizacion, secado por congelacion (liofilizacion), liofilizacion por pulverizacion,
revestimiento por pulverizacion, precipitacion, formulacion de particulas fluidas supercriticas y similares. Si se desea,
las particulas resultantes pueden densificarse usando las técnicas descritas en la Publicacion Internacional del
mismo solicitante N° WO 97/48485, incorporada en la presente memoria por referencia.

Estos procedimientos pueden usarse para obtener particulas de acido nucleico que tienen un tamafio que varia de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 250 um, preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente
150 um, y mas preferentemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 um; y una densidad de particulas
que varia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 g/cm3, y una densidad aparente de aproximadamente 0,5
a aproximadamente 3,0 g/cm3, 0 mayor.
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Una vez formadas, las particulas que comprenden las moléculas de acido nucleico pueden envasarse en
dosificaciones unitarias individuales o recipientes multidosis. Dichos recipientes pueden comprender un recipiente
herméticamente sellado que incluye una cantidad adecuada de las particulas. Las particulas pueden envasarse
como una formulacioén estéril, y el recipiente sellado herméticamente puede por lo tanto disefiarse para conservar la
esterilidad de la formulacion hasta su uso en el suministro a un sujeto. Los recipientes se adaptan preferentemente
para su uso directo en un dispositivo de suministro mediado por particulas. Tipicamente dichos recipientes toman la
forma de capsulas, bolsas de papel metalizado, bolsitas, casetes y similares. Los dispositivos de suministro de
particulas también pueden proporcionarse en una condicién precargada que contiene una dosificacion adecuada de
las particulas. El dispositivo precargado también puede preenvasarse entonces en un recipiente sellado
herméticamente.

El recipiente en el que las particulas se envasan puede etiquetarse adicionalmente para identificar las
composiciones y proporcionar informaciéon de dosificacion relevante. Ademas, el recipiente puede marcarse con un
aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental, por ejemplo, la administraciéon de alimentos y farmacos,
en el que el aviso indica la aprobacion por la agencia segin la Ley Federal de la fabricacion, uso o venta de la
preparacion de acido nucleico contenida en el mismo para administracién humana.

Se conocen en la técnica dispositivos de aceleracion de particulas, adecuados para suministro mediado por
particulas. Por ejemplo, los dispositivos de pistola génica actuales emplean una descarga explosiva, eléctrica o
gaseosa para propulsar particulas vehiculo revestidas hacia células diana. Las particulas vehiculo revestidas
pueden unirse de forma extraible con una lamina de vehiculo movible o unirse de forma desmontable con una
superficie a lo largo de la que pasa una corriente de gas, elevando las particulas de la superficie y acelerandolas
hacia la diana. Se describe un ejemplo de un dispositivo de descarga gaseosa en la Patente de Estados Unidos N°
5.204.253. Se describe un dispositivo de tipo explosivo en la Patente de Estados Unidos N° 4.945.050. Se describe
un ejemplo de un aparato de descarga eléctrica adecuado para su uso en la presente memoria en la Patente de
Estados Unidos N ° 5.120.657. Se describe otro aparato de descarga eléctrica en la patente de Estados Unidos N°
5.149.655.

También pueden administrarse particulas usando un dispositivo de jeringa sin aguja, tal como los descritos en la
Patente de Estados Unidos N °© 5.630.796 de Bellhouse y col (“el dispositivo de jeringa sin aguja PowderJect ®) y en
las Publicaciones Internacionales N° WO 94/24263, WO 96/04947, WO 96/12513 y WO 96/20022.

Pueden proporcionarse dispositivos tales como el descrito en la Patente de Estados Unidos N° 5.630.796 como un
instrumento en forma de boligrafo que contiene, en orden lineal de arriba abajo, un cilindro de gas, un casete o
envase de particulas, y una boquilla supersoénica con un medio silenciador asociado. Las particulas se proporcionan
dentro de un recipiente adecuado, por ejemplo, un casete formado por dos membranas de polimero rompibles que
se sellan por calor con un espaciador en forma de arandela para formar una unidad sellada independiente. Pueden
seleccionarse materiales de membrana para conseguir un modo especifico de apertura y presiéon de rotura que
dictan las condiciones en las que se inicia el flujo supersoénico.

En funcionamiento, el dispositivo se acciona para liberar el gas comprimido del cilindro a una camara de expansion
dentro del dispositivo. El gas liberado entra en contacto con el casete de particulas y, cuando se acumula suficiente
presion, rompe repentinamente las membranas del casete barriendo las particulas a la boquilla supersonica para
suministro posterior. La boquilla esta disefiada para conseguir una velocidad de gas y patron de flujo especificos
para suministrar una cantidad de particulas a una superficie diana de area predefinida. El silenciador se usa para
atenuar el ruido producido por el flujo de gas supersonico.

El sistema de suministro descrito en la Publicacion Internacional N° WO 96/20022 también usa la energia de una
fuente de gas comprimido para acelerar y suministrar composiciones en polvo. Sin embargo, se distingue del
sistema de la patente de Estados Unidos N ° 5.630.796 en su uso de una onda de choque en lugar de flujo de gas
para acelerar las particulas. Mas particularmente, un aumento de la presién instantaneo proporcionado por una onda
de choque generada detras de una cupula flexible golpea la parte posterior de la cupula, provocando una eversion
repentina de la cupula flexible en la direccion de una superficie diana. Esta eversion repentina catapulta una
composicion en polvo (que se localiza en el exterior de la cupula) a una velocidad, y por lo tanto impulso, suficiente
para penetrar en el tejido diana, por ejemplo, tejido mucoso oral. La composicion en polvo se libera en el punto de
eversion de la cupula completa. La cupula también sirve para contener completamente el flujo de gas de alta presion
que por lo tanto no entra en contacto con el tejido. Debido a que el gas no se libera durante esta operacion de
suministro, el sistema es inherentemente silencioso. Este disefio puede usarse en otras aplicaciones cerradas o de
otro modo sensibles por ejemplo, para suministrar particulas a sitios quirirgicos minimamente invasivos.

Las particulas pueden administrarse in vivo directamente a un sujeto, o ex vivo a células tomadas de un sujeto,
reimplantandose después las células transformadas en el sujeto. Para suministro in vivo, la inyeccion de particulas
es tipicamente por via subcutanea, por via epidérmica, por via intradérmica, por via intramucosa (por ejemplo, por
via nasal, via rectal y/o via vaginal), por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via oral o por via intramuscular.
Preferentemente, el suministro es a células diferenciadas terminalmente; sin embargo, las particulas también
pueden suministrarse a células no diferenciadas o parcialmente diferenciadas tales como células madre de la sangre
y fibroblastos cutaneos. Mas preferentemente, el suministro es a células epidérmicas de la piel.
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Las particulas se administran a un sujeto de una manera compatible con la formulaciéon de dosificaciéon y en una
cantidad que sera profilactica y/o terapéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de las presentes
composiciones en particulas sera suficiente para proporcionar el tratamiento o prevencién de sintomas de la
enfermedad o afecciéon, y quedara en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse por ensayos
rutinarios. Generalmente, las particulas se suministran en una cantidad de 0,001 a 1000 pg, mas preferentemente de
0,01 a 10,0 pg de acido nucleico por dosis. Sin embargo, la cantidad exacta necesaria variara dependiendo de la
edad y condicion general del individuo que se trate y la secuencia de nucleétidos particular seleccionada, asi como
otros factores. Puede determinarse faciimente una cantidad eficaz apropiada mediante ensayos clinicos. El
“Physicians Desk Reference” y “Goodman y Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics” son utiles para el
fin propdsito de determinar la cantidad necesaria.

Ensayos

Ensayo de expresion comparativa

Un ensayo adecuado para utilidad de elementos determina el efecto que el elemento tiene en la expresion de un
polipéptido. La base de la comparacién para ensayar la utilidad de los elementos es un “vector base”, generalmente
(a no ser que se indique de otro modo) un plasmido con un promotor de hCMV, exén 1 de hCMV, 9 bases del exdn 2
de hCMV, la 5UTR de preS2 de VHB vy la region de poliadenilacion de 3 globina de conejo, situado para conducir la
expresion de una secuencia codificante. Tipicamente, el vector base es pJV7384, PJV7401, PJV7450 o PJV7533.
Se afiaden intrones heterdlogos y 3'UTR, o se intercambian secuencias promotoras, exones, 5'UTR vy sitios poli A en
los vectores base para crear vectores de expresion de ensayo. De este modo pueden ensayarse variantes o
fragmentos funcionales.

Los vectores base y vectores de ensayo se transforman en células huésped adecuadas y las células se analizan con
respecto a niveles de expresion de polipéptidos. Preferentemente se usan células huésped de mamifero. Las células
adecuadas incluyen células de mamifero HEK 293T, CHO, Hela, BHK, 3T3 o COS.

Tipicamente, un elemento funcional provoca expresion que es comparable con el vector base, por ejemplo al menos
la misma o mayor. Preferentemente se ensaya la expresion en mas de un tipo celular y con mas de una secuencia
codificante.

Se proporciona protocolos experimentales adecuados, por ejemplo, en los Ejemplos 1 a 13 posteriores.

Ensayo de inmunogenicidad comparativa

Cuando el polipéptido para expresar es un antigeno, puede llevarse a cabo un ensayo adicional para identificar
elementos de construccion funcionales o particularmente preferidos. En el ensayo, el efecto de un elemento en
respuesta inmunitaria se determina después del suministro de un vector de expresién a un organismo de ensayo.
Los niveles de anticuerpo contra el antigeno son la forma mas facil de valorar la respuesta inmunitaria. Se vacuna a
grupos de ratones con los vectores base o vectores de ensayo construidos como anteriormente. Se recoge suero
después de una cantidad de tiempo apropiada y se analiza con respecto a los niveles de anticuerpo.

Este experimento se realiza dos veces, y se representan los niveles de anticuerpo de todos los grupos en ambos
experimentos. Los elementos funcionales daran lugar a titulos de anticuerpo al menos tan altos como o mayores en
ambos experimentos para un antigeno particular que la base del vector. Preferentemente, el resultado se vera con
mas de un antigeno para demostrar la amplitud de utilidad del elemento o los elementos en ese panel de expresion.

Se proporcionan protocolos experimentales adecuados por ejemplo en el Ejemplo 14 dado a continuacion.
C. Parte experimental

A continuacion se dan ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los ejemplos
se ofrecen para fines Unicamente ilustrativos, y no se pretende que limiten el ambito de la presente invencion de
ningun modo.

Se han realizado intentos de asegurar la precision con respecto a los nimeros usados (por ejemplo, cantidades,
temperaturas, etc.), pero deberia, por supuesto, tenerse en cuenta algun error y desviacion experimental.

