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Plasmidos y métodos de expresion de péptidos y seleccion por afinidad en particulas tipo virus de
bacteriéfagos de ARN

Descripcion
Campo de la invencion

[0001] Se describen un sistema y un método para la expresién de péptidos en particulas tipo virus (también
llamadas particulas como virus, VLPs o 'virus-like particles', en inglés) de bacteriéfagos de ARN, especialmente MS2
y PP7. Se describen métodos y vectores plasmidos que facilitan la elaboracién de secuencias aleatorias altamente
complejas y bibliotecas de fragmentos de antigenos, de las cuales se pueden aislar mediante seleccion por afinidad
los péptidos con las funciones de unién deseadas. Puesto que la densidad de la expresion (‘display', en inglés) de
péptidos es un factor determinante importante para la exactitud de la seleccion por afinidad, también se describen un
método y plasmidos para controlar la valencia de la expresion de péptidos en las VLPs. El método permite un ajuste
sencillo de los niveles de valencia de la expresion en las VLPs, especialmente VLPs de MS2, en un amplio intervalo
(es decir, desde menos de uno de media, hasta noventa por particula), facilitando asi la identificacion y la produccion
de inmundgenos y vacunas, incluyendo VLPs que muestran niveles de valencia bajos. A pesar de que este sistema
se ha desarrollado sobre todo con vistas al descubrimiento de vacunas, puede usarse en muchas otras aplicaciones,
incluyendo la identificacion de VLPs peptidicas usadas para la distribucién especifica de sustancias y agentes de
imagen (o marcadores de imagen; 'imaging agents', en inglés) para células o tejidos, y en la sintesis con plantilla de
nuevos materiales.

[0002] Esta aplicacion describe métodos y vectores plasmidos que facilitan la implementacion del sistema de
expresion de VLPs. La invencion proporciona construcciones de &cido nucleico utiles para la expresion de particulas
tipo virus compuestas de polipéptidos de MS2 o de PP7 recubiertos, ambos modificados mediante la insercion de un
péptido heterdélogo, de manera que el péptido heterélogo se expresa en la particula tipo virus y encapsida el ARN
especifico (tanto MS2 como PP7) que dirige la sintesis de VLP y del péptido que se expresa en ella. También se
proporcionan particulas tipo virus relacionadas.

Antecedentes de lainvencién

[0003] VLPs como vacunas. El crecimiento en los Ultimos afios de la tecnologia relacionada con el ADN
recombinante ha conducido a la introduccién de vacunas en las que una proteina inmunogénica se identifica, se
clona y se expresa en un huésped o portador adecuado para obtener las suficientes cantidades de proteinas que
permitan una inmunizacion de proteccion efectiva tanto en humanos como en animales. Muchas de las vacunas mas
efectivas se basan en la potente capacidad que tiene la superficie de los viriones para estimular los anticuerpos
neutralizantes. Estas incluyen vacunas autorizadas de virus muertos o atenuados, como la polio, la gripe o la rabia,
que inducen efectivamente la respuesta de anticuerpos defensivos. Mas recientemente, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos ha aprobado las vacunas de subunidades que se basan en el
autoensamblaje de las proteinas estructurales del virus del papiloma humano (VPH) y del virus de la hepatitis B
(VHB). Las subunidades se expresan en un portador adecuado y después se autoensamblan en particulas que se
parecen estructuralmente a virus auténticos, pero no son infecciosas porque carecen de génoma virico. Estas
particulas denominadas particulas tipo virus (VLPs) son, por lo general, altamente inmunogénicas, ya que las
proteinas estructurales de las que estdn compuestas estan presentes en multiples copias en cada particula
individual. Esta alta densidad de expresién de antigenos hace que estas particulas sean especialmente eficaces
para provocar una sélida respuesta de los anticuerpos. Las vacunas de VPH y VHB se basan en VLPs ensambladas
a partir de las proteinas estructurales de los propios virus respectivos, pero las VLPs también pueden utilizarse como
andamiaje para la expresion de alta densidad de epitopos heterélogos. Puesto que, en general, las VLPs
representan estructuras altamente repetitivas y, por tanto, altamente inmunogénicas, pueden derivarse de cualquier
namero de diferentes tipos de virus. El presente método se orienta hacia la utilizacion de VLPs de bacteriéfagos de
ARN (especialmente MS2 y PP7) tanto para la expresion inmunogénica como para el descubrimiento de epitopos
mediante un método analogo a la técnica 'phage display’ (‘'expresion de fagos') [1, 2].

[0004] Bacteriéfagos de ARN. Los bacteriéfagos de ARN de un solo filamento son un grupo de virus que cuenta con
una amplia distribuciéon en la naturaleza. Varios han sido descritos con gran detalle en lo referente a la secuencia
gendmica, la biologia molecular y la estructura y organizacién de la capsida. MS2 es, quizas, el miembro mejor
estudiado del grupo y ha sido objeto de la mayoria de los trabajos desarrollados en los laboratorios de los
inventores, aunque los trabajos mas recientes también han estudiado un fago relacionado llamado PP7. MS2 tiene
un genoma de ARN con 3569 nucleétidos, y una sola cadena o filamento, que codifica solo cuatro proteinas:
maturasa, de recubrimiento, de lisis y replicasa. La particula viral estd compuesta de 180 péptidos de recubrimiento
(o péptidos escudo), una molécula de maturasa y una copia del genoma de ARN. Puesto que la propia proteina de
recubrimiento (o proteina de la cubierta) es completamente responsable de la formacién de una carcasa icosaédrica,
la VLP de MS2 puede producirse a partir de plasmidos como el producto de un solo gen. Asi, en comparacién con
los otros fagos utilizados para la expresién de péptidos, las VLPs de ARN son sorprendentemente simples. La
ingenieria relacionada con VLPs de MS2 y PP7 para la expresion de péptidos y la selecciéon por afinidad ha sido
presentada recientemente por estos inventores [1, 2] y también se describe mas adelante en este documento.
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Ademas, la ingenieria relacionada con VLPs de MS2 se describe en US2009/0054246A1.

[0005] Identificacién de epitopos mediante expresion de fagos convencional (‘conventional phage display', en
inglés). La expresion o presentacion de fagos es una de las multiples tecnologias que hace posible la expresién de
grandes bibliotecas de secuencias de aminoacidos aleatorias con el objetivo de seleccionar de entre ellas péptidos
con algunas funciones especificas (por ejemplo, la capacidad de unirse a un anticuerpo). El método de expresién de
fagos mas usado se basa en fagos filamentosos (por ejemplo, M13). La idea basica es crear genomas de
bacteriéfagos recombinantes que contengan una biblioteca de secuencias aleatorias geneticamente fusionadas a
una de las proteinas estructurales virales en el genoma de ADN del fago. Cuando estos recombinantes se
transfectan a bacterias, cada una produce una particula viral que expresa un péptido particular en su superficie y
empagueta el mismo genoma recombinante que codifica el péptido. Esto determina el enlace o ligamiento ('linkage’,
en inglés) del genotipo y el fenotipo que es esencial para el método. Las funciones arbitrarias (por ejemplo, la unién
de un receptor, la inmunogenicidad) pueden seleccionarse de entre complejas bibliotecas de fagos para la expresion
de péptidos usando la seleccién por afinidad, seguida de la amplificacion de selectantes mediante crecimiento en E.
coli. En una vasta biblioteca de fagos para la expresién de péptidos, la mindscula minoria que es capaz de unirse a
un receptor particular (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal) puede purificarse por afinidad y amplificarse después
mediante propagacion en E. coli. Normalmente, varias rondas iterativas de seleccion y amplificacion son suficientes
para producir una poblacién relativamente simple de la que se pueden clonar -y, posteriormente, caracterizar- fagos
individuales que expresan péptidos con la actividad deseada. Cuando la molécula de seleccién es un anticuerpo, los
péptidos asi identificados representan epitopos reconocidos por el anticuerpo, y, en condiciones adecuadas, pueden
ser capaces de evocar en un paciente o animal inmunizado una respuesta de anticuerpos que es especifica para el
epitopo en su antigeno nativo.

