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DESCRIPCION

Vectores baculovirales con un promotor doble de vertebrado y baculovirus que controla un gen de fusion
inmunogénico

Campo técnico

La presente divulgacion proporciona un nuevo vector de transferencia, un baculovirus recombinante obtenido
mediante recombinacion homologa del vector de transferencia y un ADN baculoviral, y métodos para la produccion
de los mismos.

La presente divulgacion proporciona ademas productos farmacéuticos (p. €j., vacunas, y farmacos preventivos o
terapéuticos para enfermedades infecciosas tales como malaria y gripe) que contienen el baculovirus recombinante
como un principio activo.

Técnica anterior

Los baculovirus se han usado como un vector en métodos para producir industrialmente una proteina deseada
usando células de insecto. En los ultimos afos, se ha descubierto que los baculovirus pueden introducir un gen
extrafio no solo en células de insecto sino también en células de mamifero, y se ha descubierto la posibilidad de su
uso como un vector para introducir un gen terapéutico. EI Documento de Patente 1 divulga un vector de expresion
baculoviral recombinante que contiene multiples promotores independientes que comprenden un promotor derivado
de un gen temprano baculoviral, que tiene una regidon de ADN que contiene un gen que codifica una proteina no
estructural viral, y un promotor derivado de un gen tardio baculoviral, que tiene una region de ADN que contiene un
gen que codifica una proteina estructural viral.

El Documento de Patente 2 divulga un método que comprende introducir en células de mamifero un vector viral de
ADN no mamifero que contiene multiples promotores independientes controlados para expresar un gen extrafio
deseado conectado a los promotores; y que expresa el gen extrafio en las células de mamifero.

Ademas, el Documento de Patente 3 divulga un método para producir una proteina con tecnologia de recombinacion
génica usando un baculovirus. El método comprende expresar un gen de fusion obtenido al conectar el gen de gp64
baculoviral a un gen que codifica una proteina deseada para producir la proteina deseada en una forma fusionada
con particulas virales, recoger las particulas virales fusionadas con la proteina deseada y escindir la proteina
deseada de las particulas virales para recoger la proteina.

Con respecto a un sistema de expresion baculoviral, el Documento de Patente 4 divulga un vector de expresion
baculoviral recombinante que tiene multiples promotores independientes que contienen una primera secuencia de
acido nucleico que codifica un marcador de deteccion, que esta conectado, en una forma capaz de funcionar, a un
primer promotor que es activo en células hospedadoras e inactivo en células no aceptables, y una segunda
secuencia de acido nucleico que contiene una secuencia de acido nucleico extrafia, que esta conectada, de una
forma capaz de funcionar, a un segundo promotor que es activo en células no aceptables.

El Documento de Patente 5 divulga que un vector baculoviral recombinante que expresa antigeno de hemaglutinina
(HA) del virus de la gripe conectado a un promotor de CAG derivado de actina 8 de pollo tiene efectos de prevencion
de la infeccion por virus de la gripe y por lo tanto es util como una formulacién vacunal.

El Documento de Patente 6 divulga un método para producir un vector baculoviral que comprende la etapa de
cotransfectar en células de insecto un plasmido que contiene un promotor baculoviral y un promotor derivado de
células de mamifero que tiene conectado al mismo un gen que codifica una proteina expresable sobre la superficie
celular, o se ha conectado un plasmido que contiene dos promotores baculovirales que tienen conectado a los
mismos un gen que codifica una proteina expresable sobre la superficie celular.

El Documento de Patente 7 describe investigar una actividad contra el virus de la gripe, es decir, una actividad
contra la infeccion por el virus de la gripe, de un baculovirus recombinante que tiene ADNc de HA de virus de la
gripe incorporado en un promotor de CAG, y divulga que no solo el baculovirus recombinante sino también el
baculovirus natural tiene una actividad contra el virus de la gripe.

Como se muestra anteriormente, se han desarrollado en los Uultimos afos diversos vectores baculovirales
recombinantes, y se han hecho muchos intentos de desarrollar productos farmacéuticos para mamiferos que
contienen tal vector baculoviral recombinante como un principio activo.

En este campo técnico, se ha deseado el desarrollo de formulaciones farmacéuticas, particularmente formulaciones
vacunales que contienen, como un principio activo, un nuevo baculovirus recombinante, que es un vector baculoviral
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recombinante que tiene una nueva estructura y que es eficaz contra la malaria, la gripe, la tuberculosis, y
enfermedades infecciosas similares, o enfermedades tales como el cancer.

Documento de Patente 1: Patente japonesa N° 3366328, Multiple Promoter Baculovirus Expression System and
Defect Particle Products.

Documento de Patente 2: WO98/011243, Non-mammalian ADN Virus Having Modified Coating Protein.
Documento de Patente 3: JP N° 2002-235236-A, Methods of Producing Proteins.

Documento de Patente 4: JP N° 2003-284557-A, Novel Baculovirus-Transfecting Vector and Recombinant
Baculovirus for Expression of Foreign Gene.

Documento de Patente 5: W002/062381, Baculovirus Vector Vaccine.

Documento de Patente 6: W0O04/029259, Baculovirus Vector, Method of Producing Baculovirus Vector, and Method
of Introducing Gene.

Documento de Patente 7: JP N° 2005-15346-A, Baculovirus-containing Anti-viral Agent.
Documento de Patente 8: EP1983047 (2008-10-22) Disponible sélo como técnica anterior Articulo 54(3) EPC.
Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra los resultados de prueba de la expresion de antigenos vacunales procedentes de baculovirus
recombinantes de la presente invencion en células de insecto en el Ejemplo 3.

Detectado por el anticuerpo monoclonal gp64 (AcV5)
Carril 1: AcNPV-WT

Carril 2: AcNPV-CAP-PfCSP

Carril 3: AcNPV-CAP-HA1/Anhui

Carril 4: AcNPV-CAP-HA1/Vietham

La FIG. 2 (A) muestra un analisis de inmunotransferencia que muestra la expresion del gen CSP (PfCSP) de malaria
humana en particulas virales de baculovirus recombinantes producidos a partir de vectores de transferencia
recombinantes.

Detectado por el anticuerpo monoclonal Anti-PfCSP (2A10)
Carril 1: AcNPV-CAP-PfCSP

Carril 2: AcNPV-CAP-PfCSP/272

Carril 3: AcNPV-CAP-PfCSP/467

La FIG. 2 (B) muestra un analisis de inmunotransferencia que muestra la expresion del gen H5SN1/HA1 en particulas
virales de baculovirus recombinantes producidos a partir de vectores de transferencia recombinantes.

Detectado por el anticuerpo policlonal de conejo H5N1/Vietnam (IT-003-005)
Carril 1: AcNPV-WT (Lisado celular)

Carril 2: AcNPV-CAP-HA1/Anhui (Lisado celular)
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Carril 3: AcNPV-CAP-HA1/Vietnam (Lisado celular)
Carril 4: AcNPV-WT (Virién)

Carril 5: AcNPV-CAP-HA1/Vietnam (Virion)

Carril 6: Antigeno H5N1/Anhui purificado (IT-003-0053p)

La FIG. 3 muestra células HepG2 tefiidas con anticuerpo marcado fluorescentemente, que indica que un antigeno ha
sido expresado por un baculovirus recombinante que contiene un gen de fusion del gen PfMSP1 y el gen PfCSP en
las células HepG2. Los resultados de la FIG. 3 (A) confirmaron que se ha expresado un antigeno de PfCSP. Los
resultados de FIG. 3 (B) confirmaban que se ha expresado un antigeno de PfMSP-1+s.

La FIG. 4 muestra los resultados de la medida de titulos de anticuerpos obtenidos en el Ejemplo 6.
La FIG. 5 muestra los vectores de transferencia de la presente invencion.

Divulgacion de la invencion

Problemas a resolver por la invencién

Un objetivo de la presente divulgacion es proporcionar un nuevo vector de transferencia recombinante, un
baculovirus recombinante obtenido mediante recombinacion homadloga del vector de transferencia recombinante y un
ADN baculoviral, y métodos para la produccion de los mismos. Otro objetivo de la presente invencién es
proporcionar una preparacion farmacéutica como la reivindicada, particularmente una formulacién vacunal que
contiene el baculovirus recombinante como un principio activo.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores descubrieron un vector de transferencia que tiene una nueva estructura capaz de expresar
una proteina de fusion de una proteina que tiene una inmunogenicidad deseada o una proteina parcial de la misma
con una proteina estructural viral en células de insecto y en células de vertebrado (particularmente mamifero y ave);
y un baculovirus recombinante obtenido mediante la recombinacion homéloga del vector de transferencia y un ADN
baculoviral. Usando el baculovirus recombinante obtenido, los presentes inventores llevaron a cabo una
investigacion intensiva sobre productos farmacéuticos que contienen como un principio activo un baculovirus
recombinante que tiene efectos preventivos y terapéuticos sobre enfermedades infecciosas. Como resultado, los
inventores descubrieron que el baculovirus recombinante obtenido tiene los efectos farmacéuticos deseados.

Asi, los inventores de la presente invencion descubrieron un vector de transferencia recombinante que tiene una
nueva estructura, un baculovirus recombinante obtenido mediante la recombinacion homologa del vector de
transferencia y un ADN baculoviral, y métodos para la produccién de los mismos, y determinaron que el propio
baculovirus recombinante es util como un producto farmacéutico capaz de expresar una proteina que tiene la
inmunogenicidad deseada en células diana, y como un producto farmacéutico para prevenir enfermedades
infecciosas tales como malaria y gripe. La presente invencion se ha completado basandose en estos hallazgos.

La presente invencion proporciona las invenciones mostradas en los siguientes puntos 1 a 2:

[1] Una composicion farmacéutica que comprende un virus de nucleopoliedrosis de Autographa californica (AcNPV)
recombinante como un agente activo y, opcionalmente, un vehiculo farmacéuticamente aceptable,

en donde el AcNPV recombinante contiene una estructura génica que tiene un gen de fusion de

(A) un gen que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 19-373 de SEQ ID NO: 70
(Proteina de circumesporozoitos de Plasmodium falciparum; PfCSP), y

(B) un gen que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 21-512 de proteina de
particula viral gp64 (gp64) codificada en el genoma de AcNPV (N° de Registro del GenBank L22858) bajo el control
de un promotor doble que comprende promotor de poliedrina y promotor de CAG conectados entre si (CAP).

[2] Una composicion farmacéutica de [1], que es una vacuna para la malaria.

4
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También se divulgan en la presente:

Punto 1. Un vector de transferencia que es uno cualquiera de pCAP-PfCSP, pCAP-PfCSP/272, pCAP-PfCSP/467,
pCAP-PfCSP(A361E), pCAP-PfCSP(A361E)/272, pCAP-PfCSP(A361E)/467, pCAP-PfCSP-76, pCAP-PfCSP-76/467,
pCAP-PfCSP+209, pCAP-PfCSP+209/467, pCAP-PfCSP+76/209, pCAP-PfCSP+76/209/467, pCAP-HA1/Anhui,
pCAP-HA1/Anhui/272, pCAP-HA1/Anhui/467, pCAP-HA1/Vietnam, pCAP-HA1/Vietham/51, pCAP-HA1/Vietnam/101,
pCAP-HA1/Vietnam/154, pCAP-HA1/Vietnam/201, pCAP-HA1/Vietnam/272, pCAP-HA1/Vietnam/467, pCAP-AH/345,
pCAP-AH/345/467, pCAP-AH/410, pCAP-AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520, pCAP-
AH/520/467, pCAP-VN/346, pCAP-VN/346/467, pCAP-VN/410, pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-
VN/473/467, pCAP-VN/520, pCAP-VN/520/467, pCAP-CO/full, pCAP-CO/full/467, pCAP-CO/19, pCAP-CO/19/467,
pCAP-CO/76, pCAP-CO/76/467, pCAP-CO/205, pCAP-CO/205/467, pCA39-HA1/Anhui, pCA64-HA1/Anhui, pCA39-
PfCSP(A361E), pCA64-PfCSP(A361E), pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV, pCAP-CO/76/VSV, pCAP-
CO/205/VSV, pDual-Pfs25-PfCSP-gp64 y pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64.

Punto 2. Un baculovirus recombinante que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272,
AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-
PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-
CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-C0/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64.

Punto 3. Una composiciéon para enfermedades infecciosas que comprende el baculovirus recombinante del punto 2
como un principio activo.

Punto 4. Una composicién para enfermedades infecciosas que comprende el baculovirus recombinante del punto 2
como un principio activo, administrandose la composicion mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 5. Una vacuna que comprende el baculovirus recombinante del punto 2 como un principio activo.

Punto 6. Una vacuna que comprende el baculovirus recombinante del punto 3 como un principio activo,
administrandose la composicién mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 7. Un agente terapéutico o preventivo para la infeccion por el virus de la gripe, que comprende como un
principio activo uno cualquiera de AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-
HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-
CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/272, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467,
AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-
VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-
CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui y AcNPV-CA64-
HA1/Anhui.

Punto 8. Un agente terapéutico o preventivo para la infecciéon por el virus de la gripe segun el punto 7, que se
administra mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 9. Una vacuna contra la infeccién por el virus de la gripe, que comprende como un principio activo uno
cualquiera de AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-
AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-
CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467,
AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-
VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui y AcNPV-CA64-HA1/Anhui.
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Punto 10. Una vacuna contra la infeccion por el virus de la gripe segun el punto 7, que se administra mediante la via
intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 11. Un agente terapéutico o preventivo para la infeccion por malaria humana, que comprende como un
principio activo uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-
CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76,
AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209,
AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-
CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-
CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-
CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP-gp64.

Punto 12. Un agente terapéutico o preventivo para la infeccion por malaria humana segun el punto 11, que se
administra mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 13. Un agente terapéutico o preventivo para la infeccion por malaria humana, que comprende como un
principio activo uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-
CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76,
AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209,
AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-
CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-
CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-
CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64, y AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP-gp64.

Punto 14. Un agente terapéutico o preventivo para la infeccion por malaria humana segun el punto 13, que se
administra mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 15. Un método para prevenir la infeccion por malaria o gripe o para tratar malaria o gripe, que comprende
administrar a un sujeto una cantidad eficaz del baculovirus recombinante del punto 2, la composicion para
enfermedades infecciosas del punto 3 o 4, o la vacuna del punto 5, 6, 9, 10, 13 0 14.

Punto 16. Un método segun el punto 15, en el que el baculovirus recombinante, la composicién o la vacuna se
administra al sujeto como una formulacién liposémica.

Punto 17. Un método segun el punto 15, en el que el baculovirus recombinante, la composicién o la vacuna se
administra al sujeto mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 18. Un método segun el punto 16, en el que el baculovirus recombinante, la composicién o la vacuna se
administra al sujeto mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 19. Un método de inmunoestimulacion que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz del
baculovirus recombinante del punto 2, la composicion para enfermedades infecciosas del punto 3 o0 4 o la vacuna del
punto 5, 6, 9, 10, 13 0 14.

Punto 20. Un método segun el punto 19, en el que el baculovirus recombinante, la composicién o la vacuna se
administra al sujeto como una formulacioén liposémica.

Punto 21. Un método segun el punto 19, en el que el baculovirus recombinante, la composicién o la vacuna se
administra al sujeto mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Punto 22. Un método segun el punto 20, en el que el baculovirus recombinante, la composicion o la vacuna se
administra al sujeto mediante la via intramuscular, respiratoria o nasal.

Efecto de la invencion

Segun la presente divulgacion, se proporcionan un nuevo vector de transferencia recombinante, un baculovirus
recombinante obtenido mediante la recombinacion homdloga del vector de transferencia recombinante y un ADN
baculoviral, y métodos para la produccion de los mismos. Los productos farmacéuticos que contienen el baculovirus
recombinante de la presente divulgacion como un principio activo son utiles como farmacos terapéuticos o
preventivos para enfermedades infecciosas tales como malaria y gripe, o como formulaciones de medicina celular y
vacunales.
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Mejor modo para llevar a cabo la invencién

Las abreviaturas utilizadas para los aminoacidos, péptidos, secuencias de bases y acidos nucleicos en la presente
memoria descriptiva se basan en las abreviaturas especificadas en la IUPAC-IUB Communication on Biochemical
Nomenclature, Eur. J. Biochem., 138: 9 (1984) y "Guideline for Preparing Specifications Including Base Sequences
and Amino Acid Sequences" (Oficina de Patentes) y las usadas cominmente en este campo técnico. En la presente
memoria descriptiva, la molécula de ADN puede incluir no solo ADN de doble hebra sino también ADN de una sola
hebra, es decir, una cadena de sentido y una cadena antisentido que constituyen el ADN de doble hebra, y no esta
limitada a la longitud completa de la misma. El polinucledtido (molécula de ADN) que codifica el gen extrafio
inmunogénico de la presente divulgacion abarca ADN de doble hebra que contiene ADN gendmico, ADN de una sola
hebra (cadena de sentido) que contiene ADNc y ADN de una sola hebra (cadena antisentido) que tiene una
secuencia complementaria a la cadena de sentido, ADN sintético, y fragmentos de los mismos, a menos que se
mencione otra cosa.

El polinucledtido o molécula de ADN usado en la presente no esta limitado en la regién funcional, y puede incluir al
menos uno de una regiéon de supresion de la expresion, una region codificante, una secuencia lider, un exén y un
intrén.

Ademas, ejemplos del polinucledtido incluyen ARN y ADN. El polipéptido que contiene una secuencia de
aminoacidos especifica y el polinucledtido que contiene una secuencia de ADN especifica incluyen fragmentos,
homadlogos, derivados y mutantes del polinucledtido.

Ejemplos de mutantes del polinucleétido, tales como ADN mutante, incluyen mutantes alélicos naturales; mutantes
artificiales; y mutantes que tienen eliminacion, sustitucion, adicidn y/o insercion. Sin embargo, se debe entender que
tales mutantes codifican polipéptidos que tienen sustancialmente la misma funcién que el polipéptido codificado por
el polinucleétido no mutado original.

En la presente invencién, el vector de transferencia se refiere a un plasmido para producir un baculovirus
recombinante que tiene una estructura en la que un gen de fusién, formado al conectar al menos un gen que codifica
una proteina capaz de ser un componente de particulas virales a al menos un gen extrafio inmunogénico, se
incorpora aguas abajo de un promotor doble que comprende dos promotores conectados, es decir, un promotor de
vertebrado (p. €j., un promotor de mamifero o un promotor de ave) y un promotor baculoviral.

En una realizacion preferible de la invencion, el gen extrafio inmunogénico esta situado aguas abajo del promotor
doble y aguas arriba del gen que codifica una proteina capaz de ser un componente de particulas virales. El
baculovirus recombinante de la presente divulgacion se usa como un principio activo de productos farmacéuticos o
vacunas para vertebrados. Ejemplos de vertebrados incluyen mamiferos tales como seres humanos, ganado bovino,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, monos, ratones, perros y gatos. Ejemplos de aves incluyen pollos, codornices,
gansos, patos silvestres, palomas, pavos, pintadas y loros.

