ES 2517869 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 517 869
Gint. cl.;

A61K 39/39 (2006.01)
A61K 39/145 (2006.01)
C12N 15/86 (2006.01)
C12N 7/04 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  12.09.2007  E 07842383 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 15.10.2014  EP 2061508

Tl'tulo: Particulas de replicones de alfavirus emparejadas con antigenos proteicos como adyuvantes
inmunoldgicos

Prioridad: @ Titular/es:

12.09.2006 US 825395 P ALPHAVAX, INC. (100.0%)
P.O. Box 110307, 2 Triangle Drive

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la Research Triangle Park, NC 27709-0307,, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

04.11.2014 SMITH, JONATHAN F.;
HUBBY, BOLYNy
COPP, LAURA

Agente/Representante:
DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2517 869 T3

DESCRIPCION
Particulas de replicones de alfavirus emparejadas con antigenos proteicos como adyuvantes inmunolégicos
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a tecnologia de ADN recombinante, y en particular a la introduccion de acido(s)
nucleico(s) extrafios en una célula eucariota, y mas en particular a métodos para producir composiciones
inmunogenas que comprenden particulas de virus infecciosas o particulas de tipo virus, con altos rendimientos, en
especial particulas Utiles en inmunoterapias, vacunas y/o composiciones inmunégenas. En particular, la presente
solicitud describe preparaciones de particulas de replicones de alfavirus (ARP) altamente purificadas, en especial
aquellas que expresan un antigeno de interés adecuado para usar en medicina humana y veterinaria y para
potenciar la respuesta del sistema inmunitario frente a un antigeno administrado simultaneamente.

El género alfavirus incluye una variedad de virus, todos los cuales son miembros de la familia Togaviridae. Los
alfavirus incluyen el virus de la encefalitis equina oriental (EEE), virus de la encefalitis equina venezolana (VEE),
virus Everglades, virus Mucambo, virus Pixuna, virus de la encefalitis equina occidental (WEE), virus Sindbis, virus
del bosque SemLiki, virus Middleburg, virus de Chikungunya, virus O’nyong-nyong, virus de Ross River, virus del
bosque Barmah, virus Getah, virus Sagiyama, virus Bebaru, virus Mayaro, virus Una, virus Aura, virus Whataroa,
virus Babanki, virus Kyzylagach, virus Highlands J, virus Fort Morgan, virus Ndumu y virus Buggy Creek. El genoma
virico es un ARN mensajero efector monocatenario, modificado en el extremo 5 con un casquete metilado y en el
extremo 3’ con un tramo de poli(A) de longitud variable. Las subunidades estructurales que contienen una sola
proteina virica, capside, se asocian con el genoma de ARN en una nucleocapside icosaédrica. En el virién, la
capside esta rodeada por una envuelta lipidica cubierta por una matriz regular de espiculas de proteinas
transmembrana, cada una de las cuales consiste en un complejo heterodimero de dos glucoproteinas, E1 y E2.
Véase Pedersen et al., 1974, J. Virol. 14:40. Se considera que los virus Sindbis y del bosque de SemLiki son los
alfavirus prototipicos, y se han estudiado ampliamente. Véase, Schlessinger, The Togaviridae and Flaviviridae,
Plenum Publishing Corp., Nueva York (1986). Los virus VEE se han estudiado ampliamente, véase, p. €j., la patente
de EE.UU. n° 5.185.440.

Los estudios de estos virus han llevado al desarrollo de técnicas para vacunar contra las enfermedades producidas
por alfavirus y contra otras enfermedades mediante el uso de vectores de alfavirus para la introducciéon de genes
extrafios. Véase la patente de EE.UU. n° 5.185.440, de Davis et al., y la publicacion PCT WO 92/10578. El uso de
vectores de alfavirus para dirigir la expresion de genes extrafios en eucariotas se ha convertido en un tema de
interés creciente. Se sabe bien que las vacunas de virus vivos atenuados estan entre los medios mas eficaces para
controlar las enfermedades viricas u otras enfermedades. Sin embargo, para algunos patégenos viricos la
inmunizacién con una cepa virica viva puede ser poco practica o no ser segura. Una estrategia alternativa es la
insercion de secuencias que codifican antigenos inmunizadores de dichos agentes en una cepa de replicacion viva
de otro virus. Uno de dichos sistemas que usa un vector de VEE vivo se describe en las patentes de EE.UU. n°
5.505.947 y 5.643.576 de Johnston et al. Otro de dichos sistemas se describe en Hahn et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:2679-2683 (1992), en donde construcciones del virus Sindbis expresan una forma truncada de la proteina
hemaglutinina del virus influenza. Otro sistema es el sistema de replicones alfavirus, descrito en la patente de
EE.UU. n° 6.190.666 de Garoff et al., patentes de EE.UU. n° 5.792.462 y 6.156.558 de Johnston et al., patentes de
EE.UU. n®5.814.482, 5.843.723, 5.789.245, 6.015.694, 6.105.686 y 6.376.236 de Dubensky et al; solicitud publicada
de EE.UU. n° 2002-0015945 A1 (Polo et al.), solicitud publicada de EE.UU. n° 2001-0016199 (Johnston et al.),
Frolov et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11371-11377 y Pushko et al. (1997) Virology 239:389-401.

El documento WO 2004/000872 no muestra la administracion simultanea de una proteina de interés y particulas de
replicones de alfavirus que expresan esa misma proteina de interés, pero esta publicacion ensefia una mutaciéon en
la particula de alfavirus que se dice que potencia la inmunogenicidad de las propias particulas comparada con la de
otras particulas de replicones de virus de VEE atenuados.

Pushko et al. (1997) Virology 239:389-401 describe la administracion de una preparacion de particulas de replicones
de virus de VEE que expresan un antigeno heterélogo para el VEE, pero no la administracion simultanea de este
antigeno proteico y las particulas de replicones de virus que expresan este antigeno.

Davis et al. (2000) Virology 74:371-378 ensefa la administracion de particulas de replicones de virus que expresan
antigenos del virus de inmunodeficiencia simio, pero no la administracion simultanea de este antigeno proteico y las
particulas de replicones de virus que expresan este antigeno.

Goldberg et al. (2005) Clin. Cancer Res. 11A:8114-8121 compara las respuestas inmunitarias logradas por la
administracion de una vacuna de ADN plasmidico para la tirosinasa o de particulas de replicones de virus vaccinia
que expresan la tirosinasa, pero no la administracion simultanea de la proteina y cualesquiera particulas de
replicones de virus que expresan esta proteina.

Siguen siendo necesarios en la técnica métodos que permitan la produccion de una respuesta inmunitaria mas
eficaz a una composicion inmundégena administrada, en especial una composicion inmunégena que comprende al
menos un antigeno proteico y uno o mas tipos de particulas de replicones de alfavirus que expresan el o los mismos
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antigenos proteicos, en especial una composicion que comprende menos antigeno que en una composicion de
vacuna convencional de dicho antigeno, en especial donde se busca una respuesta inmunitaria protectora o
terapéutica, de modo que haya una enfermedad menos grave, riesgo menor de enfermedad o no haya enfermedad
en respuesta al patégeno relevante, cancer o trastorno metabdlico.

Breve resumen

Se proporcionan particulas de replicones de alfavirus para usar en la potenciacion de la respuesta inmunitaria en un
sujeto en el que se coadministra una proteina inmunogena y las particulas de replicones de alfavirus que expresan
la proteina inmundégena. Las particulas se administran simultaneamente con la proteina inmundgena, o las particulas
y la proteina inmundégena se administran simultdneamente y en el mismo sitio. En estos usos, la via de
administracion puede ser subcutanea, intramuscular, intranasal, intravenosa, intraperitoneal o mucosa (genital,
nasal, respiratoria, rectal o gastrointestinal). La dosis de particulas de replicones de alfavirus puede ser al menos 1 x
102, 1x 103, 1x 104, 1 x 105 o 1 x 10° unidades infecciosas (Ul) por ml, medido por ensayo en células cultivadas en
condiciones permisivas a alfavirus, y refleja el nivel economizador de dosis que se puede conseguir mediante la
practica de los usos y composiciones de esta invencion. Alternativamente, se pueden usar dosis mas altas para
conseguir una potenciacion de una respuesta inmunitaria, en especial en enfermedades donde es mas dificil elevar
la respuesta inmunitaria robusta, p. €j., en el cancer donde debe romperse la tolerancia al autoantigeno para lograr
la respuesta inmunitaria. En dichas situaciones, la dosis de particulas de replicones de alfavirus usada puede ser la
misma que la usada en ausencia de la proteina inmundégena. Tipicamente, una dosis de g)articulas de replicones de
alfavirus solas que es eficaz es al menos 1 x 106, y puede estar en el intervalo de 1 x 10, 1 x 108, y1x 109, Ul por
ml.

En los usos descritos en la presente memoria, las particulas de replicones de alfavirus se obtienen del virus de la
encefalitis equina venezolana (VEE), y preferiblemente se obtienen de una cepa atenuada del VEE, p. €j., TC-83
(véase, Smith et al, publicacion de patente de EE.UU. n° 2005-0266550).

La presente solicitud describe un método economizador de dosis de una proteina inmundgena necesaria para
proporcionar inmunizacion eficaz de un sujeto, que comprende coadministrar particulas de replicones de alfavirus
capaces de expresan la proteina inmundgena junto con la proteina inmundgena. La dosis de las particulas de
replicones de alfavirus preferiblemente es al menos 1 x 102, 1x 103, 1 x 104, 1 x 10° 0 1 x 10° unidades infecciosas
(Ul) por ml, medido por ensayo en células cultivadas en condiciones permisivas a alfavirus. En estos métodos, la
dosis de la proteina inmunégena usada es al menos dos veces, tres o cinco o diez veces menor que la dosis de
dicha proteina inmundgena necesaria para proporcionar inmunizacion eficaz sola (es decir, sin una preparacion de
ARP para expresar la misma proteina o similar). En algunas realizaciones, la dosis de la proteina inmundgena usada
es al menos 50 o 100 veces menor que la dosis de dicha proteina inmundégena necesaria para proporcionar
inmunizacion efectiva sola.

En otro aspecto, se describe una composicion economizadora de refuerzos, en donde el nimero de dosis de una
vacuna o composicion inmunoterapéutica necesario para proporcionar la inmunizacion eficaz de un sujeto, se reduce
administrando particulas de replicones de alfavirus capaces de expresar la proteina inmundgena junto con la
proteina inmundgena.

La presente solicitud también proporciona composiciones de vacunas que comprenden (a) proteina purificada y (b)
particulas de replicones de alfavirus capaces de expresar la proteina. El alfavirus a partir del cual se obtienen las
particulas de replicones de alfavirus es el virus de la encefalitis equina venezolana (VEE), y dichas particulas se
pueden denominar en la presente memoria “VRP”. Las composiciones pueden comprender ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En los usos y composiciones proporcionados en la presente memoria, la proteina inmundgena puede ser al menos
una proteina inmundgena del virus influenza, en especial una proteina hemaglutinina, u otra proteina frente a la que
un ser humano produce una respuesta inmunitaria protectora después de la administracion de una composicion
inmunoégena que comprende la misma. La proteina inmundgena puede ser una proteina de longitud completa o un
fragmento inmundgeno o epitopo del mismo. Se prefieren en particular para las composiciones inmundgenas
derivadas de influenza, las que comprenden mas de un tipo antigénico, tal como las preparaciones de vacuna contra
influenza trivalentes o cécteles mezcla de proteina producida de forma recombinante. Otras proteinas inmunogenas
se pueden obtener de otros patdgenos viricos tales como sarampioén, paperas, rubéola, sarampion, vaccinia, virus
del herpes, entre otros. Para la profilaxis para enfermedades bacterianas, la proteina inmunégena puede ser toxinas
de antrax (atenuadas) y antigenos de Bacillus anthracis, antigenos de Yersinia pestis, toxina diftérica inactiva de
Corynebacterium diphtheriae, toxina inactiva de Clostridium botulinum, especies de Chlamydia, Mycobacterium
tuberculosis, y un hospedante de otros conocidos en la técnica. Proteina, glicoproteina, lipoproteina, toxina, toxina
atenuada, toxina inactivada, virus, antigenos de células cancerosas, proteinas bacterianas o parte(s) de las mismas,
toxinas inactivadas u otras proteinas bacterianas, proteinas fungicas o parte(s) de las mismas, hongos atenuados,
hongos inactivados, parasitos o proteinas o parte(s) de las mismas, proteinas protozoarias o parte(s) de las mismas
y €l producto de expresion de un minigén que codifica una serie de epitopos de interés, por ejemplo, de diferentes
serotipos del virus influenza, se pueden incorporar todos en los usos y composiciones. Ademas, se pueden
incorporar antigenos de células neoplasicas en las estrategias de vacuna economizadora de dosis para la
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inmunizacion terapéutica o profilactica. Alternativamente, la proteina inmundgena o polipéptido puede ser cualquier
antigeno de célula tumoral o cancerosa. El antigeno tumoral o canceroso puede ser uno expresado en la superficie
de la célula cancerosa. Los antigenos cancerosos de ejemplo para canceres de mama especificos son los antigenos
HER2 y BRCA1. Otros antigenos de célula cancerosa y tumoral ilustrativos se describen en S.A. Rosenberg, (1999)
Immunity 10:281) e incluyen, pero no se limitan a MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, TRP-1, TRP-2, MAGE-1,
MAGE-3, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, B-catenina, MUM-1, Caspasa-8, KIAA0205, HPVE&, SART-
1, PRAME, antigenos p15 y p53, antigeno de tumor de Wilms, tirosinasa, antégeno carcinoembrionario (CEA),
antigeno prostatico especifico (PSA), antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), antigeno de citoblastos
prostaticos (PSCA), aspartil (asparaginil) B-hidroxilasa humana (HAAH), y EphA2 (una tirosina quinasa de célula
epitelial, véase la publicacion de patente internacional n® WO 01/12172).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la potenciacion sinérgica de las respuestas humorales tras el cosuministro de vacunas basadas
en VRP y proteina emparejadas. Se inmunizaron grupos de 6 ratones Balb/c por via intraperitoneal con 15 ug de
proteina HA expresada por baculovirus, 1 x 10" Ul de HA VRP, o los dos combinados, y se administré refuerzo 3
semanas después de la sensibilizacion. Los titulos de anticuerpos se midieron como titulos reciprocos de ELISA y se
indican en la figura: figura 1A: titulos 3 semanas después de sensibilizacion, justo antes de la inoculacion de
refuerzo; figura 1B: titulos medidos 1 semana después de sensibilizacion. Se muestran los titulos medios
geométricos como la barra horizontal.