Procedimientos

Condiciones de PCR convencionales

Las condiciones de PCR convencionales usadas para la construccion de vectores fueron las siguientes: tampon
principal de PCR 1x con MgCI2 1,5 mM (Promega Corporation, Madison, WI), 0,400 uM de cada uno de los
cebadores, 200 uM de cada ANTP (USB, Inc, Cleveland, OH), 2,5 u de Taq polimerasa (Promega Corporation,
Madison, WI), 1,0 ng de ADN molde, agua hasta 100 ul y una capa de aceite mineral (Aldrich Chemical, Inc.,
Milwaukee, WI). El termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc, Waltham, MA) se programé para ejecutar la siguiente
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rutina: 4' a 95 °C, 30 ciclos de (1'a 95°C/1' 15" a 55 °C/1'a 72 °C), 10" a 72 °C, reposo a 4 °C). Los productos de
amplificacion se retiraron de la reaccion de PCR usando el kit de purificacion de PCR QIAquick® (Qiagen Inc,
Valencia, CA) antes de cortar con enzimas de restriccion (new England Biolabs, Beverly, MA).

Todos los productos de PCR se secuenciaron después de clonar para asegurar la fidelidad de la amplificacion.
Ejemplo 1. Construccion de paneles de vectores del antigeno de superficie de virus de hepatitis B. (HBsAg)
Se construyeron varios vectores de expresion plasmidicos para la expresion de HBsAg.

Materiales de partida

(i) pWRG7128 (Roy, M, y col. Vaccine (2001) 19: 764-778), que contiene la secuencia promotora temprana
inmediata de hCMV, el primer exon, el primer intrén, y un segundo exén parcial del gen temprano inmediato
principal de hCMV, la secuencia codificante de HBsAg con regiones flanqueantes (secuencia derivada de 5’'UTR
de preS2 de VHB y elementos de respuesta post-transcripcional 3’) y la region de poliadenilacion de la hormona
del crecimiento bovina (BGHpA)

(ii) pdV7284, un derivado de pWRG7128 que intercambia BGHpA por la regién de poliadenilacion de 3 globina de
conejo RBGpA.

(a) pJV7384 (CMV (sin intrén), 5'UTR de preS2 de VHB y RBGpA)

pWRG7128 se someti6 a PCR con JF93 (SEC ID N° 15) y F110 (SEC ID N° 16) usando condiciones
convencionales y se corté con Sal1 y BamH 1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el promotor de
CMV, exo6n 1 y parte de la secuencia del exén 2. pAM6 (ATCC, Mannassas, VA) se corté con BamH1 y BstX1
para aislar un fragmento de inserto que contenia la 5'UTR de HBsAg, y aproximadamente el 70 % de la region
codificante de HBsAg. pJV7284 se corté con Sall y BstX1 para generar un fragmento de vector en el que se
ligaron dos fragmentos de inserto, dando como resultado pJV7293.

pWRG7128 se sometié a PCR con los cebadores GW1 (SEC ID N° 17) y JF254 (SEC ID N°: 18) y se cort6 con
BstX1 y Bgl2 para aislar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3' de la region codificante de HBsAg.
pJV7293 se cortdé con BstX1 y Bgl2 para generar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de
inserto, dando como resultado el vector pJV7384.

(b) pJV7382 (CMV (sin intrén), 3'UTR de HBsAQg, 5'UTR de preS2 de VHB y RBGpA)

pJV7293 se corté con Xho1 y Xba1 para generar un fragmento de inserto que contenia el promotor/exones de
CMV y la 5-UTR con el extremo 5' de la secuencia codificante de HBsAg. pWRG7128 se corté con Xba1l y Bcll
para generar un fragmento de inserto que contenia la mayoria de la secuencia codificante de HBsAg y el 3'-UTR.
pJV7284 se corté con Xho1 y Bgl2 para generar un fragmento de vector en el que se ligaron los dos fragmentos
de inserto, dando como resultado pJV7382.

(c) pJV7389 (CMV (RIA); 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de preS2 de VHB y RBGpA)

El intréon A de insulina de rata (RIA) se sometié a PCR a partir del plasmido p5'rins (origen desconocido) con los
cebadores GW150 (SEC ID N° 19) y JF255 (SEC ID N° 20). El producto de PCR se corté con BamH1 y se inserto
en pJV7382 linealizado con BamH1 dando como resultado pJV7389.

(d) pJV7387 (CMV (RIA), 5'UTR de preS2 de VHB y RBGpA)

pJV7384 se cortd con BstX1 y EcoR1 para generar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3' de la
region codificante de HBsAg y RBGpA. pJV7389 se corté con BstX1 y EcoR1 para generar un fragmento de
vector en el que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7387.

Ejemplo 2. Construccion de paneles de vectores del antigeno glucoproteina D del virus del herpes simple
(gD de VHS)

Se construyeron varios vectores de expresion plasmidicos para expresion de gD de VHS.

Materiales de partida

(a) pJV7334, un derivado de pWRG7284 (pJV 7284) que reemplaza la secuencia codificante de HBsAg con un
Nhe1 en fase directamente cadena abajo del coddn de partida ATG, seguido de un fragmento de relleno con un
BamH1 inmediatamente 5' del Enh de VHB

(b) pWRG7202, un derivado de pGem3Z (Promega) con un fragmento de relleno que permite la fusion de una
secuencia codificante con el péptido sefial activador de plasmindgeno tisular (TPA) humano cadena abajo de un
sitio Nhe1.

(a) pJV7392 (CMV (intrén nativo), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

La regioén codificante de gD de VHS2 se sometié a PCR a partir de una reserva de ADN viral (Advanced Biotech, Inc,
Columbia, MD) usando los cebadores DS1 (SEC ID N° 21) y DA1 (SEC ID N° 22) y se cortdé con Nhe1 y EcoR1 para
generar un fragmento de inserto. p?WRG7202 se corté con Nhe1 'y EcoR1 para generar un fragmento de vector en el
que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7391.
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pJV7391 se cortd con Nhe1 'y Bgl2 para generar un fragmento de inserto que contenia la secuencia codificante de
gD de VHS2. pJV7334 se cortdé con Nhe1l y BamH1 para generar un fragmento de vector en el que se ligo el
fragmento de inserto, dando como resultado pJV7392. Este vector consiste en los siguientes elementos de
expresion: la secuencia promotora temprana inmediata de hCMV, el primer exén, primer intron y un segundo exén
parcial del gen temprano inmediato principal de hCMV, la 5-UTR de HBsAg, la secuencia codificante del gen gD de
VHS2, la 3'-UTR de HBsAg y RBGpA.

(b) pJV7399 (CMV (sin intrén), 3'UTR de HbsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construyd una version sin intrones de pJV7392 de la siguiente manera. pJV7384 se corté con Hind3 y Nde1 para
aislar un fragmento de inserto que contenia los extremos 5' del gen de resistencia a kanamicina y el promotor de
CMV. pJV7384 se cortd con Ndel y Ssp1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3' del
promotor de CMV, el ex6n 1/2 de CMV y el extremo 5' de la 5-UTR de HBsAg. Estos fragmentos de inserto se
insertaron en pJV7392 del que se retird el fragmento Hind3-Ssp1, dando como resultando pJV7399.

(c) pJV7400 (CMV (RIA), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construyd una version de RIA de pJV7392 de la siguiente manera. pJV7384 se cortd con Hind3 y Nde1 para
aislar un fragmento de inserto que contenia los extremos 5' del gen de resistencia a kanamicina y promotor de CMV.
pJV7387 se corté con Ndel y Ssp1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3’ del promotor de
CMV, el exdén 1/2 (parcial) de CMV, RIA y el extremo 5 de la 5’UTR de HBsAg. Estos fragmentos de inserto se
insertaron en pJV7392 del que se retir6 el fragmento Hind3-Ssp1 dando como resultado pJV7400.

(d) pJV7401 (CMV (sin intrones), 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construyd una version sin 3'UTR de pJV7399 de la siguiente manera. pJV7391 se corté con Bsp120l y Bgl2 para
aislar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3' del gen gD de VHS2. pJV7284 se cortd con Bgl2 y EcoR1
para aislar la sefial de RBGpA. Estos fragmentos de inserto se insertaron en pJV7399 del que se retird el fragmento
Bsp1201 - EcoR1, dando como resultado pJV7401.

(e) pJV7402 (CMV (RIA), 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construyd una version sin 3'UTR de pJV7400 de la siguiente manera. pJV7391 se corté con Bsp120l y Bgl2 para
aislar un fragmento de inserto que contenia el extremo 3' del gen gD de VHS2. pJV7284 se cortd con Bgl2 y EcoR1
para aislar la sefial de RBGpA. Estos fragmentos de inserto se ligaron en pJV7400 del que se retiré el fragmento
Bsp120I- EcoR1, dando como resultado pJV7402.

Ejemplo 3. Construccion de paneles de vectores del antigeno M2 de la gripe

(a) pJV7450 (CMV/sin intrén), 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Una region codificante de M2 de la gripe se sometié a PCR a partir del plasmido pFL-M2 (Joel Haynes, PJV) usando
los cebadores JF301 (SEC ID N° 23) y JF302 (SEC ID N° 24) y se corté con Nhe1 y Bgl2 para generar un fragmento
de inserto. pJV7401 se cortdé con Nhe1 y Bgl2 para generar un fragmento de vector en el que se ligé el fragmento de
inserto, dando como resultado pJV7450.

(b) pJV7452 (CMV (sin intrén), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Un fragmento 3'UTR se sometié a PCR a partir de pJV7389 con los cebadores JF84 (SEC ID N° 25) y JF225 (SEC
ID N° 26), se corté con Bsp120l, se cargé con ADN polimerasa T4, y se unié con engarces Bgl2 (cat N° 1036, New
England Biolabs). El fragmento se corté después con Bgl2 y EcoR1 para aislar un fragmento de inserto que contenia
la 3'UTR de HBsAg y la region BGpA. pJV7450 se corté con Bgl2 y EcoR1 para generar un fragmento de vector en
el que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7452.

(c) pJV7458 (CMV (RIA) 5 'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construy6 una version de pJV7450 que contenia el RIA de la siguiente manera: pJV7389 se cortd6 con BamH1
para aislar un fragmento de inserto que contenia RIA. pJV7450 se corté con BamH1 para generar un fragmento de
vector en el que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7458.

(d) PJV7468 (CMV (RIA), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se construy6 una version de pJV7458 que contenia la 3' UTR de HBsAg de la siguiente manera: pJV7452 se corto
con Bgl2 y EcoR1 para producir un fragmento de inserto que contenia la 3'UTR de HBsAg y RBGpA. pJV7458 se
cortd con BgR2 y EcoR1 para generar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto, dando como
resultado pJV7468.
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Ejemplo 4. Construccion de paneles vectores de beta-gal

(a) pJV7488 (CMV (sin intrén), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se sometieron a PCR CMV beta (Clontech) con los cebadores JF335 (SEC ID N° 27) y JF336 (SEC ID N°: 28) y
se cortaron con Nhe1 y Bgl2 para aislar un fragmento de inserto que codificaba beta-galactosidasa. pJV7452 se
cortdé con Nhel 'y Bgl2 para generar un fragmento de vector en el que se ligo el fragmento de inserto, dando
como resultado pJV7488.

(b) pJV7533 (CMV (sin intrén), 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

pJV7450 se corté con Bgl2 y EcoR1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el RBGpA. pJV7488 se
cortd con Bgl2 y EcoR1 para generar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto, dando
como resultado pJV7533.