En una realizacién, la presente divulgacion proporciona un vector de transferencia que contiene una nueva
estructura que tiene incorporado en ella un gen de fusién de un gen extrafio inmunogénico y un gen que codifica una
proteina membranaria viral que se puede expresar en células de insecto bajo el control de un promotor doble que
comprende un promotor de vertebrado y un promotor baculoviral conectados entre si. La cotransfeccion de este
vector de transferencia con un ADN baculoviral en células de insecto induce una recombinacion homadloga y de ese
modo produce un baculovirus recombinante que tiene incorporado en el mismo el gen de fusidén que se expresa bajo
el control de un promotor baculoviral en células de insecto y que puede producir una proteina de fusién capaz de ser
un componente de particulas virales brotadas.

En la presente invencién, cuando el baculovirus recombinante se administra a un vertebrado, una proteina de fusion
de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales brotadas con una proteina inmunogénica parece
funcionar como una vacuna acelular. Ademas, el baculovirus recombinante administrado al vertebrado entra en la
célula del vertebrado, y un antigeno de fusion con el antigeno extrafio inmunogénico deseado se produce a partir del
genoma viral en la célula del vertebrado, y funciona como una vacuna de ADN.

Asi, por ejemplo, cuando el baculovirus recombinante de la presente divulgacién se administra a un mamifero, una
proteina de fusion de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales con una proteina inmunogénica
se presenta como un antigeno sobre la superficie de las particulas virales, y una proteina de fusion de una proteina
capaz de ser un componente de particulas virales con una proteina inmunogénica se produce en la célula de
mamifero, y parece funcionar como un agente preventivo o terapéutico para enfermedades infecciosas, tales como
una infeccion viral, protozoaria y bacteriana, debido a su acciéon inmunopotenciadora.

El ADN baculoviral que se va a cotransfectar con el vector de transferencia puede ser un ADN baculoviral natural,
mutante o recombinante. Ejemplos de células hospedadoras que se van a cotransfectar incluyen células de insecto
tales como células de Spodoptera frugiperda.
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En la presente divulgacion, el gen extrafio inmunogénico se refiere a un gen que codifica la secuencia de
aminoacidos de una proteina antigénica usada como un inmunégeno en inmunoterapia, tal como una terapia
vacunal, para la prevencion y el tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como malaria y gripe. Ejemplos
especificos del mismo incluyen genes que codifican las secuencias de aminoacidos de proteinas, tales como
antigeno de malaria y antigeno del virus de la gripe.

El gen "extrafio" que se usa en la presente se refiere a un gen introducido desde fuera. Aunque el mismo gen esté
presente en la célula, el gen introducido desde fuera se denomina el gen "extrafio".

En la presente divulgacion, el gen que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina usada como el
inmunogeno no esta particularmente limitado, con tal de que el gen sea capaz de codificar la secuencia de
aminoacidos de una proteina antigénica que tiene inmunogenicidad contra una sustancia que provoca enfermedades
tales como enfermedades infecciosas. Ejemplos de genes que codifican la secuencia de aminoacidos de una
proteina antigénica que tiene inmunogenicidad son como sigue.

Ejemplos de genes que codifican la secuencia de aminoacidos de un antigeno de malaria incluyen genes que
codifican las secuencias de aminoacidos de antigeno superficial de esporozoitos CSP (proteina de
circumesporozoitos) de parasitos de malaria, proteina membranaria superficial de merozoitos MSP1 (proteina
superficial de merozoitos 1), antigeno S de malaria secretado de eritrocitos infectados con malaria, proteina PFEMP1
presente en los nudos de eritrocitos infectados con malaria, proteina SERA, proteina TRAMP, proteina AMA1 y
proteinas similares.

Ejemplos de genes que codifican las secuencias de aminoacidos de antigenos del virus de la gripe incluyen genes
que codifican las secuencias de aminoacidos de antigeno de HA (antigeno de hemaglutinina), antigeno de NA
(antigeno de neuraminidasa), antigeno de M2 (antigeno de proteina de matriz), antigeno de NP (antigeno de
nucleoproteina) y proteinas similares.

De los genes de vertebrado, ejemplos de genes de mamifero incluyen genes que codifican las secuencias de
aminoacidos de proteinas antigénicas de enfermedades infecciosas en seres humanos, ganado bovino, caballos,
cerdos, ovejas, monos, ratones, perros y gatos. Ejemplos de genes aviares incluyen genes de antigeno (p. €j.,
antigeno de HA de la gripe aviar) de enfermedades infecciosas de pollos, patos silvestres, palomas, pavos, pintadas
y loros.

Se ha informado que genes patdgenos cuya asociacion con enfermedades infecciosas en los mamiferos y las aves
que se mencionan anteriormente estan facilmente disponibles de instituciones que almacenan datos publicos
registrados sobre genes patdgenos, tales como Genbank.

La presente divulgaciéon puede proporcionar un vector de transferencia que tiene tal gen extrafio inmunogénico y un
baculovirus recombinante obtenido mediante la recombinacion homologa del vector de transferencia. Por otra parte,
la presente invencion puede proporcionar una composicion farmacéutica como la reivindicada que contiene como un
principio activo el baculovirus recombinante que tiene el gen extrafio inmunogénico, y una formulacion vacunal de la
composicion farmacéutica.

El baculovirus usado en la presente divulgacion se refiere a virus patégenos de insecto que provocan infeccion en
insectos, que son un grupo (Baculoviridae) de virus de ADN que tienen un ADN de doble hebra ciclico como un gen.
Entre estos, un grupo de los virus denominado el virus de la nucleopoliedrosis (NPV) produce un cuerpo de
inclusién, denominado poliedro, en el nucleo de células infectadas en la fase tardia de la infeccidon. Aunque se
inserte un gen extrafio que se va a expresar en lugar del gen de poliedrina, la infeccién y el crecimiento del virus
ocurren suficientemente para producir una gran cantidad del producto génico extrafio deseado. Por lo tanto, este
virus se ha usado en los ultimos afios para la produccién de proteinas deseadas.

Ejemplos del baculovirus usado en la presente divulgacion incluyen virus de nucleopoliedrosis de Autographa
californica: AcNPV, virus de nucleopoliedrosis de Bombyx mori: BmNPV, virus de nucleopoliedrosis de Orgyia
pseudotsugata: OpNPV, y virus de nucleopoliedrosis de Lymantria disper: LANPV.

El ADN baculoviral puede ser cualquier ADN que se pueda recombinar homoélogamente con el vector de
transferencia de la presente divulgacion. Mas especificamente, el gen viral del ADN baculoviral que se puede
recombinar homoélogamente con el vector de transferencia de la presente divulgacion es tan grande como 130 kpb
de tamafio, y un gen extrafio inmunogénico de 15 kpb o mas se puede insertar en el mismo. Debido a que el propio
gen baculoviral se expresa escasamente en células de vertebrado, casi no hay necesidad de considerar su
citotoxicidad. Asi, se cree que no se induce una respuesta inmunitaria perjudicial.

(1) Vector de transferencia y produccion del vector de transferencia usado en la presente invencion
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Produccion de ADN del gen extrafio inmunogénico

El ADN del gen extrafio inmunogénico capaz de fusionarse al gen viral, que es uno de los componentes del vector
de transferencia baculoviral, se puede producir u obtener facilmente mediante una sintesis basada en la informacién
de la secuencia de acido nucleico del polinucledtido que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina
antigénica que tiene la inmunogenicidad deseada divulgada en esta memoria descriptiva, o sintetizando
directamente el ADN correspondiente a la secuencia de acido nucleico de la regidon codificante del gen extrafio
inmunogénico, basado en la informacién de la secuencia de acido nucleico del gen extrafio inmunogénico (método
de sintesis quimica de ADN). Se pueden usar para esta produccion técnicas de genomanipulacién generales
(véanse, por ejemplo, "Molecular Cloning" 22 Ed, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989); Zoku Seikagaku Jikken
Kouza, "ldenshi Kenkyuho I, 11, Ill", editado por la Japanese Biochemistry Society, 1986).

Ejemplos de métodos para sintetizar el ADN incluyen medios de sintesis quimica, tales como el método del triéster
de fosfato y el método de fosfatoamidita (J. Am. Chem. Soc., 89, 4801 (1967); ibid., 91, 3350 (1969); Science, 150,
178 (1968); Tetrahedron Lett., 22, 1859 (1981); ibid., 24, 245 (1983)) y métodos de combinacion de los mismos. El
ADN también se puede sintetizar quimicamente mediante el método de la fosforamidita o el método del triéster, o se
puede sintetizar al usar un sintetizador de oligonucleétidos automatico disponible comercialmente. Un fragmento de
doble hebra se puede obtener al sintetizar una hebra complementaria y reasociar la hebra complementaria con una
hebra simple sintetizada quimicamente bajo condiciones apropiadas, o afadir la hebra complementaria con
secuencias cebadoras apropiadas a una hebra simple sintetizada quimicamente usando una ADN polimerasa.

Ejemplos especificos del ADN del gen extrafio inmunogénico producido en la presente divulgacion incluyen ADN que
comprende una secuencia de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina de antigeno de
malaria, y una secuencia de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina de antigeno del virus de
la gripe.

El ADN usado en la presente divulgacion no se limita a una secuencia de ADN de longitud completa que codifica la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de una proteina antigénica que tiene la inmunogenicidad, y puede ser una
secuencia de ADN que codifica una secuencia parcial de la misma, con tal de que la proteina de la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de ADN tenga la inmunogenicidad.

El ADN del gen extrafio inmunogénico usado en la presente divulgacion no se limita a moléculas de ADN que tienen
tal secuencia de ADN especifica, y pueden ser moléculas de ADN que tienen una secuencia de ADN producida al
seleccionar adecuadamente codones para cada residuo de aminoacido. La eleccion de los codones se puede
realizar seguin un método estandar, por ejemplo, al considerar la frecuencia de uso de codones en el hospedador
usado (Nucleic Acids Res., 9, 43(1981)).

El ADN del gen extrafio inmunogénico usado en la presente invencion se puede producir mediante técnicas de
genomanipulaciéon, mas especificamente al preparar una biblioteca de ADNc a partir de un origen apropiado que
expresa el ADN de un gen extrafio inmunogénico segun un método estandar, y seleccionar un clon deseado de la
biblioteca usando una sonda apropiada o un anticuerpo contra el producto expresado, que es especifico para el gen
extrafio inmunogénico (véase, por ejemplo, Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 78, 6613 (1981); Science, 222, 778 (1983)).

Ejemplos del origen de ADN gendmico incluyen diversas células, tejidos y células cultivadas derivadas de los
mismos, que expresan el ADN del gen extrafio inmunogénico. Son particularmente preferibles extractos de eritrocitos
infectados con parasitos de malaria, y extractos de células infectadas con virus de la gripe. La extraccion y la
separacion de ADN y ARN total del origen, la separacion y la purificacion de ARNm y la produccion y la clonacion de
ADNCc se pueden realizar segin métodos estandar.

Segun se describe anteriormente, el ADN del gen extrafio inmunogénico se puede producir al usar la biblioteca de
ADNc de cada inmundgeno preparado mediante extraccion, separacion y purificacion del ARNm del tejido o las
células inmunogénicos procedentes del susodicho extracto. EI ADN del gen extrafio inmunogénico también se puede
producir al usar una biblioteca de fagos preparada al extraer el ARNm de cada inmundgeno, afiadir poli A al ARN,
recoger el ARN con polil A afadido, producir ADNc usando una transcriptasa inversa, afiadir sitios de enzima de
restriccion a ambos extremos del ADNc e incorporar el ADNc a un fago.

El método de cribado de ADN de gen extrafio inmunogénico a partir de la biblioteca de ADNc no esta
particularmente limitado, y se puede realizar segun un método habitual. Ejemplos especificos de tales métodos
incluyen un método de seleccidon de un clon de ADNc correspondiente mediante cribado inmunolégico usando un
anticuerpo especifico (p. €j., anticuerpo contra la malaria, anticuerpo contra el virus de la gripe, etc.) contra la
proteina producida por el ADNc; un método de hibridacion por calvas usando una sonda que se une selectivamente
a la secuencia de ADN diana; un método de hibridacién en colonias; y combinaciones de los mismos.

La sonda usada en tales métodos de hibridacién es habitualmente un fragmento de ADN sintetizado quimicamente
basandose en la informaciéon sobre la secuencia de ADN del gen extrafio inmunogénico. Las secuencias de ADN del
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gen extrafio inmunogénico ya obtenidas o fragmentos de las mismas también se pueden usar ventajosamente como
la sonda. También se pueden usar como la sonda para el cribado un cebador de sentido y un cebador antisentido
disefiados basandose en la informacion de la secuencia de ADN del gen extrafio inmunogénico.

El ADN (nucleétidos) usado como la sonda es un ADN (nucledtidos) parcial correspondiente a la secuencia de ADN
de un gen extrafio inmunogénico. EI ADN (nucledtidos) tiene una secuencia de al menos 15 ADN consecutivos,
preferiblemente al menos 20 ADN consecutivos, y mas preferiblemente al menos 30 ADN consecutivos. También se
puede usar como la sonda un propio clon positivo para producir el ADN que se menciona anteriormente.

Para obtener el ADN del gen extrafio inmunogénico, se usa preferiblemente un método de amplificacion de
ADN/ARN mediante PCR (Science, 230, 1350 (1985)). En particular, cuando un ADNc de longitud completa se
obtiene dificilmente de la biblioteca, se usa preferiblemente el método de RACE (amplificacion rapida de extremos
de ADNc; Jikken Igaku 12(6), 35(1994)), particularmente el método de 5'-RACE (M. A. Frohman, y cols., Proc. Natl.
Acad. Sci., USA., 8, 8998(1988)).

Los cebadores usados para la PCR se pueden disefiar, basandose en la informacion de la secuencia de ADN del
gen extrafio inmunogénico, y sintetizar segun métodos estandar. Como los cebadores, también se pueden usar
porciones de ADN (promotor/cebador de SP6 y terminador/cebador de T7) afiadidas a ambos extremos de un
plasmido vectorial que tiene el ADN del gen extrafio inmunogénico incorporado en el mismo, como se describe en
los Ejemplos posteriormente.

El aislamiento/la purificacion del fragmento de ADN/ARN amplificado por PCR se pueden realizar segun métodos
estandar, por ejemplo, mediante electroforesis en gel.

La secuencia de ADN del ADN del gen extrafio inmunogénico asi obtenido o diversos fragmentos de ADN del mismo
se puede determinar segun métodos estandar, por ejemplo, mediante el método didesoxi (Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA,, 74, 5463(1977)) o el método de Maxam-Gilbert (Methods in Enzymology, 65, 499(1980)), o simplemente al
usar un estuche de secuenciacion disponible comercialmente.

El gen que codifica los aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales puede ser
cualquier gen que pueda codificar una proteina que se forme como una proteina de fusién con un gen extrafio
inmunogénico como el susodicho en células diana y se pueda expresar como una proteina capaz de ser un
componente de particulas virales en células de insecto.

Ejemplos del gen que codifica los aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales
incluye genes de proteina gp64 (N° Registro del GenBank L22858), glicoproteina G del virus de la estomatitis
vesicular (VSVG: N° Registro del GenBank J02428), glicoproteina del virus del herpes simple (KOS: N° Registro del
GenBank K01760), gp120 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo | (N° Registro del GenBank U47783),
glicoproteina membranaria del virus respiratorio sincitial humano (N° Registro del GenBank M86651), proteina de
hemaglutinina del virus de la gripe A (N° Registro del GenBank U38242) y genes de proteinas de envuelta de virus
muy relacionados con baculovirus.

Secuencia de aminoacidos de proteina de particulas virales gp64 (gp64) codificada por los nucleétidos 108179 a
109717 en el genoma de AcNPV (N° Registro del GenBank L22858):

Aminoacidos 21-512 de gp64 codificados en el genoma de AcNPV (N° Registro del GenBank L22858):
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En la presente invencion, se usa el gen de gp64 descrito en los Ejemplos posteriores.

El ADN del gen que codifica los aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales se
puede producir u obtener facilmente mediante la sintesis basada en la informacién de la secuencia de acido nucleico
del polinucleodtido que codifica la secuencia de aminoacidos del polipéptido del gen que codifica los aminoacidos de
la proteina diana capaz de ser un componente de particulas virales; o al sintetizar directamente el ADN
correspondiente a la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos, basandose en la
informacion de la secuencia de aminoacidos del gen que codifica los aminoacidos de la proteina capaz de ser un
componente de particulas virales (sintesis quimica de ADN), como en el caso de la produccion del ADN del gen
extrafio inmunogénico.

La secuencia de ADN correspondiente a la secuencia de acido nucleico que codifica los aminoacidos de una
proteina capaz de ser un componente de particulas virales no se limita a una regién codificante de longitud
completa, y puede ser ADN que contiene una secuencia de ADN parcial del mismo.

Como en el caso de la produccion de la molécula de ADN del gen extrafio inmunogénico, el ADN del gen que
codifica los aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales se puede producir
mediante técnicas de genomanipulacion generales (véanse, por ejemplo, Molecular Cloning 22 Ed, Cold Spring
Harbor Lab. Press (1989); Zoku Seikagaku Jikken Kouza, "Idenshi Kenkyuho I, II, 1ll", editado por la Japanese
Biochemistry Society, 1986).

En la presente invencion, también se pueden usar plasmidos vectoriales disponibles comercialmente en los que se
ha incorporado una parte del promotor que controla la expresion del gen extrafio inmunogénico descrito mas tarde y
se ha introducido un gen (parcial) que codifica los aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de
particulas virales.

Promotores de vertebrado

Ejemplos del promotor de vertebrado (promotor capaz de funcionar en células de vertebrado) que es uno de los
componentes del vector de transferencia usado en la presente divulgacion incluyen promotores de mamifero y
promotores aviares.

Promotores de mamifero

Ejemplos del promotor de mamifero (promotor capaz de funcionar en células de mamifero) que es uno de los
componentes del vector de transferencia usado en la presente divulgacion incluyen promotores de citomegalovirus,
promotores de SV40, promotores de retrovirus, promotores de metalotioneina, promotores de proteina de choque
térmico, promotores de CAG, promotores del factor de elongacion 1a, promotores de actina, promotores de
ubiquitina, promotores de albimina y promotores de MHC.

Promotores aviares

Ejemplos del promotor aviar incluyen promotores de actina (, promotores de proteina de choque térmico,
promotores del factor de elongacion, promotores de ubiquitina y promotores de albdmina.

Promotores baculovirales

Ejemplos del promotor baculoviral que es uno de los componentes del vector de transferencia baculoviral usado en
la presente divulgacion incluyen promotor de poliedrina, promotor de p10, promotor de ie1, promotor de p35,
promotor de vp39 y promotor de gp64.

Produccion de un vector de transferencia recombinante

La presente divulgacion se refiere a un nuevo vector de transferencia que tiene una estructura capaz de expresar el
gen extrafio inmunogénico deseado como una proteina antigénica tanto en células de insecto como en células de
vertebrado, particularmente células de mamifero. El nuevo vector de transferencia producido en la presente
invencion tiene una estructura en la que una secuencia de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de la
proteina inmunogénica deseada y una secuencia de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina
capaz de ser un componente de particulas virales estan conectadas aguas abajo de promotores conectados que
comprenden un promotor de vertebrado, particularmente un promotor de mamifero, y un promotor baculoviral. Las
regiones de ADN que contienen las secuencias de ADN de los dos promotores, es decir, un promotor de vertebrado,
particularmente un promotor de mamifero, y un promotor baculoviral, pueden estar conectadas directamente entre si,
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0 puede estar presente una secuencia de ADN intercalada entre las secuencias de ADN de los dos promotores
(siempre y cuando, sin embargo, los dos promotores tengan actividad promotora en células de insecto y en células
de vertebrado, y particularmente células de mamifero). La regidon promotora tiene una estructura tal que cualquiera
de un promotor de vertebrado, particularmente un promotor de mamifero, y un promotor baculoviral, conectados
entre si, puedan estar dispuestos mas cercanamente al gen que se va a expresar. En los Ejemplos descritos
posteriormente, un promotor baculoviral esta dispuesto mas cercanamente al gen que se va a expresar que un
promotor de mamifero.