[0006] Sin embargo, existen desventajas relacionadas con la expresion de fagos filamentosos. Lo mas importante es
gue una peculiaridad de la biologia molecular del fago filamentoso a menudo hace muy dificil o imposible expresar
péptidos con las altas densidades necesarias para obtener una inmunogenicidad realmente potente. Esto significa
gue, a pesar de que los epitopos de péptidos pueden identificarse mediante seleccion por afinidad, para que sean
utiles como inmundgenos (esto es, vacunas), normalmente tienen que sintetizarse quimicamente y conjugarse
después con un portador mas inmunogénico. Desafortunadamente, el péptido pierde actividad frecuentemente
cuando se separa de esta manera del contexto estructural en el que se encontraba durante el proceso de seleccion
por afinidad y optimizacion. Por otra parte, el sistema de expresion de VLPs de fagos de ARN que se describe aqui
ofrece la capacidad de realizar la seleccion por afinidad y la presentacion de epitopos inmunogénicos en una sola
plataforma. Esto es el resultado de combinar la expresion de epitopos de péptidos de alta densidad con la capacidad
de seleccionar por afinidad, e implica que las limitaciones estructurales presentes durante la seleccion por afinidad
del epitopo pueden mantenerse durante el proceso de inmunizacion, aumentando las probabilidades de que el
epitopo conserve la estructura necesaria para desencadenar la respuesta de anticuerpos deseada.

[0007] Resumen del método de expresion de VLPs de fagos de ARN ('RNA phage VLP display method', en inglés).
Los autores de la invencion describieron anteriormente una tecnologia relacionada con la expresion de péptidos y la
seleccion por afinidad basada en las VLPs de bacteriéfagos de ARN, incluyendo MS2 y PP7 [1, 2], y la explican
aqui brevemente. El desarrollo del método de expresion de VLPs requeria que se satisficieran dos condiciones
previas: en primer lugar, era necesario identificar una forma de la proteina de recubrimiento del fago de ARN, y un
espacio en ella que permitiera la insercion de péptidos ajenos sin que se interrumpiera su capacidad para envolver y
juntarse con una VLP. Se escogi6 el bucle AB (‘AB loop', en inglés) de la superficie de la proteina de recubrimiento
para la insercién de los péptidos. Los péptidos que se introdujeron aqui se expresan preponderantemente en la
superficie de la VLP. Desafortunadamente, la forma de tipo natural (‘wild-type', en inglés) de la proteina de
recubrimiento es altamente intolerante a la insercién de péptidos en el bucle AB, de manera que la gran mayoria
(normalmente, >98%) acaba en fracaso. Las proteinas de recubrimiento se pliegan como un dimero, y noventa de
ellas se juntan con la VLP icosaédrica. Los inventores disefiaron una forma novedosa de proteina de recubrimiento
para hacerla estable y para hacerla méas tolerante a las inserciones en el bucle AB. Para ello, aprovecharon la
cercania de los extremos N- y C-terminales de las dos cadenas idénticas de polipéptidos en el dimero (figura 1).
Duplicando la secuencia de codificacion de la proteina de recubrimiento y fusionando después las dos copias en un
Unico marco de lectura, los inventores produjeron un -asi llamado- dimero de una sola cadena (o dimero
monocatenario). Esta forma de proteina es significativamente mas estable termodinamicamente y su proceso de
plegado tolera mucho mejor la insercion de péptidos en el bucle AB de la copia del dimero de una sola cadena [1, 2].
Las VLPs asi obtenidas expresan un péptido por cada dimero, o noventa péptidos por cada VLP. La sequnda
condicion previa para tener la capacidad de expresion de péptidos/seleccion por afinidad es el enlace o ligamiento
del fenotipo al genotipo, puesto que resulta esencial proporcionar un medio para amplificar las secuencias
seleccionadas por afinidad. Este requisito se satisfizo cuando los inventores demostraron que las VLPs de fagos de
ARN encapsidan al ARN mensajero que dirige su sintesis [1, 2]. Esto significa que las secuencias de péptidos de
VLP seleccionadas por afinidad pueden amplificarse mediante transcripcion inversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Cuando el objetivo de seleccion es un anticuerpo monoclonal, las VLPs resultantes
seleccionadas por afinidad son candidatas para vacunas que provoquen en animales o pacientes la respuesta de
anticuerpos cuyas actividades imitan las del anticuerpo de seleccion.

[0008] Consideraciones relacionadas con la valencia de expresion de péptidos y su control. Esta aplicacién describe
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vectores de plasmidos que facilitan la construccién de secuencias complejas aleatorias y bibliotecas de fragmentos
de antigenos en VLPs de fagos de ARN y la seleccion por afinidad de entre estas bibliotecas de péptidos que unen
anticuerpos monoclonales especificos (u otros receptores arbitrarios). Entiéndase que, tal y como se describié
originalmente, la tecnologia de expresion de VLPs de fagos de ARN presenta 90 péptidos en cada VLP, puesto que
el péptido se inserta en un bucle AB de un dimero de una sola cadena, y que 90 dimeros componen la VLP [1, 2]. La
multivalencia de estas particulas resulta deseable para la mayoria de aplicaciones de la VLP de MS2. Por ejemplo,
la alta inmunogenicidad de la particula esta relacionada con la alta densidad de los péptidos expresados y es, por
tanto, una propiedad valiosa para una vacuna. Sin embargo, durante el proceso de selecciéon por afinidad, la
multivalencia hace dificil distinguir las particulas que expresan péptidos con una alta afinidad de unién con el objetivo
de seleccion, de aquellas que se unen con firmeza debido Unicamente a mdltiples y simultaneas interacciones
débiles. Este dilema 'avidez vs. afinidad' es un problema bien documentado en la seleccién de ligandos de péptidos
de alta afinidad mediante el uso de la técnica de expresion de fagos filamentosos (‘filamentous phage display’) [3-5].
La presente invencion aborda el asunto del sistema de expresion de VLPs introduciendo un medio para ajustar los
niveles medios de la valencia de la expresion de péptidos en un amplio intervalo, es decir, desde menos de una
hasta 90 por particula. Esto hace posible alterar la densidad de la expresién de péptidos durante el proceso de
seleccion por afinidad. La seleccion se realiza en diversas rondas, de manera que, habitualmente, en la primera
ronda se usa una expresion multivalente, obteniendo asi una poblacion relativamente compleja en la que todos los
péptidos tienen aunque sea una afinidad minima con el blanco u objetivo (‘target’, en inglés). En las rondas
subsiguientes, se puede reducir la valencia de la expresion de péptidos, aumentando asi la exactitud de la seleccion,
y pudiendo aislar los péptidos con mayor afinidad con el anticuerpo objetivo y con mejor capacidad de imitacién del
epitopo preferido.

[0009] La base de datos WPI, Niamero de Resumen 2004-262643, un resumen de JP 2004 089069, describe un
supresor de traduccion utilizado junto con una proteina de recubrimiento de un fago que tiene una fusion terminal. El
fago comprende un conjunto de mondmeros de recubrimiento de fagos de ADN que expresan un péptido heterélogo.

Objetivos de la invencion

[0010] Es un objetivo de la presente invencién proporcionar VLPs que expresan péptidos heterélogos con valencias
bajas.