La figura 2 muestra la potenciacion sinérgica de las respuestas humorales tras el cosuministro de una dosis baja de
vacunas basadas en VRP y proteina emparejadas. Se inmunizaron grupos de 6 ratones Balb/c por via subcutanea
con 100 ng de proteina HA, 1 x 10" Ul de HA VRP, o los dos combinados, y se administré refuerzo 3 semanas
después de la sensibilizacion. Los titulos de anticuerpos se midieron como titulos reciprocos de ELISA y se indican
en la figura: figura 2A: titulos 3 semanas después de sensibilizacion, justo antes de la inoculacién de refuerzo; figura
2B: titulos medidos 1 semana después de sensibilizacion. Se muestran los titulos medios geométricos como la barra
horizontal. "Wy HA" es la HA H3 de la cepa de influenza de Wyoming; "Viet VRP" son las VRP que expresan el gen
de HA H5 de la cepa de Vietnam de influenza aviar. VRP "vacia" son VRP que no codifican un antigeno.

La figura 3 muestra la cinética de la respuesta humoral después de una sola dosis de las preparaciones de vacuna
indicadas. Se inmunizaron siete (7) ratones por grupo por via subcutanea con una sola dosis de la preparacion de
vacunal/dosis indicada. Las respuestas humorales se midieron por un ensayo ELISA usando la proteina H3
Wyoming, que tiene reaccion cruzada con la proteina HA/Wisconsin. Las diferencias entre los datos de medicion
"Wisconsin HA VRP + TIV (100 ng)" a las 4 y 6 semanas después de inmunizacioén y las otras inmunizaciones son
estadisticamente significativas.

La figura 4 muestra la cinética de la respuesta humoral después de una sola dosis de las preparaciones de vacuna
indicadas. Se inmunizaron siete (7) ratones por grupo por via intramuscular con una sola dosis de la preparacion de
vacunal/dosis indicada. Las respuestas humorales se midieron por un ensayo ELISA usando la proteina H3
Wyoming, que tiene reaccion cruzada con la proteina HA/Wisconsin. Las diferencias entre los datos de medicion
"Wisconsin HA VRP + TIV (100 ng)" a las 4 y 6 semanas después de inmunizacioén y las otras inmunizaciones son
estadisticamente significativas.

La figura 5 muestra los resultados de un estudio en el que la vacunacion con VRP/antigeno emparejados se
potencié mas por la coadministraciéon de VRP que expresan la citoquina IL-12. Se inmunizaron ratones por via
intramuscular con una sola dosis de la preparacion de vacuna/dosis indicada, y las respuestas humorales se
midieron como en la figura 4.

Descripcion detallada

Se necesitan en la técnica adyuvantes de vacunas econdémicos, potentes, que economicen dosis 0 que economicen
refuerzos, en especial con respecto a las vacunas para el cancer, toxina e influenza, asi como vacunas para otras
enfermedades. La presente solicitud proporciona un sistema de vector replicén de ARN, derivado de un alfavirus que
preferiblemente estd atenuado, para producir adyuvantes de particulas de replicones de tipo alfavirus (ARP) con
propagacion defectuosa, de un solo ciclo que contienen ARN autorreplicante (replicon) que expresa un antigeno de
interés para administrar junto con el mismo antigeno en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y potencialmente
con un adyuvante inmunolégico, o una particula de replicon de alfavirus que expresa una proteina
inmunoestimuladora, por ejemplo, la interleuquina-12 (IL-12). Cuando se inoculan en animales, estos adyuvantes de
ARP potencian significativamente las respuestas inmunitarias humoral y celular frente a materiales inmunoégenos,
tales como vacunas basadas en subunidades, proteinas u otros antigenos de interés. Es particularmente importante
generar una respuesta rapida y fuerte frente a un patégeno, por ejemplo, un virus influenza estacional o pandémico.

Un beneficio de los presentes usos y composiciones es que son, al menos en parte, “economizadores de dosis”, que
significa que la cantidad de material en una dosis dada se puede reducir y conseguir todavia la inmunizacion eficaz,
o como “economizadores de refuerzos”’, que significa que se puede reducir el numero de inyecciones o
inoculaciones necesarias para conseguir la inmunizacion eficaz o la respuesta inmunitaria. Como un ejemplo,
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muchas vacunas requieren 3 inyecciones, separadas a lo largo de 6 a 12 meses. Las composiciones reivindicadas
en la presente memoria pueden reducir el nimero de inyecciones a 2, o en el caso de una sola vacunacion de
refuerzo tal como la vacuna de refuerzo para influenza anual, a una inyeccion. Alternativamente, las presentes
composiciones se pueden usar con dosis mas altas con regimenes de sensibilizacion-refuerzo regulares para
proporcionar una inmunizacién mas robusta (respuesta inmunitaria).

Los presentes usos y composiciones se refieren a una combinacion de un antigeno proteico y una ARP que expresa
el antigeno proteico, es decir, componentes “emparejados” (el mismo). Se prevé que el “emparejamiento” puede ser
exacto, o que pueden ser antigenos estrechamente relacionados. Por ejemplo, el serotipo H3 de la proteina
hemaglutinina del virus influenza tiene muchas variantes, tales como las variantes de Wyoming y Wisconsin, que
comparten varios epitopos. Una realizacion es una composicion que comprende la proteina HA H3 de Wyoming
combinada con ARP que expresan la proteina HA H3 de Wyoming, y una segunda realizacion comprende la
proteina HA H3 de Wisconsin combinada con ARP que expresan la proteina HA H3 de Wyoming. La composicion
inmunogena administrada a un sujeto comprende el o los antigenos proteicos de interés, asi como las ARP que
expresan el o los mismos antigenos, es decir emparejados. Alternativamente, se pueden administrar composiciones
separadas que comprenden el antigeno y las ARP para conseguir el mismo resultado beneficioso.

El antigeno proteico puede ser al menos una proteina extraida de un microrganismo, virus, parasito, o tumor o célula
tumoral, o una proteina producida de forma recombinante en sistemas de expresién eucariotas o procariotas. En
realizaciones preferidas, la proteina se presenta en alguna o toda su conformacion natural intacta para asegurar la
obtencion de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina. El antigeno proteico puede ser uno o mas epitopos que
se han sintetizado, purificado a partir de digestiones de proteinas, o producido de forma recombinante en un sistema
de expresion que permite la presentacion de multiples epitopos, p. €j., un “minigen”.

Un aspecto especifico de los presentes usos y composiciones es la magnitud de la potenciacion de las respuestas
humorales, o de anticuerpos, cuando se coadministran ARP que expresan un antigeno con una preparacion de
proteinas de un antigeno “emparejado” (el mismo). La magnitud puede ser alguna desde 2 veces a mas de 100
veces; es tipica la potenciacion de 5 veces y 10 veces. Dicha potenciacion es sorprendente, dada la naturaleza
transitoria de la expresion y el funcionamiento localizado de las ARP, y es Util para mejorar la eficacia de la vacuna y
proporcionar niveles altos de anticuerpos para recoger para usar en investigacion, diagndstico y aplicaciones
terapéuticas.

En el presente contexto, las ARP que expresan el antigeno proteico de interés, se pueden ver como que sirven
como ARP adyuvantes para el antigeno proteico, aunque esta bien establecido que las ARP que expresan antigeno
pueden inducir una respuesta inmunitaria cuando se administran solas a un sujeto. Las ARP adyuvantes se ensayan
en un modelo de primate no humano. Ademas de la optimizacion, estos estudios incluyen el seguimiento de la
toxicidad y la caracterizacion de los efectos economizadores de dosis debido a los adyuvantes de VRP. Para este
propésito, se pueden usar vacunas de influenza existentes tales como la vacuna contra influenza trivalente (TIV) o
una de H5N1 de Indonesia inactivada, H5N1 de Vietnam u ofra cepa de influenza, y se miden las respuestas
inmunitarias funcionales a las cepas de influenza A u otras cepas relevantes.

La gripe se extiende rapidamente por todo el mundo en epidemias estacionales, matando potencialmente a millones
de personas en afios pandémicos y cientos de miles en afios no pandémicos. Crea costes sanitarios con 200.000
hospitalizaciones solo en EE.UU. y costes adicionales asociados con la pérdida de productividad. El siglo XX vio tres
pandemias de gripe cada una después de un cambio antigénico en el gen de la hemaglutinina (HA), que mataron
millones de personas (no limitadas a ancianos) en todo el mundo. La principal amenaza de pandemia de gripe actual
en el mundo es H5, para la cual no hay inmunidad actual en la poblacion.

La vacunacion sigue siendo el método mas eficaz y econémico para proteger al publico contra la gripe. Aunque se
han explorado nuevos planteamientos, se siguen usando las vacunas producidas usando el tradicional virus
influenza muerto desarrollado en huevo. No obstante, hay defectos graves en la tecnologia, incluyendo la
dependencia de los huevos, antigenicidad impredecible y por lo tanto requisito de dosis, riesgo de producir vacunas
contra un tipo equivocado de virus influenza, y riesgos de cantidades insuficientes de dosis de vacuna para proteger
al publico, requiriendo una gran prioridad para funcionarios sanitarios. Para ilustrar la necesidad de mejoras, 5-20%
de los americanos contraen gripe cada afio, produciendo una media de 36.000 muertes durante la década de 1990 a
pesar de los esfuerzos de vacunacion anuales. Segun los CDC 218,1 millones de personas en EE.UU. estaran
incluidos en los grupos objetivo recomendados para la vacunacion, incluyendo 91,2 millones con un estado de alto
riesgo. La cobertura para la gripe autodeclarada supervisada por la encuesta nacional de entrevista de salud de
EE.UU. (NHIS) muestra un aumento pequefio a lo largo de los ultimos 10 afios y que es tan bajo como 24% y 46%
para personas con un estado de riesgo alto en los grupos de edad de 18-49 y 50-65, respectivamente, y solo 40%
entre los trabajadores sanitarios. Una mayor cobertura de la vacuna requeriria la fabricaciéon de nimeros de dosis
varias veces superiores a la capacidad actual de suministro. Esta situacion es incluso mas urgente por una potencial
gripe pandémica donde la proyeccion es que se requerira una dosis mas fuerte o dosis multiples, dado que se
administran a personas que no han recibido tratamiento inmunolégico previo, lo cual no es normalmente el caso para
las vacunaciones contra influenza estacionales. Se aplican consideraciones similares para proteger contra otros
agentes infecciosos y potenciales agentes bioterroristas y guerra biolégica.
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El objetivo de conseguir una proteccion para una amplia poblacion contra la gripe tanto estacional como pandémica,
se beneficiaria significativamente de una tecnologia que pudiera reducir la cantidad de antigeno por dosis, el nUmero
de inoculaciones requeridas (en especial, en el caso de una vacuna contra influenza pandémica), y/o si las vacunas
actuales se pudieran elevar para inducir una respuesta inmunitaria mas amplia. Aunque las respuestas celulares
(CTL) pueden tener uso limitado para la protecciéon contra la propia infeccion, en la bibliografia se sugiere que las
respuestas CTL pueden tener una funcion significativa en la eliminacién de la infeccion por influenza y en la
proteccion frente a la mortalidad por influenza. Se aplican consideraciones similares a otros riesgos para la salud,
incluyendo, pero no limitado a los asociados con bacterias, virus, hongos y otros patdgenos y parasitos, asi como
canceres. Los antigenos proteicos se pueden producir de forma recombinante para usar en composiciones
inmunogenas junto con las ARP que expresan los mismos antigenos; la administracion de dichas composiciones
proporciona una respuesta inmunitaria superior a la obtenida con las composiciones inmundgenas convencionales,
con reduccidon de la cantidad de proteina necesaria, directa o indirectamente por la necesidad de menos
administraciones por persona (o animal) en la que se busca la respuesta inmunitaria.