(c) pdV7551 (CMV (RIA/Nhel), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

pJV7530 (véase el Ejemplo 5) se cortd con Xho1 y BamH1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el
promotor de CMV hasta RIA. pJV7488 se corté con Xho1 y BamH1 para generar un fragmento de vector en el
que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7551.

(d) pJV7552 (CMV (RIA/Nhel), 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

pJV7530 se cortd con Xho1 y BamH1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el promotor de CMV
hasta RIA. pJV7533 se corté6 con Xho1 y BamH1 para generar un fragmento de vector en el que se ligo el
fragmento de inserto, dando como resultado pJV7552.

Ejemplo 5. Construccion de pJV de expresion (pJV7563)

(a) pJV7496

pJV7389 se sometid a PCR con los cebadores JF357 (SEC ID N° 29) y JF365 (SEC ID N° 30), se traté con ADN
polimerasa T4 para hacer los extremos romos, y se cortdé con Sall para aislar un fragmento de inserto que
codificaba resistencia a kanamicina. pJV7389 se corté con Aval, se traté con ADN polimerasa T4 para hacer los
extremos romos y se cortdé con Sall para aislar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto,
dando como resultado pJV7496.

(b) pJV7530

pJV7389 se sometié a PCR con los cebadores JF393 (SEC ID N° 31) y JF406 (SEC ID N° 32) y se cortd con BgR y
BamH1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el RIA desprovisto de un sitio de Nhe1 interno. pJV7496 se
corté con BamH1 para preparar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto, dando como
resultado pJV7530.

(c) pJV7549

pJV7468 se cortd con BamH1 y EcoR5 para aislar un fragmento de inserto que contenia M2 y parte del 3'ENH de
VHB. pJV7530 se corté con BamH1 y EcoR5 para preparar un fragmento de vector en el que se ligé el fragmento de
inserto, dando como resultado pJV7549.

(d) pJV7563

Los cebadores JF256 (SEC ID N° 33) y JF257 (SEC ID N° 34) se hibridaron para preparar un fragmento de inserto
consistente en un sitio de clonacion multiple. pJV7549 se cortd con Nhel y Bgl2 para preparar un fragmento de
vector en el que se ligo el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7563. Se proporcioné un mapa
plasmidico de pJV7563 en la Figura 12. La composicion base para el plasmido pJV7563 se proporciona en la Figura
13. Los componentes y su posicion en el plasmido pJV7563 son los siguientes:

1-44 Secuencias del transposén 903

45-860 Secuencia codificante de resistencia a kanamicina del transposén 903
861-896 Secuencias del transposén 903

897-902 Sitio Sal1

903-1587 Promotor de CMV

1588-1718 Secuencia lider no traducida del gen temprano inmediato de CMV
1719-1724 Fusion de las enzimas de restriccion BamH1 y Bglll

1725-1857 Intron A de insulina de rata

1858-1863 Sitio BamH1

1864-1984 Lider no traducida 5’ del antigeno de superficie de VHB

27



10

15

20

25

30

35

40

ES 2457022 T3

1985-1993 Sitio de clonaciéon de Nhe1/codén de partida sintético

1994-2011 Sitios de clonacién sintéticos

2012-2544 Potenciador de VHB

2545-2555 Antigua secuencia del vector. Sin aciertos frente a bases de datos de NCBI
2556-2686 Region de poliadenilacion de beta-globina de conejo

2687-3759 Secuencia del vector puC19

Ejemplo 6. Construccion de paneles de expresion de péptido senal usando fosfatasa alcalina secretada
humana (SEAP) y fragmento Fc de IgG humano (hFc) como antigenos modelo

(i) pJV7507 (hTPAsp y SEAP)

pSEAP-Basic (Clontech) se someti6 a PCR con los cebadores JF320 (SEC ID N° 35) y JF321 (SEC ID N° 36)
después se cortdé con Nhel y Bgl2 para aislar un fragmento de inserto que consistia en el fragmento de SEAP
humano. pJV7079 (Macklin, y col) se corté con Nhe1 y Bgl2 para preparar un fragmento de vector en el que se ligo
el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7507.

(i) pJV7508 (hTPAsp y hFc)

Se sometio a PCR ADN humano con los cebadores JF386 (SEC ID N° 37) y FCAS (SEC ID N° 38), después se cortd
con Nhel y BgR para aislar un fragmento de inserto consistente en el fragmento Fc de IgG humano. pJV7079 se
cortd con Nhe1 'y Bgl2 para preparar un fragmento de vector en el que se ligé el fragmento de inserto, dando como
resultado pJV7508.

(iii) Preparacién de la secuencia codificante del péptido sefal de aprotinina

Se sometié a PCR el oligo sintético JF354 (SEC ID N° 39) con los cebadores JF355 (SEC ID N° 40) y JF356 (SEC
ID N° 41) para generar la secuencia codificante del péptido sefial de aprotinina.

(iv) Preparacion de la secuencia codificante del péptido sefial de extensina de tabaco

Se sometié a PCR el oligo sintético JF348 (SEC ID N° 42) con los cebadores JF349 (SEC ID N° 43) y JF350 (SEC
ID N° 44) para generar la secuencia codificante del péptido sefial de extensina de tabaco.

(v) Preparacién de la secuencia codificante del péptido senal de lisozima de pollo.

Se sometié a PCR el oligo sintético JF351 (SEC ID N° 45) con los cebadores JF352 (SEC ID N° 46) y JF353 (SEC
ID N° 47) para generar la secuencia codificante del péptido sefial de lisozima de pollo.

(a) Paneles de péptido sefial de antigeno M2 de la gripe

pJV7499 (CMV (sin intron), 5'UTR de HBsAg, RBGpA. p.s. de aprotinina)
pJV7497 (CMV (sin intron), 5'UTR de HbsAg, RBGPpA, p.s. de extensina de tabaco)
PJV7500 (CMV (sin intrén), 5'UTR de HbsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

Las secuencias codificantes de los péptidos sefial se cortaron con Spel1 y Nhe1 para aislar fragmentos de inserto.
pJV7450 se cortd con Nhe1 para preparar un fragmento del vector en el que se ligaron los fragmentos de inserto,
dando como resultado pJV7499 (aprotinina), pJV7497 (extensina de tabaco) y pJV7500 (lisozima de pollo).

(b) Paneles de péptido sefial de SEAP

pJV7513 (CMV (sin intron), 5'UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de aprotinina)
pJV7512 (CMV (sin intron), 5'UTR de HbsAg, RBGPpA, p.s. de extensina de tabaco)
pJV7510 (CMV (sin intron), 5'UTR de HbsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

pJV7499; 7497 y 7500 se cortaron con Xho1 y Nhe1 para aislar un fragmento de inserto consistente en el promotor
de CMV hasta la secuencia codificante del péptido sefial de los plasmidos. pJV7507 se corté con Xho1 y Nhe1 para
preparar un fragmento de vector en el que se ligaron los fragmentos de inserto, dando como resultado pJV7513
(aprotinina), pJV7512 (extensina de tabaco) y pJV7510 (lisozima de pollo).
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(c) Paneles de péptido senal de hFc

pJV7524 (CMV (sin intron), 5'UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de aprotinina)
pJV7525 (CMV (sin intron), 5'UTR de HBsAg, RBGPpA, p.s. de extensina de tabaco)
pJV7526 (CMV (sin intron), 5'UTR de HbsAg, RBGpA, péptido sefial de lisozima de pollo)

pJV7499, 7497 y 7500 se cortaron con Xho1 y Nhe1 para aislar un fragmento de inserto consistente en el promotor
de CMV hasta la secuencia codificante del péptido sefial de los plasmidos. pJV7508 se corté con Xho1 y Nhe1 para
preparar un fragmento de vector en el que se ligaron los fragmentos de inserto, dando como resultado pJV7524
(aprotinina), pJV7525 (extensina de tabaco) y pJV7526 (lisozima de pollo).

Ejemplo 7. Construccion de paneles de fosfatasa alcalina secretada humana (SEAP)

(a) pJV7531 (CMV (sin intrén), 5'UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

pJV7510 se corté con Sall y Bgl2 para aislar un fragmento de inserto que contenia el promotor de CMV hasta el
péptido sefal de lisozima. pJV7450 se cortd con Sall y Bgl2 para generar un fragmento de vector en el que se ligo
el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7531.

(b) pJV7554 (CMV (RIA/Nhel), 5UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

pJV7530 se cortd con Xho1 y BamH1 para aislar un fragmento de inserto que contenia el promotor de CMV hasta
RIA. pJV7531 se corté con Xho1 y BamH1 para generar un fragmento de vector en el que se ligé el fragmento de
inserto, dando como resultado pJV7554.

(c) pJV7568 (CMV (sin intrén), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

pJV7563 se cortd con BgR2 y EcoR1 para aislar un fragmento de inserto que contenia la 3'UTR de VHB y RBGpA.
pJV7531 se corté con Bgl2 y EcoR1 para generar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto,
dando como resultado pJV7568.

(d) pdV7572 (CMV (RIA/Nhel), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg, RBGpA, p.s. de lisozima de pollo)

pJV7563 se cortd con Bgl2 y EcoR1 para aislar un fragmento de inserto que contenia la 3'UTR de VHB y RBGpA.
pJV7554 se corté con Bgl2 y EcoR1 para generar un fragmento de vector en el que se ligd el fragmento de inserto,
dando como resultado pJV7572.

Ejemplo 8. Construccion de vectores de beta-gal y HBsAg usando los intrones de queratina de pollo y actina
cardiaca de pollo

(a) pJV7557 (beta-gal, CMV (intrén cA), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se sometié a PCR ADN de pollo con los cebadores JF430 (SEC ID N° 48) y JF442 (SEC ID N° 49) y se cort6 con
Bgl2 y BamH1 para aislar un fragmento de inserto consistente en las secuencias de intrén y exén flanqueante de
actina cardiaca de pollo. pJV7488 se cortd6 con BamH1 para preparar un fragmento de vector en el que se ligo el
fragmento de inserto, dando como resultado pJV7557.

(b) pJV7558 (beta-gal, CMV (intrén cK), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

Se sometié a PCR ADN de pollo con los cebadores JF421 (SEC ID N° 50) y JF444 (SEC ID N° 51) y se cort6 con
Bgl2 y BamH1 para aislar un fragmento de inserto consistente en las secuencias de intron y exén flanqueante del
gen de queratina de pollo. pJV7488 se corté con BamH1 para preparar un fragmento de vector en el que se ligo el
fragmento de inserto, dando como resultado pJV7558.

(c) pJV7578 (HBsAg, CMV (intrén cA), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

pJV7557 se cortd con Sall y BamH1 para aislar un fragmento de inserto consistente en el promotor de CMV hasta
las regiones de intron. pJV7496 se cortdé con Sall y BamH1 para preparar un fragmento de vector en el que se ligo
el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7558.