En la estructura anterior, la secuencia de ADN del gen de fusidon de un gen que codifica una proteina capaz de ser
un componente de particulas virales y un gen extrafio inmunogénico deseado puede ser tal que estos dos genes
estén conectados directamente entre si, o una secuencia de ADN intercalada esta presente entre los genes (con tal,
sin embargo, de que es necesario que no provoque un desplazamiento del marco del gen aguas abajo y el gen
aguas arriba). Preferiblemente, el dominio de presentacion de antigeno de la proteina de un gen extrafio que tiene la
inmunogenicidad deseada se fusiona a una proteina capaz de ser un componente de particulas virales. Por lo tanto,
la proteina de un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad deseada no se debe separar de la proteina capaz de ser
un componente de particulas virales, sino que se debe usar en una forma fusionada con la misma.

Un gen de fusidén que contiene estos dos genes se puede preparar por adelantado, y a continuacién se puede
incorporar en el vector. Alternativamente, uno de los genes se puede incorporar primero en el vector y a
continuacion el otro se puede incorporar en el vector para formar un gen de fusién en el vector.

Para producir tal vector de transferencia, se pueden usar vectores de expresion disponibles comercialmente que ya
tienen algunos componentes esenciales del vector de transferencia usado en la presente invencion, es decir, una
region promotora que contiene un promotor de vertebrado, particularmente un promotor de mamifero, y un promotor
baculoviral, y una region génica que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un
componente de particulas virales, y los componentes requeridos se pueden insertar al escindir opcionalmente tal
vector de expresion disponible comercialmente con enzimas de restriccion e incorporar otro promotor para insertar
una secuencia de ADN fusionada de un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad deseada y un gen que codifica la
secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales en la region de
clonacion del vector, o al insertar un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad deseada en el lado del extremo N de
la region de ADN de un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente
de particulas virales, ya incorporado en un plasmido.

En la presente invencion, el vector plasmidico que tiene una estructura capaz de expresar una proteina extrafia que
tiene la inmunogenicidad deseada como una proteina antigénica tanto en células de insecto como en células de
vertebrado, particularmente células de mamifero, se puede producir al usar un plasmido disponible comercialmente
que ya tiene una estructura parcial del mismo. La secuencia de aminoacidos de un péptido para escindir la proteina
de fusién con enzimas en células de vertebrado se puede intercalar. En el vector de transferencia usado en la
presente invencion, un mejorador para incrementar la actividad de transcripcion en células de vertebrado,
particularmente células de mamifero, puede estar dispuesto aguas arriba de los dos promotores, o una secuencia de
ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de un péptido de sefial para facilitar la secrecion extracelular de la
proteina expresada desde células hospedadoras puede estar unida al gen que se va a fusionar y expresar. Para
terminar la transcripcion, una region terminadora de vertebrado, tal como un terminador de globina 8 de conejo, que
es eficaz en células de vertebrado, puede estar dispuesta aguas abajo del gen que se va a fusionar y expresar.

Se pueden producir de ese modo un vector de transferencia capaz de expresar un gen de fusion de un gen extrafio
inmunogénico capaz de expresar la inmunogenicidad deseada en particulas baculovirales y un gen que codifica la
secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales.

Ejemplos especificos del vector de transferencia y el método para producir el mismo segun la presente divulgacion
son como se muestran en los Ejemplos descritos posteriormente. Mas especificamente, vectores de transferencia
que tienen una estructura en la que se inserta un promotor de CAG modificado a partir de un promotor de
citomegalovirus (CMV) como un promotor de vertebrado, particularmente un promotor de mamifero, y un promotor
de poliedrina (polh), un promotor de vp39 o un promotor de gp64 como un promotor baculoviral, estan conectados
entre si, y una secuencia de ADN fusionada de un gen de antigeno del virus de la gripe o un gen de antigeno de la
malaria como un gen extrafio y un gen de antigeno de gp64 como un gen que codifica la secuencia de aminoacidos
de una proteina capaz de ser un componente de la particula viral se pueden mencionar como ejemplos de pCAP-
PfCSP, pCAP-PfCSP/272, pCAP-PfCSP/467, pCAP-PfCSP(A361E), pCAP-PfCSP(A361E)/272, pCAP-
PfCSP(A361E)/467, pCAP-PfCSP-76, pCAP-PfCSP-76/467, pCAP-PfCSP+209, pCAP-PfCSP+209/467, pCAP-
PfCSP+76/209, pCAP-PfCSP+76/209/467, pCAP-HA1/Anhui, pCAP-HA1/Anhui/272, pCAP-HA1/Anhui/467, pCAP-
HA1/Vietnam, pCAP-HA1/Vietnam/51, pCAP-HA1/Vietnam/101, pCAP-HA1/Vietham/154, pCAP-HA1/Vietnam/201,
pCAP-HA1/Vietnam/272, pCAP-HA1/Vietnam/467, pCAP-AH/345, pCAP-AH/345/467, pCAP-AH/410, pCAP-
AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520, pCAP-AH/520/467, pCAP-VN/346, pCAP-
VN/346/467, pCAP-VN/410, pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-VN/473/467, pCAP-VN/520, pCAP-
VN/520/467, pCAP-CO/full, pCAP-CO/full/467, pCAP-CO/19, pCAP-CO/19/467, pCAP-CO/76, pCAP-CO/76/467,
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pCAP-CO/205, pCAP-CO/205/467, pCA39-HA1/Anhui, pCA64-HA1/Anhui, pCA39-PfCSP(A361E), pCA64-
PfCSP(A361E), pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV, pCAP-CO/76/VSV, pCAP-CO/205/VSV, pDual-Pfs25-PfCSP-
gp64 y pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64.

(2) Produccién de un baculovirus recombinante

La presente divulgacién proporciona un método para producir un baculovirus recombinante que comprende la etapa
de producir un vector de transferencia que tiene una estructura en la que un gen de fusion que contiene al menos un
gen que codifica una proteina capaz de ser un componente de la particula viral y al menos un gen extrafio
inmunogénico se incorpora aguas abajo de un promotor doble que consiste en dos promotores conectados, es decir,
un promotor de vertebrado y un promotor baculoviral, y la etapa de cotransfectar el vector de transferencia y un ADN
baculoviral en una célula hospedadora y aislar el baculovirus recombinante.

En el procedimiento anterior para producir el baculovirus recombinante, el método para introducir el ADN
recombinante (vector de transferencia) deseado en la célula hospedadora y el método de transformacion por el
mismo no estan particularmente limitados. Se pueden usar diversos métodos que son muy conocidos y cominmente
usados en este campo. Por ejemplo, se pueden usar técnicas de recombinacion genética generales (p. €j., Science,
224, 1431 (1984); Biochem. Biophys. Res. Comm., 130, 692 (1985); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 5990 (1983)
para preparar el baculovirus recombinante. EI ADN recombinante (vector de transferencia) se puede expresar y
producir con referencia a Ohno y cols., "Tanpaku Jikken Protocol 1 Functional Analysis, Saibo Kogaku Bessatsu,
Jikken Protocol Series, 1997, Shujun-sha". Los métodos generales usados para el manejo de células de insecto, la
recombinacién génica y la cotransfeccion pueden ser iguales que métodos bien conocidos para producir un virus
recombinante en células de insecto (BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL, Oxford
University Press, 1994).

El baculovirus recombinante resultante se puede cultivar segin métodos estandar. Un producto de fusién (producto
expresado) del ADN de un gen extraiio que tiene la inmunogenicidad deseada con el ADN que codifica la secuencia
de aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales usada en la presente invencion
se expresa y se produce (se acumula y se secreta) dentro, fuera o sobre la membrana celular de células de insecto
mediante el cultivo del baculovirus.

Como un medio usado para el cultivo, se pueden usar selectivamente diversos medios usados cominmente segun
la célula hospedadora usada. El cultivo se puede realizar bajo condiciones adecuadas para el crecimiento de la
célula hospedadora.

Mas especificamente, el método para producir el baculovirus recombinante comprende la etapa de preparar un ADN
baculoviral que se va a someter a recombinacion homéloga con un vector de transferencia producido anteriormente,
y la etapa de cotransfectar el vector de transferencia y el ADN baculoviral en células de insecto, tales como células
Sf9 y células Sf21 derivadas de Spodoptera frugiperda, y células Tn5 (células High Five) derivadas de Trichoplusia
ni, como células hospedadoras.

El ADN baculoviral asi producido para ser sometido a recombinaciéon homologa con el vector de transferencia puede
ser un ADN baculoviral natural, mutante o recombinante. EI ADN baculoviral puede mejorar la probabilidad de su
recombinacién homologa con el vector de transferencia usado en la presente invencion con tal de que tenga una
estructura de ADN homoéloga al ADN derivado de baculovirus que contiene el ADN de la regién promotora doble, y
ADN de un gen de fusion obtenido mediante la fusion de un gen extrafio inmunogénico y un gen que codifica una
proteina capaz de ser un componente de particulas virales.

Para inducir la recombinacion homologa, la relacion de mezcladura del vector de transferencia al ADN baculoviral en
peso es preferiblemente de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1.

Después de la etapa de cotransfeccion de introduccion simultanea en células de insecto, las células se cultivan y se
obtienen calvas virales a partir del sobrenadante de cultivo y a continuacion se suspenden en un medio. El virus se
eluye de agar mediante turbulencia y se centrifuga para dar una solucién que contiene el virus recombinante.

En el procedimiento anterior, se pueden usar como el ADN baculoviral productos disponibles comercialmente. Por
ejemplo, se pueden usar ADN BacVector-1000 y ADN BacVector-2000 (suministrados por Novagen) en los que el
gen de poliedrina se ha retirado de AcNPV.

La cotransfeccion para la recombinacion homologa del vector de transferencia obtenido y ADN baculoviral en células
de insecto se puede realizar usando un estuche de transfeccion de vectores disponible comercialmente (BacVector
Transfection Kits, suministrados por Novagen) segun se describe anteriormente segun las instrucciones incluidas en
el estuche de transfeccion de vectores. Asi, el vector de transferencia obtenido se puede cotransfectar junto con el
ADN baculoviral en células de insecto tales como una célula Sf9 para dar un baculovirus recombinante.
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En la presente divulgacion, segun el método anterior para producir un baculovirus recombinante, un vector de
transferencia que es uno cualquiera de pCAP-PfCSP, pCAP-PfCSP/272, pCAP-PfCSP/467, pCAP-PfCSP(A361E),
pCAP-PfCSP(A361E)/272, pCAP-PfCSP(A361E)/467, pCAP-PfCSP-76, pCAP-PfCSP-76/467, pCAP-PfCSP+209,
pCAP-PfCSP+209/467, pCAP-PfCSP+76/209, pCAP-PfCSP+76/209/467, pCAP-HA1/Anhui, pCAP-HA1/Anhui/272,
pCAP-HA1/Anhui/467, pCAP-HA1/Vietnam, pCAP-HA1/Vietnam/51, pCAP-HA1/Vietnam/101, pCAP-
HA1/Vietnam/154, pCAP-HA1/Vietnam/201, pCAP-HA1/Vietnam/272, pCAP-HA1/Vietham/467, pCAP-AH/345,
pCAP-AH/345/467, pCAP-AH/410, pCAP-AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520, pCAP-
AH/520/467, pCAP-VN/346, pCAP-VN/346/467, pCAP-VN/410, pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-
VN/473/467, pCAP-VN/520, pCAP-VN/520/467, pCAP-CO/full, pCAP-CO/full/467, pCAP-CO/19, pCAP-CO/19/467,
pCAP-CO/76, pCAP-CO/76/467, pCAP-CO/205, pCAP-CO/205/467, pCA39-HA1/Anhui, pCA64-HA1/Anhui, pCA39-
PfCSP(A361E), pCA64-PfCSP(A361E), pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV, pCAP-CO/76-/VSV, pCAP-
CO/205/VSV, pDual-Pfs25-PfCSP-gp64 y pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64 y un ADN baculoviral se pueden cotransfectar
en células de insecto Sf9 para dar un baculovirus recombinante de uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-
CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-
CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-
CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui,
AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/201,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467,
AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-
AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-
CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467,
AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CQO/76,
AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-C0O/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-
HA1/Anhui, AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-
CO/19/VSV, AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-
PfMSP1-PfCSP-gp64.

Ademas del método anterior para producir un baculovirus recombinante, otros métodos para producir un baculovirus
recombinante incluyen, por ejemplo, un método para usar un transposén como un fagémido (bacmido) que tiene
todo el genoma del baculovirus incorporado en el mismo para insertar eficazmente un gen extrafio en Escherichia
coli.

Segun este método, un bacmido que soporta un gen viral se extrae de células bacterianas y se transfecta en células
de insecto para de ese modo producir y recoger facilmente un baculovirus recombinante.

La purificacion del baculovirus recombinante de la presente divulgacion obtenida mediante el método anterior para
producir un baculovirus recombinante se puede realizar usando métodos de purificacién de virus conocidos.

Para la purificacion del baculovirus recombinante, por ejemplo, de 0,5 a 1,0 ml de un virus de reserva obtenido
mediante el método anterior para producir un baculovirus recombinante se inoculan en células de insecto (1 x 107
células/capsula de 10 cm), tales como células Sf9, el sobrenadante de cultivo se recoge varios dias después de la
infeccion, y una pella de virus obtenida mediante centrifugacion se suspende en un tampén, tal como PBS. La
suspension resultante se somete a un gradiente de sacarosa de 10 a 60% y a continuacion se centrifuga (25.000
rpm, 60 minutos, 4°C) para recoger una banda de virus. El virus recogido se suspende adicionalmente en PBS,
posteriormente se centrifuga (bajo las mismas condiciones que anteriormente), y la pella de virus recombinante
purificado resultante se almacena a 4°C en un tampon, tal como PBS.

El titulo de infectividad del virus recombinante purificado resultante anterior se puede medir mediante un ensayo de
calvas (BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL, Oxford University Press, 1994)
usando células de insecto tales como células Sf9.

En los virus recombinantes descritos en los Ejemplos, el extremo N de la proteina baculoviral gp64 esta expuesto
fuera de la particula, mientras que el extremo C de la misma esta dentro de la particula. Por lo tanto, si la proteina
codificada por un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad deseada se fusiona al extremo N de gp64, la entidad de
la misma se expone como un componente de la particula viral fuera de la particula proteinica viral en células de
insecto, y asi el antigeno se presenta mas facilmente, lo que es adecuado para el uso como la formulacién vacunal
de la presente invencion.

(3) Composicién farmacéutica de la presente invencion (producto farmacéutico que contiene el baculovirus
recombinante de la presente invencién como un principio activo)

El baculovirus recombinante usado en la presente invencién, que es un principio activo de la composicion
farmacéutica de la presente invencion, se puede obtener mediante las técnicas de genomanipulaciéon mostradas en
el (2) anterior.
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La composicidon farmacéutica de la presente invencién contiene esencialmente como el principio activo un
baculovirus recombinante obtenido mediante la recombinaciéon homoéloga de un ADN baculoviral y un vector de
transferencia construido de modo que un gen de fusion obtenido mediante la fusidon de un gen extrafio inmunogénico
usado en la presente invencion a un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un
componente de la particula viral se pueda expresar en células de insecto y células de vertebrado, particularmente
células de mamiferos, incluyendo seres humanos.

La presente divulgacion proporciona particularmente una composicion farmacéutica que comprende como un
principio activo un baculovirus recombinante especifico que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-
PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-
PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-
CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/51,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64.

El baculovirus recombinante de la presente divulgacion que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-
PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-
PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-
CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/51,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64, usado como un principio activo de la composicion farmacéutica de la presente divulgacion, tiene la
accion de mejorar los efectos preventivos de la infeccion contra un antigeno infeccioso y reducir el titulo de
infectividad. Utilizando esta accién y actividad, el baculovirus recombinante se puede usar para el tratamiento de
enfermedades asociadas con la infeccion de células y tejidos diana. Ejemplos de células diana afectadas por tal
infeccion incluyen células sanguineas, células hepaticas, células renales, células cerebrales, células pulmonares,
células epiteliales y células musculares. Ejemplos de tejidos que comprenden tales células incluyen el pulmon, el
higado, el rifidn, el cerebro, las arterias y las venas, el estdmago, los intestinos, la uretra, la piel y el masculo.

La composicion farmacéutica mejora los efectos preventivos de la infeccion contra antigenos infecciosos, por
ejemplo, antigenos de malaria tales como antigenos superficiales de esporozoitos (CSP y TRAP) de parasitos de
malaria, proteina membranaria superficial de merozoitos MSP1, antigeno S de malaria secretado de eritrocitos
infectados con malaria, proteina PfEMP1 presente en los nudos de eritrocitos infectados con malaria, proteina
SERA, proteina TRAMP, proteina AMA1 y Pfs25 conocido como un antigeno de bloqueo de la transmision; y
antigenos de la gripe tales como antigeno de HA, antigeno de NA, antigeno de M2 y antigeno de NP, y reduce el
titulo de infectividad (p. €j., titulo de infectividad viral), incrementando de ese modo el periodo de supervivencia y el
grado de supervivencia de mamiferos incluyendo seres humanos, en comparacion con el grupo al que no se
administra la composiciéon farmacéutica de la presente divulgacion. Por lo tanto, la composicion farmacéutica es
particularmente Gtil como un agente preventivo o terapéutico para infecciones por malaria y virus de la gripe.

La composicion farmacéutica de la invencion tiene la accion de mejorar los efectos preventivos de la infeccion contra
antigenos infecciosos y reducir los titulos de infectividad, y por lo tanto es atil como un agente preventivo o
terapéutico para enfermedades infecciosas provocadas por patégenos tales como malaria, y complicaciones de las
mismas.

Al usar un gen inmunogénico para vertebrados no humanos como un gen extrafio inmunogénico del vector de

transferencia para obtener un baculovirus recombinante usado como un principio activo de la composicién
farmacéutica de la presente divulgacion, por ejemplo, se puede preparar una vacuna para la gripe del pollo, que
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tiene la accion de mejorar los efectos preventivos de la infeccion contra el antigeno infeccioso y reducir el titulo de
infectividad. Al utilizar esta accién y actividad, la composicién farmacéutica se puede usar para el tratamiento de
enfermedades asociadas con la infeccion de células y tejidos diana.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede preparar como una composicidon que contiene una
cantidad farmacéuticamente eficaz del baculovirus recombinante usado en la invencidon y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El efecto preventivo de la infeccién del baculovirus recombinante usado en la presente invencién en vertebrados,
particularmente mamiferos, incluyendo seres humanos, o células de mamifero se puede proporcionar, por ejemplo,
al administrar la composicién farmacéutica que contiene el baculovirus recombinante usado en la presente invencién
y aditivos para la administracion farmacéutica a vertebrados, particularmente mamiferos, incluyendo seres humanos,
mediante la via intramuscular, subcutanea, intracutanea, intraperitoneal, nasal o respiratoria, y a continuacion
inmunizar los vertebrados con la composicion farmacéutica que contiene el baculovirus recombinante usado en la
presente invencién como un principio activo varias veces. La administracion respiratoria de la composicion
farmacéutica de la invencion es particularmente preferible.