Datos recientes indican que tanto las respuestas humorales como celulares frente a un antigeno diana se pueden
potenciar por coinmunizaciéon con ARP que expresan moléculas inmunoestimuladoras (IS), por ejemplo la
interleuquina-12. La conexion de esta estrategia con la estrategia de antigeno/ARP emparejados, podria conducir a
oportunidades adicionales de economizar dosis y/o economizar refuerzos, siempre que se puedan generar
respuestas inmunitarias equivalentes con dosis significativamente menores o un nimero menor de inoculaciones
para la vacunacion eficaz. Esta estrategia puede encontrar aplicacion particular en la inmunoterapia para el cancer,
donde se espera que sean necesarias multiples vacunaciones para conseguir la respuesta 6ptima en el sujeto. Estos
usos y composiciones presentes deben minimizar el ndmero de tratamientos que un sujeto necesitara para
conseguir el efecto 6ptimo.

Los autores de la invencion han demostrado que la vacunaciéon con una combinacién de VRP que expresan la HA
A/Wyoming y la proteina HA A/Wyoming recombinante, produce respuestas de anticuerpos anti-HA que son
significativamente mayores que las respuestas conseguidas con las VRP o la proteina recombinante sola (figuras 1y
2). Una sola inyeccién de la vacuna combinada inducia este potente efecto sinérgico que se consiguié usando solo
100 ng de proteina recombinante. El potencial economizador de dosis de este planteamiento de vacuna en las
vacunas contra influencia estacional y pandémica, se evalua en ratones. Se entiende que esta misma estrategia de
emparejamiento de proteina antigeno de interés y proteina antigeno expresada por una preparacion de particulas de
replicones de alfavirus administrada simultaneamente que expresa el mismo antigeno, se puede aplicar a otros
antigenos proteicos ademas de la hemaglutinina del virus influenza ilustrada especificamente. Otras aplicaciones
incluyen, sin limitacién, antigenos proteicos de tejidos tumorales y/o células cancerosas, patdgenos y parasitos,
incluyendo bacterias que incluyen, pero no se limitan a Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Salmonellae, Yersinia
pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Streptococcus, Corynebacterium diphtheriae, Staphylococcus, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, especies de Chlamydia, Mycobacterium tuberculosis, hongos
que incluyen, pero no se limitan a Candida, Aspergillus, protozoos que incluyen, pero no se limitan a Giardia,
Amoebae, tripanosomas, Plasmodium falciparium y otros, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium, Cryptococcus, y
otros tales como toxinas de plantas, animales, dinoflagelados, de algas o bacterianas. Alternativamente, la proteina
o polipéptido inmundgeno puede ser cualquier antigeno de célula tumoral o cancerosa. El antigeno de tumor o
cancer puede ser uno expresado en la superficie de la célula cancerosa. Los antigenos de cancer de ejemplo para
canceres de mama especificos son los antigenos HER2 y BRCA1. Se describen otros antigenos de células
cancerosas y tumorales ilustrativos en S.A. Rosenberg, (1999) Immunity 10:281) e incluyen pero no se limitan a,
MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-
4, B-catenina, MUM-1, Caspasa-8, KIAA0205, HPVE&, SART-1, PRAME, antigenos p15 y p53, antigeno de tumor de
Wilms, tirosinasa, antdgeno carcinoembrionario (CEA), antigeno prostatico especifico (PSA), antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), antigeno de citoblastos prostaticos (PSCA), aspartil (asparaginil) B-hidroxilasa
humana (HAAH), y EphA2 (una tirosina quinasa de célula epitelial, véase la publicacion de patente internacional n°®
WO 01/12172).

Se ha observado previamente que las ARP tienen la capacidad de activar rutas inmunitarias innatas
independientemente de los transgenes expresados. Usando ratones que no expresan IFNa/R, se mostré que la
potencia para producir respuestas de linfocitos T dependia de la sefializacion de IFN de tipo I. Otro grupo mostro
que el IFN de tipo | no era necesario para potenciar las respuestas humorales. La coadministracién de proteina
recombinante junto con ARP que expresan un transgén irrelevante, o ARP que no expresan transgenes en absoluto
(“VRP vacio”, véase Thompsom et al. 2006. PNAS 103:3722-3727) daba como resultado respuestas humorales mas
fuertes contra la proteina recombinante presente en el indculo. Ademas, también se potenciaban las respuestas
humorales mucosas. Aunque el IFN de tipo | no es necesario para la potencia de las ARP que expresan antigeno,
estos investigadores demostraron que esta ruta de sefializacion era necesaria para la capacidad de las VRP vacias
para potenciar las respuestas humorales. Es interesante, que no se encontré que las respuestas celulares fueran
potenciadas por la coadministracién de las ARP vacias.

Combinacién de ARP con inmundégenos proteicos

Los procedimientos usados para hacer las VRP usadas en estos estudios se basan en un sistema de dos sistemas
auxiliares, como se describe con detalle en la patente de EE.UU. n® 7.078.218. Brevemente, los ARN replicones con
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casquete se transcribieron in vitro usando un kit T7 RiboMax (Promega, Madison WI) siguiendo las instrucciones del
fabricante, complementado con analogo de CAP 7,5 mM CAP (Promega), a partir de un plasmido replicon
linearizado que codifica el antigeno (p. ej., HA) expresado a partir de un casete regulador que contiene un promotor
26S de alfavirus, un espaciador (383 nucledtidos) y el IRES EV71. Esta construccion la describen con detalle
Kamrud et al. en Virology 360(2):376-387, 10 April 2007). Los plasmidos auxiliares sin casquete para la capside y
glicoproteina se transcribieron in vitro de forma similar. Después, estos ARN se purificaron usando columnas de
purificacion RNEasy (Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Células Vero (1 x 10° células)
suspendidas en PBS se combinaron con 30 pg de ARN replicén, 30 ug de ARN auxiliar y 60 ug de ARN auxiliar de
glicoproteina en cubetas de electroporacion de 0,4 cm y se electroporaron usando un BIO-RAD Gene Pulser (BIO-
RAD). Las células y el ARN se pulsaron 4 veces con el electroporador ajustado a 580 V y 25 pF. Las suspensiones
celulares electroporadas se sembraron en botellas giratorias individuales que contenian 150 ml de medio OptiPro
(Invitrogen) complementado con antibiéticos, y se incubaron a 37°C en 5% de CO2 durante 16-24 h. Las VRP se
recogieron y almacenaron en partes alicuotas a -80°C. Los titulos de las VRP se determinaron por ensayo de
inmunofluorescencia (IFA) usando antisuero policlonal de cabra especifico anti-VEE nsP2 como el anticuerpo
primario y anticuerpo de burro anti-Alexa Fluor 488 de cabra (Invitrogen, Carlsbad, CA) como el anticuerpo
secundario en células fijadas con metanol usando un microscopio de fluorescencia Eclipse TE300 de Nikon.

Se inmunizaron ratones por via intraperitoneal con (a) proteina hemaglutinina (HA) A/Wyoming de influenza
recombinante, (b) VRP que expresan la misma HA, o (c) con un coctel que consistia tanto en la proteina HA como
las VRP que expresan la HA emparejada. Sorprendentemente, la titulacion por ELISA de los niveles de Ig especifica
de HA (figura 2) indicaba que la mezcla de las dos composiciones de vacuna tenia un efecto sinérgico. De hecho,
una sola inmunizacién con la vacuna combinada producia respuestas humorales mas fuertes que dos dosis de los
componentes individuales.

Se observaron respuestas humorales sinérgicas similares cuando los ratones se inmunizaron por via subcutanea
con una dosis menor (100 ng) de HA Wyoming/influenza recombinante en combinacién con HA VRP emparejada
(figura 3). Los resultados demuestran que se puede usar incluso una dosis mucho menor (100 ng en lugar de 15 pg)
para producir respuestas muy fuertes si se coadministra con HA VRP. Sin embargo, las proteinas tenian que estar
emparejadas, ya que las VRP que expresan HA de influenza A/Vietnam (que es del serotipo H5 en contraposicion a
H3) no consiguié producir titulos de anticuerpos especificos de HAWyoming en los mimos niveles elevados que
cuando se usaron antigenos emparejados. De hecho, las VRP no emparejadas solo tenian la misma actividad
adyuvante que las VRP vacias, lo cual es mucho mas débil que la vacuna emparejada.

Evaluacion del potencial economizador de refuerzos de las vacunas de HA VRP en combinacién con diferentes
dosis de vacunas influenza inactivadas

Para el propdsito de estudiar el planteamiento de vacuna de proteina/VRP emparejadas usando una cepa relevante
para la vacuna de la gripe estacional actual, se cloné el gen de HA de A/Wisconsin/67/2005 en el vector replicon de
VEE. Se evaluo la actividad economizadora de refuerzos de 5 x 10° Ul de esta VRP (HAwis VRP) con una dosis baja
de vacuna contra influenza trivalente (TIV) en ratones BALB/c. Los ratones se inmunizaron una vez por via
subcutanea o intramuscular y se determinaron las respuestas humorales durante 6 semanas después de
inmunizacion (titulos de HI, usando un ensayo basado en virus influenza/Wisconsin desarrollado en células MDCK).
También se determinaron los titulos por ELISA usando HA recombinante como antigeno, y también se siguieron las
respuestas mas alla de 6 semanas. El uso de una sola inmunizacién imita como se administraria tipicamente una
vacuna contra influenza estacional, y el seguimiento de la respuesta en tiempos de medicién mas prolongados
después de la inmunizacion uUnica refleja la necesidad de mantener titulos de anticuerpos a los largo de toda la
estacion de exposicion a influenza.

En el caso de la TIV, que consiste en multiples proteinas, se pueden analizar los niveles en los sueros de
anticuerpos especificos contra no solo la HA emparejada sino contra los otros dos componentes HAnew caledoniar20/99 Y
HAB/malasiarzo04. El fin de este ultimo experimento de titulacién es determinar si la HAwisconsin VRP tiene funcion
inmunomoduladora positiva o negativa en las otras proteinas del indculo.

Para demostrar que el efecto sinérgico en la inmunogenicidad de las vacunas de proteina/VRP emparejadas se
extiende a cepas de influenza potencialmente pandémicas, se lleva a cabo un estudio de inmunogenicidad murino
con VRP que expresan el gen de HA H5 de A/lndonesia/5/05 en combinaciéon con la vacuna inactivada
correspondiente o con la proteina A/Indonesia/5/05 recombinante disponible en Protein Sciences, Inc. (Meriden, CT).
Se estudian diferentes dosis de vacuna inactivada o proteina recombinante (p. €j. 1, 3, 10, 30, 100, 300, o 1000 ng)
en combinacion con diferentes dosis de VRP que expresan HA H5 (p. €. 5e6, 1e7). El gen de HA A/lndonesia/5/05
se clond en el replicon basado en VEE para generar las VRP. El virus reordenado A/lndonesia/5/05 6:2 con 6 genes
internos de PR8 y HA/NA procedentes de A/lndonesia/5/05, denominado Ind05/PR8-RG2 de forma abreviada, se
usa para desarrollar un ensayo de HI interno.

Determinacion de las dosis optimas de HA VRP emparejados para generar efectos sinérgicos en la respuesta
inmunitaria frente a diferentes dosis de vacunas contra influenza inactivadas.

Para determinar la dosis 6ptima de HA VRP emparejados para generar efectos inmunitarios sinérgicos, se
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ensayaron diferentes dosis de vacuna inactivada (TIV) en combinacion con un intervalo de dosis de HA VRP
emparejados, como se sefiala mas adelante. En un experimento, se vacunaron ratones BALB/c con combinaciones
especificas mostradas en la figura 5. Las respuestas inmunitarias se siguieron como se ha descrito antes. Se hizo el
seguimiento de las respuestas inmunitarias humorales como se ha descrito antes. Los resultados muestran que en
un intervalo de dosis bajas de TIV (1, 10 y 100 ng), la respuesta inmundgena se potencia con la adicién de 1e5 HA
VRP emparejados frente a la respuesta de TIV o HA VRP solos.