[0011] Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar construcciones de acido nucleico para producir
VLPs, incluyendo VLPs que expresan péptidos heter6logos con valencias bajas o altas.

[0012] También es un objetivo de la presente invencion proporcionar construcciones de acido nucleico para producir
VLPs, incluyendo VLPs que pueden controlar la expresion de péptidos heter6logos con valencias bajas o altas.

[0013] Cualquiera de estos u otros objetivos de la presente invencidon se deducirdn con facilidad gracias a la
siguiente descripcién de la invencion.

Resumen de lainvencién

[0014] La presente invencion esta relacionada con compuestos, estructuras (incluyendo plasmidos) y sistemas que
facilitan la construccién de secuencias aleatorias altamente complejas y de bibliotecas de péptidos de fragmentos de
antigenos, y que permiten controlar la valencia (es decir, la densidad) de la expresion de péptidos en VLPs de MS2
con el objetivo de proporcionar un medio mas eficaz para identificar y proporcionar VLPs que incorporan péptidos
selectivamente inmunogénicos.

[0015] La presente invencidn garantiza que la seleccion de péptidos que tienen la mayor afinidad con un anticuerpo
monoclonal dado proporcionara los mejores miméticos moleculares del antigeno nativo, y que estos péptidos son los
gue mas probabilidades tienen de proporcionar o provocar una respuesta relevante de los anticuerpos. Dichos
péptidos son particularmente apropiados para inducir inmunogenicidad en un paciente y producir una respuesta
protectora. Las vacunas que estan preparadas para y/o incorporan estos péptidos son mas eficaces y tienen efectos
secundarios limitados; especialmente, las vacunas que se describen a continuacién, que se administran sin ningan
adyuvante.

[0016] Se describen vectores plasmidos que facilitan la construccion de secuencias aleatorias o bibliotecas de
péptidos de fragmentos de antigenos en VLPs de fagos de ARN MS2 (pDSP1 y pDSP62) y en VLPs derivadas del
fago de ARN PP7 (pET2P7K32 y pDSP7). Estos vectores hacen posible la creacién de bibliotecas que tienen mas
de 10" a 10" miembros individuales. Sin embargo, estos vectores producen VLPs que expresan de manera
uniforme péptidos extrafios o ajenos (‘foreign peptides’, en inglés) a altas densidades (es decir, 90 por cada VLP).
Tal y como se explicado previamente, esta es una ventaja significativa para las aplicaciones de las vacunas, ya que
confiere un alto nivel de inmunogenicidad al péptido, pero a menudo presenta problemas durante la seleccién por
afinidad porque la multivalencia reduce la exactitud o rigor de la seleccién y hace dificil seleccionar preferentemente
los miembros con la mayor capacidad de unién dentro de una poblacién.
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[0017] La presente invencion supone una solucién simple para el problema del control de la valencia de la
presentaciéon de péptidos, un sistema que permite la produccion de grandes cantidades de tipos naturales (‘wild-
type') y pequefas cantidades de proteinas de recubrimiento monocatenarias (perferiblemente, dimeros) que
contienen un péptido heterélogo de al menos cuatro (4) aminoacidos en linea de un Unico ARN. Este enfoque
implica construir plasmidos como pDSP1(am), pDSP62(am), pET2P7K32(am) y pDSP7(am). Estas son variaciones
simples de los plasmidos descritos previamente, que se modificaron para contener un codén de terminacién o coddn
de parada (preferiblemente, un coddén de terminacién ambar) en lugar del cod6n (alanina) que, normalmente,
codifica el primer aminoéacido de la copia 'aguas abajo' (‘"downstream’, en inglés) de la proteina de recubrimiento en
el dimero monocatenario. Puesto que estos plasmidos tienen un codén de parada en la unién de las dos mitades del
dimero monocatenario (por ejemplo, pDSP1), normalmente solo producen la proteina de recubrimiento de tipo
natural de una unidad de longitud, que, por supuesto, se junta con una VLP. Sin embargo, en el presente enfoque, el
plasmido o un segundo plasmido (por ejemplo, pNMsupA) se modifica para que se inserte un gen de ARNt [8, 9],
como un gen de ARNt supresor y que inserta alanina, que se expresa bajo el control de un promotor (por ejemplo,
un promotor lac en un plasmido resistente al cloranfenicol de un grupo de incompatibilidad diferente), de manera que
el ARNt supresor se produce en cantidades que provocan que un pequefio porcentaje de ribosomas que traducen la
secuencia de recubrimiento lean el codon de parada y produzcan el dimero monocatenario, que incluye el péptido
heterdlogo. La proteina resultante, preferiblemente con un péptido huésped heterélogo insertado, por ejemplo, en su
segundo bucle AB o en el terminal carboxi o en otra posicion dentro de la subunidad 'aguas abajo’, se coensambla
con una proteina de tipo natural expresada a partir del mismo ARNm para formar VLPs en mosaico, que exhiben
una valencia baja.

[0018] De acuerdo con el presente método, las VLPs pueden producirse de manera controlada para presentar desde
menos de uno hasta noventa (90) péptidos heterdlogos por cada VLC, preferiblemente desde uno hasta alrededor
de diez (10) péptidos heterdlogos por cada VLC, mas preferiblemente desde 1 hasta alrededor de 5 péptidos
heterdlogos por cada VLC, més preferiblemente desde 1 hasta alrededor de 3 péptidos heterdlogos por cada VLC, y
mas preferiblemente entre alrededor de 2 y 4 péptidos heterdlogos por cada VLC. La reduccién de la densidad de
péptidos de acuerdo con la presente invencion da como resultado unas VLPs con una mayor exactitud para la
seleccién por afinidad, permitiendo la pronta identificacion de péptidos con alta afinidad, que se hacen fuertemente
inmunogénicos cuando regresan después a un formato que muestra una elevada densidad. La electroforesis con gel
de agarosa y la técnica de hibridacidn 'northern' (‘'northern blots") verifican que las particulas producidas de acuerdo
con la presente invencion encapsidan el ARN relevante. Ademas, el método permite que la valencia (nUmero de
péptidos producidos por cada VLP) pueda ajustarse en un amplio intervalo controlando el nivel de expresion del
ARNt supresor, por ejemplo, ajustando el nivel de sintesis del ARNt supresor, lo cual puede conseguirse, por
ejemplo, expresando el ARNt a partir de un promotor (por ejemplo, proB u otro promotor adecuado) cuya actividad
puede modularse como una funcién de concentraciéon del inductor. Los niveles de valencia también se pueden
controlar mediante la utilizacion de diferentes ARNt supresores, o mutantes de estos, con mayor o menor eficacia
intrinseca de supresion.

[0019] Uno puede preguntarse si el control de la valencia puede obtenerse mas simplemente coexpresando la
proteina recombinante junto con el excedente de la proteina de recubrimiento de tipo natural, produciendo asi
capsidas en mosaico en las que se reduce el contenido de péptidos extrafios. Desafortunadamente, este enfoque no
es practico, puesto que reducir la valencia a un nivel apropiado (por ejemplo, a entre menos de uno y unos pocos
péptidos por cada VLP, de media) requiere que la proteina de tipo natural se exprese en mucha mayor medida que
el péptido recombinante. Esta estrategia de coexpresion produciria un exceso de ARN irrelevante (esto es, que
codifica péptidos no extrafios), el cual, debido a su gran abundancia, seria empaquetado en las VLPs con
preferencia frente al ARN que codifica péptidos. Puesto que la encapsidacion especifica parece ser independiente
de la presencia de cualquier sefial simple de empaguetamiento en el ARN (1), parece que no hay ninguna manera
sencilla de marcar la minoria de compuestos que codifican péptidos para una encapsidacion selectiva. A pesar de
gue se pueden imaginar variaciones factibles para este enfoque de coexpresion, estas variaciones suelen ser
excesivamente complicadas. Nuestro sistema resuelve este problema produciendo ambas formas de la proteina a
partir de un solo ARNm.