(d) pdV7579 (HBsAg, CMV (intrén cK), 3'UTR de HBsAg, 5'UTR de HBsAg y RBGpA)

pJV7558 se cortd con Sall y BamH1 para aislar un fragmento de inserto consistente en el promotor de CMV hasta
las regiones de intron. pJV7496 se cortdé con Sall y BamH1 para preparar un fragmento de vector en el que se ligo
el fragmento de inserto, dando como resultado pJV7579.
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Ejemplo 9. Analisis in vitro de la expresion de antigenos por paneles de vector de HBsAg

El dia uno, se sembraron células SCC15 (ATCC) o B16 (origen desconocido, versiones disponibles en ATCC) en
placas de cultivo tisular de 6 pocillos a confluencia del 20-40 %, y se permitié que crecieran durante una noche en un
incubador. Las células huésped se propagaron en medio recomendado por ATCC.

El dia dos, se realiz6 la reacciéon de transfeccion. Para cada vector para ensayar, se afiadieron 20 ul de reactivo
Lipofectin® (Life Technologies Inc, Grand Island, NY) a 180 pl de medio Optimem® (Life Technologies, Grand Island,
NY), y se permitié que se incubaran a temperatura amblente durante 45 minutos. Para cada vector para ensayar, se
mezclaron 2 ng de vector en 200 pl de Optlmem a 40 minutos. A los 45 minutos, las soluciones de vector y
Llpofectln se mezclaron entre si y se permiti6 que reposaran a temperatura ambiente durante 10 minutos
adicionales. Durante esta |ncubaC|on final, las células huésped sembradas se retiraron del |ncubador y se lavaron
dos veces con medio Optlmem A los 10 minutos, se afiadieron 1,6 ml de Optlmem a la mezcla de
Lipofectin ®/vector, y se afadié 1 ml de la mezcla resultante a cada uno de los dos pocillos celulares. Las células
hospedadoras se devolvieron al incubador y se permitié que reposaran sin perturbaciones durante 5 horas, momento
en el cual se retiré la mezcla de Lipofectin ®/vector y se reemplazé por medio de mantenimiento celular convencional.

A las 18 a 24 horas después del cambio de medio, se retiraron de 50 a 100 ul de medio de mantenimiento celular de
las placas de cultivo tisular y se analizaron con respecto a expresion de antlgenos colocando las muestras en
recipientes de reaccién proporcionados en el kit de diagndstico monoclonal AUSZYME® (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL). El volumen de las muestras de ensayo se llevd hasta un volumen de 200 ul con PBS, después se
afadieron 50 ul de conjugado y una perla de reaccién a cada muestra. El recipiente se incub6 durante 80 minutos a
40 °C, después de lo cual los pocillos se lavaron de todos los componentes de reaccién liquidos. Las perlas se
transfirieron a nuevos tubos después de lo cual se afadieron 300 pul de tampén de desarrollo del color. A los 30
minutos, la reaccion del desarrollo del color se detuvo mediante la adicion de acido sulfdrico 1 M, y se midio la
absorbancia de la reaccion a 490 nm. Los datos mostrados en la Figura 1 son las lecturas de absorbancia medias de
los pocillos por duplicado de dos experimentos.

Como se muestra en la Figura 1, la adicién de RIA, la 3'UTR de VHB o ambos elementos a un vector base (promotor
de CMV, exon y region de poliadenilacion) aumentd la expresion de HBsAg en células SCC15. Como se muestra en
la Figura 2, la adicién de la queratina de pollo o el intron de actina cardiaca de pollo a un vector base (promotor de
CMV, exoén, 3'UTR de HBV y region de poliadenilacion) aumenté la expresion de HBsAg en células SCC15.

Ejemplo 10. Analisis in vitro de la expresion de antigenos por paneles de vectores de beta-gal
Se transfectaron células huésped SSC-1 5 0 B16 como se ha descrito en el Ejemplo 9.

A las dieciocho a cuarenta horas después del cambio de medio, se retiraron los sobrenadantes del medio y las
células se lavaron con PBS. Después de la retirada del lavado, las células se lisaron incubando las células en 500 pl
de tampon de lisis (NaPO4 50 mM, Triton X-100 0,1 %, pH 7) durante 5 minutos, seguido de raspado fisico de las
células de la placa de plastico. Los lisados se microcentrifugaron durante dos minutos para retirar los residuos
celulares, y se afadieron de 10 a 25 ul del lisado clarificado a 500 pl del tampon de reacciéon (o-nitrofenil
galactopirandsido 80 pg/ml, NaPO4 50 mM, pH 7) y se incubaron a 37 °C durante 10 a 20 minutos. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de 500 ul de Na;CO3 1 My se ley6é a 405 nm. Los datos se presentan como la relacion
de la expresion de vector potenciado (que contiene un intrén, enh de VHB o ambos) y un vector de base.

La adicion de RIA, la 3'UTR de VHB o ambos elementos a un vector base (promotor de CMV, exén y region de
poliadenilacion) aumenté la expresion de beta-gal en ambas lineas celulares. Los resultados para células SCC15 se
muestran en la Figura 3. La adiciéon de la queratina pollo o el intron de actina cardiaca de pollo a un vector base
(promotor de CMV, exdn, la 3'UTR de VHB y region de poliadenilacion) aumento la expresion de beta-gal en ambas
lineas celulares. Se muestran los resultados para células B16 en la Figura 2.

Ejemplo 11. Analisis in vitro de la expresion de antigenos por el panel de vectores de gD de VHS

Se transfectaron células huésped SCC15 o B16 como se ha descrito en el Ejemplo 9. Dieciocho horas después de la
transfeccion, las placas se colocaron en hielo durante 15 minutos. Cada pocillo se lavé después con 2 ml de PBS
(Biowhittaker, Walkerville, MD). Las células se fijaron con glutaraldehido 0,05 % (Polysciences Inc, Warrington, PA)
diluido en PBS y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Todas las incubaciones posteriores
duraron 1 hora a temperatura ambiente y los lavados entre cada incubacién fueron como se ha indicado
anteriormente. Las placas se bloquearon con 2 ml de leche en polvo al 5 % (Bio Rad Laboratories, Melville, NY) en
PBS. Continuaron incubaciones con 1 ml de una dilucién 1:1000 de anti-gD monoclonal (ABI, Columbia, MD) en
leche en polvo 2 %/ PBS/ Tween-20 0,05 % (Sigma, St. Louis, MO) y 1 ml de una dilucién 1:2500 de HRP anti-raton
de cabra (KPL, Gaithersburg, MD) en PBS/Tween-20 0,1 %. El color se desarroll6 usando 1 ml del sustrato de
microwell TMB (BioFX, Owings Mills, MD). Las reacciones se detuvieron con H>SO4 1 M, el liquido se transfirié a
cubetas de plastico y se leyé la densidad 6ptica a 450 nm. Los datos se presentan como la relacion de la expresion
de vector potenciado (que contiene un intrén, enh de VHB, o ambos) y un vector base.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2457022 T3

La adicién de RIA con o sin la 3'UTR de VHB a un vector base (promotor de CMV, exdn y region de poliadenilacion)
aumento la expresion de gD de VHS en ambas lineas celulares. Se muestran los resultados para células SC15 en la
Figura 4.

Ejemplo 12. Analisis in vitro de la expresion de antigenos por paneles de vectores de SEAP

Se transfectaron células huésped SCC15 o B16 como se ha descrito en el Ejemplo 9. A las dieciocho a cuarenta
horas después del cambio de medio, se retiraron los sobrenadantes del medio y se calentaron a 70 °C durante 30
minutos. Se incubaron de 10 a 25 ul de los sobrenadantes activados por calor durante 5 minutos con 1/10 del
volumen de 1-homoarginina 100 mM. Se afiadieron 500 pl de tampdn de reaccion de fosfatasa alcalina (Cat N° 172-
1063, Bio-Rad, preparado de acuerdo con las instrucciones) a los lisados y se incubaron a 37 °C durante 10 a 20
minutos. La reacciéon se detuvo mediante la adicién de 500 yl de NaOH 1 M y se leyé a 405 nm. Los datos se
presentan como la relacion de la expresion de vector potenciado (que contiene un intrén, enh de VHB, o ambos) y
un vector base, o la relacion de la expresion de los péptidos sefial experimentales y el vector del péptido sefial de
TPA humano.

Como se muestra en la Figura 5, la adicién de RIA, la 3'UTR de VHB o ambos elementos a un vector base (promotor
de hCMV, exoén y region de poliadenilacion) aumentd la expresion de SEAP en células B16. Inesperadamente,
solamente la adicion de la 3'UTR de VHB a un vector base (promotor de CMV, exén y region de poliadenilacion)
aumento la expresion de SEAP en células SCC15.

La adiciéon de péptidos sefial de aprotinina bovina, lisozima de pollo o extensina de tabaco al extremo N-terminal de
SEAP madura permitié la secrecién eficaz de SEAP en sobrenadantes del medio celular de ambas lineas celulares.
Se muestran los resultados para las células B16 en la Figura 6.

Ejemplo 13. Analisis in vitro de la expresion de antigeno por el panel de péptido seinal del fragmento Fc de
IgG humano

Se transfectaron células huésped SCC15 o B16 como se ha descrito en el Ejemplo 9. Los sobrenadantes del medio
se retiraron de dieciocho a cuarenta horas después del cambio de medio.

Se incubaron placas de ELISA (Costar) a 4 °C con 100 pl de IgG de cabra anti-humano (Sigma N° 13382, dilucion
1/1000 en tampon de revestimiento de carbonato) por pocillo. Todas las incubaciones posteriores duraron 1 hora a
temperatura ambiente con lavados (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Brij-35 0,1%, pH 8,0) entre cada incubacion. Los
pocillos se bloquearon después con 100 ul de PBS seco al 5 %, seguido de incubacion con sobrenadantes de
medios diluidos en serie en tampodn de dilucion (leche en polvo 2 %, PBS, Tween-20 0,05 %). Esto se siguié de
incubacion con 100 ul de IgG anti-humano de cabra/HRP (Sigma N° A6029, dilucion 1/5000 en tampon de dilucion)
por pocillo, seguido de desarrollo del color usando 100 ul de sustrato de microwell TMB. Las reacciones se
detuvieron con 100 pl de H2SO4 1 M, y se leyeron a 450 nm. Los datos se presentan como la relacién de la
expresion de los péptidos sefial experimentales y el vector de péptido sefial de TPA humano.

La adicién de péptido senal de aprotinina bovina, lisozima de pollo o extensina de tabaco al extremo N-terminal del
fragmento Fc humano permitié una secrecion eficaz de hFc a sobrenadantes del medio celular de ambas lineas
celulares. Se muestran los resultados para células B16 en la Figura 6.