Generacion de construcciones de replicones de alfavirus que contienen el gen de HA A/Wyoming/3/2003 (Wy HA)

El gen de HA de A/Wyoming/3/2003 se amplificé por tPCR del ARN virico de A/Wyoming y se cloné en replicones
con IRES y sin IRES usando los cebadores descritos a continuacion.

Nombre del cebador

Secuencia del cebador

Utilidad

Panama HA fp pacl

CCTTAATTAAATGAAGACTATCATTGC
{(SEQ ID NO:1)

Panama HA rp ascl

TTGGCGCGCCTCAARATGCARATGTTG
(SEQ ID NO:2)

Estos cebadores se usaron para amplificar
por PCR y clonar mIL-12 en dos replicones
que no contienen IRES, pERK y pERK-3
usando EcoRYV Yy sitios de restriccion Ascl

Panama HA FP Xba

CGTICTAGAATGAAGACTATCATTG(
(SEQ ID NO:3)

wyomingHArevxba

TAA
AATCTAGATTAAATGCAAATGTTGCACG
(SEQ ID NO:4)

Después de rtPCR, el producto génico Wy HA
se digiri6 con Xbal y se ligd en el
pcDNA3.3/EV71-MS que contiene IRES que
se habia digerido con Xbal y tratado con SAP.
La construccion resultante después se digirid
con Ascl, para liberar el segmento MS
IRES/IL-12 que después se cloné en 6
plasmidos pERK diferentes que contenian
fragmentos no esenciales de diferentes
longitudes: 257, 342, 357, 383, 579y 749. (La
razén por la que se us6 Panama HA FP Xba
era porque las secuencias son idénticas entre
Panama y Wyoming en el extremo 5’ (y 3’), de
modo que se uso el cebador de Panama para
esta reaccion).

Los sitios de restriccion estan subrayados

Secuencia codificante de A/Wyoming/3/2003 (SEQ ID NO: 5) generada a partir de ARN virico por tPCR

atgaagactatcattgctttaagctacatictatgcctggttttctctcaaaagceticccggaaatgacaacagcacggcea
acgctgtgccttgggcaccatgcagtaccaaacggaacgatagtgaaaacaatcacgaatgaccaaattgaagtta
ctaatgctactgagcetggttcagagttcctcaacaggtggaatatgecgacagtcctcatcagatecttgatggagaaaa
ctgcacactaatagatgctctattgggagaccctcagtgtgatggettccaaaataagaaatgggaccttttigttgage

gcagcaaagcctacagcaactgttacccttatgatgtgecggattatgecteecttaggtcaciagtigectecatcegge

acactggagtttaacaatgaaagcticaattgggctggagtcactcagaatggaacaagctctgettgcaaaaggag

atctaataaaagttictitagtagattgaattggttgacccacttaaaatacaaatacccagcattgaacgtgactatgec

aaacaatgaaaaattigacaaattgtacattiggggggttcaccacceggttacggacagtgaccaaatcagcectata
tgctcaagcatcaggaagaatcacagtctctaccaaaagaagecaacaaactgtaatcccgaatatcggatataga
cccagggtaagggatatctccagcagaataagceatctattggacaatagtaaaaccgggagacatactttigattaac
agcacaggaaatctaattgctcctcggggttacticaaaatacgaagtgggaaaagcetcaataatgagatcagatge

acccattggcaaatgcaattctgaatgcatcactccaaatggaagcatticccaatgacaaaccatticaaaatgtaaa

caggatcacatatggggcctgtcccagatatgtiaagcaaaacactctgaaattggcaacagggatgcgaaatgtac
cagagaaacaaactagaggcatattiggcgcaatcgcegggtticatagaaaatggtigggagggaatggtggacgg
ttggtacggtttcaggcatcaaaattctgagggcacaggacaagcagcagatctcaaaagcactcaagcagcaatc
aaccaaaltcaatgggaaactgaataggttaatcgggaaaacaaacgagaaaticcatcagatigaaaaagaatict
cagaagtagaagggagaattcaggacctcgagaaatatgtigaggacactaaaatagatctetggtcatacaacge
ggagctictigttgcectggaaaaccaacatacaattgatctaactgacicagaaatgaacaaactgtitgaaagace

aaagaagcaactgagggaaaatgctgaggatatgggcaatggtigtitcaaaatataccacaaatgtgacaatgect
gcatagagtcaatcagaaatggaacttatgaccatgatgtatacagagatgaagcattaaacaaccggttccagatc

aaaggtgtigagcetgaagtcaggatacaaagatiggatcctatggatticctitgeccatatcatgtittitgetttgtgtigettt
gttggggttcatcatgtgggectgccaaaaaggcaacattaggtgcaacattigeatttaa

La combinacién de dosis 6ptima de VRP y vacuna contra influenza inactivada emparejadas se puede usar junto con
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una estrategia de VRP adyuvante adicional usando VRP que expresan citoquinas.

En ratones, una sola inyeccion de una combinacién de proteina recombinante HA de Wyoming y VRP que expresan
HA de Wyoming indujo respuestas inmunitarias fuertes usando solo 100 ng de proteina recombinante y 5 x 10° Ul de
vacuna de VRP. En cambio, las VRP que expresaban la proteina HA H5 heterdloga no fueron capaces de tener
efecto adyuvante en las respuestas especificas para H3. Se llevaron a cabo estudios usando la vacuna TIV y una
vacuna de VRP que expresaba el gen de HA de A/Wisconsin, la cepa H3N2 incluida en la vacuna TIV, y los
resultados se muestran en la figura 4. Con la dosis de TIV relativamente baja de 100 ng, la adicién de VRP que
expresan el componente HA H3 de TIV, dio como resultado respuestas humorales sostenidas (medido por ELISA)
después de una sola inmunizacion. Sin querer estar ligados por la teoria, es probable que las titulaciones vistas 1
semana después de inyeccion consistan probablemente principalmente en IgM de vida corta. También se miden las
titulaciones de HI, y las mediciones se hacen en periodos de tiempo mas largos después de una sola inyeccion.

Se observa que se obtienen efectos sinérgicos cuando la proteina HA recombinante realizada es homologa con el
gen de HA expresado por el vector replicon. El grado de homologia genética y antigénica necesario para este efecto
adyuvante se evalia mediante inmunizacién de ratones con VRP que expresan el gen de HA de A/Panama (H3N2),
A/Wyoming (H3N2), A/Wisconsin (H3N2), o A/New Caledonia (H1N1), cada uno formulado individualmente con una
de las cuatro proteinas recombinantes homdlogas en una matriz 4x4. Se miden las titulaciones de ELISA y HI para el
seguimiento del efecto adyuvante tanto en la proteina entera como en los epitopos especificos de unién. Se lleva a
cabo una evaluacion similar en el contexto de la vacuna de TIV y VRP combinados mediante el seguimiento de la
extension de las respuestas adyuvantes a A/Wisconsin homologa comparado con el componente de vacuna A/New
Caledonia heterdélogo.

Tabla 1

Optimizacion de la dosis-actividad de HA VRP emparejados para TIV

Adyuvante VRP HA A/Wisconsin (U.1.)
Vacuna contra influenza 0 10° 10* 10° 10° 10’
TIV 100 ng 12 12 12 12 12 12
10 ng 12 12 12 12 12 12
Total de 13 grupos 156

Se inmunizan grupos de 12 ratones BALB/c con 10 ng o 100 ng de TIV combinado con o sin VRP Ha Wisconsin con
dosis en aumento de 10 a 10’. Se analizan las respuestas humorales y celulares después de cada inmunizacion
como se ha descrito antes.

Tabla 2

Evaluacioén de la homologia genética/antigénica necesaria para el efecto del adyuvante HA VRP emparejados

Adyuvante Influenza A/HA VRP
H3 H1
Proteina HA recombinante HA VRP HA VRP HA VRP HA VRP Sin adyuvante
A/Panama A/Wyoming | A/Wisconsin | A/New Caledonia VRP
H3 | HA A/Panama 12 12 12 12 12
HA A/Wyoming 12 12 12 12 12
HA A/Wisconsin 12 12 12 12 12
H1 | HA A/New Caledonia 12 12 12 12 12
Sin proteina 12 12 12 12 12
Total de 25 grupos 300

Se inmunizan grupos de 12 ratones BALB/c con VRP que expresan el gen de HA de A/Panama (H3N2), A/Wyoming
(H3N2), A/Wisconsin (H3N2), o A/New Caledonia (H1N1), cada uno formulado individualmente con una de las cuatro
proteinas recombinantes homologas en una matriz 4x4. Como testigos, se da cada una de las HA VRP y proteinas
recombinantes HA solas. Se analizan las respuestas humorales y celulares después de cada inmunizacion como se
ha descrito antes.

Los productos 2006-2007 TIV estan disponibles (Fluarix, GlaxoSmithKline; Fluzone, Sanofi; y Fluvirin, Chiron). TIV
(100, 500 y 1000 ng equivalentes) se mezcla con VRP (p. ej. 1e5, 1e6, 5e6 Ul) y se hace el seguimiento de la
infectividad de las VRP usando células Vero permisivas.

Se cree que las preparaciones de proteinas recombinantes adquiridas para usar en los experimentos descritos en la
presente memoria contienen compuestos adyuvantes convencionales.

En algunas construcciones, se lleva a cabo el control de la expresion de acidos nucleicos a nivel de traduccion,
introduciendo un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) corriente abajo del promotor, p. ej., el promotor
subgenomico 26S de alfavirus, y corriente arriba de la secuencia codificante, p. €j., para la secuencia heteréloga o
una proteina estructural de alfavirus, a traducir. El elemento IRES se coloca de forma que dirige la traduccion del




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2517 869 T3

ARNm, de modo que minimiza, limita o previene el inicio de la traduccion del ARNm de la estructura de metil-7-
guanosina (5’ )pppN presente en el extremo 5 del ARNm sugendmico (el “casquete”). Estas construcciones dan
como resultado que el IRES controla la traduccidon de una secuencia heterdloga independientemente de la
transcripcion dirigida por el promotor. Se pueden usar IRES de muchas fuentes diferentes, incluyendo elementos
IRES viricos de picornavirus, p. €j., poliovirus (PV) o el enterovirus 71 humano, p. €j. las cepas 7423/MS/87 y BrCr
del mismo; de virus de encefalomiocarditis (EMCV); de virus de la enfermedad de la fiebre aftosa (FMDV); de
flavivirus, p. ej., virus de la hepatitis C (HCV); de pestivirus, p. €j., virus de la fiebre porcina clasica (CSFV); de
retrovirus, p. €j., virus de leucemia murina (MLV); de antivirus, p. €j., virus de inmunodeficiencia simio (SIV); de
elementos IRES de ARNm celular tales como aquellos de factores de inicio de la traduccion, p. €j., elF4G o DAPS5;
de factores de transcripcion, p. €j., c-Myc o factor de represion de NF-kB (NRF); de factores de crecimiento, p. €j.,
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) y factor de
crecimiento derivado de plaquetas B (PDGF B); de genes homedticos, p. e€j., Antennapedia; proteinas de
supervivencia, p. €j., inhibidor de apoptosis ligado al cromosoma X (XIAP) o Apaf-1; de chaperonas, p. €j., proteina
BiP de union a la cadena pesada de inmunoglobulina, virus de plantas, asi como cualesquiera otros elementos IRES
conocidos ahora o mas adelante.

La siguiente discusion y definiciones se proporcionan para mejorar la claridad de la presente descripcion para un
experto en la técnica pertinente.

En el contexto de la presente solicitud, nm significa nanémetros, ml significa mililitros, VEE significa el virus de la
encefalitis equina venezolana, EMC significa virus de la encefalomiocarditis, BHK significa células de rifién de cria
de hamster, HA significa el gen de la hemaglutinina, GFP significa gen de la proteina verde fluorescente, FACS
significa separador de células activadas por fluorescencia, IRES significa sitio de entrada interno al ribosoma, ufp
significa unidades formadoras de placa, Ul significa unidades infecciosas, y FBS significa suero bovino fetal. La
expresion “numero de aminoacido (p. €j., Lys, Thr, etc.) de E2” indica el aminoacido designado en el resto designado
de la proteina E2, y también se usa para referirse a aminoacidos en restos especificos en las proteinas E3 o E1.

Como se usa en la presente memoria, el término “alfavirus” tiene su significado convencional en la técnica, e incluye
las diferentes especies tales como virus VEE, virus del bosque SemLiki (SFV), virus Sindbis, virus de Ross River,
virus de la encefalitis equina occidental, virus de la encefalitis equina oriental, virus de Chikungunya, S.A. AR86,
virus Everglades, virus Mucambo, virus del bosque Barmah, virus Middleburg, virus O’nyong-nyong, virus Getah,
virus Sagiyama, virus Bebaru, virus Mayaro, virus Una, virus Aura, virus Whataroa, virus Babanki, virus Kyzylagach,
virus Highlands J, virus Fort Morgan, virus Ndumu y virus Buggy Creek. Los alfavirus preferidos usados en las
construcciones y métodos son VEE, SA AR86, Sindbis (p. ej. TR339, véase la patente de EE.UU. n° 6.008.035), y
SFV.