[0020] A modo de ejemplo, las siguientes realizaciones pueden usarse para ejemplificar ain mas la presente
invencion. Entiéndase que en cada una de las realizaciones siguientes, el polipéptido de recubrimiento de MS2 o el
polipéptido de recubrimiento de PP7 pueden usarse en las construcciones individuales de &cido nucleico y no deben
limitarse a polipéptidos de recubrimiento de MS2 o PP7 a menos que dicha limitacion sea adecuada en el contexto
de la explicacién.

[0021] Una realizacién no inventiva proporciona una construcciéon de acido nucleico (ver pDSP1, por ejemplo) que
comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriéfago (por ejemplo, como se describe mas adelante en la seccién Descripcion
Detallada de la Invencion) que esta operativamente asociado con una secuencia de codificaciéon de dimeros
monocatenarios de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2, de manera que la secuencia de codificacion
del dimero de polipéptidos de recubrimiento es modificada para que delimite un primer sitio de restriccion (por
ejemplo, Sall o Kpnl) situado en 5' hacia la regién de la secuencia que delimita el bucle AB del dimero de
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polipéptidos de recubrimiento;

(b) un segundo sitio de restriccion (por ejemplo, BamHlI) situado en 3' hacia la secuencia de codificacién del dimero
de polipéptidos de recubrimiento;

(c) Partidores PCR situados en 5' hacia el primer sitio de restriccién y en 3' hacia el segundo sitio de restriccion (en
la Descripcion Detallada de la Invencion se ofrece una definicion y un listado de los partidores PCR relevantes).

(d) un gen de resistencia a los antibiéticos (por ejemplo, a la kanamicina), y

(e) un origen de replicacion para la replicacion en una célula procariota (por ejemplo, el origin de replicacién a partir
del plasmido ColE1).

[0022] Otra realizacién no inventiva proporciona una construccion de acido nucleico (por ejemplo, ver pDSP62), que
comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriéfago que esta operativamente asociado con una secuencia de codificacion de
dimeros monocatenarios de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2, de manera que una de las dos
mitades de de la secuencia del dimero monocatenario es modificada o variada (‘codon juggled', en inglés) mediante
multiples sustituciones de nucleétidos silenciosas para producir un dimero modificado, de manera que los partidores
de oligonucledtidos mutagénicos pueden alinearse especificamente con la mencionada mitad modificada o no
modificada del mencionado dimero (preferiblemente, debe haber un nimero suficiente de mutaciones en 20
unidades de nuclettidos en ambos lados del bucle AB que permita que las dos secuencias se diferencien mediante
la hibridacién de un partidor);

(b) un primer sitio de restriccién (por ejemplo, Sall) situado en 5' hacia la region de la secuencia que delimita el bucle
AB;

(c) un segundo sitio de restriccién (por ejemplo, BamHI) situado en 3' hacia la secuencia de codificacién del dimero
de polipéptidos de recubrimiento, y

(d) partidores PCR situados en 5' hacia el primer sitio de restriccion y en 3' hacia el segundo sitio de restriccion (en la
Descripcion Detallada de la Invencién se ofrece una definicion y un listado de los partidores PCR relevantes).

(e) un gen para resistir a un primer antibiético;

(f) un origen de replicacion para la replicacion en una célula procariota;

(g) un segundo origen de replicacion a partir de un bacteriéfago de ADN monocatenario (por ejemplo, M13 o fd); y
(h) un bacteriéfago ayudante de ADN monocatenario (por ejemplo, M13 o fd) modificado para contener un gen que
confiere resistencia frente a un segundo antibidtico.

[0023] En otra realizacion, relacionada con las construcciones de acido nucleico de la invencion, la secuencia de
codificacion del dimero monocatenario de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2 (o PP7) comprende,
ademas, una secuencia de &cido nucleico que codifica un péptido heterdlogo y la construccion comprende, de
manera opcional, un terminador de la transcripcion situado en 3' hacia el segundo sitio de restriccion. Estas
construcciones de &cido nucleico son Utiles para la expresion de particulas tipo virus compuestas de un polipéptido
de recubrimiento de MS2 (o PP7) modificado mediante la insercion de un péptido heterélogo, de manera que el
péptido heterdlogo se expresa o manifiesta (‘to display', en inglés) en la particula tipo virus y encapsida ARNm de
MS2 (o PP7).

[0024] En otra realizacion no inventiva (por ejemplo, pET2P7K32), la construccion de acido nucleico comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriéfago que esta operativamente asociado con una secuencia de codificaciéon de
dimeros monocatenarios de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2, de manera que la secuencia de
codificacion del dimero de polipéptidos de recubrimiento es modificada para que delimite un primer sitio de
restriccion que se encuentra en la region 'aguas abajo' de la secuencia de codificacion de dimeros monocatenarios
de polipéptidos de recubrimiento, y que esta situado en 5' hacia la secuencia que define el bucle AB del dimero de
polipéptidos de recubrimiento -o bien esta situado dentro de la secuencia-.

(b) un segundo sitio de restriccién situado en 3' hacia la secuencia de codificacion del dimero de polipéptidos de
recubrimiento;

(c) partidores PCR situados en 5' hacia el primer sitio de restriccion y en 3' hacia el segundo sitio de restriccion (en la
Descripcion Detallada de la Invencidn se ofrece una definicion y un listado de los partidores PCR relevantes).

(d) un gen de resistencia a los antibidticos, y

(e) un origen de replicacion para la replicacion en una célula procariota.

[0025] En una realizacion no inventiva alternativa (por ejemplo, pDSP7), la construccion de &cido nucleico
comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriéfago que esta operativamente asociado con una secuencia de codificacion de
dimeros monocatenarios de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2, de manera que una de las dos
mitades de la secuencia del dimero monocatenario es modificada (‘codon juggled’, en inglés) mediante mdultiples
sustituciones de nucledtidos silenciosas, de manera que los partidores de oligonucleétidos mutagénicos pueden
alinearse especificamente con una u otra mitad (preferiblemente, debe haber un nimero suficiente de mutaciones en
20 unidades de nucledtidos en ambos lados del bucle AB que permita que las dos secuencias se diferencien
mediante la hibridacion de un partidor);
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(b) un primer sitio de restriccién situado en la regién 'aguas abajo' de la secuencia de codificacion del dimero de
polipéptidos de recubrimiento y que esta situado en 5' hacia la regién de la secuencia -0 dentro de ella- que delimita
el bucle AB del dimero de polipéptidos de recubrimiento;

(c) un sitio de restriccion situado en 3' hacia la secuencia de codificacion del dimero de polipéptidos de
recubrimiento,

(d) partidores PCR situados en 5' hacia el primer sitio de restriccion y en 3' hacia el segundo sitio de restriccion (en la
Descripcion Detallada de la Invencion se ofrece una definicién y un listado de los partidores PCR relevantes).

(e) un gen para resistir a un primer antibiotico;

(f) un origen de replicacion para la replicaciéon en una célula procariota;

(9) un segundo origen de replicacién a partir de un bacteriéfago de ADN monocatenario (por ejemplo, M13 o fd); y
(h) un bacteriéfago ayudante de ADN monocatenario (por ejemplo, M13 o fd) modificado para contener un gen que
confiere resistencia frente a un segundo antibiético.