Ejemplo 14. Uso de los vectores de expresion plasmidicos HBsAg, gD de VHS y M2 de la gripe para
inmunizacion de ratones

a. Preparacién de cartuchos de inmunizacion

Para cada plasmido para ensayar, se pesaron 25 mg de polvo de oro de 2 um en un tubo de microcentrifuga.
Después de la adicion de una alicuota de 250 pl de espermidina 50 mM (Aldrich Chemical, Inc., Milwaukee, WI), €l
tubo se agitd vorticialmente y se sonicé brevemente. El oro se sedimentd por microcentrifugacion, y la espermidina
se reemplazo por una nueva alicuota de 100 pl. El oro se resuspendié agitando voticialmente, después de lo cual se
afiadieron 25 ng de ADN al tubo y se mezclaron. Mientras el tubo se agitaba vorticialmente suavemente, se
afadieron 100 pl de CaCl 10 % (Fujisawa USA, Inc, Deerfield, IL) para precipitar el ADN en las perlas de oro. Se
permitié que la reaccion de precipitacion continuara durante 10 minutos sobre la mesa, después de lo cual el oro se
recogio por una breve microcentrifugacion y se lavo tres veces con etanol absoluto (Spectrum Quality Products, Inc,
Gardena, CA) para retirar el exceso de reactivos de precipitacion. EI complejo de oro/ADN lavado se resuspendio
después en 3,6 ml de polivinilpirrolidona 0,05 mg/ml (360KD, Spectrum Quality Products, Inc, Gardena, CA) en
etanol absoluto. Esta suspension se inyectd después en un tubo Tefzel® (McMaster-Carr, Chicago, IL) localizado en
un torno de tubos (Powderdect Vaccines) que reviste el interior del tubo Tefzel®con el complejo de oro/ADN.
Después de completarse el procedimiento de giro del tubo, el tubo se cort6 en “dosis” de 1,27 cm de vacuna que se
cargaron en el dispositivo XR1 (PowderJect Vaccines) para suministro a los ratones.
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b. Procedimiento de vacunacion

Se anestesiaron ratones de cuatro a seis semanas de edad con una mezcla de Ketaset® (Fort Dodge) y Rompun®
(Bayer). Se afeitaron los vientres con un par de cortadores eléctricos para retirar el pelo, y se suministraron dos
“dosis” no solapantes de vacuna mediante el dispositivo XR1 (3,1 MPa) al area afeitada. Los animales se
devolvieron a sus jaulas y se tomaron muestras sanguineas a las seis semanas después de la vacunacion. Se
usaron ratones Balb/c para evaluar los vectores de expresion de HBsAg, y se usaron ratones Swiss Webster para
evaluar los vectores de expresion de gD de VHS y M2 de la gripe.

Analisis de sueros con respecto a anticuerpos anti-HBsAg

A las seis semanas, se recogieron muestras de sangre de animales vacunados. Se coloc6 un volumen de suero
aislado de estas muestras en pocillos de un recipiente de reaccién proporcionado con el kit de diagnostico EIA
AUSAB® (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). El volumen de suero afiadido dependia del titulo de anticuerpo de la
muestra, y la muestra se diluy6é con tampon de dilucion de muestras para que quedara dentro de valores que podian
obtenerse con un panel de cuantificacion. Se afiadieron 200 pl de cada frasco del panel de cuantificacion AUSAB®
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) a pocillos del recipiente de reaccion. A cada pocillo se afiadié una perla,
después de lo cual el recipiente se sellé y se incubd durante dos horas a 40 °C. Los pocillos se lavaron después de
todos los componentes de reaccion liquidos. A cada pocillo lavado se afiadieron 200 pl de mezcla de conjugados,
después de lo cual el recipiente se sellé y se incubd durante dos horas a 40 °C. Los pocillos se lavaron después de
todos los componentes de reaccion liquidos. Las perlas se transfirieron a tubos nuevos después de lo cual se
afadieron 300 pl de tampdn de desarrollo del color. A los 30 minutos, la reaccion de desarrollo del color se detuvo
mediante la adicion de acido sulfuarico 1 M, y la absorbancia de las reacciones se midi6 a 490 nm en un
espectrofotémetro Quantum 11® (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). Este espectrofotdmetro calcula los niveles de
anticuerpo de una muestra comparando la absorbancia de la muestra con una curva patron generada con el panel
de cuantificacion. Estos niveles de anticuerpo se corrigieron después con respecto a factores de dilucion. Los datos
mostrados en la Figura 7 son los titulos de media geométrica de todos los animales vacunados con un vector
particular.

Analisis de sueros para anticuerpos anti-antigeno M2 de la gripe

Se revistieron placas de ELISA de unién al medio Costar de 96 pocillos (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) con un
péptido M2 de la gripe sintético (Biowhittaker, Walkerville, MD) a una concentracion de 1 w/ml en PBS (QCB/
Biosource, Hopkinton, MA) y se incubd durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con Tris 10 mM
(Sigma, St. Louis, MO)/NaCl 150 mM (Fisher Scientific)/Brij-35 0,1 % (Sigma), después se bloguearon con leche en
polvo al 5 % (Bio Rad Laboratories, Melville, NY) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Todas las
incubaciones posteriores fueron a temperatura ambiente durante una hora y los lavados entre cada incubacion
fueron como se ha indicado anteriormente. Se diluyeron sueros de ratén de muestra, un patrén (alto titulo, sueros de
raton anti-M2) y un control negativo (sueros de ratén anti-HBsAg) en leche en polvo al 2 %/PBS Tween-20 0,05 %
(Sigma) y se incubaron en las placas de ELISA. Se continu6 con anticuerpo conjugado con biotina de cabra anti-lgG
(H + L) de raton (Southern Biotechnology Associate, Birmingham, AL) diluido 1:8000 en leche en polvo 2 %/PBS/
Tween-20 0,05 % y conjugado de peroxidasa de rabano rusticano-estreptavidina (Southern Biotechnology) diluido
1:8000 en PBS/Tween-20 0,1 %. Se desarrollo el color usando sustrato de TMB (BioFX, Owings Mills, MD). Las
reacciones se detuvieron con HSO4 1 M y las placas se leyeron a 450 nm con un lector de microplacas de precision
Emax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Se us6 software SoftMax Pro 4.1 (Molecular Devices) para calcular los
titulos de puntos finales usando un analisis de cuatro parametros. Los titulos se normalizaron al suero convencional,
que tenia un titulo predeterminado, para minimizar la variacion entre ensayos y entre placas. Los resultados se
muestran en la Figura 7.

Analisis de sueros para anticuerpos anti-antigeno gD de VHS

Se revistieron placas de ELISA de unidon a medio Costar de 96 pocillos (Fisher Scientific Pittsburgh, PA) con proteina
gD de VHS (Viral Therapeutics, Ithaca, NY) a una concentraciéon de 1 ug/ml en PBS (Biowhittaker, Walkerville, MD) y
se incubaron durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con Tris 10 mM (Sigma, St. Louis,
MO)/NaCl 150 mM (Fisher Scientific)/Brij-35 0,1 % (Sigma), después se bloquearon con leche en polvo al 5 % (Bio
Rad Laboratories, Melville, NY) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Todas las incubaciones posteriores
fueron a temperatura ambiente durante una hora y los lavados entre cada incubacion fueron como se ha indicado
anteriormente. Se diluyeron sueros de ratén de muestra, un patron (alto titulo, suero de ratén anti-gD) y un control
negativo (suero de raton anti-HBsAg) en leche en polvo 2 %/PBS/Tween-20 0,05 % (Sigma) y se incubaron en las
placas de ELISA. Se siguié con anticuerpo conjugado con biotina anti-IgG (H + L) de ratén de cabra (Southern
Biotechnology Associate, Birmingham, AL) diluido 1:8000 en leche en polvo 2 %/PBS/Tween-20 0,05% y conjugado
de peroxidasa de rabano rusticano-estreptavidina (Southern Biotechnology) diluido 1:8000 en PBS/Tween-20 0,1 %.
El color se desarroll6 usando sustrato de TMB (BioFX, Owings Mills, MD). Las reacciones se detuvieron con H2SO; 1
My las placas se leyeron a 450 nm con un lector de microplacas de precision Emax (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA). Se uso software SoftMax Pro 4.1 (Molecular Devices) para calcular los titulos de puntos finales usando un
analisis de cuatro parametros. Los titulos se normalizaron al suero convencional, que tenia un titulo predeterminado,
para minimizar la variacion entre ensayos y entre placas. Los resultados se muestran en la Figura 7.
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En consecuencia, se han descrito nuevas construcciones de acido nucleico, composiciones que comprenden estas
construcciones y técnicas de inmunizacion de acido nucleico usando estas construcciones. Aunque se han descrito
con cierto detalle realizaciones preferidas de la invencion objeto, se entiende que pueden realizarse variaciones
evidentes sin alejarse del espiritu y el alcance de la invencion como se define por las reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> JAMES FULLER ,
<120> CONSTRUCCIONES DE ACIDOS NUCLEICOS
<130> APF 33 (X.13149 GCW)

<160> 53

<170> PatentIn versioén 3.1

<210> 1
<211> 685
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano
<400> 1
aatattgget attggecatt geatacgttg tatctatate ataatatgta catttatatt 60
ggctcatétc caatatgace gecatgttga cattgattat tgact.a‘gt;ta ttaatagtaé 120
toaattacgg ggteattagt tcatagecca tatatggagt tocgegttac atamacttacg | 180
gtaaatgjcc cgectaggety accgoccaac gaccocogea cattgacgte aataatgacy 240
tatgttocca tagtaacgec aatagggact tteocattgac gteaatgggt ggagtattta 300
cggtaaactg cccactigge agtacatcaa gtgtatcata tgcéaégtcc gecocectatt 360
gacgtcaatg acggtasatg gecogoctgg cattatgcoc agtacatgac cttacgggac - 420
ttteoctactt ggoagtacat ctacgtatta gteoategeta ttaceatggh gatgoggftt 480
tggcagtaca ccaatgggeg tggatagegg tttgactcac ggggatttec aagt:ctccac 540
cccattgacg tdaatgggag tttgttttgg caccasasate aacgggactt tccaaaatgt 600
cgtéaﬁaabc cegocccgtt gacgcaaatg ggeggtagge gtgtacgghtg ggaggtotat 660
ataagcagag ctegtttagt gaacco : ' . ' 685
<210> 2
<211> 131
<212> ADN
<213> Citomegalovirus humano
<400> 2
gtcagatege ctggagacge catecacget gtittgacet ceatagaaga cacegggacce (1]
gatci:agcc‘t cogoeggecgg gazeggtgea ttggaacgeg gattoccegt gecaagagtg 120
actcacegte ¢ ’ 133
<210> 3
<211>135
<212> ADN
<213> Rattus rattus
<400> 3
atcagceage aggtatgtac tetccagggt gggectgget tecccagtea agactecagg 60
gatttgaggg acgetgtggyg cteticteott acatgtacct tttgetagee tecaaccotga 120
ctatecttcoeca ggtea i35

<210> 4
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<223> Secuencia promotora quimérica

<400> 4

aatattgget
Qgctcaggtc
tcaattacgg
gtasatggee
tﬁtgttccca
cggtaaacty
gacgteaaty
tttectactt

tggcagtaca
cecattaacy

cgtaataace

ataagcagag
gacctccata
acgcggatte
tc;ccagggt
ctetictett
<210>5

<211> 121
<212> ADN

attggocatt geataegityg tatectatate

caatatgace
ggtcattagt
cgcctggctg.
tagtaacgee
cccacttgg&
acggtaaatyg
ggcagtacat
ccaatgggeg
tecaatgggag
écgccccgtt
ctegtttagt
gaagacaceg
ccegtgecaa
gageetgget
acatgtacct