”

Las expresiones “secuencia de reconocimiento de replicacion de alfavirus 5 y “secuencia de reconocimiento de
replicacién de alfavirus 3" se refiere a las secuencias encontradas en los alfavirus, o secuencias derivadas de las
mismas, que son reconocidas por proteinas replicasa no estructurales de alfavirus y llevan a la replicacion del ARN
virico. Estas se denominan a veces como los extremos 5’ y 3’, o secuencias 5’ y 3’ de alfavirus. El uso de estos
extremos 5 y 3’ da como resultado la replicacion de la secuencia de ARN codificada entre los dos extremos. La
secuencia de reconocimiento de replicaciéon de alfavirus 3’ encontrada en el alfavirus tipicamente es de
aproximadamente 300 nucledtidos de longitud, que contiene una secuencia de reconocimiento de replicacion 3’
minima mejor definida. La secuencia de reconocimiento de replicacion 3’ minima, conservada entre los alfavirus, es
una secuencia de 19 nucleotidos (Hill et al. 1997. J. Virology 71: 2693-2704, 1997). Estas secuencias se pueden
modificar por técnicas de biologia molecular convencionales para minimizar mas el potencial para la recombinacion
o para introducir sitios de clonacién, con la condicién de que deben ser reconocidas por la maquinaria de replicaciéon
del alfavirus.

La expresion “secuencia de reconocimiento de replicacion de alfavirus 5 minima” se refiere a la secuencia minima
que permite el reconocimiento por proteinas no estructurales del alfavirus, pero que no da como resultado el
empaquetamiento/recombinacion  significativa de moléculas de ARN que contienen la secuencia. El
empaquetamiento/recombinacion de los auxiliares se puede evaluar por diferentes métodos, p. €j., el método
descrito por Lu and Silver. 2001. J. Virol. Methods 91(1): 59-65).

” o« n o«

Las expresiones “replicon de ARN de alfavirus”, “ARN replicén de alfavirus”, “replicon de vector de ARN de alfavirus”
y “vector de ARN replicén” se usan de forma intercambiable para referirse a una molécula de ARN que expresa
genes de proteinas no estructurales de modo que puede dirigir su propia replicacion (amplificaciéon) y comprende,
como minimo, secuencias de reconocimiento de replicacion de alfavirus 5’ y 3’ (qQue pueden ser las secuencias
minimas, como se han definido antes, pero pueden ser alternativamente las regiones enteras de los alfavirus),
secuencias codificantes para las proteinas no estructurales de alfavirus, y un tramo de poliadenilacion. Ademas
puede contener uno o mas elementos para dirigir la expresion, que significa la transcripcion y traduccion junta y/o
separada de una secuencia de ARN heterdloga. También se puede disefiar para expresar proteinas estructurales de
alfavirus. Johnston et al., Polo et al. (citado en los antecedentes), Smith et al (publicacion de patente internacional
WO 2004/085660) y Smith et al. (patente de EE.UU. n° 7.045.335) describen numerosas construcciones para dichos
replicones de ARN de alfavirus, y dichas construcciones se incorporan en la presente memoria por referencia.
Realizaciones especificas de los replicones de ARN de alfavirus pueden contener una o mas mutaciones de
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atenuacion, siendo una mutaciéon atenuante una eliminacion, adicion o sustitucion de nucleétido, de uno o mas
nucledtidos, o una mutacion que comprende la reorganizacion o construccion quimérica que da como resultado la
pérdida de virulencia en un virus vivo que contiene la mutacién comparado con el alfavirus natural adecuado. Los
ejemplos de una sustitucion de nucleétido de atenuacion (que produce un cambio de aminoacido en el replicon)
incluyen una mutacioén en la posicion del aminoacido 538 de nsP1, posicidon del aminoacido 96 de nsP2, o posicion
del aminoacido 372 de nsP2, en el alfavirus S.A.SR86, y un ejemplo de una mutaciéon atenuante en la region no
codificante del acido nucleico replicén es la sustituciéon de A o C en el nucleétido 3 en el VEE.

Las expresiones “proteina/proteinas estructurales de alfavirus” se refieren a una o una combinacion de las proteinas
estructurales codificadas por alfavirus. Estas son producidas por el virus como una poliproteina y se representan en
general en la bibliografia como C-E3-E2-6k-E1. E3 y 6k sirven como sefiales de translocacién/transporte de
membrana para las dos glicoproteinas E2 y E1. Por lo tanto, el uso del término E1 en la presente memoria se puede
referira E1, E3-E1, 6k-E1, o E3-6k-E1, y el uso del término E2 en la presente memoria se puede referir a E2, E3-E2,
6k-E2, o E3-6k-E2. Las mutaciones de atenuacién se pueden introducir en una cualquiera o mas de las proteinas
estructurales de alfavirus.

Las expresiones “auxiliar(es)” o “construccion(es) auxiliar(es)” se refiere a una molécula de acido nucleico que es
capaz de expresar una o mas de las proteinas estructurales de alfavirus. Johnston et al., Polo et al. (citado en los
antecedentes), Smith et al (publicacion de patente internacional WO 2004/085660) y Smith et al. (patente de EE.UU.
n® 7.045.335) describen numerosas construcciones auxiliares Utiles para expresar proteinas estructurales de
alfavirus en la produccién de ARP.

Las expresiones “célula auxiliar’ y “célula de empaquetamiento” se usan de forma intercambiable en la presente
memoria y se refieren a la célula en la que se producen las particulas de replicones de alfavirus. La célula auxiliar
comprende un conjunto de auxiliares que codifican una o mas proteinas estructurales de alfavirus. Como se describe
en la presente memoria, los auxiliares pueden ser ARN o ADN. La célula puede ser cualquier célula que es
permisiva a alfavirus, es decir, células que son capaces de producir particulas de alfavirus tras la introduccién de un
trascrito de ARN virico. Las células permisivas a alfavirus incluyen, pero no se limitan a células Vero, de rifién de
cria de hamster (BHK), 293, 293T, fibroblastos de embrién de pollo (CEF), y de ovario de hamster chino (CHO). Los
acidos nucleicos que codifican proteinas estructurales de alfavirus pueden estar presentes en la célula auxiliar de
forma transitoria o por integracion estable en el genoma de la célula auxiliar. El o los acidos nucleicos que codifican
las proteinas estructurales de alfavirus que se usan para producir particulas de alfavirus pueden estar bajo el control
de promotores constitutivos y/o inducibles. En una realizacion, las secuencias que codifican proteinas estructurales
de alfavirus se pueden proporcionar en un solo ADN auxiliar (véase la patente de EE.UU. n° 7.045.335).
Alternativamente, la funcién del auxiliar se puede proporcionar mediante dos construcciones auxiliares que
comprenden un elemento IRES en el que la traduccién de estas secuencias codificantes puede ser controlada por la
actividad de un elemento del IRES. En dichas realizaciones, el elemento del IRES puede ser activo en el tipo de
célula auxiliar especifica y no activo o minimamente activo en otros tipos de células. En realizaciones particulares,
las células auxiliares comprenden secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas estructurales de alfavirus
en una combinacién y/o cantidad suficiente para producir particulas de alfavirus como se describen en la presente
memoria, cuando se introduce un acido nucleico replicon recombinante en la célula en condiciones por las cuales se
producen las proteinas estructurales de alfavirus y el acido nucleico replicon recombinante se empaqueta en
particulas de alfavirus.

» o«

Las expresiones “particulas de replicones de alfavirus”, “particulas de replicones de virus” o “particulas de alfavirus
recombinantes”, usadas de forma intercambiable en la presente memoria, significan un complejo estructural de tipo
virién que incorpora un ARN replicon de alfavirus que expresa una o mas secuencias de ARN heterologas.
Tipicamente, el complejo estructural de tipo virién incluye una o mas proteinas estructurales de alfavirus insertadas
en una envoltura lipidica que encierra una nucleocapside que a su vez encierra el ARN. La envuelta lipidica
tipicamente deriva de la membrana plasmatica de la célula en la que se producen las particulas. Preferiblemente, el
ARN replicon de alfavirus esta rodeado por una estructura de nucleocapside compuesta de la proteina de capside
del alfavirus y las glicoproteinas del alfavirus estan insertadas en la envuelta lipidica derivada de la célula. Las
proteinas estructurales y el ARN replicon pueden proceder del mismo o de diferentes alfavirus. En una realizacion
especifica, el ARN replicon y las proteinas estructurales se basan en una cepa de VEE atenuada, p. €j., véase Smith
et al., publicacién de patente de EE.UU. 2005-0266550. En otra realizacion especifica el ARN replicén procede de
VEE vy las proteinas estructurales proceden de virus Sindbis (véase, p. €j., Dubensky et al., patente de EE.UU. n°
6.376.236). Las particulas de replicones de alfavirus son infecciosas pero de propagacion defectuosa, es decir, el
ARN replicdn no puede propagarse mas alla de la célula hospedante que infectaron inicialmente las particulas, en
ausencia de acido o acidos nucleicos auxiliares que codifiquen las proteinas estructurales de alfavirus.

Se usa un promotor para dirigir la transcripcion del ARN a partir del ADN, es decir, una ARN polimerasa dirigida por
ADN, para producir el replicon de alfavirus y acidos nucleicos auxiliares. En el presente contexto, un promotor es
una secuencia de nucledtidos reconocida por una polimerasa y suficiente para producir la transcripcion de una
secuencia asociada (corriente abajo). En algunas realizaciones, el promotor es constitutivo (véase mas adelante).
Alternativamente, el promotor puede estar regulado, es decir, que no actia de forma constitutiva, para producir la
transcripcion de la secuencia asociada. Si es inducible, hay secuencias presentes que median la regulacion de la
expresion de modo que la secuencia asociada es transcrita solo cuando (i) una molécula de inductor esta presente
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en el medio en o sobre el que se cultivan las células, o (ii) las condiciones a las que se exponen las células cambian
para ser condiciones inductoras. En el presente contexto, una secuencia reguladora de la transcripcion incluye una
secuencia promotora y puede ademas incluir secuencias activas en cis para la expresion regulada de una secuencia
asociada en respuesta a sefales del entorno.

En algunas realizaciones del replicon y los ARN auxiliares, la transcripcion y la traduccidon son controlados por
separado por diferentes elementos reguladores. El replicon contiene un promotor que dirige la transcripcion; un
elemento IRES; y una secuencia codificante (p. €j., para una proteina inmundgena heterdloga o fragmento), en el
que el elemento IRES esta operativamente situado de modo que la traduccién de la secuencia codificante es por un
mecanismo independiente del casquete dirigido por el elemento IRES y no por un mecanismo dependiente del
casquete. El término “transcripcion” como se usa en la presente memoria, incluye la produccion de ARN a partir de
un promotor subgendémico de alfavirus o un acido nucleico replicon recombinante, que puede ser el mismo una
molécula de ARN. Es decir, el promotor subgenémico en un replicon recombinante o molécula de ARN auxiliar
puede dirigir la transcripcion de un ARN mensajero que codifica un acido nucleico heterélogo de interés o una
proteina estructural de alfavirus. Por separado, el replicon recombinante o acido nucleico auxiliar, se puede
“replicar”, es decir, copiar desde la secuencia de reconocimiento de replicacion 5 por toda la secuencia de
reconocimiento de replicacion.

En las realizaciones del auxiliar de ARN y para producir el ARN replicon, se usa un promotor para sintetizar el ARN
en una reaccion de transcripcion in vitro, y los promotores especificos adecuados para este uso incluyen los
promotores de la ARN polimerasa de SP6, T7, y T3. En las realizaciones del ADN auxiliar, el promotor funciona
dentro de una célula para dirigir la transcripcion del ARN. Los potenciales promotores para la transcripcion in vivo de
la construccion incluyen promotores eucariotas tales como promotores de la ARN polimerasa |l, promotores de la
ARN polimerasa lll o promotores viricos tales como MMTV y MoSV LTR, region temprana de SV40, RSV o CMV.
Estan disponibles en la técnica muchos otros promotores de mamifero y viricos adecuados. Alternativamente, se
pueden usar promotores de ARN polimerasa dirigida por ADN de bacterias o bacteriéfagos, p. €j., SP6, T7, y T3,
para usar in vivo, proporcionando a la célula la ARN polimerasa de emparejamiento, mediante un plasmido
separado, vector de ARN o vector virico. En una realizacion especifica, la ARN polimerasa de emparejamiento se
puede transformar establemente en una linea de células auxiliares bajo el control de un promotor inducible.