El efecto preventivo de la infeccion se puede evaluar al comparar el grado de supervivencia de vertebrados,
particularmente mamiferos, incluyendo seres humanos, que han sido inmunizados con la composicion farmacéutica
de la invencidn varias veces y a continuacion infectados con un patégeno diana con el grado de supervivencia de
aquellos a los que no se ha administrado la composiciéon farmacéutica.

(4) Vacuna de la presente invencion

El baculovirus recombinante que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-
PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467,
AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467,
AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-
HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Viethnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/51, AcNPV-
CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64 usado como el principio activo de la composicion farmacéutica de la presente divulgaciéon puede
mejorar los efectos preventivos de la infeccion por patdgenos segun se describe en los Ejemplos posteriores, y un
producto de fusidon expresado de la secuencia de ADN obtenido mediante la fusién de un gen que codifica la
secuencia de aminoacidos de una proteina capaz de ser un componente de particulas virales y un gen extrafio con
la inmunogenicidad deseada de la presente divulgacion capaz de reducir el titulo de infectividad se produce como
particulas virales brotadas de células de insecto. Cuando la composicién farmacéutica de la invencién se administra
en la forma de particulas virales a vertebrados, particularmente mamiferos, incluyendo seres humanos, una proteina
antigénica extrafia contenida como un componente de particulas virales promueve la inmunidad adquirida
(inmunidad humoral e inmunidad celular) y, ademas, la proteina antigénica como un producto expresado de la
secuencia de ADN de fusion parece promover la inmunidad adquirida (inmunidad humoral e inmunidad celular) en
células de vertebrado, particularmente células de mamiferos, incluyendo seres humanos. Asi, el baculovirus
recombinante usado en la presente invencion es util como una vacuna.

La presente divulgacion proporciona particularmente una vacuna que contiene como un principio activo un
baculovirus recombinante especifico que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272,
AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-
PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-
CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
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AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64.

Como en la composicion farmacéutica del (3) anterior, la vacuna mejora efectos preventivos de la infeccion contra
antigenos infecciosos tales como antigeno de malaria tales como antigenos superficiales de esporozoitos (CSP y
TRAP) del parasito de la malaria, proteina membranaria superficial de merozoitos MSP1, antigeno S de malaria
secretado de eritrocitos infectados con malaria, proteina PfEMP1 presente en los nudos de eritrocitos infectados con
malaria, proteina SERA, proteina TRAMP y proteina AMA1; y antigenos de la gripe tales como antigeno de HA del
virus de la gripe, antigeno de NA del virus de la gripe, antigeno de M2 del virus de la gripe y antigeno de NP del
virus de la gripe; la vacuna también reduce el titulo de infectividad (p. €j., el titulo de infectividad viral),
incrementando de ese modo el periodo de supervivencia y el grado de supervivencia de mamiferos, incluyendo
seres humanos, en comparacion con el grupo al que no se administra la composiciéon farmacéutica de la presente
divulgacion. Asi, la vacuna es particularmente util como un agente preventivo o terapéutico para la infecciéon por
malaria y virus de la gripe.

La vacuna de la divulgacion mejora los efectos preventivos de la infeccion contra antigenos infecciosos y reduce el
titulo de infectividad, y por lo tanto es util como un agente preventivo o terapéutico para enfermedades infecciosas
provocadas por patdégenos tales como virus de la gripe y malaria, y complicaciones de las mismas.

Al usar un gen inmunogénico para vertebrados no humanos como un gen extrafio inmunogénico del vector de
transferencia para obtener un baculovirus recombinante usado como un principio activo de la composicion
farmacéutica de la presente divulgacion, por ejemplo, se puede preparar una vacuna para la gripe del pollo, que
puede mejorar los efectos preventivos de la infeccion contra el antigeno infeccioso y reducir el titulo de infectividad.
Al utilizar esta actividad, la vacuna se puede usar para el tratamiento de enfermedades asociadas con la infeccién de
células y tejidos diana.

El baculovirus recombinante que es uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-
PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467,
AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467,
AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-
HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51, AcNPV-
CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CQO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-C0O/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64, usado como un principio activo de la vacuna de la presente divulgacion, puede mejorar los efectos
preventivos de la infeccién contra un antigeno infeccioso y reducir el titulo de infectividad.

Al utilizar esta actividad, el baculovirus recombinante se puede usar para el tratamiento de enfermedades asociadas
con la infeccién de células y tejidos diana.

Ejemplos de células diana afectadas por tal infeccion incluyen células sanguineas, células hepaticas, células
renales, células cerebrales, células pulmonares, células epiteliales y células musculares. Ejemplos de tejidos que
contienen tales células incluyen los tejidos del pulmén, el higado, el rifion, el cerebro, los vasos arteriales y venosos,
el estdmago, el intestino, la uretra, la piel y el musculo.

La vacuna de la presente divulgacion se puede preparar como una composicion farmacéutica del (3) anterior que
contiene una cantidad farmacéuticamente eficaz del baculovirus recombinante de la divulgacién (uno cualquiera de
AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, ACNPV-
CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467,
AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-
CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467,
AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-
VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-
CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467,
AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-C0O/205/467, AcNPV-CA39-
HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui, AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-
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CO/fullVSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-
PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP-gp64), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La vacuna se puede preparar en la forma de una composicién farmacéutica al usar un vehiculo farmacéuticamente
aceptable como el usado en la composicion farmacéutica del (3) anterior, segin un método estandar. Ejemplos de
vehiculos incluyen soluciones fisioldgicamente aceptables, tales como solucién salina estéril y soluciéon salina
tamponada estéril.

La vacuna (la formulacion es posteriormente en la presente igual que en la composicion farmacéutica) se puede
preparar como una formulacién liposémica que contiene como un principio activo el baculovirus recombinante de la
divulgaciéon (uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-
CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76,
AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209,
AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-
HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Viethnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-
CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/272, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467,
AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-
VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-
CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467,
AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205,
AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui, AcNPV-CA39-PfCSP(A361E),
AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-CAP-CO/76/VSV,
AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP-gp64), y se puede usar
en combinacién con un adyuvante.

Ejemplos especificos de la vacuna (la composicién farmacéutica) de la presente invencion incluyen formulaciones
liposémicas. La formulacién liposémica puede ser una en la que el baculovirus recombinante usado en la presente
invencion es retenido en un liposoma que contiene un fosfolipido acido como un componente membranario, o que
contiene un fosfolipido neutro y un fosfolipido acido como componentes membranarios.

El fosfolipido acido y el fosfolipido neutro usados como componentes membranarios no estan particularmente
limitados, y diversos lipidos usados cominmente para formulaciones liposémicas se pueden usar solos o en una
combinacién de dos o mas.

La membrana liposémica se produce segun un método estandar al usar un fosfolipido acido solo o junto con un
fosfolipido neutro. Cuando se usa un fosfolipido acido junto con un fosfolipido neutro, la proporciéon de los
fosfolipidos acidos en los componentes de la membrana liposémica es preferiblemente de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 100% en moles, mas preferiblemente de 1 a 90% en moles y aun mas preferiblemente de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50% en moles.

Para preparar el liposoma, por ejemplo, se puede anadir colesterol o similares. Esto puede controlar la fluidez de los
fosfolipidos y facilita la preparacion del liposoma. En general, el colesterol se afiade al fosfolipido preferiblemente en
una cantidad equivalente o menos, y preferiblemente en una cantidad de 0,5 veces con respecto a una cantidad en
peso equivalente.

La relacion de mezcladura del fosfolipido acido al principio activo en la formulacién liposémica es de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 equivalentes, preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 60 equivalentes, y mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 20
equivalentes.

El baculovirus recombinante usado en la presente invencién como un principio activo se usa en una cantidad de
varios % en moles a varias decenas de % en moles, preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente
10% en moles, y habitualmente alrededor de 5% en moles, basado en la cantidad total de los lipidos.

La produccion, la concentracion y el control del diametro de particula de la formulacion liposémica se pueden realizar
seguin métodos estandar. Si se desea, los diversos aditivos que se describen anteriormente también se pueden
incorporar en la formulacion liposémica.

Para producir la formulacién liposémica, el baculovirus recombinante usado en la invencién como un principio activo
se puede usar en una forma que esta unida a un acido graso (p. €j., acido behénico, acido estearico, acido palmitico,
acido miristico y acido oleico), un grupo alquilo, un grupo colesterilo o similares. La formulacién liposémica que
contiene tales componentes unidos también se puede producir segun un método estandar (véase, por ejemplo, Long
Circulating Liposomes: Old Drugs, New Therapeutics., M. C. Woodle, G. Storm, Eds: Springer-Verlag Berlin (1998)).
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La vacuna (composicion farmacéutica) de la presente invenciéon se puede usar preferiblemente como una
composicion vacunal. La vacuna se usa preferiblemente en combinacién con una cantidad farmacéuticamente eficaz
de un adyuvante para mejorar los efectos contra la infeccion (antipaludicos).

Cualquier adyuvante usado comunmente para este tipo de vacuna se puede usar como el adyuvante. Ejemplos de
tales adyuvantes incluyen adyuvante completo de Freund, dipéptido muramilico, hidréxido de aluminio, BCG, IL-12,
N-acetilmuramino-L-alanil-D-isoglutamina (MDP), timosina a1 y QS-21. La cantidad de adyuvante usada se puede
seleccionar adecuadamente segun el grado de los sintomas, tales como reblandecimiento de la piel, dolor, eritema,
fiebre, cefalea y dolor muscular, que se podria expresar como parte de la respuesta inmunitaria en seres humanos o
animales después de la administracion de este tipo de vacuna.

La vacuna (composicion farmacéutica) de la presente invencion se puede usar en combinacion con otros productos
farmacéuticos conocidos publicamente, tales como péptidos promotores de la respuesta inmunitaria y agentes
antibacterianos (agentes antibacterianos sintéticos).

La vacuna (composicion farmacéutica) puede contener ademas otros farmacos y aditivos. Ejemplos de los mismos
incluyen farmacos que ayudan a la absorcion intracelular del baculovirus recombinante usado en la presente
invencion, tales como iones de calcio. También se pueden usar el liposoma y otros farmacos y aditivos que facilitan
la transfeccién, tales como emulsionantes fluorocarbonados, cocleatos, tubulos, particulas de oro, microesferas
biodegradables y polimeros catiénicos.

La cantidad del principio activo contenido en la vacuna (composicion farmacéutica) (farmaco) de la presente
invencion no esta particularmente limitada y se puede seleccionar de un amplio intervalo con tal de que sea una
cantidad farmacéuticamente eficaz. La dosificacion de la vacuna (composicion farmacéutica) no esta particularmente
limitada, y se puede seleccionar apropiadamente de un amplio intervalo segun el efecto terapéutico deseado, el
método de administracion (via de administracion), el periodo terapéutico, la edad, el sexo y otras condiciones del
paciente, etc.

Cuando el baculovirus recombinante como un principio activo de la vacuna (composicion farmacéutica) de la
presente invencién se administra a un ser humano, el baculovirus recombinante se administra en una cantidad
correspondiente a de 10%a 10" UFP, preferiblemente de 10° a 10" UFP y mas preferiblemente de 10° a 10'"° UFP
por paciente, calculadas como las UFP del virus recombinante.

La dosificacion del baculovirus recombinante (uno cualquiera de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272,
AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-
PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-
CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-
AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-
CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467,
AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-
CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-
CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-CO/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui,
AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV,
AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-
PfCSP-gp64), usado como un principio activo de la vacuna (composicion farmacéutica) de la presente divulgacion,
se puede seleccionar de un intervalo muy amplio, en lo relativo a la cantidad de ADN expresable introducido en el
hospedador de la vacuna o la cantidad de ARN transcrito. Estas cantidades también dependen de la intensidad de
los promotores de la transcripcion y la traduccion usados en el vector de transferencia de la divulgacion.

La vacuna (composicion farmacéutica) de la presente invencion se administra al inyectar directamente una
suspension de baculovirus recombinante preparada al suspender el baculovirus recombinante en PBS (solucion
salina tamponada con fosfato) o solucién salina en un punto local (p. €j., en el tejido pulmonar, el higado, el misculo
o el cerebro), o mediante inhalacion nasal o respiratoria, o mediante administracion intravascular (p. €j., intraarterial,
intravenosa y venosa portal), subcutanea, intracutanea o intraperitoneal. La vacuna de la invencion se administra
preferiblemente mediante inhalacién respiratoria.

La vacuna (composicion farmacéutica) de la presente invencion se administra preferiblemente mas de una vez. Mas
especificamente, después de la administracién inicial, se realizan preferiblemente vacunaciones adicionales de una
vez a varias veces mientras se observa la afeccion. Esto puede mejorar el efecto deseado. Después de la
administracion de la vacuna (composicion farmacéutica), se puede realizar una inmunizaciéon de refuerzo con una
composicion farmacéutica que contiene el baculovirus recombinante de la presente divulgacion (uno cualquiera de
AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-
PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-CAP-PfCSP-76/467, AcCNPV-
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CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209/467,
AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/101, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/467, AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-
CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467,
AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-
VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467, AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-
CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19, AcNPV-CAP-CO/19/467,
AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-C0O/205/467, AcNPV-CA39-
HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui, AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-
CO/full/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-
PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP-gp64). Ademas, el uso de varios otros farmacos con la vacuna de la
invencion, segun se menciona anteriormente, puede mejorar el efecto terapéutico alcanzado por la administracion de
la vacuna (composicion farmacéutica).

En una realizacion de la vacuna (composicion farmacéutica) de la presente invencion, el baculovirus recombinante,
usado como uno de los principio activoss de la vacuna (composicion farmacéutica) de la invencion, se prepara
generalmente mediante la recombinacién homoéloga de un ADN baculoviral y un vector de transferencia en el que se
ha introducido un gen de fusidon obtenido mediante la fusién de un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad
deseada y un gen que codifica una proteina capaz de ser un componente de particulas virales. El baculovirus
recombinante se mezcla, en una forma de dosificacion inyectable (una solucién, suspensién o emulsién), con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable (es decir, atdxico para seres humanos y otros vertebrados en la dosificacion y
la concentracion usadas, y compatible con otros ingredientes de la formulacién) para producir una formulacién.
Preferiblemente, la formulacion asi obtenida no contiene agentes oxidantes ni ningin otro compuesto que se sepa
publicamente que sea perjudicial para el baculovirus recombinante.

El vehiculo puede contener una cantidad traza de aditivos, tales como sustancias que mejoran la isotonicidad y la
estabilidad quimica. Tales aditivos son atoxicos para los mamiferos, incluyendo seres humanos, en la dosificacion y
la concentracion usadas, y ejemplos de los mismos incluyen tampones tales como acido fosforico, acido citrico,
acido succinico, acido acético y otros acidos organicos, y sales de los mismos; antioxidantes tales como acido
ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (p. ej., menos de aproximadamente 10 residuos) (p. €j., poliarginina y
tripéptido), proteinas (p. €j., albumina de suero, gelatina e inmunoglobulina); aminoacidos (p. e€j., glicina, acido
glutamico, acido aspartico y arginina); monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos (p. €j., celulosa y derivados
de la misma, glucosa, manosa y dextrina), agentes quelantes (p. ej., EDTA); alcoholes sacaricos (p. €j., manitol y
sorbitol); iones conjugados (p. €j., sodio); tensioactivos no idnicos (p. €j., polisorbato y poloxamero); y PEG.

La vacuna (composicion) farmacéutica que contiene el baculovirus recombinante se puede almacenar tipicamente
como una solucién acuosa o un producto liofilizado en un recipiente de dosis unitaria o multiples dosis tal como una
ampolla sellada o un vial.

La presente divulgacion proporciona ademas un método para prevenir la infeccion por malaria o gripe o un método
para tratar la malaria o la gripe, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz del baculovirus
recombinante, la vacuna, la formulacion y la composicion farmacéutica de la divulgacion. La presente divulgacion
proporciona ademas un método de inmunoestimulacion que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz
del baculovirus recombinante, la vacuna, la formulacién y la composicion farmacéutica de la divulgacion. Ejemplos
de los sujetos usados incluyen los que pueden ser infectados con parasitos de malaria o virus de la gripe, tales como
seres humanos y otros animales (tales como mamiferos, aves, reptiles, peces y anfibios), y los infectados con
parasitos de malaria o virus de la gripe. El virus de la gripe con el que se infecta el sujeto es preferiblemente un virus
de la gripe A, y mas preferiblemente un virus de la gripe A subtipo H1 o un virus de la gripe A subtipo H3. Ejemplos
de parasitos de la malaria incluyen Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium
ovale.

El baculovirus recombinante de la presente divulgaciéon se forma solo o junto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable como una vacuna, una formulacién o una composicién farmacéutica, y se administra al sujeto.

La via de administracion puede ser, por ejemplo, cualquier via de administraciéon mencionada anteriormente. El
vehiculo farmacéuticamente aceptable para el uso en la presente invencién se puede seleccionar adecuadamente
de portadores usados comunmente en este campo técnico, segun la forma de la composicién farmacéutica que se
va a producir.

Por ejemplo, cuando la composicion farmacoldgica se forma como una solucién acuosa, se puede usar como el
vehiculo agua purificada (agua estéril) o una soluciéon tamponadora fisiolégica. Cuando la composicion farmacéutica
se forma como otras soluciones apropiadas, se pueden usar como el vehiculo ésteres organicos capaces de ser
inyectados, tales como glicol, glicerol y aceite de oliva. La composicion puede contener estabilizantes, excipientes y
similares comunmente usados en este campo técnico, y particularmente en el campo de las formulaciones
vacunales.
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La cantidad de baculovirus recombinante en la vacuna, la formulacién o la composicién farmacéutica de la presente
invencion no esta particularmente limitada, y se puede seleccionar adecuadamente de un amplio intervalo. En
general, la cantidad de baculovirus recombinante en la composicién es preferiblemente de aproximadamente 0,0002
a aproximadamente 0,2 (% p/v) y mas preferiblemente de 0,001 a 0,1 (% p/v). El método de administracion del
baculovirus recombinante, la vacuna, la formulacién o la composicién farmacéutica de la invenciéon no esta
particularmente limitado y se puede seleccionar adecuadamente segun la forma de dosificacion, la edad, el sexo y
otras condiciones del paciente, la gravedad de la enfermedad, etc. Una forma de dosificacion preferible de los
mismos es una forma para administracion parenteral, tal como inyecciones, gotas, gotas nasales e inhalaciones.
Cuando la composiciéon se forma como una inyeccion o gotas, la inyeccion se puede administrar intravenosamente
segun se mezcla con un fluido restitutivo tal como una solucién de glucosa o una solucién de aminoacido segun se
requiera, o se puede administrar intramuscularmente, intracutdneamente, subcutdneamente o intraperitonealmente.

La dosificaciéon diaria del baculovirus recombinante, la vacuna, la formulacién o la composicién farmacéutica de la
presente invencion puede variar dependiendo de la condicion, el peso corporal, la edad, el sexo del sujeto, etc., y
por lo tanto no se puede especificar completamente. Sin embargo, la dosificacién es habitualmente tal que el
baculovirus recombinante se administra en una cantidad de 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal al dia. La
vacuna, la formulacién o la composicién de la invencion se puede administrar en una o mas administraciones al dia.