[0026] En otra realizacion no inventiva, una construccion de acido nucleico comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriéfago que esta operativamente asociado con una secuencia de codificacion de
dimeros monocatenarios de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos MS2 o PP7, de manera que la secuencia
de codificacion del dimero de polipéptidos de recubrimiento es modificada (1) para que defina un primer sitio de
restriccion que se encuentra en la region 'aguas abajo’ de la secuencia de codificacién de dimeros monocatenarios
de polipéptidos de recubrimiento, y que esté situado en 5' hacia la secuencia que define el bucle AB del dimero de
polipéptidos de recubrimiento -0 bien esté situado dentro de la secuencia-, y (2) para que contenga una secuencia
de nucledtidos (NNS),, donde N es cualquier nucleétido, S es un nucleétido de guanosina (G) o un nucleétido de
citidina (C), y x es un numero entero entre 1 y 500.

(b) un segundo sitio de restriccion situado en 3' hacia la secuencia de codificacion del dimero de polipéptidos de
recubrimiento;

(c) partidores PCR situados en 5' hacia el primer sitio de restriccion y en 3' hacia el segundo sitio de restriccion;

(d) un gen de resistencia a los antibidticos, y

(e) un origen de replicacion para la replicacion en una célula procariota.

[0027] En algunas realizaciones de la presente invencién que se describen aqui, algunos de los elementos que se
han expuesto previamente pueden ser opcionales, pero han de incluirse preferiblemente en las construcciones.

[0028] En otras realizaciones (por ejemplo, los derivados de los plasmidos descritos previamente, denominados
DSP1(am), pDSP62(am), pET2P7K32(am) y pDSP7(am)) el control de la valencia expresada se obtiene mediante la
inclusién de las siguientes caracteristicas adicionales:

(a) un codon sin sentido -'nonsense codon', en inglés- (por ejemplo, un codén ambar tal y como se ha descrito aqui
con otras palabras) en la unién entre las mitades 'aguas arriba' y 'aguas abajo' del dimero monocatenario;

(b) un plasmido (por ejemplo, pNMsupA) que produce un ARNt supresor (por ejemplo, un supresor de ambar que
inserta alanina) capaz de suprimir parcialmente la terminacion de traduccién en el codén sin sentido descrito
previamente en (a). El origen de replicacion de este plasmido es de un segundo grupo de incompatibilidad y confiere
resistencia a un segundo antibiético, permitiendo asi su mantenimiento estable en bacterias que también contienen
uno de los plasmidos productores de proteinas de revestimientos previamente descritos.

Una visién general de la construccién de bibliotecas y de la seleccién por afinidad de candidatos para
vacunas.

[0029] El sistema de VLPs de MS2 se usa aqui como ejemplo, pero debe entenderse que métodos similares se
aplican al sistema de PP7 también presentado en esta aplicacion.

1. Construccidon _de bibliotecas. Las bibliotecas de secuencias aleatorias pueden producirse mediante dos
métodos. Estos métodos se describiran con mas detalle mas adelante y se ilustran en las figuras 9b y 15. (A.) Se
clona un producto de PCR en pDSP1 entre Sall y BamHI con secuencias aleatorias agregadas de tal manera que se
introduzcan en el bucle AB. Este método es adecuado para la construccion conveniente de bibliotecas relativamente
poco complejas (habitualmente, entre 10’ y 10° elementos o miembros), pero no resulta conveniente para subir a
niveles superiores. (B.) Para bibliotecas con una mayor complejidad (por ejemplo, de 10°a 10" o mas), un partidor
de oligonucledtidos sintéticos se alinea con una versibn monocatenaria de pDSP62 y se extiende con ADN
polimerasa para producir una molécula circular bicatenaria o de doble cadena, que después se cierra
covalentemente por la accion de la ADN ligasa (ver figura 12). Las moléculas de ADN recombinante producidas
mediante cualquiera de estos dos métodos se introducen en una cepa de expresion adecuada de E. coli (por
ejemplo, BL21(DE3)), donde sintetizan VLPs. Las particulas producidas a partir de pDSP1 o pDSP62 expresan
péptidos extrafios a una densidad de 90 por particula (alta densidad).

2. La seleccidn por afinidad se realiza, por ejemplo, sometiendo la biblioteca de VLPs a un procedimiento (por
ejemplo, la técnica 'biopanning' o cualquier otro enfoque para identificar rapidamente y separar los péptidos que
muestren alta afinidad con un anticuerpo) en el que un anticuerpo monoclonal es adsorbido en la superficie de uno o
mas pozos de una placa multipocillos. La solucién de la biblioteca de VLPs se incuba con el anticuerpo inmovilizado,
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después se lavan y desechan las VLPs no ligadas, y las VLPs ligadas se eluyen, normalmente rebajando el pH de la
solucion. Posteriormente, las VLPs eluidas se desnaturalizan térmicamente y el ARN que contienen se copia en
ADN mediante transcripcién inversa utilizando un partidor de oligonucleétidos que se alinea con el ARN cerca de su
extremo 3' (muy 'aguas abajo' del sitio BamHI). El ADNc resultante se amplifica mediante PCR utilizando partidores
gue se alinean especificamente 'aguas arriba' (‘'upstream’, en inglés) del primer sitio de restriccion (por ejemplo, Sall)
y 'aguas abajo' ('downstream’, en inglés) del segundo sitio de restriccion (por ejemplo, BamHI).

3. Reclonaciéon. El producto de PCR arriba obtenido se digiere con las enzimas de restriccién primarias y
secundarias (por ejemplo, BamHI y Sall) y después se reclona en el vector de expresiéon adecuado. Si la segunda
ronda de seleccién se va a realizar con péptidos de valencia baja, el producto de PCR se clonara en pDSP1(am) o
pDSP62(am) y toda la poblacién seleccionada se introducird en una cepa de expresion de E. coli que contiene
pNMsupA (ver figura 7). Las VLPs asi producidas expresaran, de media, solo unas pocas copias de sus péptidos
extrafios (esto es, valencia baja) y, puesto que han sido seleccionadas por afinidad una vez, presentaran una
poblacién de péptidos mucho mas simple que la que estaba presente en la biblioteca inicial.

4. Las rondas adicionales iterativas de seleccidn por afinidad y reclonacién se realizan como se ha descrito
previamente. De dos a cuatro rondas o, preferiblemente, tres o cuatro rondas (una o dos con una valencia alta,
seguidas de una o dos con una valencia baja) normalmente son suficientes para producir una poblacién simple de
VLPs que expresan péptidos que se unen firmemente con el anticuerpo monoclonal de seleccién. Cuando se
considere que la seleccion est4d completa, las secuencias se clonan otra vez en pDSP1 o pDSP62, donde los
péptidos se expresan otra vez a alta densidad (hasta 90 péptidos por cépsida) para obtener la méaxima
inmunogenicidad. Se obtienen clones individuales y se someten a caracterizacion mediante el andlisis de la
secuencia de ADN. Se evalla su afinidad 'in vitro' con el anticuerpo de seleccion y se determina su capacidad para
provocar la respuesta de anticuerpos deseada. En experimentos de demostracion que utilizan objetivos de
anticuerpos monoclonales bien caracterizados, los inventores han recuperado péptidos cuyas secuencias imitan las
de los epitopos previamente identificados. Los animales inmunizados con las VLPs resultantes producen anticuerpos
gue reconocen el epitopo del antigeno original.

[0030] Los detalles de los plasmidos y otros aspectos de la invencion se describen con mas detalle més adelante en
la Descripcion Detallada de la Invencion.

[0031] Cualquiera de estas u otras realizaciones previas y/u otras realizaciones de acuerdo con la presente
invencién se deduciran con facilidad gracias a la siguiente descripcion.