Las construcciones de ADN que funcionan dentro de una célula pueden funcionar como plasmidos auténomos
transfectados en la célula o se pueden transformar de forma estable en el genoma. En estas realizaciones, el
promotor puede ser un promotor constitutivo, es decir, un promotor que cuando se introduce en una célula y se une
operativamente a una secuencia corriente abajo, dirige la transcripcion de la secuencia corriente abajo, tras la
introduccion en la célula, sin la necesidad de anadir moléculas inductoras o un cambio a las condiciones de
induccion. Alternativamente, el promotor puede ser inducible, de modo que la célula sélo produce ARN mensajero
funcional codificado por la construccion cuando la célula se expone al estimulo adecuado (inductor). Cuando se usa
un promotor inducible, las construcciones auxiliares se introducen en la célula de empaquetamiento de forma
simultanea con, antes de o después de la exposicion al inductor, y la expresidon de las proteinas estructurales de
alfavirus se produce cuanto estan presentes tanto las construcciones como el inductor. Alternativamente, las
construcciones disefiadas para funcionar dentro de una célula se pueden introducir en la célula mediante un vector
virico, p. ej., adenovirus, poxvirus, virus adenoasociados, SV40, retrovirus, nodavirus, picornavirus, virus de
estomatitis vesicular, y baculoviruses con promotores pol Il de mamifero.

Una vez que el transcrito de ARN (ARNm) que codifica los vectores de replicones de ARN o auxiliares esta presente
en la célula auxiliar (sea por procedimientos in vitro o in vivo, como se ha descrito antes), finalmente es traducido
para producir los polipéptidos o proteinas codificados. En algunas realizaciones, el replicon de vector de ARN se
transcribe in vitro desde un plasmido de ADN y después se introduce en la célula auxiliar por electroporacion.

El replicén de vector de ARN se disefia para que exprese una o mas secuencias codificantes heterélogas o ARN
funcional(es) de interés, también denominados en la presente memoria un ARN heterdlogo o secuencia heterdloga,
que en el presente contexto es la secuencia que codifica la proteina o polipéptido inmunégeno y que se puede
seleccionar de una amplia variedad de secuencias inmundgenas procedentes de virus, procariotas o eucariotas. Los
ejemplos de dichas secuencias heterdlogas inmundgenas incluyen, pero no se limitan a, inmundgenos (incluyendo
proteinas antigenas sintéticas o modificadas, nativas, péptidos, epitopos o fragmentos inmundgenos), proteinas de
fusion, antigenos de cancer o tumor, polipéptidos aberrantes asociados con una enfermedad, es decir, Alzheimer.
Las ARP que expresan dichas entidades inmundgenas se usan en combinacién con preparaciones inmundgenas
que no son de ARP. Dichas preparaciones pueden incluir un antigeno, un inmundégeno o polipéptido o péptido
inmunogeno, una proteina de fusidn, un péptido de fusion, un antigeno de cancer o tumor, un polipéptido aberrante
responsable de una enfermedad, p. ej., Alzheimer. Los ejemplos de dichos polipéptidos y péptidos inmunégenos
adecuados para proteger un sujeto contra una enfermedad, incluyen, pero no se limitan a enfermedades
microbianas, bacterianas, protozoarias, parasitarias y viricas. Estas preparaciones inmundgenas pueden estar en
forma de una proteina purificada o fragmentos de proteina extraidos de la fuente (es decir, el virus, procariota o
eucariota), o se pueden clonar y producir por técnicas recombinantes bien conocidos en la materia.

Cualquier aminoacido que aparece en las secuencias de aminoacidos a las que se hace referencia en la memoria
descriptiva tienen sus abreviaturas de tres letras y de una letra habituales usadas en la técnica: A, Ala, Alanina; C,
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Cys, Cisteina; D, Asp, acidos aspartico; E, Glu, acido glutamico; F, Phe, fenilalanina; G, Gly, Glicina; H, His,
Histidina; 1, lie, Isoleucina; K, Lys, Lisina; L, Leu, Leucina; M, Met, Metionina; N, Asn, Asparagina; P, Pro, Prolina; Q,
GIn, Glutamina; R, Arg, Arginina; S, Ser, Serina; T, Thr, Treonina; V, Val, Valina; W, Try, Triptéfano; Y, Tyr, Tirosina.

Como se usa en la presente memoria, la expresion dirigida por una secuencia particular es la transcripcion de una
secuencia asociada corriente abajo. Si es adecuado y conveniente para la secuencia asociada, el término expresion
también abarca la traduccion (sintesis de proteinas) del ARN transcrito o introducido. Alternativamente, se pueden
usar diferentes secuencias para dirigir la transcripcion y traduccion.

Las células permisivas a alfavirus son células que, tras la transfeccidon con un trascrito de ARN virico completo, son
capaces de producir particulas viricas. Los alfavirus tienen una amplia variedad de hospedantes. Los ejemplos de
células de empaquetamiento adecuadas incluyen, pero no se limitan a células Vero, de rifion de cria de hamster
(BHK), fibroblastos de embrion de pollo (CEF), DF-1, 293, 293T, de ovario de hamster chino (CHO) y células de
insecto.

Las frases “proteina estructural” o “proteina estructural de alfavirus” como se usan en la presente memoria, se
refieren a una o mas proteinas codificadas por alfavirus que son necesarias para el empaquetamiento del replicon
de ARN, y tipicamente incluyen la proteina de la capside, glicoproteina E1 y glicoproteina E2 en el alfavirus maduro
(algunos alfavirus, como el virus del bosque de Semliki, contienen una proteina adicional, E3, en el recubrimiento
maduro). La expresion “proteina(s) estructural(es) de alfavirus” se refiere a una o una combinacion de las proteinas
estructurales codificadas por alfavirus. Estas son sintetizadas (a partir del genoma virico) como una poliproteina y se
representan en general en la bibliografia como C-E3-E2-6k-E1. E3 y 6k sirven como sefiales de
translocacion/transporte de membrana para las dos glicoproteinas E2 y E1. Por lo tanto, el uso del término E1 en la
presente memoria se puede referir a E1, E3-E1, 6k-E1, o E3-6k-E1, y el uso del término E2 en la presente memoria
se puede referir a E2, E3-E2, 6k-E2, 0 E3-6k-E2.

Como se describe en la presente memoria, las proteinas estructurales de los alfavirus estan distribuidas entre una o
mas moléculas de acido nucleico auxiliares (p. €j., un primer ARN auxiliar (0 ADN) y un segundo ARN auxiliar (o
ADN)). Ademas, una o mas proteinas estructurales pueden estar situadas en la misma molécula que el acido
nucleico replicén, con la condicion de que al menos una proteina estructural sea eliminada del ARN replicon de
modo que el replicén y la particula de alfavirus resultante sean defectuosos en la replicaciéon. Como se usa en la
presente memoria, los términos “eliminado” o “eliminacién” significa la eliminacion total del segmento especificado o
la eliminacion de una parte suficiente del segmento especificado para hacer al segmento inoperativo o no funcional,
de acuerdo con el uso convencional. Véase, p. €]., la patente de EE.UU. n° 4.650.764 de Temin et al. La expresion
“replicacion defectuosa” como se usa en la presente memoria es sinénima de “propagacion defectuosa”, y significa
que las particulas producidas en una célula hospedante dada no pueden producir particulas progenie en la célula
hospedante, debido a la ausencia de la funcién del auxiliar, es decir, las proteinas estructurales de alfavirus
necesarias para el empaquetamiento del acido nucleico replicon. Sin embargo, el acido nucleico replicon es capaz
de replicarse a si mismo y ser expresado en la célula hospedante en la que se ha introducido.

Se describen métodos para la produccion econémica y eficaz de particulas con alto rendimiento en la patente de
EE.UU. n° 7.078.218, presentada el 18 de julio, 2006, asi como cepas y virus atenuados especificos utiles para la
expresion de una proteina antigena o polipéptido de interés.

La célula auxiliar, también denominada una célula de empaquetamiento, usada para producir las particulas de
alfavirus infecciosas de replicacion defectuosa, debe expresar o ser capaz de expresar suficientes proteinas
estructurales de alfavirus para empaquetar el acido nucleico replicon. Las proteinas estructurales se pueden producir
a partir de un conjunto de moléculas de ARN, tipicamente dos que son introducidas en la célula auxiliar
simultdaneamente con o antes de la introduccién del vector replicon. El primer ARN auxiliar incluye ARN que codifica
al menos una proteina estructural de alfavirus pero no codifica todas las proteinas estructurales de alfavirus. El
primer ARN auxiliar puede comprender ARN que codifica la glicoproteina E1 de alfavirus, pero no codifica la proteina
de la capside del alfavirus ni la glicoproteina E2 del alfavirus. Alternativamente, el primer ARN auxiliar puede
comprender ARN que codifica la glicoproteina E2 de alfavirus, pero no codifica la proteina de la capside del alfavirus
ni la glicoproteina E1 del alfavirus. En una realizacion adicional, el primer ARN auxiliar puede comprender ARN que
codifica la glicoproteina E1 de alfavirus y la glicoproteina E2 del alfavirus, pero no la proteina de la capside del
alfavirus. En una cuarta realizacién, el primer ARN auxiliar puede comprender ARN que codifica la capside del
alfavirus, pero no las glicoproteinaa del alfavirus. En una quinta realizacién, el primer ARN auxiliar puede
comprender ARN que codifica la capside y una de las glicoproteinas, es decir E1 o E2, pero no ambas.

En combinacién con uno cualquiera de estos primeros ARN auxiliares, el segundo ARN auxiliar codifica al menos
una proteina estructural de alfavirus no codificada por el primer ARN auxiliar. Por ejemplo, cuando el primer ARN
auxiliar codifica solo la glicoproteina E1 del alfavirus, el segundo ARN auxiliar puede codificar una o ambas de la
proteina de capside y la glicoproteina E2 del alfavirus. Cuando el primer ARN auxiliar codifica solo la proteina de la
capside del alfavirus, el segundo ARN auxiliar puede incluir ARN que codifica una o ambas de las glicoproteinas del
alfavirus. Cuando el primer ARN auxiliar codifica solo la glicoproteina E2 del alfavirus, el segundo ARN auxiliar
puede codificar una o ambas de la proteina de capside del alfavirus y la glicoproteina E1 del alfavirus. Cuando el
primer ARN auxiliar codifica tanto la capside como la glicoproteina E1 del alfavirus, el segundo ARN auxiliar puede
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incluir ARN que codifica una o ambas de la proteina de capside del alfavirus y la glicoproteina E2 del alfavirus.

En todos los acidos nucleicos auxiliares, se entiende que estas moléculas ademas comprenden secuencias
necesarias para la expresion (que abarcan sefiales de traduccion y cuando sea necesario, de transcripcion o
replicacion) de la secuencias de proteinas estructurales codificadas en las células auxiliares. Dicha secuencias
pueden incluir, por ejemplo, promotores (viricos, procariotas o eucariotas, inducibles o constitutivos), elementos
IRES, y secuencias de reconocimiento de replicasa virica 5’ y 3'. En el caso de los acidos nucleicos auxiliares que
expresan una o mas glicoproteinas, se entiende en la técnica, que esta secuencias son expresadas de forma
ventajosa con una secuencia lider o sefial en el extremo N de la region codificante de la proteina estructural en las
construcciones de acidos nucleicos. La secuencia lider o sefal se puede obtener de alfavirus, por ejemplo E3 o 6k, o
puede ser una secuencia heterdloga tal como un péptido sefial activador de plasminégeno tisular o una secuencia
sintética. Por lo tanto, como un ejemplo, un primer acido nucleico auxiliar puede ser una molécula de ARN que
codifica capside-E3-E1, y el segundo acido nucleico auxiliar puede ser una molécula de ARN que codifica capside-
E3-E2. Alternativamente, el primer ARN auxiliar puede codificar sélo la capside, y el segundo ARN auxiliar puede
codificar E3-E2-6k-E1. Adicionalmente, la sefial de empaquetamiento o “secuencia de encapsidacién” que esta
presente en el genoma virico, no esta presente en ninguno de los acidos nucleicos auxiliares. Preferiblemente, la
sefial de empaqguetamiento se elimina de todos los acidos nucleicos auxiliares.

Estos ARN auxiliares se pueden introducir en las células en una serie de formas. Pueden ser expresados a partir de
uno o mas casetes de expresion que se han transformado establemente en las células, estableciendo asi lineas
celulares de empaquetamiento (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. n°® 6.242.259). Alternativamente, los ARN se
pueden introducir como moléculas de ARN o ADN que pueden ser expresadas en la célula auxiliar sin integracion en
el genoma celular. Los métodos de introduccion incluyen electroporacion, vectores viricos (p. €j., SV40, adenovirus,
nodavirus, astrovirus), y transfeccion mediada por lipidos.