Cuando se administra el baculovirus recombinante como un principio activo de la vacuna (formulacién o composicion
farmacéutica) de la presente invencion, el baculovirus recombinante se administra en una cantidad correspondiente
a de 10% a 10" UFP, preferiblemente de 10° a 10" UFP y mas preferiblemente de 10° a 10" UFP por paciente,
calculada como las UFP del virus recombinante.

La vacuna (composicién) de la presente invencién se administra segun las practicas médicas correctas,
considerando la afeccién clinica (por ejemplo, la afeccion que se va a prevenir o tratar) de cada paciente, el punto de
aporte de la vacuna (composicién) que contiene el baculovirus recombinante, el tejido elegido, el método de
administracion, el régimen de dosificacion y otros factores conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, la
dosificacion apropiada de la vacuna (composicion) de la presente se determina teniendo en cuenta lo anterior.

Ejemplos

La presente invencion se describira posteriormente con mas detalle con referencia a los Ejemplos. Estos Ejemplos
son meramente ejemplos de la presente invencion, y no limitan la presente invencion.

Ejemplo 1: Plasmido vectorial de transferencia y método para la produccion del mismo de la presente invencion
(1) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-PfCSP, pCAP-PfCSP/272 y pCAP-PfCSP/467
(1.1) Construccion del plasmido pBACsurf-Hsp65

Se obtuvo un gen Hsp65 al extraer ADN gendmico de la cepa H37Rv de M. tuberculosis usando un QlAamp ADN
Midi Kit (Qiagen), y clonando mediante PCR. Mas especificamente, el ADN genémico extraido de la cepa H37Rv de
M. tuberculosis se amplifico mediante PCR usando los cebadores phsp65-F1 (5-
AATAATAGATCTAATGGCCAAGACAATTGCGTACGACGAAGA -3' (SEQ ID NO: 1); el sitio Bglll esta subrayado) y
phsp65-R1 (5'-AATCCAATGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCTGCAGGTCAGAAATCCATGCCACCCATGTCGCC -
3' (SEQ ID NO: 2); el sitio Notl esta subrayado). El producto de PCR se purificd, se escindié con las enzimas de
restriccion Bglll y Notl, se ligé a pcADN3.1(+) (de Invitrogen) digerido con BamHI y Notl. El plasmido resultante se
denomind pcADN-hsp65. Se realizé PCR con pcADN-hsp65 como una plantilla usando los cebadores phsp65-F2 (5'
-CACCCCTGCAGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGAATTCATGGCCAAGAC
AATTGCGTACGACGAAGAGGCC - 3' (SEQ ID NO: 3); los sitios Sse83871 y EcoRI estan subrayados, y la
secuencia FLAG esta en cursiva) y phsp65-R2 (5' - CCCGGGCGAAATCCATGCCACCCATGTCGCCGCCACC - 3
(SEQ ID NO: 4); el sitio Cfr9l esta subrayado). El fragmento de ADN del gen Hsp65 resultante se cloné en pENTR/D-
TOPO (de Invitrogen), a continuacion se escindio con Sse83871/Cfr9l y se insert6 en el sitio Pstl/Cfrol de pBACsurf-
CSP (Yoshida y cols., Virology 316: 161-70, 2003). El plasmido asi construido se denomin6 pBACsurf-Hsp65.

(1.2) Construccion del plasmido pENTR-gp64

Se realizd PCR con pBACsurf-1 (de Novagen) como una plantilla usando los cebadores pPolh-F2 (5' -
CACCCGGACCGGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAG - 3' (SEQ ID NO: 5); el sitio Rsrll esta
subrayado) y pgp64-R2 (5' - GGTACCATATTGTCTATTACGGTTTCTAATCATAC - 3' (SEQ ID NO: 6); el sitio Kpnl
esta subrayado). El fragmento de ADN del gen de gp64 resultante se inserté en pENTR/D-TOPO para construir un
plasmido pENTR-gp64. El plasmido asi construido se denominé pENTR-gp64.
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(1.3) Construccion del vector de transferencia pDual-Hsp65-gp64

Se escindié pBACsurf-Hsp65 con Pstl/Cfr9l, y el fragmento de ADN del gen hsp65 se inserto en el sitio Pstl/Cfr9l de
pENTR-gp64 para construir un plasmido pENTR-Hsp65-gp64. El pENTR-Hsp65-gp64 se escindié con Rsrll/Kpnl, y
un fragmento de ADN que consistia en un promotor de poliedrina y un gen hsp65-gp64 se insert6 en pTriEx-3.1
(Novagen) escindido con Rsrll y Kpnl para construir un plasmido vectorial de transferencia pDual-Hsp65-gp64 que
permitia la expresion de una proteina de fusion de antigeno de Hsp65 y proteina gp64 en células de mamifero e
insecto bajo el control del promotor doble deseado que consistia en promotor de CMA y promotor de poliedrina.

(1.4) Construccion del vector de transferencia pDual-H1N1/HA1-gp64

Se extrajo ARN de un sobrenadante de cultivo de células MDCK infectadas con cepa PR/8/34 del virus de la gripe
usando un QlAamp MinElute Virus Spin Kit (de Qiagen), y se amplifico mediante RT-PCR usando los cebadores HA-
f (5' - CCTGCAGGTATGAAGGCAAACCTACTGGTC - 3' (SEQ ID NO: 7); el sitio Sbfl esta subrayado) y HA-r (5' -
GCCCGGGCGATGCATATTCTGCA - 3 (SEQ ID NO: 8); el sitio Sbfl estd subrayado). El fragmento del gen de HA
del virus de la gripe resultante se cloné en pCR-Blunt [I-TOPO (de Invitrogen). El plasmido resultante se denominé
pCR-Blunt-HA. Se realizd PCR con el pCR-Blunt-HA como una plantilla usando los cebadores pHA-F1 (5' -
CACCGAATTCGACACAATATGTATAGGCTACCATGCG-3' (SEQ ID NO: 9); el sitio EcoRI esta subrayado) y pHA-
R1 (5' - CCCGGGCACCTCTGGATTGGATGGACGGAATG - 3' (SEQ ID NO: 10); el sitio Cfr9l esta subrayado). El
fragmento de ADN del gen H1N1/HA1 resultante se cloné en pENTR/D-TOPO, a continuacion se escindié con
EcoRI/Cfr9l y se insertd en el sitio EcoRI/Cfr9l de pDual-Hsp65-gp64 para construir un plasmido pDual-H1N1/HA1-
gp64.

(1.5) Construccion del plasmido pBACsurf-HA1

Se escindié pDual-H1N1/HA1-gp64 con EcoRI/Cfrl y el fragmento de ADN del gen H1N1/HA1 se inserté en
pBACsurf-Hsp65 digerido con EcoRI y Cfrl para construir un plasmido pBACsurf-HA1.

(1.6) Construccion del plasmido pCP-H1N1/HA1-gp64

Se realizd PCR con pBACsurf-HA1 como una plantila usando Polh-f Rsrll (5" -
GGGCGGACCGGATAATTAAAATGATAACCATCTCG - 3' (SEQ ID NO: 11); el sitio Rsrll esta subrayado) y GP64-r
Dralll (5' - GGGCACTTAGTGATATTGTCTATTACGGTTTCTAATC - 3' (SEQ ID NO: 12); el sitio Dralll esta
subrayado). El fragmento de ADN resultante se inserté en pDual-H1N1/HA1-gp64 digerido con Rsrll y Dralll para dar
pCP-H1N1/HA1-gp64.

(1.7) Construccion del plasmido pCAP-H1N1/HA1-gp64

Se escindié pCP-H1N1/HA1-gp64 con las enzimas de restriccion Rsrll y Dralll para preparar los fragmentos génicos
HA1 y gp64. Los fragmentos se insertaron en un vector preparado al digerir pTriEx-1.1 (de Novagen) con las
enzimas de restriccion Rsrll y Dralll para dar un plasmido vectorial de transferencia pCAP-H1N1/HA1-gp64 que
permite la expresion de una proteina de fusion del antigeno de HA1 y la proteina gp64 en células de mamifero e
insecto bajo el control del promotor doble deseado que consiste en el promotor de CAG y el promotor de poliedrina.

(1.8) Construccion del plasmido pCAP-H1N1/NP-gp64

Se realizé6 RT-PCR con ARN genémico de cepa PR/8/34 del virus de la gripe como una plantilla usando NP-f EcoRlI
(5'-ACGGAATTCCATTCAATTCAAACTGGA - 3' (SEQ ID NO: 13); el sitio EcoRI esta subrayado) y NP-r Cfr9l (5'.
GATCCCGGGCCTTGTCAATGCTGAATGGCAA - 3' (SEQ ID NO: 14); el sitio Cfr9l esta subrayado). Los fragmentos
obtenidos se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI y Cfr9l, y se insertaron en pCAP-H1N1/HA1-gp64
digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Cfr9l para dar pCAP-H1N1/NP-gp64.

(1.9) Construccion de los plasmidos pCAP-H1N1/NP/272 y pCAP-H1N1/NP/467

Se realizé PCR usando gp64(272)-f (5' - GACTCCCCGGGTCGAGCACCGAGTCAAGAAG - 3' (SEQ ID NO: 15); el
sitio Xmal esta subrayado), gp64(467)-f (5'-GACTCCCCGGGACATCACTTCCATGGCTGAA-3' (SEQ ID NO: 16); el
sitio Xmal esta subrayado) y GP64-r Dralll (5-GGGCACTTAGTGATATTGTCTATTACGGTTTCTAATC-3' (SEQ ID
NO: 12); el sitio Dralll esta subrayado) de pCAP-H1N1/HA1-gp64. Los fragmentos obtenidos se digirieron con las
enzimas de restriccion Xmal y Dralll y se insertaron en pCAP-H1N1/NP-gp64 digerido con Xmal y Dralll para dar
pCAP-H1N1/NP/272 y pCAP-H1N1/NP/467.
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(1.10) Construccion de los vectores de transferencia pCAP-PfCSP, cCAP-PfCSP/272 y pCAP-PfCSP/467

Se extrajo ADN gendmico de P. falciparum de eritrocitos humanos infectados con cepa 3D7 de Plasmodium
falciparum usando un QlAamp ADN Midi Kit (de Qiagen). Un gen PfCSP se cloné mediante PCR con este ADN
gendémico como una plantilla segun el siguiente método. La PCR se realizé usando los cebadores PfCSP-f(19) (5' -
GACTCTGCAGTTATTCCAGGAATACCAGTGCTATGGAAG - 3' (SEQ ID NO: 17); el sitio Pstl esta subrayado) y
PfCSP-r(373) (5'-CGATCCCGGGCTTTTTCCATTTTACAAATTTTTTTTTCAATATC - 3' (SEQ ID NO: 18); el sitio
Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN resultante se inserté en pCAP-H1N1/NP-gp64, pCAP-H1N1/NP/272 y
pCAP-H1N1/NP/467, cada uno digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-PfCSP,
pCAP-PfCSP/272 y pCAP-PfCSP/467.

El numero de registro del GenBank de la secuencia de aminoacidos de la proteina de circumesporozoitos (CS) de
Plasmodium falciparum 3D7 es XP_001351122.

(2) Construccion del vector de transferencia pDual-Pfs25-PfCSP-gp64
(2.1) Construccion del plasmido pDual-PbAMAID123-gp64

Se recogié una muestra de sangre de un ratén BALB/c infectado con la cepa ANKA del parasito de la malaria P.
berghei, y se extrajo ADN gendmico de P. berghei usando un QlAamp ADN Midi Kit (Qiagen). Un dominio 123
(D123) del gen PbAMA1 se cloné mediante PCR con este ADN genémico como una plantilla segun el siguiente
método. Se realizd PCR usando los cebadores pAMA-F1 (5' -
CACCGAATTCAATCCATGGGAAAAGTATACGGAAAAATAT - 3' (SEQ ID NO: 19); el sitio EcoRI esta subrayado) y
pAMA1-R1 (5' - CCCGGGCTTCTCTGGTTTGATGGGCTTTCATATGCAC - 3' (SEQ ID NO: 20); el sitio Cfr9l esta
subrayado). El fragmento de ADN PbAMA1D123 resultante se cloné en pENTR/D-TOPO, a continuacioén se escindié
con EcoRI/Cfr9l y se insertdé en pBACsurf-Hsp65 digerido con EcoRI y Cfr9l. El plasmido construido se denominé
pBACsurf-PbAMA1D123.

Posteriormente, el pBACsurf-PbAMA1D123 se escindid con EcoRI/Cfr9l, y el fragmento de ADN del gen
PbAMA1D123 se insertd en pDual-Hsp65-gp64 digerido con EcoRI y Cfr9l para dar un plasmido pDual-
PbAMA1D123-gp64.

(2.2) Construccion del plasmido pDual-PfCSP-gp64

Un gen PfCSP se cloné mediante PCR con ADN gendmico de P. falciparum como una plantilla segun el siguiente

método. La PCR se realizod usando los cebadores pPfCSP-F1 5' -
CACCGAATTCTTATTCCAGGAATACCAGTGCTATGGAAGT-3' (SEQ ID NO: 21); el sitio EcoRI esta subrayado) y
pPfCSP-R1 (5'-CCCGGGCTTTTTCCATTTTACAAATTTTTTTTTC-3' (SEQ ID NO: 22); el sitio Cfr9l esta subrayado).

El fragmento de ADN de PfCSP resultante se cloné en pENTR/D-TOPO, a continuacion se escindié con EcoRI/Cfrol
y se inserté en pDual-PbAMA1D123-gp64 digerido con EcoRI y Cfr9l. El plasmido construido se denominé pDual-
PfCSP-gp64.

(2.3) Construccion del vector de transferencia pDual-Pfs25-PfCSP-gp64

Un gen Pfs25 se clond mediante PCR con ADN gendmico de P. falciparum como una plantilla segun el siguiente

método. La PCR se realizé usando los cebadores pPfs25-F1 5' -
CACCGAATTCAAAGTTACCGTGGATACTGTATGCAAAAGAGGA - 3' (SEQ ID NO: 23); el sitio EcoRI esta
subrayado) y pPfs25-R2 (5'

CAATTGAGATCCGCCGCCACCGCCACCAGTACATATAGAGCTTTCATTATCTATTATAAATCCAT C - 3' (SEQ ID
NO: 24); el sitio Munl esta subrayado). El fragmento de ADN de Pfs25 resultante se cloné en pENTR/D-TOPO, a
continuacion se escindié con EcoRI/Munl y se insertdé en pDual-PfCSP-gp64 digerido con EcoRI. El plasmido
construido se denominé pDual-Pfs25-PfCSP-gp64.

(3) Construccion del plasmido de transferencia pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64

Un gen PfMSP1 se cloné mediante PCR con ADN gendmico de P. falciparum como una plantilla segun el siguiente
método. La PCR se realizd usando los cebadores pPfMSP119-F1 5' -
CACCGAATTCAACATTTCACAACACCAATGCGTAAAAAAAC - 3": (SEQ ID NO: 25); el sitio EcoRlI esta subrayado)
y pPfMSP119-R2 (5'

CAATTGAGATCCGCCGCCACCGCCACCGTTAGAGGAACTGCAGAAAATACCATCGAAAAGTGGA - 3' (SEQ ID
NO: 26); el sitio Munl esta subrayado). El fragmento de ADN PfMSP119 resultante se clon6 en pENTR/D-TOPO, a
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continuacion se escindié con EcoRl y Munl y se inserté6 en pDual-PbCSP-gp64 digerido con EcoRI. El plasmido
construido se denominé pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64.

(4) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-PfCSP(A361E), pCAP-PfCSP(A361E)/272 y
pCAP-PfCSP(A361E)/467

Se realizd PCR con pCAP-PfCSP usando PfCSP-f(19) (5'-
GACTCTGCAGTTATTCCAGGAATACCAGTGCTATGGAAG-3": (SEQ ID NO: 17); el sitio Pstl esta subrayado) y
PfCSP-r (373 A361E) (5-CGATCCCGGGCTTTTTCCATTTTACAAATTTTTTTTTCAATATCATTTTC-3": (SEQ ID NO:
27); el sitio Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN obtenido se escindio con Pstl y Xmal y se insert6 en pCAP-
H1N1/NP-gp64, pCAP-H1N1/NP/272 y pCAP-H1N1/NP/467, cada uno digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos
construidos se denominaron pCAP-PfCSP(A361E), pCAP-PfCSP(A361E)/272 y pCAP-PfCSP(A361E)/467.

(5) Construccion de los plasmidos de transferencia pCAP-PfCSP-76 y pCAP-PfCSP-76/467

Se realizd PCR con pCAP-PfCSP(A361E) usando PfCSP-f(76) (5' -
GACTCTGCAGGATGATGGAAATAACGAAGACAACG - 3": (SEQ ID NO: 28); el sitio Pstl esta subrayado) y PfCSP-r
(373 A361E) (5' - CGATCCCGGGCTTTTTCCATTTTACAAATTTTTTTTTCAATATCATTTTC - 3" (SEQ ID NO: 27); el
sitio Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN resultante se escindié con Pstl y Xmal y a continuacion se inserté
en pCAP-H1N1/NP-gp64 y pCAP-H1N1/NP/467, cada uno escindido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se
denominaron pCAP-PfCSP-76 y pCAP-PfCSP-76/467.

(6) Construccion de los plasmidos de transferencia pCAP-PfCSP+209 y pCAP-PfCSP+209/467

Se prepar6 una secuencia génica artificial (PfCSP+: SEQ ID NO: 29) a partir de la secuencia de aminoacidos de
PfCSP de la cepa 3D7 de P. falciparum (en la que, sin embargo, la A en la posicion 361 se reemplazé por E) usando
codones usados frecuentemente en células Sf9 y humanas. Usando la secuencia génica artificial obtenida como una

plantilla, se realizé PCR usando PfCSP-f(+209) (5-
GACTCTGCAGAACGCTAATCCAAACGCTAATCCCAACGCTAATCCCAATGCC -3' (SEQ ID NO: 30); el sitio Pstl
esta subrayado) y PfCSP-r(+A361E) (5'-CGATCCCGGGCTTTTTCCATTTTGCAAATTTTTTT -3' (SEQ ID NO: 31); el

sitio Xmal esta subrayado). Los fragmentos de ADN resultantes se escindieron con Pstl y Xmall y a continuacion se
insertaron en pCAP-H1N1/NP-gp64 y pCAP-H1N1/NP/467 digeridos con Pstl y Xmall. Los plasmidos construidos se
denominaron pCAP-PfCSP+209 y pCAP-PfCSP+209/467.