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 5

cagagteagg ggtetgtatt ttectgetgg tggetecagt tcaggaacag taaaccotge
tccgaatatt gectotoaca tetogtcaat cteocgegagg actggggace ctgtgacgaa

c

<210>6
<211> 57
<212> ADN

<213> Virus del Herpes simple

<400> 6

gecatgtiga
tcatagccéi
acégcccaac
aatagggact
agtadatca;
gecegootyy
ctacgtattg
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaa;g

gaaccgtcayg

ggaccgateo,

gagtgactea
tecoccagtca

tttgetigee

cattgattat
tatatggagt

gacaacegec

ttccattgac
gtgtatcata
cattatgece
gtcatcgeta
tttgacﬁcac
cad;aaaatc
ggeggtagge
ategeetgga
agcctccgog
cogtecggat
agacteoccagg

tcaaccetga

ataatatgta
égactagtta
teoegoegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgcecaagtee

agtacatgac’

ttaccatggt
ggggatttee
aacgggactt
gtgtacggty
gacgccatcec
gccgégaacg
cteagoaage
gatttgaggg
ctatéttcca

ataagctgca ttgcgaacca ctagtcgcecg tttttcgtgt gcatcgegta tcacgge 57

<210>7
<211> 48
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 7

ctttgtacta ggaggctgta ggcataaatt ggtctgttca ccagcacc 48

<210> 8

34

catttatatt

ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
geccectatt
cttacgggac

gatgeggttt

aagtetecae
fécaaaatgt
ggaggtotat
acgetgtttt

gtgeattgga’
aggtatgtac

acgctgtggg
ggtcé

60

120

180

‘240

300
360
420
480

. 540
600

660
720
780
840
900
955

60
120

121
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<213> Virus de la hepatitis B

<400> 8

taacaaaaca

gugggacattg
tgtaaacagy
tgctoecattt
taaacagget

aaaagatggg gttattcect
ccacaagate atattgtaca
cctﬁttgatt ggaaagtatg
acacaatgty gatatcetge
ttcaﬁtttc_t cgecaactta

aaactteaty
aaagatcaaa
tecaaaggatt
cttaatgeet
caaggecttt

ggttacgtaa ttggaagtig
cactgtttta gaasacttec

gtgggtettt tgggetttge -

ttgtatgeat gtatacaage
ctaagtaaac agtacatgaa

ciatttaccee gttgctegge aacggectgg i:ctgtgcdaa gtgtitaety acgcaaccce: ;

cactggotgg ggcttggqca taggocatca gegeatgegt ggaaccitttg 'tggctcct'c.t.
geegatecat actgeggaac tcci:.agccgc ttgttttget cgeagecggt ctggageaaa
getcatagga actgacaatt ctgtcgtoct cteogoggaaa tatacategt tte

<210>9

<211> 158

<212> ADN

<213> Citomegalovirus de simio

<400> 9

gtcagacaga cagacagtta tatgggotgy tcecctataac tcetgecattg taaccccata

tagecagaca gttageatty catctattga tgatgtacta atgtattgta acceccecta
tgocattgte taactgtact aatgtatgat attatace ‘

<210> 10

<211> 131

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 10

gatottttte coctetgocaa aaattatggy gacateatga agcoccttga geoatctgact
totggotaat asaggasatt tattttcatt goaatagtgt gttggaattt. tttgtgtete
toacteggaa g o

<210> 11

<211> 204

<212> ADN
<213> Citomegalovirus de simio

<400> 11

atatatacte tatgttatac tctatgatat acaatatata cteatgaaca ctatgtactt
ggl?gtatgac tca_ttéttgt ctéggacttg gttgggactt ggttggttgg gaagaatgtt
gtgeoctgtac ttgtgetgtg ctgtaggatet caataaatght gactatgtte aasaacactaa
gtgeccoegt gtottcttta acta ' '
<210> 12
<211> 163

<212> ADN
<213> Virus del herpes simple 2

35

60
120
180
240

- 300

360
420
480

. 533

" 60

120
158

60
120
131

60
120
180

204
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<400> 12

gaagacgagc tctaagggag gggaggggayg ctgggeottgt gtataaataa aaagacaccy
atgttcaaaé atacacatga'cttctggtat tgttttgoct tggtttitat ttgggggggs

gggggegtgt gacta'gaaaa acaaatgcag acatgtgcta acg

<210>13

<211> 191

<212> ADN

<213> Papilomavirus humano de tipo 16

<400> 13

aattgttaca tataattgtt gtataccata acttactatt tittettttt tatttteaka
tataattttt tttttigttt gtttgbttgt titttaataa actgttatta cttaacaatg
cgacacaaac gttcotgeaaa acgeacasaa cgtgoategy ctacccaact ttataaaaca

tgcazacagyg ¢

<210> 14

<211> 3759

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de expresion pJV

<220>

<221> Intrén

<222> (1725)..(1857)
<223> IntA de Ins de rata

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (44)

<223> Tn903, restos de pUC4K

<220>

<221> misc_feature

<222> (861) .. (896)

<223> Tn903, restos de pUC4K

<220>

<221> misc_feature
<222> (897) .. (902)
<223> pUC19 MCS

<220>

<221> sefal de poliA
<222> (2556) .. (2686)
<223>rGLOB pA

<220>

<221> sitio de poliA
<222> (2647)..(2647)
<223> Sitio de poliA 1

<220>

<221> promotor
<222> (903)..(1587)
<223> Pro de CMV

36

60
120
163

60
12
180

191



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2457022 T3

<220>
<221> 3UTR

<222> (2012)..(2544)
<223> enh de VHB

<220>
<221> 5UTR

<222> (1864)..(1984)

<223> 5-UTR de pre-S2 de VHB

<220>

<221> misc_feature
<222> (1719)..(1724)
<223> fusion de Bam/Bgl

<220>

<221> misc_feature
<222> (1985)..(1987)
<223> ATG-Nhe

<220>

<221> misc_feature
<222>(1988)..(2011)

<223> Sitio de insercién de CDS

<220>

<221> misc_feature
<222> (2545)..(2555)
<223> desconocido

<220>

<221> exdén
<222>(1588) .. (1718)
<223> Exon 1/2 de CMV

<220>

<221> misc_feature
<222> (2693)..(3759)
<223> pUC19

<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(860)

<223> complemento de KanR (Tn903)

<400> 14

37



ggegtaatge
ageatcaaat
Agoegtttet
tagtateggt
teaaaaatas
ggcaaaaget
tcaaaatecac
aatacgoegat
aacactgoca
_Qatgctgttt
aaatgettga
totgtaacat
ggctﬁcccat
ttataccecat
tocogtigaa
acaatattgy
ttggéicatg
aatcaatgac
cggtaaatgg
-cgtatgttcc
tacggfaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
.accecattga
gtegtaataa
atataagcag

teotgcecagtg
gaaactgcaa
gtaatgaagg
ctgcgattcc
ggttatcaayg
tatgcattte
tegeateaac
cgctgttaaa
gcgcafcaac

tocccggggat

tggtcggaag.

cattgécgac
acaatcgata
ataaatéagc
tatggeteat
ctattggeca
tecaatatga
ggggtcatta
coegectayge
catagtaacy

tgeccacttg

tgacég#éaa
ttggeagtac
caccaatggy
cgtcaatgga
cceegoeecy
agotcgttta
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ttacaaccaa
tttattcata
agaaaactca
gactegteca
tgagaaatca
tttoccagact
caaaccgtta
aggacaatta
aatatttteca
cgeagtggty
aggcataaat
gctacatttg
gattgtegea
atccatgttg
aaéaﬁccctt
ttgeatacgt
cegecatgtt
gtteatagec
tgaccgecca
ccaataggga
geagtacate
ﬁggcccgcct
atctacgtaﬁ
cgtggatage
agtttgttte
ttgacgcaaa

1 .

ttaaccaatt
teaggattat

cegaggeagt

acatcaatac
ccétgagtga
tgttcaacag
ttecattegtg
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg

tecegtcageo

ccatatttea
qctgattgcc
ggatttaatc
gtattactgt
tgtatctaéa
gacattgatt
catatatgga
acgacccccé
ctttcecattg
aggtgtafca
ggeattatyge
tagteatege
ggtttgacte

ggcaccaaaa

ctgattagaa

caataceata

tecataggat
aacctattéa‘

cgactgaate

gccagecatt

attgogeoty
tegaatgeaa
gatattctte
cétcétcagg
agtttagtet
gaaacaacte
cgacattate
geggoctoga
ttatgtaage
tcatgatatg
attgactagt
gttcegegtt
cccattgécd
acgtcaatgy
‘tatgocaagt

ccaétacgtg‘

tattaccatg
acggggattt
Ecaacgggac

aaactcatey
tttttgaaaa
ggcaagatec
tttececteg
.eggtgagaat
acgctegtea

‘agegagacga.

ceggogesgy

taatacctgy
agtacggata
-gaccatctca

tggegeateg

gogageecat
gcéagaégtt
agacaggteg
tacatttata
tattaatagt

acataactta

teaataatga

gtggagtatt
ccgcgcccté
apcttacggg
gtgatgeggt
-ccaagtcfoc

tttecaaaat

tgggoggtag gegtgtacgg tgggaggtot
gtgaacc gte aga tcg cct gga gac gee ate cae
Val Arg Ser Pro Gly Asp Ala Ile His

5

gct gtt ttg acc tcc ata gaa gac ace ggg ace- gat cca gec tee geg
Ala Val Leu Thr Ser Ile Glu hsp Thr Gly Thr Asp Pro Ala Ser Ala
15 ’

10

20

25

gce ggg aac ggt geca ttg gaa cge gga tte cec gty coa aga ghtg act
Ala Gly Asn 6ly Ala Leu Glu Arg Gly Phe Pro Val Pro Arg Val Thr

38

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840"
900
960
1020

1080
. 1140
1200
© . 1260

1320

11380

1440
1500
1560

1614

1662

1710



cac cgt cc

His Arg

gtecaagactc
tgectecaace
getggtgget
tcaateteeg
coctaacaaa
ttgggggaca
teceotgtaaac
tgectgcteca
agctaaacag
gaacctttac

coccactgge

tetgeogate

aaagcteata
'tacgtatgat
totgactict
gtgtotetca

gtttgogtat

_ggetgeggoeg
gggataacge
aggeegegtt
gacgcicaég
ctggaagcto
ecotttetcoee
cggtgtaggt
getgegectt
cactggcégc
agttc;tgaa
ctetgotgaa
ccgccgctgg
gatctecaaga
cacgttaagy
attaaaaatg
accaatgett
ttgeeotgact

<210> 15

<211>42
<212> ADN

30

aggatctcage

cagggatttg
ctgactatct
ccagtteagg
cgaggactgg
acaaaaagat
ttgccacaag
aggecctattyg
tttacacaat
gettteactt
cecegttgeteo
tggggctiay
patactgggg
ggaactgaca
etttitecct
ggctaataaa
cteggaagga
tgggcgetet
agecggtatea
aggaaagaac
gctggegttt
teagaggtogg
ccfcgtgcgc
ttegggaage