Una alternativa a los multiples ARN auxiliares es el uso de una sola molécula de ADN, que codifica todos los
polipéptidos necesarios para el empaguetamiento del ARN replicén virico en particulas de replicones de alfavirus
infecciosas. EI ADN auxiliar Unico se puede introducir en la célula de empaquetamiento por cualquier medio
conocido en la técnica, incluyendo, pero no limitado a electroporacion, transfeccion mediada por lipidos (lipofeccion),
vectores viricos (p. €j., adenovirus o SV40) o transfeccién mediada por fosfato de calcio. Preferiblemente, el ADN se
introduce por métodos basados en electroporacion. Tipicamente, el ADN se introduce por electroporacion en células
con una disminucién del voltaje y un aumento de la capacitancia, comparado con lo requerido para la absorcion de
ARN. En todas las electroporaciones, el valor para el voltaje y la capacitancia se deben ajustar para evitar destruir la
capacidad de las células de empaquetamiento (hospedantes) para producir particulas de alfavirus infecciosas.
Alternativamente, la funcién auxiliar en este formato y bajo un promotor inducible, se puede incorporar en el genoma
de las células de empaquetamiento antes de la introduccion/expresion del replicon de vector de ARN, y después
inducir con el estimulo adecuado justo antes, simultaneamente, o después de la introduccion del replicon de vector
de ARN.

Uno o mas de los acidos nucleicos que codifican las proteinas estructurales de alfavirus, es decir, la capside,
glicoproteina E1 y glicoproteina E2 o la construccion de replicén, pueden contener una o mas mutaciones de
atenuacion. Las frases “mutacion atenuante” y “aminoacido atenuante”, como se usan en la presente memoria,
significan una mutacién de nucledtidos (que puede estar o no en una region del genoma virico que codifica
polipéptidos) o un aminoacido codificado por una mutacion de nucleétido, que en el contexto de un virus vivo, da
como resultado una menor probabilidad de que el alfavirus produzca enfermedad en su hospedante (es decir, una
pérdida de virulencia), de acuerdo con la terminologia convencional en la técnica, véase, B. Davis, et al,
Microbiology 156-158, (42 ed. 1990), sea la mutacion una mutacién por sustitucion, o una mutacién por eliminacion o
adicién en el marco. La frase “mutacion atenuante” excluye las mutaciones que serian letales para el virus, salvo que
dicha mutacién se use en combinacién con una mutaciéon de “restauracién” que convierte al virus en viable, pero
atenuado. Los métodos para identificar mutaciones de atenuacion adecuadas en el genoma de alfavirus son
conocidos en la técnica. Olmsted et al. (1984; Science 225:424) describen un método de identificacion de
mutaciones atenuantes en el virus Sindbis seleccionando el crecimiento rapido en el cultivo celular. Johnston y Smith
(1988; Virology 162:437) describen la identificacion de mutaciones atenuantes en VEE aplicando presion selectiva
directa para la penetracion acelerada de células BHK. Las mutaciones atenuantes en alfavirus se han descrito en la
técnica, p. ej. White et al. 2001 J. Virology 75:3706; Kinney et al. 1989 Virology 70:19; Heise et al. 2000 J. Virology
74:4207; Bernard et al 2000 Virology 276:93; Smith et al 2001 J. Virology 75:11196; Heidner and Johnston 1994 J.
Virology 68:8064; Klimstra et al. 1999 J. Virology 73:10387; Glasgow et al. 1991 Virology 185:741; Polo and
Johnston 1990 J. Virology 64:4438; y Smerdou and Liljestrom 1999 J. Virology 73:1092.

En algunas realizaciones, los ARN replicones comprenden al menos una mutacién atenuante. En otras realizaciones
especificas, el o los acidos nucleicos auxiliares incluyen al menos una mutacion atenuante. En realizaciones que
comprenden dos moléculas de acido nucleico auxiliares, al menos una molécula incluye al menos una mutacion
atenuante, o ambas pueden codifican al menos una mutacién atenuante. Alternativamente, el acido nucleico auxiliar,
o al menos uno del primero o el segundo acido nucleico auxiliar incluye al menos dos, o multiples, mutaciones
atenuantes. Las mutaciones atenuantes adecuadas dependen del alfavirus usado. Por ejemplo, cuando el alfavirus
es el VEE, las mutaciones atenuantes adecuadas se pueden seleccionar del grupo que consiste en codones en la
posicion de aminoacido 76 de E2 que especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente lisina, arginina, o
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histidina como el aminoacido 76 de E2; codones en la posicién de aminoacido 120 de E2 que especifican un
aminoacido atenuante, preferiblemente lisina como el aminoacido 120 de E2; codones en la posiciéon de aminoacido
209 de E2 que especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente lisina, arginina o histidina como el aminoacido
209 de E2; codones en el aminoacido 272 de E1 que especifican una mutacién atenuante, preferiblemente treonina
o serina como el aminoacido 272 de E1; codones en el aminoacido 81 de E1 que especifican una mutacion
atenuante, preferiblemente isoleucina o leucina como el aminoacido 81 de E1; y codones en el aminoacido 253 de
E1 que especifican una mutacién atenuante, preferiblemente serina o treonina como el aminoacido 253 de E1. Las
mutaciones atenuantes adicionales incluyen mutaciones de eliminaciones o sustitucion en el dominio de escision
entre E3 y E2 de modo que la poliproteina E3/E2 no es escindida; esta mutacién en combinacién con la mutacion en
E1-253 es una cepa atenuada de ejemplo. Igualmente, se pueden usar mutaciones presentes en las cepas de
vacunas vivas existentes, p. €j., la cepa TC83 (véase Kinney et al., 1989, Virology 170:19-30, en particular la
mutacion en el nucledtido 3).

Cuando el alfavirus es el Arbovirus sudafricano n° 86 (S.A. AR86), las mutaciones de atenuacién adecuadas se
pueden seleccionar del grupo que consiste en los codones en la posicion de aminoacido 538 de nsP1 que
especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente isoleucina como el aminoacido 538 de nsP1; codones en la
posicion de aminoacido 304 de E2 que especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente treonina como la
posicion de aminoacido 304 de E2; codones en la posicién de aminoacido 314 de E2 que especifican un aminoacido
atenuante, preferiblemente lisina como el aminoacido 314 de E2; codones en la posicidon de aminoacido 376 de E2
que especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente alanina como el aminoacido 376 de E2; codones en la
posicion de aminoacido 372 de E2 que especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente leucina como el
aminoacido 372 de E2; codones en la posicidon de aminoacido 96 de nsP2 que especifican un aminoacido atenuante,
preferiblemente glicina como el aminoacido 96 de nsP2; y codones en la posicién de aminoacido 372 de nsP2 que
especifican un aminoacido atenuante, preferiblemente valina como el aminoacido 372 de nsP2. Las mutaciones
atenuantes adecuadas Utiles en las realizaciones en las que se usan alfavirus son conocidas por los expertos en la
materia.

Las mutaciones atenuantes se pueden introducir en el ARN llevando a cabo mutagénesis dirigidas en el ADNc que
codifica el ARN, de acuerdo con procedimientos conocidos. Véase, Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488
(1985), cuya descripcion se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Alternativamente, las
mutaciones se pueden introducir en el ARN por sustitucion de fragmentos de restriccion homologos en el ADNc que
codifica el ARN, de acuerdo con procedimientos conocidos, o en copias de ADNc usando métodos de reacciéon en
cadena de la polimerasa mutagénicos.

Se conocen métodos para la preparacion de particulas de replicones de alfavirus, altamente inmundgenas, de
propagacion defectuosa, infecciosas, con altos rendimientos. En las particulas de replicones de alfavirus (ARP), un
vector de alfavirus, denominado en la presente memoria un replicon, se disefia para que contenga y exprese uno o
mas genes de interés, donde al menos un gen de interés es inmundgeno. El vector replicon de alfavirus puede
proceder de cualquier alfavirus, tal como el virus de la encefalitis equina venezolana (VEE), virus Sindbis, p. €j., la
cepa TR339, Arbovirus sudafricano n° 86, y virus del bosque de Semliki, entre otros. Después, el vector se introduce
en células en cultivo que permiten la replicacion de alfavirus y en las que también son expresadas las proteinas
estructurales de los alfavirus, de modo que el vector se empaqueta mediante proteinas estructurales en ARP que
finalmente son liberadas de la célula. La patente de EE.UU. n° 7.078.218 proporciona métodos eficaces para
preparar particulas de replicones de alfavirus, altamente inmundgenas, de propagacion defectuosa, infecciosas, con
altos rendimientos.

Los expertos en la técnica reconocen que las secuencias codificantes pueden variar debido a la degeneracion del
codigo genético y el uso de codones. Todas las secuencias sindnimas que codifican el antigeno u otro polipéptido o
proteina de interés, estan incluidas dentro del alcance de esta solicitud.

Adicionalmente, los expertos en la técnica reconocen que pueden aparecer variaciones alélicas en las secuencias
codificantes que no cambian significativamente la actividad de las secuencias de aminoacidos de los péptidos que
esas secuencias codifican. Todas dichas secuencias de ADN equivalentes estan incluidas dentro del alcance de
esta solicitud y la definicion de un promotor.

Las técnicas convencionales de clonacion, aislamiento de ADN, amplificacion y purificacion, para reacciones
enzimaticas que implican ADN ligasa, ADN polimerasa, endonucleasas de restriccion y similares, y diferentes
técnicas de separacion, son los conocidos y usados habitualmente por los expertos en la técnica. Se describen una
serie de técnicas convencionales en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, Second Edition, Cold Spring Harbor
Laboratory, Plainview, New York; Maniatis et al. (1982) Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainview,
New York; Wu (ed.) (1993) Meth. Enzymol. 218, Part I; Wu (ed.) (1979) Meth. Enzymol. 68; Wu et al. (eds.) (1983)
Meth. Enzymol. 100 and 101; Grossman and Moldave (eds.) Meth. Enzymol. 65; Miller (ed.) (1972) Experiments in
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York; Old and Primrose (1981)
Principles of Gene Manipulation, University of California Press, Berkeley; Schleif and Wensink (1982) Practical
Methods in Molecular Biology; Glover (ed.) (1985) DNA Cloning Vol | and I, IRL Press, Oxford, UK; Hames and
Higgins (eds.) (1985) Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, Oxford, UK; Setlow and Hollaender (1979) Genetic
Engineering: Principles and Methods, Vols. 1-4, Plenum Press, New York; y Ausubel et al. (1992) Current Protocols

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2517 869 T3

in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York, NY. Las abreviaturas y la nomenclatura, donde se usan, se
consideran convencionales en el campo y usadas habitualmente en revistas profesionales tales como las citadas en
la presente memoria.

Las formulaciones farmacéuticas, tales como vacunas u otras composiciones inmunégenas, comprenden una
cantidad inmundgena de particulas de replicones de alfavirus infecciosas, de propagacion defectuosa, o particulas
atenuadas, vivas, en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una “cantidad inmundgena” es una
cantidad de particulas de alfavirus infecciosas que es suficiente para provocar una respuesta inmunitaria en el SUJeto
al que se administra Ia formulacién farmaceutlca Se cree que es adecuada una cantidad de aproximadamente 10* a
aproximadamente 10° , en especial de 10%a 10® , unidades infecciosas, o ARP por dosis, dependiendo de la edad y la
especie del sujeto que se va a tratar. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a agua estéril exenta de pirdgenos y solucion salina fisioldgica estéril exenta de pirégenos. Los sujetos a los
que se pueden administrar cantidades inmundgenas de las particulas de replicones de alfavirus infecciosas, de
replicacion defectuosa, incluyen seres humanos y animales (p. €j., perro, gato, ganado, caballo, burro, ratén,
hamster, monos, cobayas, aves, huevos). La administracion puede ser por cualquier medio adecuado tal como
administracion intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, intranasal, intravaginal, intratecal, subcutanea o
intravenosa.

Se pueden incorporar una o mas moléculas inmunopotenciadoras, tales como quimioquinas y/o citoquinas, en las
composiciones inmunégenas que comprenden las particulas de replicones de alfavirus como se describe en la
presente memoria. Alternativamente, las composiciones inmunogenas pueden comprender particulas de replicones
de alfavirus que dirigen la expresion o una o mas quimioquinas y/o citoquinas en el paciente o animal al que se
administra la composicion. Las quimioquinas y/o citoquinas de ejemplo incluyen, sin limitacion, interleuquina-4,
interleuquina-12, interferén gamma, factor estimulador de colonias de granulocitos y macroéfagos, y ligando FLT-3.
Se entiende que la eleccion de la quimioquina y/o citoquina puede variar segun la neoplasia, parasito o patdgeno al
que se dirige para una respuesta inmunitaria. Alternativamente, se puede usar una ARP que expresa interleuquina-
12.