(7) Construccion de los plasmidos de transferencia pCAP-PfCSP+76/209 y pCAP-PfCSP+76/209/467

Usando la secuencia génica artificial (PfCSP+: SEQ ID NO: 29) como una plantilla, se realizé PCR usando PfCSP-
f(+76) (5-GACTCTGCAGGACGACGGCAACAACGAAGACAACG -3' (SEQ ID NO: 32); el sitio Pstl esta subrayado),
PfCSP-r(+128) (5'-CGTTAGGATCCACATTTGGGTTGGCATTTGGG -3' (SEQ ID NO: 33); el sitio BamH | esta
subrayado), PfCSP-f (+209) BamHI (5'-GACTGGATCCTAACGCTAATCCAAACGCTAATCCC- 3(SEQ ID NO: 34);
el sitio BamH | esta subrayado) y PfCSP-r(+A361E) (5-CGATCCCGGGCTTTTTCCATTTTGCAAATTTTTTT -3
(SEQ ID NO: 31); el sitio Xmal esta subrayado) a partir de la secuencia génica artificial obtenida. Los fragmentos de
ADN resultantes se escindieron con Pstl/BamHI y BamH1/Xmal, respectivamente y a continuacion se insertaron en
pCAP-H1N1/NP-gp64 y pCAP-H1N1/NP/467, cada uno digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se
denominaron pCAP-PfCSP+76/209 y pCAP-PfCSP+76/209/467.

(8) Construccion de los plasmidos de transferencia pCAP-HA1/Anhui, pCAP-HA1/Anhui/272 y pCAP-HA1/Anhui/467

Una secuencia génica artificial (SEQ ID NO: 35) se preparo6 a partir de la secuencia de aminodacidos de la region HA1
de hemaglutinina del virus de la gripe H5N1/Anhui/1/05 usando codones usados frecuentemente en células de Sf9 y
humanas. Usando la secuencia génica artificial obtenida como una plantilla, se realiz6 PCR usando AH-F1 (5'-
CAGTCTGCAGGACCAGATTTGCATC-3": (SEQ ID NO: 36); el sitio Pstl esta subrayado) y AH-R4 (5-
CAGTCCCGGGCTCTCTTGCGCCTGC-3": (SEQ ID NO: 37); el sitio Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN
obtenido se escindié con Pstl y Xmal y a continuacion se inserté en pCAP-H1N1/NP-gp64, pCAP-H1N1/NP/272 y
pCAP-H1N1/NP/467, cada uno digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-
HA1/Anhui, pCAP-HA1/Anhui/272 y pCAP-HA1/Anhui/467.

El niumero de registro del GenBank de la secuencia de aminoacidos de la hemaglutinina del virus de la gripe
A/H5N1/Anhui/1/05 es ABD28180.
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(9) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-HA1/Vietnam, pCAP-HA1/Viethnam/51, pCAP-
HA1/Vietnam/101, pCAP-HA1/Vietnam/154, pCAP-HA1/Vietnam/201, pCAP-HA1/Vietnam/272 y pCAP-HA1/Vietnam
1467

Una secuencia génica artificial (SEQ ID NO: 38) se preparo6 a partir de la secuencia de aminoacidos de la region HA1
de la hemaglutinina del virus de la gripe H5N1/Vietnam/1203/4 usando codones usados frecuentemente en células
Sf9 y humanas. Usando la secuencia génica artificial obtenida como una plantilla, se realizé PCR usando VN-F1 (5'-
CAGTCTGCAGGACCAGATCTGTATC-3": (SEQ ID NO: 39); el sitio Pstl esta subrayado) y VN-R4 (5-
CAGTCCCGGGCTCTCTTCTTCCTGC-3": (SEQ ID NO: 40); el sitio Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN
obtenido se escindié con Pstl y Xmal y se insertd6 en pCAP-H1N1/NP-gp64, pCAP-H1N1/NP/272 y pCAP-
H1N1/NP/467, cada uno digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-HA1/Vietnam,
pCAP-HA1/Vietnam/272 y pCAP-HA1/Vietnam/467.

Ademas, usando pCAP-HA1/Vietham como wuna plantila, se realizdé PCR usando gp64(51)-f (5-
GACTCCCCGGGTGGAAATCACCATCGTGGAGACG-3" (SEQ ID NO: 41); el sitio Xmal esta subrayado), o
gp64(101)-f (5'-GACTCCCCGGGATTTGCTTATGTGGAGCATCAGG-3" (SEQ ID NO: 42); el sito Xmal esta
subrayado), o gp64(154)-f (5-GACTCCCCGGGCGCACCACACGTGCAACAAATCG-3": (SEQ ID NO: 43); el sitio
Xmal esta subrayado), o gp64(201)-f (5'-GACTCCCCGGGACACTGTGCTTCATCGAGACGGC-3": (SEQ ID NO: 44);
el sitio Xmal esta subrayado), y GP64-r Dralll (5-GGGCACTTAGTGATATTGTCTATTACGGTTTCTAATC-3' (SEQ
ID NO: 12); el sitio Dralll esta subrayado). Los fragmentos de ADN obtenidos se escindieron con Xmal y Dralll y se
insertaron en pCAP-HA1/Vietnam digerido con Xmal y Dralll. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-
HA1/Vietnam/51, pCAP-HA1/Vietnam/101, pCAP-HA1/Vietnam/154 y pCAP-HA1/Vietnam/201.

El nimero de registro del GenBank de la secuencia de aminoacidos de la hemaglutinina del virus de la gripe
A/H5N1/Vietnam/1203/2004 es AAW80717.

(10) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-AH/345, pCAP-AH/345/467, pCAP-AH/410,
pCAP-AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520, pCAP-AH/520/467

Una secuencia génica artificial (SEQ ID NO: 45) se preparé a partir de la secuencia de aminoacidos de la regién HA
de la hemaglutinina del virus de la gripe A/H5N1/Anhui/1/05 mediante optimizacién de codones usando Gene
Designer disponible de ADN2.0, Inc. Usando esta secuencia artificial como una plantilla, se realizé PCR usando
AH17-F (5-GACTCTGCAGGATCAGATCTGTATTGGGTACC-3' : (SEQ ID NO: 46); el sitio Pstl estd subrayado y
AH345-R (5-CGATCCCGGGCTCTCTTTCTCCTCCGCTCGC-3": (SEQ ID NO: 47); el sitio Xmal esta subrayado), o
AH410-R (5-CGATCCCGGGCGGCCTCGAACTGGGTGTTCATT-3" (SEQ ID NO: 48); el sitio Xmal esta
subrayado), o AH473-R (5'-CGATCCCGGGCGTCTCTGAGTTGAAGGCGCAC-3(SEQ ID NO: 49); el sitio Xmal
esta subrayado, o AH520-R (5'-CGATCCCGGGCACCACTAATTTCCTCTCGCTTC-3"(SEQ ID NO: 50); el sitio Xmal
esta subrayado). El fragmento de ADN obtenido se escindié con Pstl y Xmal y se inserté en pCAP-HA1/Anhui o
pCAP-HA1/Anhui/467 digerido con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-AH/345, pCAP-
AH/345/467, pCAP-AH/410, pCAP-AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520 y pCAP-
AH/520/467 .

(11) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-VN/346, pCAP-VN/346/467, pCAP-VN/410,
pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-VN/473/467, pCAP-VN/520 y pCAP-VN/520/467

Una secuencia génica artificial (SEQ ID NO: 51) se preparé a partir de la secuencia de aminoacidos de la regién HA
de la hemaglutinina del virus de la gripe A/H5N1/Vietnam/1203/2004 mediante optimizacion de codones usando
Gene Designer disponible de ADN2.0, Inc. Usando esta secuencia artificial como una plantilla, se realizé6 PCR
usando VN17-F (5'-GACTCTGCAGGATCAGATCTGTATCGGATATC-3": (SEQ ID NO: 52); el sitio Pstl esta
subrayado) y VN346-R (5-CGATCCCGGGCCCGCTTTTTCCTCCTCCGTTCG-3" (SEQ ID NO: 53); el sitio Xmal
esta subrayado), o VN410-R (5-CGATCCCGGGCCTCAAACTGCGTATTCATTTTG-3": (SEQ ID NO: 54); el sitio
Xmal esta subrayado), o VN473-R (5'-CGATCCCGGGCTCTAAGCTGGAGCCTGACTTTGTC-3": (SEQ ID NO: 55);
el sitio Xmal esta subrayado), o VN520-R (5'-CGATCCCGGGCACTAATCTCCTCTCTTTTAAGTC-3": (SEQ ID NO:
56); el sitio Xmal esta subrayado). El fragmento de ADN obtenido se escindid con Pstl y Xmal y se inserté en pCAP-
HA1/Anhui o pCAP-HA1/Anhui/467 digeridos con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-
VN/346, pCAP-VN/346/467, pCAP-VN/410, pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-VN/473/467, pCAP-VN/520 y
pCAP-VN/520/467.

(12) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCAP-CO/full, pCAP-CO/full/467, pCAP-CO/19,
pCAP-C0/19/467, pCAP-CQO/76, pCAP-CQO/76/467, pCAP-CO/205 y pCAP-CO/205/467

Una secuencia génica artificial (SEQ ID NO: 57) se preparo a partir de la secuencia de aminoacidos de la CSP de la
cepa 3D7 de Plasmodium falciparum mediante optimizacion de codones usando Gene Designer disponible de
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ADN2.0, Inc. Usando esta secuencia artificial como una plantilla, se realiz6 PCR usando un par de cebadores que
consiste en PfCSP_opt-f (5'-GACTCTGCAGATGATGCGAAAATTGGCCATACTG-3": (SEQ ID NO: 58); el sitio Pstl
esta subrayado) y PfCSP_opt-r (397) (5-CGATCCCGGGCATTGAGGAACAGAAAGGAAAGAACCATG-3": (SEQ ID
NO: 59); el sitio Xmal esta subrayado); PfCSP_opt-f (19) (5'-
GACTCTGCAGCTGTTTCAGGAATACCAGTGCTATGG-3": (SEQ ID NO: 60); (el sitio Pstl esta subrayado) y
PfCSP_opt-r (373) (5-CGATCCCGGGCCTTCTCCATCTTACAAATTTTCTTTTCAATATCATTAGC-3" (SEQ ID NO:
61); el sitio Xmal esta subrayado); PfCSP_opt-f (76) (5'-GACTCTGCAGGACGACGGAAATAATGAGGACAACG-3':
(SEQ ID NO: 62); el sitio Pstl esta subrayado) y PfCSP_opt-r (373) (5-
CGATCCCGGGCCTTCTCCATCTTACAAATTTTCTTTTCAATATCATTAGC-3": (SEQ ID NO: 61); el sitio Xmal esta
subrayado); y PfCSP_opt-f (205) (5'-GACTCTGCAGAATGCAAACCCAAATGCCAATCCAAACGC-3": (SEQ ID NO:
63); el sitio Pstl esta subrayado) y PfCSP_opt-r (373) (5'-
CGATCCCGGGCCTTCTCCATCTTACAAATTTTCTTTTCAATATCATTAGC-3": (SEQ ID NO: 61); el sitio Xmal esta
subrayado). Los fragmentos de ADN obtenidos se escindieron con Pstl y Xmal y se insertaron en pCAP-HA1/Anhui o
pCAP-HA1/Anhui/467 digeridos con Pstl y Xmal. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-CO/full, pCAP-
CO/full/467, pCAP-CO/19, pCAP-CO/19/467, pCAP-CO/76, pCAP-CQO/76/467, pCAP-CO/205 y pCAP-CO/205/467.

(13) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCA64-HA1/Anhui y pCA64-PfCSP (A361E)

Usando el ADN Triple Cut de BacVector-2000 ADN (de Novagen), se realiz6 PCR usando gp64-p-f (5'-
GACTCGGACCGGCCAGATAAAAATAATCTTATCAATTAAG-3": (SEQ ID NO: 64); el sitio Rsrll esta subrayado) y
gp64-p-r (5-CGATACTAGTAGCACTGAGGCTTCTTATATACCCG-3": (SEQ ID NO: 65); el sitio Spel esta
subrayado). El fragmento de ADN obtenido se escindié con Rsrll y Spel y se insertd6 en pCAP-HA1/Anhui o pCAP-
PfCSP(A361E) digeridos con Rsrll y Spel para construir los plasmidos vectoriales de transferencia pCA64-
HA1/Anhui y pCA64-PfCSP(A361E) que permiten la expresion de una proteina de fusién de antigeno de HA1 o
antigeno de PfCSP y proteina gp64 en células de mamifero e insecto bajo el control del promotor doble deseado que
consiste en promotor de CAG y promotor de gp64.

(14) Construccion de los plasmidos vectoriales de transferencia pCA39-HA1/Anhui y pCA39-PfCSP (A361E)

Usando el ADN Triple Cut de BacVector-2000 ADN (de Novagen), se realizdé PCR usando vp39-p-f (5'-
GACTCGGACCGCGTCGTACAAATCGAAATATTGTTGTG-3%(SEQ ID NO: 66); el sitio Rsrll esta subrayado) y
vp39-p-r (5-CGATACTAGTGTGATTGAGAAAGAAATCTCTTATTC-3": (SEQ ID NO: 67); el sitio Spel esta
subrayado). El fragmento de ADN obtenido se escindié con Rsrll y Spel y se insertd6 en pCAP-HA1/Anhui o pCAP-
PfCSP(A361E) digeridos con Rsrll y Spel para construir los plasmidos vectoriales de transferencia pCA39-
HA1/Anhui y pCA39-PfCSP(A361E) que permiten la expresion de una proteina de fusién de antigeno de HA1 o
antigeno de PfCSP y proteina gp64 en células de mamifero e insecto bajo el control del promotor doble deseado que
consiste en promotor de CAG y promotor de vp39.

(15) pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV, pCAP-CO/76/VSV y pCAP-CO/205/VSV

Usando pVSV-G (de Clonetech) como una plantila, se realizdé PCR usando VSV-Gf (5-
GACTCCCCGGGCGTTCGAACATCCTCACATTCAAG - 3' (SEQ ID NO: 68); el sitio Xmal esta subrayado), VSV-G-r
(5'-GACTCACTTAGTGCTTTCCAAGTCGGTTCATCTC-3" (SEQ ID NO: 69); el sitio Dralll estd subrayado). El
fragmento de ADN obtenido se inserté en pCAP-CO/full, pCAP-CO/19, pCAP-CO/76 y pCAP-CO/205, cada uno
digerido con Xmal y Dralll. Los plasmidos construidos se denominaron pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV,
pCAP-CO/76/VSV y pCAP-CO/205/VSV.

Ejemplo 2: Baculovirus recombinantes de la presente divulgacion y método para la produccion de los mismos

(1) Se produjeron baculovirus recombinantes usando un estuche para producir baculovirus recombinantes
(BacVector-2000 Transfection Kit de Novagen) al cotransfectar ADN BacVector-2000 con cada uno de los siguientes
vectores de transferencia construidos en el Ejemplo 1: pCAP-PfCSP, pCAP-PfCSP/272, pCAP-PfCSP/467, pCAP-
PfCSP(A361E), pCAP-PfCSP(A361E)/272, pCAP-PfCSP(A361E)/467, pCAP-PfCSP-76, pCAP-PfCSP-76/467,
pCAP-PfCSP+209, pCAP-PfCSP+209/467, pCAP-PfCSP+76/209, pCAP-PfCSP+76/209/467, pCAP-HA1/Anhui,
pCAP-HA1/Anhui/272, pCAP-HA1/Anhui/467, pCAP-HA1/Vietnam, pCAP-HA1/Vietham/51, pCAP-HA1/Vietnam/101,
pCAP-HA1/Vietnam/154, pCAP-HA1/Vietnam/201, pCAP-HA1/Vietnam/272, pCAP-HA1/Vietnam/467, pCAP-AH/345,
pCAP-AH/345/467, pCAP-AH/410, pCAP-AH/410/467, pCAP-AH/473, pCAP-AH/473/467, pCAP-AH/520, pCAP-
AH/520/467, pCAP-VN/346, pCAP-VN/346/467, pCAP-VN/410, pCAP-VN/410/467, pCAP-VN/473, pCAP-
VN/473/467, pCAP-VN/520, pCAP-VN/520/467, pCAP-CO/full, pCAP-CO/full/467, pCAP-CO/19, pCAP-CO/19/467,
pCAP-CO/76, pCAP-CO/76/467, pCAP-CO/205, pCAP-CO/205/467, pCA39-HA1/Anhui, pCA64-HA1/Anhui, pCA39-
PfCSP(A361E), pCA64-PfCSP(A361E), pCAP-CO/full/VSV, pCAP-CO/19/VSV, pCAP-CO/76/VSV, pCAP-
CO/205/VSV, pDual-Pfs25-PfCSP-gp64, pDual-PfMSP1-PfCSP-gp64 en células Sf9. Se disefiaron los baculovirus
recombinantes resultantes AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-
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PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/272, AcNPV-CAP-PfCSP(A361E)/467, AcNPV-CAP-PfCSP-76, AcNPV-
CAP-PfCSP-76/467, AcNPV-CAP-PfCSP+209, AcNPV-CAP-PfCSP+209/467, AcNPV-CAP-PfCSP+76/209, AcNPV-
CAP-PfCSP+76/209/467, AcNPV-CAP-HA1/Anhui, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/272, AcNPV-CAP-HA1/Anhui/467,
AcNPV-CAP-HA1/Vietnam, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/51, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/101, AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam/154, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/201, AcNPV-CAP-HA1/Vietnam/272, AcNPV-CAP-HA1/Vietham/467,
AcNPV-CAP-AH/345, AcNPV-CAP-AH/345/467, AcNPV-CAP-AH/410, AcNPV-CAP-AH/410/467, AcNPV-CAP-
AH/473, AcNPV-CAP-AH/473/467, AcNPV-CAP-AH/520, AcNPV-CAP-AH/520/467, AcNPV-CAP-VN/346, AcNPV-
CAP-VN/346/467, AcNPV-CAP-VN/410, AcNPV-CAP-VN/410/467, AcNPV-CAP-VN/473, AcNPV-CAP-VN/473/467,
AcNPV-CAP-VN/520, AcNPV-CAP-VN/520/467, AcNPV-CAP-CO/full, AcNPV-CAP-CO/full/467, AcNPV-CAP-CO/19,
AcNPV-CAP-CO/19/467, AcNPV-CAP-CO/76, AcNPV-CAP-CO/76/467, AcNPV-CAP-CO/205, AcNPV-CAP-
CO0/205/467, AcNPV-CA39-HA1/Anhui, AcNPV-CA64-HA1/Anhui, AcNPV-CA39-PfCSP(A361E), AcNPV-CA64-
PfCSP(A361E), AcNPV-CAP-CO/full’/VSV, AcNPV-CAP-CO/19/VSV, AcNPV-CAP-CO/76/VSV, AcNPV-CAP-
CO/205/VSV, AcNPV-Dual-Pfs25-PfCSP-gp64 y AcNPV-Dual-PIMSP1-PfCSP-gp64.

Ejemplo 3: Prueba de expresidon de antigeno vacunal procedente de baculovirus recombinante de la presente
divulgacion en células de insecto

Se cultivaron células Sf9 en una concentraciéon de 1 x 10° células por pocillo en una placa de 48 pocillos (de
Corning) y se infectaron con los baculovirus AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-HA1/Anhui y AcNPV-CAP-
HA1/Vietnam obtenidos en el Ejemplo 2, o un baculovirus natural AcCNPV-WT como un control a una multiplicidad de
infeccion de aproximadamente 0,1. Después de 5 dias, el sobrenadante de cultivo se retiré de cada pocillo, y a
continuacion se afadié Sample Buffer Solution (+2ME, x2) (de Wako) en una cantidad de 0,05 ml por pocillo para
someter completamente a lisis a las células. El lisado celular se calenté a 100°C durante 5 minutos, y se sometié a
electroforesis sobre SDS al 7,5%-PAGE. Después de la electroforesis, la proteina se transfiri6 a una membrana de
PVDF (Immobilon-P de Millipore) y el bloqueo se realizé a 4°C durante la noche al sumergir la membrana en leche
desnatada al 2,5%/SuperBlock (de Pierce). La membrana a la que se ha transferido la proteina de células Sf9
infectadas con cada baculovirus se incubd con un anticuerpo anti-gp64 (AcV5 de eBioScience) como el anticuerpo
primario, y a continuacién se incubd con un anticuerpo caprino contra IgG (H+L) de coneja marcado con HRP (de
BioRad) como el anticuerpo secundario. El color se desarrollé con un ECLplus Western Blotting Detection kit (de GE
Healthcare) para detectar la banda de proteina. La FIG. 1 muestra los resultados.