‘egttegotee

atceggtaac
agccactﬁgt
gtggtggeet
gd&agﬁtacc
tageggtggt
agatecctttyg
gattttagte
aagttttaaa
aatecagtgag

=3

<213> Secuencia artificial

ES 2457022 T3

aagcaggtat .

agggacgetg
"tececaggteoag
aacagtaaac
ggacectgty
Qgggttattc
atcatattgt
attggaaagt
gtgaatateo
tetegecaac
ggcaacggee
ccataggeea
aactoctage
attetgtegt
ctgccaagaa
ggaaatttat
attctgeatt
tcegettect

gcteacteaa

atgtgageaa
ttecatagge
cgaaaceoga
tctcctéttc
gtgacgettt
aagctgggét
tatcgtcttg
azcaggatta
aactacgget
ttcggaaéaa
ttttttgtet
atctttteta
atgagattat
teaatetaaa

geacctatct

35

gtactcteca

tgggetette
gatecccagag
ectgctecga
acgaacatgg
cctaaactte
acaasagatc
atgtcaaagy
tgoottaatg
ttacaaggee
tggtctgtge
tcagegeatyg
cgocttgtttt
cctct&gcgg
ttatgéggac
ttteattgea

aatgaatcgg
_égctcactga_

aggeggtaat
aaggecagca
tecgeccece
caggactata
céaécctgéc
ctcatagete
gtgtgeacga
agtccaacec
gcagagegad
acactagaay
gagttggtag
geaagoagoa
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatety

39

gggtgggeet

tcttacatgt
teaggggtet
atattgeeote
ctagegaggee
atgggttacy
aaacactgtt
attgtgggte
cctttatatg
tttetaagta
caagtgtttg
cgtggaacc£
gotecgeagoc
aaatatacat

.atecatgaage

atagtgtgtt

ccaacgegeg

etegetgege

acggttatee
aaaggcocagg
tgacgageat
aagataccag
gottaccgga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
aacagtattt
;tcttéaécc
gattacgcgc
egetcagtgg
cttoacctag
gtaaacttag
tctatttegt

40

ggcttoeccea

acettttget
gtattttect
teacatcteg
cagatotggg
taattggaag
ttagaaaact
tfttgggctt
catgtataca

aacagtacat

ctgacgeaac

ttgtggetee

ggtotggage

cgtttegate’

cecttgagea
ggaatttttt
gggagaégcg
tcggtcgtté

acagaatcag

aaccgtaaaa
cacaaaaate
gegttteeec
;acctgtccg
tatcteagtt
cageccgace
gacttatege
ggtgctacag
gotatetgeg
gacaaacaaa
agaaaazaag
aacgaaaact
atcettttaa
tcigacagtt
tcatccatag

1768

1828-
lg88

. 1948

2008 -
2068
2128
2188
2248
2308
2368

' 2428

2488
2548
2608

2668

2728
2788
2848
2908
2968
3028

' 3osg

3148
3208
3268
3328
3388
3448
3508

. 3568

3628
3688
3748
3759
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<220>
<223> Cebador

<400> 15

ES 2457022 T3

ggaggatccg gacggtgagt cactcttggc acggggaatc cg 42

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
ggtgaatatg gctcataaca c 21

<210> 17

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
ccgccgaaca tggagaacat cge 23

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
cacagatctt ttgttagggt ttaaatgtat acc

<210> 19

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
ggaggatcct gacctggaag atagtcacc

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
ggaggatcca tcagcaagca ggtatg

<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

33
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<220>
<223> Cebador

<400> 21
ggagctagcg ggcgtttgac ctccggegtc ggg

<210> 22

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
ggagaattca gatctcctct agtaaaacaa tggctgg

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
ggagctagcc ttctaaccga ggtcg 25

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ggaagatctc cttactccag ctctatgctg 30

<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
ggcgaattcc ttccgagtga gagacac 27

<210> 26

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26

33

37

ggagtataca tttaaagggc cctaacaaaa caaaaagatg ggg 43

<210> 27

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

41
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<220>
<223> Cebador

<400> 27
ggagctagct cgtttacttt gaccaagaacg 31

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
ggaagatctc cttatttttg acaccagacc aactgg

<210> 29

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
ggagtcgacc tgtctgctta cataaacag 29

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
cgtaatgctc tgccagtgtt acaacc 26

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
gaaagatctc agcaagcagg 20

<210> 32

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32

ggaggatcct gacctggaag atagtcaggg ttgaggcaag caaaagg

<210> 33

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 33
ctagcgggcc ca 12

<210> 34

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
gatctgggcc cg 12

<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
ggagctagca tcatcccagt tgaggagg

<210> 36

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
ggtagatctc ctcatgtctg ctcgaage

<210> 37

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
ccaagctagc gacaaaactc acacatgcc

<210> 38

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38

ES 2457022 T3

28

28

29

ggaagatctc gtttacc6cet gtcatttacc cggagacagg gagag 45

<210> 39

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

43
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<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 39

aagatgtcca gactctgtct cteegtggcec ctectegtge tectcgggac actcgee 57

<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
ggaactagta agatgtccag actc 24

<210> 41

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>. Cebador

<400> 41
ggaagctagc ggcgagtgtc ccgag

<210> 42

<211>75

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 42

-ggaaagatgg ccagccﬁctt tgccacati:t cteogtggtge tegtgagect c.agcct-ogcc

agcgaaagcoa goegod

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
ggaactagtg gaaagatggc cagc

<210> 44

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
ggaagctagc ggcgctgctt tcgetg

<210> 45
<211> 51

ES 2457022 T3
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 45
aggtctttgc taatcttggt gcetttgcttc ctgecectgg ctgetetggg g 51

<210> 46

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
ggaactagta ggtctttgct aatc 24

<210> 47

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47
ggaagctagc ccccagagca gccag 25

<210> 48

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 48
ggagctagct cgtttacttt gaccaagaacg 31

<210> 49

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
ggaagatctc cggtgagtgg tgctg 25

<210> 50

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
gcaggatcca gtagacctgg agagaggaca ag 32

<210> 51
<211> 29

45
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 51

ggaagatcta caaggtgagc tgctgtggce 29

<210> 52

<211> 490

<212> ADN

<213> Virus de la pseudo rabia

<400> 1

tggcogecaga gegggeoggg catgeaaatc agaggegeoge gdgagacgee teccgegegee 60
cattggeccg ggegagecga gatggecgoc gegggggecy gacatgeaaa gtagacgega 120
gaggaagtag ggagaga_:aat ceccattggoe gtogagggge caagatggey cootcaggge 180
cggacatgea aagtagacge gagaggaagt gggcegagaga aai:cccattg gecgtegaty 240
gaggceaagatg gecgoogegyg dggecgggea tgcaaatyggt cotegegagg aagttcctceg 300
cgaaatccca ttggooggoeg geegecatet tgggccaggc atgcaaageca gac‘gcjcagag 360
gaagogggeg agaaaaatoc cattggoegy cocgtegggga agtocygegge gaaaategge 420
cattggteeg cttacectugg ggég‘ggctqt; coteggggeg cttataagog cggtotecat 480
ogtagecactt ' - ' 490

<210> 53

<211> 495

<212> ADN

<213> Virus de sarcoma de Rous

<400> 2

ctgotcoctg cttgtgtgtt. ggaggtegot gagtagtgog cgagcaaaat ttaagotaca 60
acaaggcaag gottgacega caattgeatg aagagtetge ttagggttag gogtttigeg — 120
étgcttcjcg atgtacggge cagatatacg cgtatctgagl gagactaggg tgtgtttagg 180
cgaaaagegg ggottoggtt gtacgoggtt aggagttcce tcaggatata gtagtttege 240
ttttygcatag ggagggagaa atgtagtetf atgeaataca ct_t'.'gl:.eigtct tgcaacatgg. 200
taacgatgag ttagcaacat goettacaag gagégagaaa geaccghtgea tqc':céattgg .- 3860
tgéaagtaag gtggtacgat cgtgecttat i:aggaaggca acagacaggt ctgacatgga - 420
ttggacgaac cactgaatte cgeattgeag agataattgt atttaagtge ctagcetogat 480
acaataaacg ccatt ’ ' ' 495
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REIVINDICACIONES
1. Una construccién de acido nucleico que comprende:
(i) una secuencia promotora quimérica que comprende:

(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;

(b) el exén 1 y al menos una parte del exén 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV, siendo dicho
exon 1y al menos una parte del exén 2 contiguos; y

(c) un intrén heterdlogo que reemplaza completa o parcialmente el intrén A nativo del gen temprano inmediato
principal de hCMV;

(ii) una secuencia codificante unida operativamente con la secuencia promotora (i) y;

(iii) una secuencia potenciadora 3' de, y unida operativamente con, la secuencia codificante (ii); en la que la
secuencia potenciadora deriva de una 3'UTR de una secuencia de HBsAg, y la secuencia codificante (ii) es
heteréloga de la secuencia potenciadora.

2. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende ademas una secuencia
lider no traducida derivada de la secuencia del antigeno preS2 de VHB, secuencia del antigeno e de VHB y
secuencia del antigeno de VHS de tipo 2gD, en la que la secuencia lider esta unida operativamente con el promotor
y la secuencia codificante y la secuencia codificante es heterdloga de la secuencia lider no traducida.

3. Una construccion de acido nucleico que comprende:
(i) una secuencia promotora quimérica que comprende:

(a) una secuencia promotora temprana inmediata de hCMV;

(b) el exén 1 y al menos una parte del exén 2 del gen temprano inmediato principal de hCMV, siendo dicho
exon 1y al menos una parte del exén 2 contiguos; y

(c) un intrén heterdlogo que reemplaza completa o parcialmente el intrén A nativo del gen temprano inmediato
principal de hCMV,

(ii) una secuencia codificante en union operativa con el promotor quimérico;

(iii) una secuencia lider no traducida que se selecciona de la secuencia del antigeno preS2 de VHB, secuencia
del antigeno e de VHB y secuencia del antigeno de VHS de tipo 2gD y que esta en unién operativa con el
promotor quimérico; y

(iv) una secuencia potenciadora que deriva de una region no traducida 3' (UTR) de una secuencia de HBsAg,
que esta en unién operativa con el promotor quimérico y que esta cadena abajo de la secuencia codificante.

4. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que:

(i) la secuencia promotora temprana inmediata de hCMV (a) comprende SEC ID N° 1, una variante funcional de
la misma con al menos 80 % de identidad o un fragmento funcional de una de ellas; y/o

(ii) la secuencia de exon (b) comprende SEC ID N° 2, una variante funcional de la misma con al menos 80 % de
identidad o un fragmento funcional de una de ellas.

5. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que
el intron heterdlogo (c) comprende una secuencia seleccionada de la secuencia del intron A del gen de insulina de
rata, secuencia del intrén A del gen de queratina de pollo, secuencia del intron A del gen de actina cardiaca de pollo,
una variante funcional con al menos 80 % de identidad con una secuencia de dicho intrén A y un fragmento funcional
de una secuencia de dicho intréon A o de dicha variante funcional de las mismas.

6. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5 en la que la secuencia del intron A del gen
de insulina de rata comprende SEC ID N° 3, una variante funcional de la misma con al menos 80 % de identidad, o
un fragmento funcional de una de ellas.

7. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que:

(i) la secuencia lider no traducida se selecciona de SEC ID N° 5, SEC ID N° 6, SEC ID N° 7, una variante
funcional con al menos 80 % de identidad con una cualquiera de SEC ID N° 5 a 7 o un fragmento funcional de
una cualquiera de SEC ID N° 5 a 7 o de dicha variante de las mismas; y/o

(i) la secuencia potenciadora se selecciona de SEC ID N° 8, una variante funcional con al menos 80 % de
identidad con SEC ID N° 8 o un fragmento funcional de SEC ID N° 8 o de dicha variante de las mismas.

8. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
comprende:

(i) una secuencia de poliadenilacion, y/o
(i) una secuencia que codifica un péptido sefial.
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9. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que:

(i) la secuencia de poliadenilacién es una secuencia de poliadenilacion de un gen seleccionado del gen de f-
globina de conejo, gen temprano o tardio del virus del papiloma humano (VPH), el gen VSH-2gB, un gen
temprano inmediato de CMV de simio y gen tardio de VHSgD, una variante funcional con al menos 80 % de
identidad con una cualquiera de dichas secuencias o un fragmento funcional de una cualquiera de dichas
secuencias de poliadenilacion o dichas variantes funcionales de las mismas; y/o

(ii) el péptido sefal se selecciona del péptido sefial activador del plasmindgeno tisular humano (hTPAsp), péptido
sefial de aprotinina, péptido sefal de extensina del tabaco, péptido sefial de lisozima de pollo, una variante
funcional con al menos 80 % de identidad con una cualquiera de dichas secuencias o un fragmento funcional de
cualquiera de dicha secuencias que codifica el péptido sefial o dicha variante funcional de las mismas.

10. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9 en la que la secuencia de poliadenilacion
se selecciona de SEC ID N° 10, SEC ID N° 11, SEC ID N° 12, SEC ID N° 13, una variante funcional con al menos 80
% de identidad con una cualquiera de SEC ID N° 10 a 13 o un fragmento funcional de una cualquiera de SEC ID N°
10 a 13 o de dicha variante de las mismas.

11. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que
la secuencia codificante codifica un antigeno.

12. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 11 en la que el antigeno es un antigeno de
un patégeno viral, bacteriano, parasitario o fungico, un antigeno de alergia o un antigeno de cancer.

13. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 12 en la que el antigeno viral es un
antigeno de VPH, VIH, VHS1, VHS2, virus de la gripe, virus de hepatitis A o virus de hepatitis B.

14. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 13 en la que el antigeno es HBsAg.

15. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la
secuencia codificante codifica una subunidad A y/o subunidad B bacteriana que ribosila ADP, un homologo activo de
una o ambos de dichas subunidades en el que cada homdlogo tiene al menos 80 % de identidad con dicha
subunidad respectiva o un fragmento activo de dicha subunidad o de dicho homdlogo activo de los mismos.

16. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que la subunidad bacteriana se
selecciona de la subunidad A de la toxina del célera, subunidad B de la toxina del cdélera, subunidad A de la toxina
Iabil por calor de E. coli, subunidad B de la toxina labil por calor de E. coli, un homdlogo activo que tiene al menos 80
% de homologia con una cualquiera de dichas subunidades o un fragmento activo de una cualquiera de dichas
subunidades o dichos homadlogos activos.

17. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que es
un plasmido de ADN.

18. Particulas revestidas, adecuadas para suministro desde un dispositivo de suministro mediado por particulas,
comprendiendo dichas particulas, particulas vehiculo revestidas con una construcciéon de acido nucleico de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

19. Particulas revestidas de acuerdo con la reivindicacion 18 en las que las particulas vehiculo son oro o wolframio.

20. Un receptaculo de dosificacion para un dispositivo de administracién mediado por particulas que comprende
particulas revestidas de acuerdo con la reivindicacion 18 o 19.

21. Un dispositivo de administracion mediado por particulas cargado con particulas revestidas de acuerdo con la
reivindicacion 18 o 19.

22. Un dispositivo de administracién mediado por particulas de acuerdo con la reivindicacién 21 que es una jeringa
sin aguja.

23. Una preparacion farmacéutica que comprende una construccion de acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

24. Una vacuna que comprende una construccién de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 14.

25. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 24, que comprende ademas una construccion de adyuvante de
acuerdo con la reivindicacion 15 o 16.

26. Un procedimiento in vitro para obtener expresion en células de mamifero de un polipéptido de interés,
comprendiendo dicho procedimiento transferir a dichas células una construccién de acido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 o particulas revestidas de acuerdo con la reivindicacién 18 o 19.
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27. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14 para su uso
en inmunizacion.

28. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que la inmunizaciéon es contra infeccion por un
patégeno, alergia o cancer.

29. Una construcciéon de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 27 o 28 en la que el administracion es para

ser por inyeccion, administracion de particulas transdérmicas, inhalacion, por via topica, por via oral, por via
intranasal o por via transmucosa.
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oMV CMVI RIA CMV/Enh  CMVRIAEmh -

Elementos Presentes

Figura 1
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Efecto de la inclusion de intrén en la expresion de antigenos (media de 3 experimentos)

Intrén

Figura 2
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Efecto de RIA, ENH en la expresion de beta-gal (media de 3 experimentos)

Relacién
con el vector
base

“Vector

Figura 3
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Efecto de la inclusion del intrén de RIA y Enh de VHB en la expresién de gD de VHS (media de 3 experimentos)

Relacion con el vector base

. RIA
Elemento aiiadido al vector base

Figura 4
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Efecto de RIA, ENH en la expresion de SEAP (dos lineas, tres repeticiones por linea)

BB16

B16

Relacion con el vector base

Elementos del vector RIAEnh

Figura 5
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Capacidades de los péptidos sefial heterélogos para secretar SEAP o fragmento hFc

Relacion con hTPAsp

Péptido senal NTPA ningune

Figura 6
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Tn903, restos de pUC4K

puc19
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Figura 8
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pUC19 - Tn903, r_estos de pUC4K
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Figura 9
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Tn903, restos de pUC4K
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Figura 10 |
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Figura 11
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Tn903, restos de pUC4K

rGlob pA
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Figura 12
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Figura 13

gecgtaatgetetgecagtgttacaaccaattaaccaattctgattagaaaaactcatcgageatcaaatgaaactgeaatttattcatat
caggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtitctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagttccataggatggeaagatcc
tggtatcggtctgcgaticegactegtecaacatcaatacaacetattaatticeeetegtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatea

ccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggoaaaagctiatgeatttciticcagacitgticaacaggecagecattacgetegte
atcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattca’ctogtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaa
tftacaaacaggaatcgaatgcaaccggegeaggaacactgecagegeatcaacaatattttcacetgaatcaggatattetictaata

cctggaatgetgtiticccggggategeagtgptgagtaaccatgeatcatcaggagtacggataaaatgettgatggicggaagag

geataaattcegtcagecagtitagtctgaccateteatetgtaacatcattggeaacgctacctttgecatgtticagaaacaactetgg -
cgeatcgggcettcecatacaatcgatagattgtcgeacctgattgecegacattatcgegageccatttatacccatataaatcageat

ccatgtiggaatttaatcgcggectcgageaagacgtttccegitgaatatggetcataacacccecttgtattactgtttatgtaageaga
caggtcgacaatattggctattggcoattgeatacgttgtatetatatcataatatgtacatttatattggetcatgtccaatatgacegeca
" tgtigacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggicattagticatagcccatatatggagticcgegitacataactta
cggtaaatggcccgectggetgaccgeccaacgacceccgeccattgacgtcaataatgacgtatgticecatagtaacgecaata
gggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgeecacttggeagtacatcaagtgtatcatatgeccaagtecgee

cectattgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgacetiacgggacttteotacttggeagtacatet

acgtattagtcatcgctattaccatggtgatgeggttttggcagtacaccaatgggeptggatageggtitgactcacggggattteca

agtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttitggeaccaaaatcaacgggactitccaaaatgtegtaataacccegeccegtt

gacgcaaatgggeggtaggegtgtacggtgggaggtctatataageagagetegtitagtgaaccgteagategect ggagacge

catccacgotgtittgacctocatagaagacaccgggacegatccagectcegegacegggaacggtgcattggaacgeggatte

pccgtgccaagagtgactcac;égtccggaictcagcaagcaggtatgtactctccagggtgggcctggcttccccagtcaagactc

cagggatttgaggeacgctgtgggctctictcttacatgtacctittgettgectcaaccctgactatettccaggtcaggatcccagag

tcaggggtctgtattitcetgetggtggetecagttcagpaacagtaaacectgetecgaatattgectetcacateicgicaateteeg

cgaggactggggaccetgigacgaacatggetagegggeccagatctggpecctaacaaaacaaaaagatggpgttattccetaa

acttcatgggttacgtaattgpaagttgggggacatigeccacaagatcatatigtacaaaagatcaaacactgttitagaaaacticctg

- taaacaggcctattgattggaaagfatgtcaaaggattgtgggtcﬁttgggctttgctgctccatttacacaatgtggatatcctgcctta

atgectttgtatgeatgtatacaagetaaacaggctitcactttctcgecaacttacaaggecttictaagtaaacagtacatgaaccttta

coocgttgeteggcaacggectggictgtgecaagtgtitgctgacgeaacceccactggetggggcttggecataggecateage

geatgegtggaacctttgtgpetectetgecgatecatactgeggaactectageegettgttttgetcgeageeggtetggageaaa

getcataggaactgacaattctgtegtectctcgeggaaatatacategtticgatotacgtatgatctttitccctetgecaaaaattatg

. gggacatcatgaagecccitgageatetgacttctggetaataaaggaaatttattticattgeaatagtgtgttggaatittttgtgtctet

cactcg’gaaggaattctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtﬁgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgétc “
actgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcégctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcagg

ggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggeegegttgetggegtttttceca

taggctccgcccccctgaogagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagatacca

ggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgocgc_;ttacbggatacctgtccgccﬂtctcoottcgggaa

gegtggegcetttcteatagetcacgetgtaggtateteagttcgptotaggtegticgetecaagetgggetgtgtgcacgaaceece

cgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtcttgagtecaaceeggtaagacacgacttatecgecactggeageage

cactggtaacaggaﬂagcagagcgaggtatgtaggbggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacac‘tagaa

gaacagtatitggtatctgcgetetgetgaagecagtiaccticggaaaaagagttggtagetctigatceggeaaacaaaccaccge

tggtageggtggtititttgtitgcaageageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatetitictacggggtet
gacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatocttttaaattaaaaa

tgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacctatctcagegatet

gtctatticgttcatccatagttgectgacte
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