Las composiciones inmunogenas que comprenden ARP (que dirigen la expresion de la o las secuencias de interés
cuando las composiciones se administran a un ser humano o animal), se pueden formular por cualquiera de los
medios conocidos en la técnica. Dichas composiciones, en especial vacunas, tipicamente se preparan como
productos inyectables, sea como soluciones o suspensiones liquidas. También se pueden preparar formas sélidas
adecuadas para la disolucion o suspension en liquido antes de inyeccion. También son adecuadas las
preparaciones liofilizadas.

Los ingredientes inmunoégenos activos (las ARP) a menudo se mezclan con excipientes o vehiculos que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el principio activo. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se
limitan a agua estéril, disolucion salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similares y combinaciones de los mismos, asi
como estabilizantes, p. ., HSA y otras proteinas adecuadas y azucares reductores.

Ademas, si se desea, las vacunas pueden contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH, y/o adyuvantes que potencian la eficacia
de la vacuna. Los ejemplos de adyuvantes que se pueden ser eficaces incluyen, pero no se limitan a: hidréxido de
aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP); N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP
11637, denominado nor-MDP); N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, denominado MTP-PE); y RIBI, que contiene tres componentes extraidos
de bacterias, monofosforil-lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de pared celular (MPL+TDM+CWS) en una
emulsién de escualeno/Tween 80 al 2%. La eficacia de un adyuvante se puede determinar midiendo la cantidad de
anticuerpos dirigidos contra el producto inmundgeno de las ARP que resulta de la administracion del inmunégeno en
vacunas que estan compuestas también de diferentes adyuvantes. También se pueden usar dichas formulaciones
adicionales y modos de administraciéon como se conocen en la técnica.

Las composiciones inmundgenas (o bioldgicamente activas de otra forma) que contienen ARP se administran de una
forma compatible con la formulaciéon farmacéutica, y en una cantidad tal que sea profilactica y/o terapeutlcamente
eficaz. La cantidad que se va a administrar, que en general esta en el intervalo de aproximadamente 10* a
aprOX|madamente1O unidades infecciosas por ml en una dosis, depende del sujeto que se va a tratar, la via por la
que se administran las ARP, la inmunogenicidad del producto de expresion, los tipos de respuestas inmunitarias
efectoras deseadas, y el grado de proteccion deseado. Las cantidades exactas del principio activo necesarias para
ser administradas, pueden depender del criterio del médico, veterinario y otro profesional sanitario, y puede ser
particular para cada individuo, pero dicha determinacién se basa en la experiencia de dicho profesional.

La vacuna u otra composicion inmundgena se pueden dar en un régimen de una sola dosis o multiples dosis. Un
régimen de multiples dosis es uno en el que un ciclo primario de vacunacion puede incluir de 1 a 10 o mas dosis
separadas, seguido de otras dosis administradas en intervalos de tiempo posteriores segin sea necesario para
mantener y/o reforzar la respuesta inmunitaria, p. €., semanalmente o de 1 a 4 meses para una segunda dosis, y si
es necesario una dosis o dosis posteriores después de varios meses/anos.
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Las referencias citadas en la presente descripcion reflejan el nivel de experiencia en las técnicas relevantes.

" <110> Alphavax, Inc.
smith, Jonathan F.
Hubby, Bolyn
Copp, Laura
<120>  Particulas de replicones de alfavirus emparejadas con antigenos proteicos como
adyuvantes inmunologicos
<130> 139-06 wO
<140> no cedida
<141> 2007-09-12
<150> US 60/825,395
<151> 2006-09-12
<160> 5
<170> PatentIn versiéon 3.4
<210> 1
‘<21l> 27
<212> ADN
<213>  Artificial
<220>
<223>  Construccién sintética: oligonucleétido util como cebador.
<400> 1
ccttaattaa atgaagacta tcattgc 27
<210> 2
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial
<220> :
<223> Construccion sintética: oligonuclestido atil como cebador.
<400> 2
ttggcgegec tcaaatgcaa atgttg 26
<210> 3
<211> 25
<212> ADN
<213>  Artificial
<220>
<223> Construccién sintética: oligonucleétido Gtil como cebador.
<400> 3
cgtctagaat gaagactatc attgc 25
<210> 4
<21l> 31
<212> ADN
<213>  Artificial
<220>
<223> Construccién sintética: oligonucleétido atil como cebador.
<400> 4
Taaaatctag attaaatgca aatgttgcac cC 31

LISTA DE SECUENCIAS
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<210> 5
<211>= 1701
<212> ADN
<213> Afificial
<220>
<223>
a partir de ARN virico por tPCR
<400> 5
atrgaagacta tcattgcttt

aagctacatt

ggaaatgaca acagcacggc aacgctgtgce

atagtgaaaa
agttcctcaa
acactaatag
gacctttttg
tatgcctcoece
“ttcaattggg
aaaagtttct
aacgtgacta
ccggttacgg
tctaccaaaa
gatatctcca
attaacagca
agctcaataa
aatggaagca
tgtcccagat
gagaaacaaa
ggaatggrgg
"gcagatctca
atcgggaaaa
agaattcagg
gcggagcttc
aacaaactgt
ggttgtttca
acttatgacc
gttgagctga
trtttgettt

aggtgcaaca

caatcacgaa
caggtggaar
atgctctatt
ttgagcgcag
ttaggtcact
ctggagtcac
ttagtagatt
tgccaaacaa
acagtgacca
gaagccaaca
gcagaataag
caggaaatct
tgagatcaga
ttcccaatga
atgttaagca
ctagaggcat
acggttggta
aaagcactca
caaacgagaa
acctcgagaa
ttgtfgccct
ttgaaagacc
aaatatacca
atgatgtata
agtcaggata

gtgttgcttt

tttgcattta

tgaccaaatt
atgcgacagt
gggagaccct
caaagcctac
agttgcctca
tcagaatgga
gaattggttg
tgaaaaattt
aatcagccta
aactgtaatc
catctattgg
aattgctcct
tgcacccatt
caaaccattt
aaacactctg
atttggcgca
cggtttcagg
agcagcaatc
attccatcag
atatgttgag
ggaaaaccaa
aaagaagcaa
caaatgtgac
cagagatgaa
caaagattgg

gttggggttc

ctatgcctgg
cttgggcacc
gaagttacta
ccrcatcaga
cagtgtgatg
agcaactgtt
tccggcacac
acaagctctg
acccacttaa
gacaaattgt
tatgctcaag
ccgaatatcg
acaatagtaa
cggggttact
ggcaaatgca
caaaatgtaa
aaattggcaa
atcgcgggtt
catcaaaatt
aaccaaatca
attgaaaaag
gacactaaaa
catacaattg
ctgagggaaa
aatgcctygca
gcattaaaca
atcctatgga
atcatgtggg

18

tttictctca
atgcagtacc
atgctactga
tccttgatgg
gcttccaaaa
acccrtatga
tggagtttaa
cttgcaaaag
aatacaaata
acatttgggg
catcaggaag
gatatagacc
aaccgggaga
tcaaaatacg
attctgaatg
acaggatcac
cagggatgcg
tcatagaaaa
ctgagggcac
atgggaaact
aattctcaga
tagatctctg
atctaactga
atgctgagga
tagagtcaat
accggticca
tttectttge

cctgccaaaa

Construccion sintética: secuencia codificante de A/Wyoming/3/2003 generada

aaagcttecce
aaacggaacg
gctggttcag
agaaaactgc
taagaaatgg
tgtgccggat
caatgaaagc
gagatctaat
cccagcattg
ggttcaccac
aatcacagtc
cagggtaagg
catacttttg
aagtgggaaa
catcactcca
atatggggcc
aaatgtacca
tggttgggag
aggacaagca
gaataggtta
agtagaaggg
gtcatacaac
ctcagaaatg
tatgggcaat
cagaaatgga
gatcaaaggt
catatcatgt

aggcaacatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1701
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REIVINDICACIONES

1.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana que expresan una proteina inmundgena,
para usar en la potenciacion de la respuesta inmunitaria contra la proteina inmundgena en un sujeto,

en donde las particulas se administran a dicho sujeto simultaneamente con la proteina inmundgena, o
en donde las particulas y la proteina inmundgena se administran simultaneamente a dicho sujeto y en el mismo sitio.

2.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la via de administracion es subcutanea, intradérmica, intramuscular, intranasal, intraperitoneal, gastrointestinal,
rectal, vaginal o por la mucosa respiratoria.

3.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacion 1, en donde
la dosis de particulas de replicones de alfavirus es al menos 1 x 10* unidades infecciosas por ml, medido por ensayo
en cultivo celular permisivo a alfavirus.

4.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 3, en donde
la dosis de particulas de replicones de alfavirus es al menos 1 x 10° unidades infecciosas por ml, medido por ensayo
en cultivo celular permisivo a alfavirus; en donde opcionalmente, la dosis de particulas de replicones de alfavirus es
al menos 1 x 10° unidades infecciosas por ml, medido por ensayo en cultivos celulares permisivos a alfavirus.

5.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacion 1, en donde
la dosis de proteina inmundgena usada es al menos 3 veces menor que la dosis de dicha proteina inmunoégena
requerida para proporcionar inmunizacién eficaz en ausencia de particulas de replicones de alfavirus que expresan
dicha proteina inmundgena; en donde, opcionalmente, la dosis de proteina inmundgena usada es al menos 5 veces
menor que la dosis de dicha proteina inmundgena requerida para proporcionar inmunizacion eficaz en ausencia de
particulas de replicones de alfavirus que expresan dicha proteina inmundgena.

6.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la respuesta inmunitaria es una respuesta humoral y la potenciacion es al menos de 5 veces.

7.- Una composicion de vacuna que comprende (a) proteina purificada y (b) particulas de replicones de virus de la
encefalitis equina venezolana, capaces de expresar dicha proteina.

8.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicaciéon 1 o la
composicion de vacuna de la reivindicacion 7, en donde la proteina es una proteina del virus influenza; en donde,
opcionalmente, dicha proteina del virus influenza es una hemaglutinina o una neuraminidasa.

9.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacion 1, en donde
la proteina inmundgena es un antigeno proteico extraido de un microorganismo, virus, parasito, tumor o célula
tumoral.

10.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la proteina inmundgena se selecciona de una proteina, glicoproteina, lipoproteina, toxina, toxina atenuada, toxina
inactivada, virus, antigeno de célula cancerosa, proteina bacteriana o parte de la misma, toxina inactivada u otra
proteina bacteriana, proteina fungica o parte de la misma, hongo atenuado, hongo inactivado, parasito o proteina o
parte de la misma, proteina protozoaria o parte de la misma.

11.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la proteina inmundégena procede de sarampion, paperas, rubéola, sarampion, vaccinia, virus del herpes, o en donde
la proteina inmundgena se selecciona de toxinas de antrax (atenuadas) y antigenos de Bacillus anthracis, antigenos
de Yersinia pestis, toxina diftérica inactiva de Corynebacterium diphtheriae, toxina inactiva de Clostridium botulinum,
especies de Chlamydia, Mycobacterium tuberculosis, o en donde la proteina inmundgena es cualquier antigeno de
célula tumoral o cancerosa, opcionalmente seleccionado de antigenos HER2 y BRCA1, MART-1/MelanA, gp100,
tirosinasa, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, [beta]-catenina, MUM-1,
Caspasa-8, KIAA0205, HPVE&, SART-1, PRAME, antigenos p15 y p53, antigeno de tumor de Wilms, tirosinasa,
antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno prostatico especifico (PSA), antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA), antigeno de citoblastos prostaticos (PSCA), aspartil (asparaginil) [beta]-hidroxilasa humana
(HAAH), y EphA2.

12.- Particulas de replicones de virus de la encefalitis equina venezolana para el uso de la reivindicacién 1, en donde
la proteina inmundgena se selecciona de antigenos proteicos de tejidos tumorales y/o células cancerosas,
patdégenos y parasitos; opcionalmente de bacterias seleccionadas de Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae,
Salmonellae, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Streptococcus, Corynebacterium diphtheriae,
Staphylococcus, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, especies de Chlamydia,
Mycobacterium tuberculosis; opcionalmente de hongos seleccionados de Candida, Aspergillus; opcionalmente de
protozoos seleccionados de Giardia, Amoebae, tripanosomas, Plasmodium falciparium, Toxoplasma gondii,
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Cryptosporidium, Cryptococcus, y toxinas de plantas, animales, dinoflagelados, algas o bacterianas, o en donde la
proteina inmundgena es cualquier antigeno de célula tumoral o cancerosa, opcionalmente seleccionado de
antigenos HER2 y BRCA1, MART-1/MelanA, gp100, tirosinasa, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-1/2,
BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, [beta]-catenina, MUM-1, Caspasa-8, KIAA0205, HPVE&, SART-1, PRAME,
antigenos p15 y p53, antigeno de tumor de Wilms, tirosinasa, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno
prostatico especifico (PSA), antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), antigeno de citoblastos
prostaticos (PSCA), aspartil (asparaginil) [beta]-hidroxilasa humana (HAAH), y EphA2.
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