La FIG. 1 muestra un analisis por inmunotransferencia que muestra la expresion de antigenos de fusion en células
de insecto a partir de baculovirus recombinantes que contienen el gen PfCSP de malaria humana, el gen de HA1 de
la cepa del virus de la gripe H5N1/Anhui/1/05 y el gen de HA1 de la cepa H5N1/Viethnam/1203/04. En la FIG. 1, el
Carril 1 muestra la banda de una baculovirus natural (AcNPV-WT); el Carril 2 muestra la banda de un baculovirus
recombinante (AcNPV-CAP-PfCSP) que contiene el gen PfCSP y el gen de gp64 de longitud completa insertado
agua abajo del promotor doble usado en la presente invencion; el Carril 3 muestra la banda de un baculovirus
recombinante (AcNPV-CAP-HA1/Anhui) que contiene el gen de HA1 de la cepa H5N1/Anhui/1/05 del virus de la
gripe y el gen de gp64 de longitud completa insertado aguas abajo del promotor doble usado en la presente
invencion; y el Carril 4 muestra la banda de un baculovirus recombinante ((AcNPV-CAP-HA1/Vietnam) que contiene
el gen de HA1 de la cepa H5N1/Vietham/1203/04 del virus de la gripe y el gen de gp64 de longitud completa
insertado aguas abajo del promotor doble usado en la presente invencion.

Como se muestra en los Carriles 2, 3 y 4 de la FIG. 1, una banda correspondiente a la proteina de fusién expresada
de un gen antigénico extrafio inmunogénico y el gen de gp64 se observaba en los baculovirus recombinantes que
tenian un gen antigénico y el gen de gp64 fusionados y expresados aguas abajo del promotor doble usado en la
presente invencion.

Los resultados anteriores confirmaron que cuando se usaba el virus recombinante usado en la presente invencion,
un gen antigénico extrafio inmunogénico y el gen de gp64 se pueden fusionar y expresar como un producto de
fusion expresado en células de insecto.

Ejemplo 4: Prueba de identificacion de un antigeno de fusién en un antigeno vacunal presentado sobre una particula
viral (virién) de un baculovirus recombinante de la presente divulgacion

Se cultivaron células Sf9 hasta una concentracion de 1 x 107 células por placa de cultivo celular de 150 mm (de
Sumilon), y se infectaron con cada uno de los susodichos baculovirus con una multiplicidad de infecciéon de
aproximadamente 0,1. Después de 7 dias, el medio se centrifugé a 3.000 x g a 4°C durante 15 minutos dos veces y
la solucion de virus se estratificd sobre una solucion de sacarosa al 25% y se centrifugd usando una ultracentrifuga a
25.000 rpm a 4°C durante 90 minutos para dar particulas virales. Se afiadieron 0,05 ml de Sample Buffer Solution
(+2ME, x2) (de Wako) a 0,05 ml de cada uno de los concentrados de virus (1 x 10% UFP/ml) de AcNPV-CAP-PfCSP,
AcNPV-CAP-PfCSP/272, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-HA1/Vietham y AcNPV-WT recogidos por
ultracentrifugacion. Las mezclas resultantes se calentaron a 100°C durante 5 minutos y se sometieron a
electroforesis sobre SDS al 7,5%-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas obtenidas se transfirieron a
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membranas de PVDF (Immobilon-P de Millipore) y se sumergieron en leche desnatada al 2,5%/SuperBlock (de
Pierce) para realizar el bloqueo a 4°C durante la noche. Las membranas a las que se han transferido las soluciones
de virus de AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/272 y AcNPV-CAP-PfCSP/467 se incubaron con un anticuerpo
anti-PfCSP (2A10, MR-4) como el anticuerpo primario, y a continuaciéon se incubaron con un anticuerpo caprino
contra IgG (H+L) de ratén marcado con HRP (de BioRad) como el anticuerpo secundario. La membrana a la que se
ha transferido la solucion de virus de AcNPV-CAP-HA1/Vietnam se incub6 con un anticuerpo anti-H5N1 (IT-003-005
de Immune Technology) como el anticuerpo primario, y a continuaciéon se incubé con un anticuerpo caprino contra
IgG de conejo marcado con HRP (de GE Healthcare) como el anticuerpo secundario. El color se desarrollé con un
ECLplus Western Blotting Detection kit (de GE Healthcare) para detectar las bandas de las proteinas. La FIG. 2
muestra los resultados.

La FIG. 2 (A) muestra un analisis de inmunotransferencia que muestra la expresion del gen de CSP (PfCSP) de
malaria humana en particulas virales de baculovirus recombinantes preparadas usando vectores de transferencia
recombinantes. El Carril 1, el carril de la izquierda de la FIG. 2 (A), muestra la banda de un baculovirus recombinante
(AcNPV-CAP-PfCSP) que contiene el gen de PfCSP y el gen de gp64 de longitud completa insertados aguas abajo
del promotor doble usado en la invencion; el Carril 2 muestra la banda de un baculovirus recombinante (AcNPV-
CAP-PfCSP/272) que contiene el gen de PfCSP y el gen de gp64 de longitud parcial (241 residuos de aminoacidos
desde el extremo C) insertados aguas abajo del promotor doble usado en la invencion; el Carril 3 muestra la banda
de un baculovirus recombinante (AcNPV-CAP-PfCSP/467) que contiene el gen de PfCSP y el gen de gp64 de
longitud parcial (46 residuos de aminoacidos desde el extremo C) insertados aguas abajo del promotor doble usado
en la invencion. Los baculovirus se sometieron a electroforesis y se comprobé la presencia de un producto de fusién
expresado del gen de PfCSP y el gen de gp64. Una banda intensa, que indicaba la presencia de un antigeno de
fusion del gen de PfCSP y el gen de gp64 en las particulas virales recombinantes, se detecté en todos los carriles de
la FIG. 2 (A).

La FIG. 2 (B) muestra un andlisis de inmunotransferencia que muestra la expresion del gen de H5N1/HA1 en
particulas virales de baculovirus recombinantes preparadas usando vectores de transferencia recombinantes. El
Carril 1, el carril de la izquierda de la FIG. 2 (B), muestra los resultados obtenidos usando el lisado celular de
AcNPV-WT infectado preparado en el Ejemplo 3; el Carril 2 muestra los resultados obtenidos usando el lisado celular
infectado con AcNPV-CAP-HA1/Anhui preparado en el Ejemplo 3; el Carril 3 muestra los resultados obtenidos
usando el lisado celular infectado con AcNPV-CAP-HA1/Vietham preparado en el Ejemplo 3; y el Carril 4 muestra los
resultados de particulas virales de un baculovirus natural (AcNPV-WT); el Carril 5 muestra los resultados de
particulas virales de un baculovirus recombinante (AcNPV-CAP-HA1/Vietnam) que contiene el gen de HA1 de la
cepa del virus de la gripe H5N1/Vietnam/1203/04 y el gen de gp64 de longitud completa insertado aguas abajo del
promotor doble usado en la presente invencion; y el Carril 6 muestra los resultados de antigeno de HA purificado de
H5N1 (IT-003-0053p de Immune Technology). Los baculovirus se sometieron a electroforesis y se comprob6 la
presencia de un producto de fusion expresada del gen de PfCSP y el gen de gp64. Una banda intensa, que indica la
presencia de un antigeno de fusion del gen de HA1 de H5N1/Vietnam/1203/04 y el gen de gp64 en las particulas
virales recombinantes, se detectd en el Carril 5 de la FIG. 2(B).

Los resultados anteriores del Ejemplo 4 muestran que un gen extrafio que tiene la inmunogenicidad deseada y el
gen de gp64 se pueden fusionar y expresar en particulas virales recombinantes del baculovirus recombinante de la
presente divulgacion producido al usar el vector de transferencia recombinante de la presente divulgacion.

Ejemplo 5: Prueba de expresidon de antigeno vacunal procedente de baculovirus recombinante de la presente
divulgacién en mamiferos

Se infectaron células HepG2 con AcNPV-Dual-PfMSP1-PfCSP con una multiplicidad de infeccion de 1. Después de
48 horas, el sobrenadante de cultivo se retird y la placa se enjuagoé con PBS tres veces. Se afiadié una solucion de
acetona/etanol (una relacion de mezcla de 7:3) enfriada hasta -20°C para inmovilizar las células a -20°C durante 5
minutos. Se afiadié un suero caprino normal al 5% (de Sigma) para realizar el bloqueo a temperatura ambiente
durante 1 hora. Para detectar la expresion de PfCSP, se afiadié un anticuerpo anti-PfCSP (2A10, MR-4) marcado
con Alexa Flour 594; y para detectar la expresion de PfMSP-149, se afiadieron un anticuerpo anti-PfMSP-1+9 (5.2,
MR-4) y a continuacién un anticuerpo contra inmunoglobulinas de raton marcado con FITC. Después de la
incubacion, las células que reaccionaban se detectaron bajo un microscopio de fluorescencia.

La FIG. 3 muestra los resultados.

La FIG. 3 muestra células HepG2 tefiidas con un anticuerpo marcado fluorescentemente, que indica que un antigeno
se ha expresado desde un baculovirus recombinante que contiene un gen de fusion del gen de PfMSP1 y el gen de
PfCSP en las células HepG2. Los resultados de la FIG. 3 (A) confirmaron que se ha expresado un antigeno de
PfCSP. Los resultados de la FIG. 3 (B) confirmaron que se ha expresado un antigeno de PfMSP-1+4. Se confirmé asi
que se pueden expresar antigenos de fusion en células de mamifero. Los resultados de las FIG. 3 (A) y (B) muestran
claramente que el baculovirus recombinante producido al usar el vector de transferencia que contiene el promotor
doble de la presente divulgacion puede expresar el antigeno deseado en células de mamifero.
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Esto sugiere que cuando el baculovirus recombinante producido usando el vector de transferencia recombinante de
la presente divulgacion se administra a seres humanos y otros mamiferos, las particulas de virus entran en las
células de mamifero, y un promotor de mamifero trabaja para producir un producto de fusion del gen de antigeno
extrafio deseado y el gen de gp64 en las células de mamifero, induciendo asi la inmunidad adquirida.

Ejemplo 6: Induccién de anticuerpo mediante virus recombinante de antigeno de PfCSP y virus recombinante de
antigeno de H5N1/HA1

1. Inoculacion de solucion de virus

Se inocularon soluciones de virus de AcNPV-WT, AcNPV-CAP-PfCSP, AcNPV-CAP-PfCSP/467, AcNPV-CAP-
HA1/Anhui y AcNPV-CAP-HA1/Vietnam concentradas mediante ultracentrifugacion en los musculos de los muslos
de ratones hembra BALB/c en una cantidad de 1 x 108 UFP dos veces a intervalos de dos semanas.

2. Medida de titulos de anticuerpo

Los ratones fueron sometidos a eutanasia dos semanas después de la inmunizacion final y se recogieron sueros de
los ratones y se usaron para medir titulos de anticuerpos especificos para antigenos. La induccion de titulos de
anticuerpos especificos para antigeno de PfCSP mediante AcCNPV-CAP-PfCSP y AcNPV-CAP-PfCSP/467 se midid
mediante ELISA usando una placa sobre la que se ha inmovilizado péptido (NANP)s,NVDPC (de Sigma), es decir,
epitopo de células B de PfCSP. La induccién de titulos de anticuerpos especificos para antigeno de H5N1/HA
mediante AcNPV-CAP-HA1/Anhui y AcNPV-CAP-HA1/Vietham se midié mediante ELISA usando una placa sobre la
que se ha inmovilizado antigeno de HA purificado de virus H5N1 (IT-003-005p de Immune Technology). La
absorbancia a OD450 nm se midi6é usando MaxiSorp (de NUNC) como la placa de ELISA, anticuerpo caprino contra
IgG (H y L) de raton marcado con HRP (de American Qualex) como el anticuerpo secundario y TMB (de Calbiochem)
para la reaccion cromatica.

La FIG. 4 muestra los resultados.

La FIG. 4 (A) es una grafica que representa la absorbancia media de cada grupo a OD450 nm obtenida cuando los
sueros de ratén se sometian a una dilucién en serie duplicada desde diluciones de 800 veces hasta 102.400 veces.
En los grupos inoculados con PBS y AcNPV-WT, cuyos sueros no contenian anticuerpo para el antigeno, la
absorbancia de las diluciones incluso de 800 veces era 0,1 o menos, indicando una baja reactividad. En contraste,
en los grupos inoculados con AcNPV-CAP-PfCSP y AcNPV-CAP-PfCSP/467, la absorbancia de las diluciones de
800 veces era 1,138 y 1,878, respectivamente, indicando una reactividad intensa y mostrando claramente que se
inducian anticuerpos especificos para los antigenos. La FIG. 4 (B) es una grafica que representa la absorbancia
media de cada grupo a OD450 nm obtenida cuando los sueros de ratéon se sometian a una dilucién en serie
duplicada desde diluciones de 400 veces hasta 25.600 veces. En los grupos inoculados con PBS y AcNPV-WT,
cuyos sueros no contenian anticuerpo para el antigeno, la absorbancia de las diluciones de 400 veces era 0,1 o
menos, indicando una baja reactividad. En contraste, en el grupo inoculado con AcNPV-CAP-HA1/Anhui y AcNPV-
CAP-HA1/Vietnam, la absorbancia de la dilucién de 3.200 veces era 1,551 y 2,503, respectivamente, indicando una
reactividad intensa y mostrando claramente que se inducian anticuerpos especificos para antigenos. La FIG. 4
muestra claramente que el baculovirus recombinante producido usando un vector de transferencia que contiene el
promotor doble usado en la presente invencion puede inducir un anticuerpo para el antigeno deseado en mamiferos.

3. Medida del indice de neutralizacion

Se realiz6 una prueba de inhibicién de la hemaglutinacion (HI) usando un suero de ratén inoculado con AcNPV-CAP-
HA1/Anhui. Mas especificamente, la prueba se realizé segin el método descrito en las instrucciones incluidas en un
reactivo de HI para la gripe "Seiken" (de Denka Seiken Co., Ltd.), usando antigeno de HA purificado de virus H5N1
(IT-003-0053p de Immune Technology). La absorcion de aglutininas no especificas se realizé usando eritrocitos, y la
retirada de los inhibidores de la aglutinacion no especificos se realizdé usando RDE (Il) de "Seiken" (de Denka Seiken
Co., Ltd.). La prueba de HI se realizé del siguiente modo. Se sometieron 0,025 ml de un antisuero diluido 10 veces
en una placa de 96 pocillos a una dilucion en serie duplicada usando un diluyente. Se afiadieron a cada pocillo de la
placa de 96 pocillos que contenia el antisuero diluido 0,025 ml de antigeno de HA de virus H5N1 diluido para obtener
un titulo de HA de 4 por 0,025 ml del mismo. Se dejo que la placa reposara a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se afadieron 0,05 ml de una suspension de eritrocitos para la reaccién y se agitaron bien. Se dej6 que la
mezcla reposara a temperatura ambiente durante 60 minutos. La dilucion final de la muestra de prueba a la que se
inhibia completamente la hemaglutinacion se definié como el titulo de anticuerpo de HI.

Los resultados muestran que los sueros inoculados con PBS y AcNPV-WT tenian titulos de anticuerpo de Hl de 10 o
menos, mientras que el suero inoculado con AcNPV-CAP-HA1/Anhui tenia un titulo de anticuerpo de HI de 40.
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Los resultados parecen indicar que cuando se administra a seres humanos y otros mamiferos, el baculovirus
recombinante producido a partir del vector de transferencia recombinante de la presente divulgacion puede inducir
un anticuerpo eficaz para el gen antigénico extrafio deseado, proporcionado asi efectos vacunadores.

Texto libre de la lista de secuencias

SEQ ID NOS: 1 y 2 son las secuencias de los cebadores phsp65-F1 y phsp65-R1 para PCR de ADN gendmico de
M. tuberculosis H37Rv.

SEQ ID NOS: 3y 4 son las secuencias de los cebadores phsp65-F2 y phsp65-R2 para PCR con pcADN-hps65 como
una plantilla.

SEQ ID NOS: 5 y 6 son las secuencias de los cebadores pPolh-F2 y pgp64-R2 para PCR con pBACsurf-1 como una
plantilla para producir un fragmento de ADN del gen de gp64.

SEQ ID NOS: 7 y 8 son las secuencias de los cebadores HA-f y HA-r para PCR para producir un fragmento del gen
de HA del virus de la gripe.

SEQ ID NOS: 9y 10 son las secuencias de los cebadores pHA-F1 y pHA-R1 para PCR con pCR-Blunt-HA como una
plantilla.

SEQ ID NOS: 11y 12 son las secuencias de los cebadores Polh-f Rsrll y GP64-r Dralll para PCR con pBACsurf-HA1
como una plantilla.

SEQ ID NOS: 13 y 14 son las secuencias de los cebadores NP-f EcoRI y NP-r Cfr9l para RT-PCR de ARN genémico
de la cepa PR/8/34 de virus de la gripe.

SEQ ID NOS: 15, 16, y 12 son las secuencias de los cebadores gp64(272)-f, gp64(467)-f, y GP64-r Dralll para PCR
de pCAP-H1N1/HA1-gp64.

SEQ ID NOS: 17 y 18 son las secuencias de los cebadores PfCSP-f(19) y PfCSP-r(373) para PCR con ADN
gendmico de P. falciparum como una plantilla.

SEQ ID NOS: 19 y 20 son las secuencias de los cebadores pAMA-F1 y pAMA1-R1 para PCR con ADN genémico de
P. berghei como una plantilla.

SEQ ID NOS: 21y 22 son las secuencias de los cebadores pPfCSP-F1 y pPfCSP-R1 para PCR con ADN genémico
de P. falciparum como una plantilla.

SEQ ID NOS: 23 y 24 son las secuencias de los cebadores pPfs25-F1 y pPfs25-R2 para PCR con ADN genémico de
P. falciparum como una plantilla.

SEQ ID NOS: 25 y 26 son las secuencias de los cebadores pPfMSP119-F1 y pPfMSP119-R2 para PCR con ADN
genodmico de P. falciparum como una plantilla.

SEQ ID NOS: 17 y 27 son las secuencias de los cebadores PfCSP-f(19) y PfCSP-r(373 A361E) para PCR con
pCAP-PfCSP como una plantilla.

SEQ ID NOS: 28 y 27 son las secuencias de los cebadores PfCSP-f(76) y PfCSP-r(373 A361E) para PCR con
pCAP-PfCSP como una plantilla.

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de un gen artificial (PfCSP+) producido a partir de la secuencia de aminoacidos del
PfCSP de la cepa 3D7 de P. falciparum (en la que, sin embargo, la A en la posiciéon 361 se reemplazé por E) usando
codones usados frecuentemente en células Sf9 y células humanas.