Breve descripcion de las figuras
[0032]

La figura 1 ilustra la estructura del dimero de proteinas de revestimiento de MS2. El panel superior izquierdo hace
hincapié en la proximidad de los extremos N-terminal y C-terminal de las dos cadenas de subunidades. Esta
caracteristica facilitdé la construccién del dimero monocatenario, el cual tiene una alta tolerancia a la insercién de
péptidos extrafios. También se ilustra (inferior izquierda) la alta accesibilidad del bucle AB, tanto en el dimero como
en la VLP intacta. A la derecha se muestra la estructura de la propia VLP. Las proteinas de recubrimiento de las que
estad compuesta la VLP adoptan tres configuraciones ligeramente diferentes dependiendo de los principios de
cuasiequivalencia y se muestran en rojo, azul y verde. Los bucles AB se muestran en amarillo. Nétese su naturaleza
repetitiva y su orientacion en la superficie de la VLP.

La figura 2 muestra los aspectos basicos de la expresion de bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias en
VLPs. Se crea una biblioteca de inserciones de péptidos de secuencias aleatorias mediante métodos con ADN
recombinante; la poblacion de plasmidos resultante se introduce en E. coli mediante transformacion y se produce
una biblioteca de VLPs. Cada VLP individual de la poblacion expresa un péptido diferente en su superficie y contiene
en su interior (en forma de ARNm) la informacion genética para su sintesis.

La figura 3 ilustra el proceso de seleccion por afinidad. Una poblacion de VLPs que representa una biblioteca de
péptidos de secuencia aleatoria es incubada con un anticuerpo monoclonal inmovilizado en una superficie.
Normalmente, la gran mayoria de VLPs fracasan a la hora de unirse al anticuerpo, de manera que se lavan y se
desechan. Cualquier VLP cuyos péptidos muestren una unién con el anticuerpo es especificamente eluida, el ARN
que contienen se copia en ADN mediante transcripcion inversa, se amplifica mediante PCR y después se reclona en
un plasmido de expresién (por ejemplo, pDSP62 or pDSP62(am)) para producir la VLP seleccionada por afinidad.
Normalmente, la seleccion se realiza iterativamente (esto es, mas de dos veces), preferiblemente entre 3 y 5 rondas.

La figura 4 muestra la importancia de la valencia de la expresion de péptidos. Una expresion multivalente puede
hacer dificil diferenciar los aglutinantes o ligantes (‘binders’, en inglés) intrinsecamente fuertes de los ligantes débiles
que interactlan simultaneamente con multiples receptores. Normalmente, se realiza una primera ronda de seleccion
por afinidad a alta valencia, pero en las posteriores se reduce la valencia a bajos niveles, aumentando asi la
exactitud de la seleccion y asegurando el aislamiento de péptidos con la mayor afinidad con el anticuerpo de
seleccion.
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La figura 5 muestra el plasmido pDSP1 con sitios de clonacién convenientes para la insercion en el bucle AB.
pDSP1 expresa la secuencia de codificacién del dimero monocatenario, modificada para contener, por ejemplo,
sitios de restriccion de Sall y Kpnl Unicos. Este dimero facilita la clonacion simple de secuencias extrafias en el bucle
AB. Para hacer estos sitios Unicos, fue necesario destruir varios sitios de Sall y Kpnl en el vector y en la secuencia
de recubrimiento 'aguas arriba'.

La figura 6 muestra el plasmido pDSP62. Para facilitar la produccién de ADN monocatenario, se introdujo un origen
de replicacién M13 en el plasmido y se identificé como pDSP61 y pDSP62, dependiendo de la orientacion del origen
de M13. Este plasmido también contiene una secuencia de recubrimiento con coddn variado en la mitad 'aguas
arriba' del dimero monocatenario. Esta mitad codifica la misma secuencia de aminoacidos que la mitad 'aguas
abajo’, pero se diferencia de ella porque contiene el maximo nimero posible de sustituciones silenciosas, lo que
hace que las dos mitades se puedan diferenciar cuando se desee alinear oligonucleoétidos.

La figura 7 muestra un sistema ejemplar para producir grandes cantidades de proteinas de tipo natural y pequefias
cantidades de proteinas recombinantes de un bucle AB a partir de un Unico ARN. Se construyd una variante de
pDSP1 (pDSP1(am)) que contiene un coddén de parada ambar en lugar del codon de alanina que codifica
normalmente el primer aminoacido de la copia 'aguas abajo’' de la proteina de recubrimiento en el dimero
monocatenario. Ademas, se sintetizd y se clon6 un gen de ARNt supresor que inserta alanina, el cual se produce en
cantidades que provocan que un pequefio porcentaje de ribosomas que traducen la secuencia de recubrimiento
‘ultralean’ (‘readthrough’, en inglés) el codén de parada d&mbar y produzcan el dimero monocatenario. La proteina
resultante (con su péptido huésped) se coensambla con la proteina de tipo natural expresada a partir del mismo
ARN para formar cipsidas en mosaico y una valencia reducida, tal y como se ha descrito en otros apartados de la
presente invencion.

La figura 8 es una representacion de una electroforesis en gel de SDS de VLPs purificadas producidas por los
plasmidos que se enumeran mas abajo. El objetivo del experimento es mostrar el contenido del producto
monocatenario 'ultraleido’, tal y como se ha explicado més arriba en el caso de la figura 7 y en la seccion de
ejemplos de la presente aplicacion, en VLPs purificadas. Las VLPs purificadas se produjeron a partir de los
siguientes plasmidos (de izquierda a derecha):

pDSP1 produce VLPs que contienen solo el dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento.

pDSP1-Flag produce VLPs que contienen solo un dimero monocatenario con el epitopo Flag insertado insertado en
su segundo bucle AB.

pDSP1(am) tiene una mutacidon sin sentido (‘nonsense mutation', en inglés) en la unién de secuencias de
recubrimiento en el dimero monocatenario, lo cual provoca que produzca grandes cantidades de proteina de
recubrimiento de tipo natural y, en presencia del ARNt supresor (obtenido de pNMsupA), pequefias cantidades de
dimeros monocatenarios. Puesto que la supresion sin sentido tiene una baja eficiencia en este caso, solo una
pequefia fraccion de los ribosomas 'ultralee' el codén de parada para producir el dimero monocatenario. Las dos
formas de proteina de recubrimiento se coensamblan en una VLP hibrida 0 en mosaico que esta compuesta,
principalmente, de proteinas de recubrimiento de tipo natural y de pequefias cantidades de dimero monocatenario
(estimadas en alrededor del 3% del nivel de las proteinas de recubrimiento de tipo natural).

pDSP1(am)-Flag es, simplemente, como pDSP1(am), pero con el epitopo flag insertado en el segundo bucle AB del
dimero monocatenario. Produce sobre todo proteina de recubrimiento de tipo natural, y también una pequefia
cantidad del dimero monocatenario con el péptido flag insertado en su bucle AB.

Las dos flechas a la derecha de la imagen indican las posiciones de las dos proteinas producidas por la supresion
de los codones de parada de pDSP1(am) y pDSP1(am)-Flag.

Las figuras 9a y 9b representan el plasmido pDSP1 (9a) y una técnica (9b) para insertar una secuencia de acido
nucleico que codifica un péptido heterélogo en ese plasmido.

La figura 10 representa el plasmido pDSP62 y muestra de manera esquematica como un partidor sintético de
oligonucledtidos puede ser disefiado para insertar secuencias especificamente en el bucle AB de la 'copia aguas'
abajo del dimero monocatenario. El oligonucleétido esta disefiado para alinearse perfectamente con las secuencias
de recubrimiento que flanquean el bucle AB, e inserta una secuencia extrafa entre ellas.

La figura 11a contiene la secuencia de acido nucleico para el plasmido pDSP1; la figura 11b muestra la secuencia
de &cido nucleico de pDSP1(am); la figura 11c muestra la secuencia de acido nucleico para el plasmido pDSP62; y
la figura 11d muestra la secuencia de acido nucleico de pDSP62(am). Notese que las secuencias de los plasmidos
pDSP1(am) y pDSP62(am) difieren de pDSP1 y pDSP62 solo por las sustituciones de nucledtidos que introducen un
codon ambar. La figura 1le es la secuencia de acido nucleico de M13CM1, un derivado de M13KO7 resistente al
cloranfenicol.

La figura 12 representa un método para usar pDSP62 y M13CM1 para producir bibliotecas de péptidos de
secuencias aleatorias. M13CML1 es un virus ayudante (o virus auxiliar) que permite que pDSP62 se replique a partir
de su origen M13. Por lo tanto, si M13CML1 infecta células de E. coli que contienen pDSP62 hace posible la
producciéon de pDSP62 circular monocatenario. Cuando se cultiva en una cepa bacteriana de dut- o ung- el ADN se
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sustituye por dUTP en lugar del dTTP normalmente presente en el ADN. La insercién de secuencias de codificacion
de péptidos se consigue mediante la extension de un oligonucleétido sintético con ADN polimerasa, y el circulo se
cierra con la accién de la ADN ligasa. ElI ADN circular covalentemente cerrado se introduce por electroporacion en
una cepa dut+, ung+ de E. coli, donde la cadena sustituida con dUTP se degrada, lo que da como resultado una una
alta frecuencia (habitualmente, 85-90%) en la incorporacién de las inserciones [10].

Las figuras 13a y 13b representan los plasmidos pP7K (13a) y p2P7K32 (13b). Estos plasmidos se utilizaron
durante el desarrollo de la plataforma de VLPs de PP7 simplemente para analizar la tolerancia de insercion del bucle
AB de proteinas de recubrimiento de PP7 mediante represion traslacional y ensayos de conjuntos de VLPs (ver la
Seccion de Ejemplos). No deben confundirse con pET2P7K32 o pDSP7, que se describiran mas adelante y se
utilizan para la construccion de bibliotecas de VLPs para la seleccion por afinidad.

La figura 14 proporciona las secuencias de nucledtidos y aminoacidos cerca del bucle AB de proteinas de
recubrimiento PP7 y también proporciona las secuencias de partidores que se utilizaron para la inserciéon de algunas
inserciones especificas de péptidos. Se insertaron diversas secuencias de péptidos especificas y aleatorias para
analizar la tolerancia general del dimero monocatenario de PP7 hacia las inserciones en los bucles AB, y para
determinar la inmunogenicidad de péptidos insertados especificos.

La figura 15 ilustra el esquema utilizado para la construccion de bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias en
p2P7K32 con el propésito de demostrar la tolerancia de insercion del bucle AB de la proteina de recubrimiento
monocatenaria de PP7. Este método es similar al representado en la figura 5b, que explica la insercién de pDSP1 en
el dimero monocatenario de MS2.

La figura 16 proporciona la electroforesis con gel de agarosa practicada a lisados de células completas de 24 clones
de cada una de las diversas bibliotecas aqui descritas. Cerca del 100% de los clones obtenidos tenian la capacidad
de la represion traslacional, lo cual indicaba la probabilidad de que cada proteina estuviera debidamente plegada.
Para verificar que las proteinas se habian plegado correctamente, se evalu6 la capacidad de cada una para formar
una VLP sometiendo a una seleccién aleatoria de clones a electroforesis y también a una electrotransferencia
(‘western blot', en inglés), tal y como se muestra en esta figura. La mitad superior de cada conjunto o coleccion es el
gel tefiido con bromuro de etidio, y la mitad inferior es un 'western blot' de un gel de duplicado. La linea més a la
izquierda de cada coleccion es el control de p2P7K32. Cada clon contiene una secuencia de péptidos diferente
generada aleatoriamente. El hecho de que casi todas produzcan una VLP demuestra el alto nivel de tolerancia de
insercién que tiene el dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento de PP7.

La figura 17a representa el plasmido pETP7K; la figura 17b representa el plasmido pET2P7K32; y la figura 17c
representa el plasmido pDSP7. Estos plasmidos se generaron para la sobreexpresion de alto nivel de la proteina de
recubrimiento de PP7. El plasmido pDSP7 contiene un dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento de PP7
en el que una mitad de la secuencia contiene el suficiente nimero de sustituciones de nucleétidos en las cercanias
de las secuencias de codificacion de bucles AB como para hacer que las dos mitades sean distinguibles cuando se
desee alinear un oligonucleétido mutagénico. En el ejemplo que aqui se muestra, la secuencia 'aguas arriba'
completa es modificada para que contenga el mayor nimero posible de mutaciones silenciosas. PET2P7K32 y
pDSP7 deben considerarse analogos de PP7 de los productores de proteinas de recubrimiento de MS2: pDSP1 y
pDSP62.

Figura 18 — La electroforesis con gel de agarosa/formaldehido practicada a los ARN extraidos de VLPs producidas
en bacterias que contienen pETP7K o PET2P7K32 muestra que las VLPs que producen encapsidan los ARNm que
dirigen su sintesis. Esto proporciona un medio para recuperar las secuencias seleccionadas por afinidad mediante
transcripcion inversa y PCR. Los carriles o lineas alternativos contienen ARN producidos mediante transcripcion 'in
vitro' de los mismos plasmidos. El panel de la izquierda muestra el gel tefiido con etidio. A la derecha hay una
mancha o 'blot' de un gel de duplicado sondado con un oligonucleétido especifico para la cadena codificante (o
cadena homosentido) de proteinas de recubrimiento de PP7. Esta sonda no reacciona con cantidades similares de
ARN derivado de una transcripcion 'in vitro' de secuencias de proteinas de recubrimiento de MS2 o QR (no se
muestra).

La figura 19 proporciona una lista de varias secuencias de péptidos especificas clonadas en la proteina de
recubrimiento de PP7.

La figura 20 ilustra cémo un anti-L2 mAb (RG-1) se une con VLPs de PP7 que expresan péptidos L2 (también
llamadas L2-VLPs), pero no con VLPs de PP7 que expresan péptidos V3 (también llamadas V3-VLPs). Se hizo
reaccionar disoluciones de mAb RG-1 con 500 ng/pozo de L2-VLPs y V3-VLPs. El enlace o unién se detectd
utilizando un anticuerpo secundario de cabra contra IgG (inmunoglobulinas) de ratdn marcado con peroxidasa de
rdbano, seguido de un desarrollo con ABTS. La reactividad se determind midiendo la absorbancia a 405 nm (OD
405).

La figura 21 ilustra que las VLPs de PP7 que expresan péptidos V3 inducen respuestas de anti-V3 IgG tras la
inmunizacién. Se muestran las respuestas de anticuerpos anti-V3 IgG en ratones inmunizados con V3-VLPs de PP7
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0, como control, con L2-VLPs. Se inmuniz6 a los ratones tres veces utilizando 10 pug de VLPs con adyuvante de
Freund incompleto y los sueros se recogieron dos semanas después de la Ultima estimulacion. Se analizaron sueros
diluidos de siete ratones individuales (seis inmunizados con V3-VLPs y uno inmunizado con L2-VLPs) para
comprobar la reactividad con un péptido que represente una parte del bucle V3 de HIV 4 tratado con ELISA. El
enlace o unién se detectd utilizando un anticuerpo secundario de cabra contra IgG (inmunoglobulinas) de ratén
marcado con peroxidasa de rédbano, seguido de un desarrollo con ABTS. La reactividad se determind midiendo la
absorbancia a 405 nm (OD 405).