SEQ ID NOS: 30 y 31 son las secuencias de los cebadores PfCSP-f(+209) y PfCSP-r(+A361E) para PCR con
PfCSP+ como una plantilla.
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SEQ ID NOS: 32, 33, 34 y 31 son las secuencias de los cebadores PfCSP-f(+76), PfCSP-r(+128), PfCSP-f(+209)
BamHI y PfCSP-r(+A361E) para PCR con PfCSP+ como una plantilla.

SEQ ID NO: 35 es la secuencia de un gen artificial producido a partir de la secuencia de aminoacidos de la region
HA1 de la hemaglutinina del virus de la gripe H5N1/Anhui/1/05 usando codones usados frecuentemente en células
Sf9 y células humanas.

SEQ ID NOS: 36 y 37 son las secuencias de los cebadores AH-F1 (5'-CAGTCTGCAGGACCAGATTTGCATC-3":
(SEQ ID NO: 36); el sitio Pstl esta subrayado) y AH-R4 (5'-CAGTCCCGGGCTCTCTTGCGCCTGC-3": (SEQ ID NO:
37); el sitio Xmal esta subrayado) para PCR con la secuencia génica artificial de SEQ ID NO: 35 como una plantilla.

SEQ ID NO: 38 es la secuencia de un gen artificial producido a partir de la secuencia de aminoacidos de la region
HA1 de la hemaglutinina del virus de la gripe H5N1/Vietham/1203/04 usando codones usados frecuentemente en
células Sf9 y humanas.

SEQ ID NOS: 39 y 40 son las secuencias de los cebadores VN-F1 (5'-CAGTCTGCAGGACCAGATCTGTATC-3":
(SEQ ID NO: 39); el sitio Pstl esta subrayado) y VN-R4 (5'-CAGTCCCGGGCTCTCTTCTTCCTGC-3": (SEQ ID NO:
40); el sitio Xmal esta subrayado) para PCR con la secuencia génica artificial de SEQ ID NO: 38 como una plantilla.

SEQ ID NOS: 41, 42, 43, 44, y 12 son las secuencias de los cebadores gp64(51)-f (5-
GACTCCCCGGGTGGAAATCACCATCGTGGAGACG-3": (SEQ ID NO: 41); el sitio Xmal estd subrayado),
gp64(101)-f (5'-GACTCCCCGGGATTTGCTTATGTGGAGCATCAGG-3" (SEQ ID NO: 42); el sito Xmal esta
subrayado), gp64(154)-f (5'-GACTCCCCGGGCGCACCACACGTGCAACAAATCG-3": (SEQ ID NO: 43); el sitio Xmal
esta subrayado), gp64(201)-f (5-GACTCCCCGGGACACTGTGCTTCATCGAGACGGC-3": (SEQ ID NO: 44); el sitio
Xmal esta subrayado), y GP64-r Dralll (5'-GGGCACTTAGTGATATTGTCTATTACGGTTTCTAATC-3' (SEQ ID NO:
12); el sitio Dralll esta subrayado).

SEQ ID NO: 45 es la secuencia de un gen artificial producido a partir de la secuencia de aminoacidos de la region
HA1 de la hemaglutinina de virus de la gripe H5N1/Anhui/1/05 mediante optimizacién de codones usando Gene
Designer disponible de ADN2.0, Inc.

SEQ ID NOS: 46, 47, 48, 49, y 50 son las secuencias de AH17-F (5'-
GACTCTGCAGGATCAGATCTGTATTGGGTACC-3":(SEQ ID NO: 46); el sitio Pstl esta subrayado, y AH345-R (5'-
CGATCCCGGGCTCTCTTTCTCCTCCGCTCGC-3": (SEQ ID NO: 47); el sitio Xmal esta subrayado), AH410-R (5'-
CGATCCCGGGCGGCCTCGAACTGGGTGTTCATT-3": (SEQ ID NO: 48); el sitio Xmal esta subrayado), AH473-R
(5'-CGATCCCGGGCGTCTCTGAGTTGAAGGCGCAC-3"(SEQ ID NO: 49); el sitio Xmal esta subrayado, y AH520-R
(5'-CGATCCCGGGCACCACTAATTTCCTCTCGCTTC-3%(SEQ ID NO: 50); el sitio Xmal estad subrayado) para PCR
con la secuencia génica artificial de SEQ ID NO: 45 como una plantilla.

SEQ ID NO: 51 es la secuencia de un gen artificial producido a partir de la secuencia de aminoacidos de la region
HA1 de la hemaglutinina de virus de la gripe H5N1/Vietnam/1203/04 mediante optimizacion de codones usando
Gene Designer disponible de ADN2.0, Inc.

SEQ ID NOS: 52, 53, 54, 55, y 56 son las secuencias de los cebadores VN17-F (5
GACTCTGCAGGATCAGATCTGTATCGGATATC-3": (SEQ ID NO: 52); el sitio Pstl esta subrayado) y VN346-R (5'-
CGATCCCGGGCCCGCTTTTTCCTCCTCCGTTCG-3' : (SEQ ID NO: 53); el sitio Xmal esta subrayado), VN410-R
(5'-CGATCCCGGGCCTCAAACTGCGTATTCATTTTG-3' : (SEQ ID NO: 54); el sitio Xmal estad subrayado), VN473-R
(5'-CGATCCCGGGCTCTAAGCTGGAGCCTGACTTTGTC-3" (SEQ ID NO: 55); el sitio Xmal esta subrayado) y
VN520-R (5'-CGATCCCGGGCACTAATCTCCTCTCTTTTAAGTC-3": (SEQ ID NO: 56); el sitio Xmal esta subrayado)
para PCR con la secuencia génica artificial de SEQ ID NO: 51 como una plantilla.

SEQ ID NO: 57 es la secuencia de un gen artificial producido a partir de la secuencia de aminoacidos de la CSP de
la cepa 3D7 de Plasmodium falciparum mediante optimizacion de codones usando Gene Designer disponible de
ADNZ2.0, Inc.

SEQ ID NOS: 58, 59, 60, 61, y 62 son las secuencias de los cebadores PfCSP_opt-f (5'-
GACTCTGCAGATGATGCGAAAATTGGCCATACTG-3"(SEQ ID NO: 58); el sitio Pstl esta subrayado), PFCSP_opt-r
(397) (5'-CGATCCCGGGCATTGAGGAACAGAAAGGAAAGAACCATG-3": (SEQ ID NO: 59); el sitio Xmal esta
subrayado), PfCSP_opt-f (19) (5-GACTCTGCAGCTGTTTCAGGAATACCAGTGCTATGG-3": (SEQ ID NO: 60); el
sitio (elPstl esta subrayado), PfCSP_opt-r(373) (5-
CGATCCCGGGCCTTCTCCATCTTACAAATTTTCTTTTCAATATCATTAGC -3": (SEQ ID NO: 61); (el sitio Xmal esta
subrayado), PfCSP_opt-f (76) (5-GACTCTGCAGGACGACGGAAATAATGAGGACAACG-3": (SEQ ID NO: 62); el
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sitio Pstl esta subrayado), y PfCSP_opt-f (205) (5-GACTCTGCAGAATGCAAACCCAAATGCCAATCCAAACGC-3":
(SEQ ID NO: 63) ; el sitio Pstl esta subrayado) para PCR con la secuencia génica artificial de SEQ ID NO: 57 como
una plantilla.

SEQ ID NOS: 64, 65 66, y 67 son las secuencias de los cebadores gp64-p-f (5
GACTCGGACCGGCCAGATAAAAATAATCTTATCAATTAAG-3": (SEQ ID NO: 64); el sitio Rsrll esta subrayado),
gp64-p-r (5-CGATACTAGTAGCACTGAGGCTTCTTATATACCCG-3": (SEQ ID NO: 65); el sitio Spel esta subrayado)
y vp39-p-f (5'-GACTCGGACCGCGTCGTACAAATCGAAATATTGTTGTG-3": (SEQ ID NO: 66) ; el sitio Rsrll esta
subrayado) y vp39-p-r (5-CGATACTAGTGTGATTGAGAAAGAAATCTCTTATTC-3": (SEQ ID NO: 67); el sitio Spel
esta subrayado) para PCR con ADN gendémico baculoviral como una plantilla.

SEQ ID NOS: 68 y 69 son las secuencias de los cebadores VSV-G-f (5-
GACTCCCCGGGCGTTCGAACATCCTCACATTCAAG -3' (SEQ ID NO: 68); el sitio Xmal esta subrayado) y VSV-G-r
(5'-GACTCACTTAGTGCTTTCCAAGTCGGTTCATCTC-3" (SEQ ID NO: 69); el sitio Dralll esta subrayado) para
PCR con pVSV-G como una plantilla.

Lista de secuencias
<110> EDUCATIONAL FOUNDATION JICHI MEDICAL UNIVERSITY
OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<120> Nuevo vector viral
<130> P08-76
<150> JP 2007-205785
< 151> 2007-08-07
<160> 79
<170> Patentln versién 3.4
<210> 1
<211>42
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial
<220>
< 223> cebador phsp65-F1
<400> 1
aataatagat ctaatggcca agacaattgc gtacgacgaa ga 42
<210> 2
<211>63
< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
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<220>
< 223> cebador phsp65-R1

<400> 2

<210>3

<211>74

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador phsp65-F2

<400> 3

<210> 4

<211>37

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador phsp65-R2
<400> 4

cccgggcegaa atccatgeca cccatgtcge cgecacc
<210>5

<211>48

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador pPolh-F2

<400> 5
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cacccggacc ggataattaa aatgataacc atctcgcaaa taaataag

<210> 6

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pgp64-R2

<400> 6

ggtaccatat tgtctattac ggtttctaat catac
<210>7

<211>30

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador HA-f

<400> 7

cctgcaggta tgaaggcaaa cctactggtc
<210> 8

<211>23

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador HA-r

<400> 8

gcccgggega tgeatattct geca 23
<210>9

<211>37

<212> ADN
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< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador HA-F1

<400> 9

caccgaattc gacacaatat gtataggcta ccatgcg
<210> 10

<211> 32

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pHA-R1

<400> 10

cccgggceacc tetggattgg atggacggaa tg
<210> 11

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador Polh-f Rsrll

<400> 11

gggcggaccg gataattaaa atgataacca tctcg
<210> 12

<211>37

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador GP64-r Dralll

<400> 12
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gggcacttag tgatattgtc tattacggtt tctaatc 37
<210> 13

<211>27

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador NP-f EcoRI

<400> 13

acggaattcc attcaattca aactgga 27
<210> 14

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador NP-r Cfr9l

<400> 14

gatcccgggc cttgtcaatg ctgaatggca a 31
<210> 15

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64(272)-f

<400> 15

gactccccgg gtcgagcacc gagtcaagaa g 31
<210> 16

<211> 31

<212> ADN
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< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64(467)-f

<400> 16

gactccccgg gacatcactt ccatggctga a 31
<210> 17

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-f(19)

<400> 17

gactctgcag ttattccagg aataccagtg ctatggaag
<210> 18

<211>44

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> PfCSP-r(373)

<400> 18

cgatcccggg ctttttccat tttacaaatt tttttttcaa tatc
<210> 19

<211>40

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pAMA-F1

<400> 19

39

44

37



10

15

20

25

ES 2575679 T3

caccgaattc aatccatggg aaaagtatac ggaaaaatat 40
<210> 20

<211>37

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pAMA1-R1

<400> 20

cccgggctte tetggtttga tgggctttca tatgcac 37
<210> 21

<211>40

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pPfCSP-F1

<400> 21

caccgaattc ttattccagg aataccagtg ctatggaagt 40
<210> 22

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador pPfCSP-R1

<400> 22

cccgggcttt ttccatttta caaatttttt titc 34
<210> 23

<211>43

<212> ADN
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< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador pPfs25-F1
<400> 23

caccgaattc aaagttaccg tggatactgt atgcaaaaga gga
<210> 24

<211> 66

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador pPfs25-R2

<400> 24

<210> 25

<211 > 41

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador pPfMSP119-F1
<400> 25

caccgaattc aacatttcac aacaccaatg cgtaaaaaaa c
<210> 26

<211>64

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador pPfMSP119-R2
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<400> 26

<210> 27

<211>50

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-r(373 A361E)
<400> 27

cgatcccggg ctttttccat tttacaaatt tttttttcaa tatcattttc
<210> 28

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-f(76)

<400> 28

gactctgcag gatgatggaa ataacgaaga caacg
<210> 29

<211> 1194

< 212> ADN

< 213> Plasmodium falciparum

<400> 29

35

40

50



10

ES 2575679 T3

<210> 30

<211>52

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-f(+209)

<400> 30

gactctgcag aacgctaatc caaacgctaa tcccaacgct aatcccaatg cc
<210> 31

<211>35

<212> ADN

41
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< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-r(+ A361 E)

<400> 31

cgatcccggg ctttttccat tttgcaaatt ttttt 35
<210> 32

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-f(+76)

<400> 32

gactctgcag gacgacggca acaacgaaga caacg 35
<210> 33

<211>32

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-r(+128)

<400> 33

cgttaggatc cacatttggg ttggcatttg gg 32
<210> 34

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP-f(+209)

<400> 34
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gactggatcc taacgctaat ccaaacgcta atccc

<210> 35

<211>987

< 212> ADN

< 213> Virus de la gripe

<400> 35

<210> 36

<211>25

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador AH-F1
<400> 36

cagtctgcag gaccagattt gcatc
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<210> 37

<211>25

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador AH-R4
<400> 37

cagtcceggg ctetettgeg cetge
<210> 38

<211>990

< 212> ADN

< 213> virus de la gripe

<400> 38

<210> 39
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<211>25

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VN-F1

<400> 39

cagtctgcag gaccagatct gtatc 25
<210> 40

<211>25

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VN-R4

<400> 40

cagtcccggg ctctcttctt cctge 25
<210> 41

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64(51)-f

<400> 41

gactccccgg gtggaaatca ccatcgtgga gacg
<210> 42

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

34
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< 223> cebador gp64(101)-f

<400> 42

gactccccgg gatttgctta tgtggagcat cagg
<210> 43

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64(154)-f

<400> 43

gactccccgg gegceaccaca cgtgcaacaa atcg
<210> 44

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64(201)-f

<400> 44

gactccccgg gacactgtge ttcatcgaga cggce
<210> 45

<211> 1701

< 212> ADN

< 213> virus de la gripe

<400> 45

34

34

34
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< 223> cebador AH17-F

<400> 46

gactctgcag gatcagatct gtattgggta cc
<210> 47

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador AH345-R

<400> 47

cgatcccggg ctctetttct ccteegeteg ¢
<210> 48

<211>33

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador AH410-R

<400> 48

cgatccecggg cggcectcgaa ctgggtgtte att
<210> 49

<211>32

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador AH473-R

<400> 49

cgatccecggg cgtctctgag ttgaaggege ac

<210> 50

31
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<211>33

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador AH520-R
<400> 50

cgatcccggg caccactaat ttcctetcge tte
<210> 51

<211> 1704

< 212> ADN

< 213> virus de la gripe

<400> 51
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< 223> cebador VN17-F

<400> 52

gactctgcag gatcagatct gtatcggata tc
<210> 53

<211>33

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VN346-R

<400> 53

cgatcccggg cccgcttttt cetectecgt teg
<210> 54

<211>33

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VN410-R

<400> 54

cgatcccggg cctcaaactg cgtattcatt ttg
<210> 55

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VN473-R

<400> 55

cgatcccggg ctctaagetg gagectgact ttgtc

<210> 56

32
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<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador VN520-R
<400> 56

cgatcccggg cactaatctc ctctctttta agtc
<210> 57

<211> 1191

< 212> ADN

< 213> Plasmodium falciparum

<400> 57

<210> 58

34
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<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP_opt-f
<400> 58

gactctgcag atgatgcgaa aattggccat actg
<210> 59

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP_opt-r(397)

<400> 59

34

cgatcccggg cattgaggaa cagaaaggaa agaaccatg 39

<210> 60

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> cebador PfCSP_opt-f(19)
<400> 60

gactctgcag ctgtttcagg aataccagtg ctatgg
<210> 61

<211>50

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

36
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< 223> cebador PfCSP_opt-r(373)

<400> 61

cgatcccggg ccttetecat cttacaaatt ttcttttcaa tatcattage

<210> 62

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP_opt-f(76)

<400> 62

gactctgcag gacgacggaa ataatgagga caacg
<210> 63

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador PfCSP_opt-f(205)

<400> 63

gactctgcag aatgcaaacc caaatgccaa tccaaacgc
<210> 64

<211>40

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64-p-f

<400> 64

gactcggacc ggccagataa aaataatctt atcaattaag

<210> 65

35
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<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64-p-r

<400> 65

cgatactagt agcactgagg cttcttatat acccg 35
<210> 66

<211>38

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador vp39-p-f

<400> 66

gactcggacc gcgtcgtaca aatcgaaata ttgttgtg 38
<210> 67

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador gp64-p-r

<400> 67

cgatactagt gtgattgaga aagaaatctc ttattc 36
<210> 68

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> cebador VSV-G-f

<400> 68

gactccccgg gegttcgaac atcctcacat tcaag
<210> 69

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> cebador VSV-G-r

<400> 69

gactcactta gtgctttcca agtcggttca tctc
<210> 70

<211> 397

<212>PRT

35

34

< 213> Proteina del XP_001351122 PfCSP

<400> 70
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<210> 71

< 211> 567

<212>PRT

< 213> proteina ABD28180 de HA/A/Anhui/1/2005

<400> 71
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<210> 72

< 211> 568

<212>PRT

< 213> proteina AAW80717 de HA/A/Vietnam/1203/2004

<400> 72
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<210>73

<211>1720

<212>PRT

< 213> proteina XP_001352170 de PfMSP1

<400> 73
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<210> 74

<211> 217

<212>PRT

< 213> proteina XP_001347587 de Pfs25

<400> 74
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<210>75

<211> 1194

<212> ADN

< 213> gen XM_001351086 de PfCSP

<400> 75
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<210> 76

<211>1704

< 212> ADN

< 213> gen DQ371928 de HA/A/Anhui/1/2005

<400> 76
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<210>77

<211>1707

<212> ADN

< 213> gen AY818135 de HA/A/Vietnam/1203/2004

<400> 77
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<210>78

<211> 5163

<212> ADN

< 213> gen XM_001352134 de PfMSP1

<400> 78
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<210>79

<211> 654

<212> ADN

< 213> gen XM_001347551 de Pfs25

<400> 79
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende un virus de nucleopoliedrosis de Autographa californica (AcNPV)
recombinante como un agente activo y, opcionalmente, un vehiculo farmacéuticamente aceptable,

5 en donde el AcNPV recombinante contiene una estructura génica que tiene un gen de fusion de

(A) un gen que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 19-373 de SEQ ID
NO:70 (proteina de circumesporozoitos de Plasmodium falciparum; PfCSP) y

(B) un gen que codifica una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 21-512 de la
proteina de particulas virales gp64 (gp64) codificada en el genoma de AcNPV (N° Registro del GenBank
10 L22858)

bajo el control de un promotor doble que comprende promotor de poliedrina y promotor de CAG conectados
entre si (CAP).

2. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, que es una vacuna para la malaria.
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Dilucion

Dilucion
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