La figura 22 muestra los resultados de la seleccion por afinidad utilizando una expresiéon de VLPs de MS2 con el
anticuerpo anti-Flag M2; la secuencia del epitopo de este anticuerpo ha sido completamente descrita previamente
por otros. Se muestran las secuencias de unos pocos péptidos de cada una de las cuatro rondas para ilustrar el
progreso de la seleccién. Los péptidos de las rondas 1 y 2 contienen elementos reconocibles del epitopo nativo, pero
para las rondas 3 y 4 la similitud es evidente, de manera que las secuencias coinciden estrechamente con la del
epitopo de tipo natural. De hecho, la secuencia de la ronda 4 se corresponde con el epitopo nativo mas
estrechamente que las secuencias previamente obtenidas con el conocido método de expresion de fagos
filamentosos (‘filamentous phage display method’) (ver 'NEB Transcript, Summer, 1006' — disponible en la pagina
web de New England Biolabs: www.neb.com).

Las figuras 23a-23d muestran las secuencias de nuclettidos de los plasmidos pET2P7K32, pET2P7K32(am),
pDSP7 y pDSP7(am). Estos son los andlogos productores de proteinas de recubrimiento de PP7 de los
correspondientes productores de VLPs de MS2 mostrados en las figuras 11a-11d.

Descripcion detallada de lainvencién

[0033] De acuerdo con la presente invencion, se emplearan técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia y ADN recombinante relacionadas con estos ambitos. Estas técnicas se explican con detalle en la
literatura relacionada. Ver, por ejemplo, Sambrook et al, 2001, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual"; Ausubel,
ed., 1994, "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-lll; Celis, ed., 1994, "Cell Biology: A Laboratory
Handbook" Volumes I-lll; Coligan, ed., 1994, "Current Protocols in Immunology" Volumes I-lll; Gait ed., 1984,
"Oligonucleotide Synthesis"; Hames & Higgins eds., 1985, "Nucleic Acid Hybridization"; Hames & Higgins, eds.,
1984,"Transcription And Translation"; Freshney, ed., 1986, "Animal Cell Culture"; IRL Press, 1986, "Immobilized
Cells And Enzymes"; Perbal, 1984, "A Practical Guide To Molecular Cloning".

[0034] Cuando se ofrezca un rango o intervalo de valores, debe entenderse que cada valor intermedio (hasta la
décima parte de la unidad del limite inferior -a menos que el contexto indique claramente lo contrario-, entre el limite
superior e inferior de este intervalo y cualquier otro valor intermedio o establecido dentro del intervalo establecido)
esta incluido en la invencién. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse
independientemente en los intervalos mas pequefios, y también se incluyen dentro de la invencién, estando sujetos
a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo establecido incluye uno o
ambos limites, los intervalos que excluyen ambos o uno de estos limites incluidos también se incluyen en la
invencion.

[0035] A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos aqui utilizados tienen el mismo
significado que el que entiende normalmente alguien con conocimientos y capacidades comunes en la materia a la
que pertenece esta invencién. A pesar de que cualquier método y material similar o equivalente a los aqui descritos
también puede utilizarse en la practica o en el estudio de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos
se describirdn a continuacion.

[0036] Debe entenderse que, tal y como se utilizan en el presente texto y en las reivindicaciones anexas, las formas
singulares 'un’, 'uno’, 'una'y 'el’, 'la' pueden hacer referencia al plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

[0037] Ademas, los términos siguientes tendran las definiciones precisadas mas abajo.

[0038] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'polinucleétido’ hace referencia a una forma polimérica
de nucledtidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como desoxinucleétidos, e incluye ADN y ARN
monocatenarios (0 de una sola cadena) o bicatenarios (de dos cadenas). Un polinucleétido puede incluir secuencias
de nucledtidos con diferentes funciones, como las regiones codificantes, y regiones no codificantes como las
secuencias reguladoras (por ejemplo, promotores o terminadores transcripcionales). Un polinucleétido se puede
obtener directamente de una fuente natural, o puede prepararse con la ayuda de técnicas recombinantes,
enzimaticas o quimicas. Un polinucleétido puede tener una topologia lineal o circular. Un polinucleétido puede ser,
por ejemplo, una parte de un plasmido o vector fagico, como un vector de expresion o un vector de clonacion, o un
fragmento.

[0039] Las endonucleasas de restriccion son enzimas que escinden el ADN en secuencias bien definidas. Se usan
en la tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo, para generar fragmentos especificos de ADN que se unen
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facilmente -gracias a la accion de la ADN ligasa- a otros fragmentos de ADN generados mediante digestion con la
misma endonucleasa de restriccion. En esta aplicacion, se hace referencia a diversas endonucleasas de restriccion
especificas, incluyendo Sall, Kpnl y BamHI, cuyas secuencias de reconocimiento son, respectivamente, GTCGAC,
GGTACC y GGATCC.

[0040] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'polipéptido’ hace referencia, en lineas generales, a un
polimero de dos o mas aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos. El término 'polipéptido’ también incluye
moléculas que contienen mas de un polipéptido unidos mediante enlaces disulfuros, o complejos de polipéptidos que
estan unidos, covalentemente o no covalentemente, como multimeros (por ejemplo, dimeros, tetrameros). Asi, los
términos, 'péptido’, ‘oligopéptido’ y ‘proteina’ estan todos incluidos dentro de la definicion de polipéptido y estos
términos se usan indistintamente. Debe entenderse que estos términos no connotan una longitud especifica de un
polimero de aminoacidos, y tampoco se pretende que impliquen y distingan si el polipéptido se produce utilizando
técnicas recombinantes, o sintesis quimicas o enzimaticas, o se da de manera natural.

[0041] EI término 'dimero monocatenario' hace referencia a una proteina normalmente dimérica cuyas dos
subunidades se han fusionado genéticamente (quimicamente, mediante enlaces covalentes) en una Unica cadena
de polipéptidos. Especificamente, en la presente invencion se construyeron versiones de dimeros monocatenarios
de proteinas de recubrimiento de MS2 y PP7. Cada una de estas proteinas es de manera natural un dimero de
cadenas de polipéptidos idénticas. En ambos dimeros de proteinas de recubrimiento de MS2 y PP7 el extremo N-
terminal de una de las subunidades se encuentra fisicamente cerca del extremo C-terminal de la subunidad
acompafiante (ver figura 1). Los dimeros monocatenarios de proteinas de recubrimiento se produjeron con métodos
de ADN recombinante que duplicaban la secuencia de codificacion de ADN de las proteinas de recubrimiento y
después las fusionaban unas con otras con el 'método de cola a punta' ('in tail to head fashion', en inglés). El
resultado es una Unica cadena de polipéptidos en la que el aminoacido de la proteina de recubrimiento aparece dos
veces, de manera que el extremo C-terminal de la copia 'aguas arriba' esta fusionado covalentemente con el
extremo N-terminal de la copia 'aguas abajo’. Normalmente (‘wild-type' o de tipo natural) las dos subunidades estan
asociadas solamente mediante interacciones no covalentes entre las dos cadenas. En el dimero monocatenario,
estas interacciones se mantienen, pero, adicionalmente, las dos subunidades se han unido covalentemente una a la
otra. Esto estabiliza enormemente la estructura plegada de la proteina y le confiere su alta tolerancia a las
inserciones de péptidos, tal y como se ha descrito previamente.

[0042] La presente aplicacion hace referencia frecuentemente al 'bucle AB' (‘AB-loop', en inglés) de las proteinas de
recubrimiento. Las proteinas de recubrimiento de fagos de ARN tienen una estructura terciaria protegida. Las
proteinas de recubrimiento de MS2 y PP7, por ejemplo, tienen ambas una estructura ilustrada mediante la proteina
de recubrimiento de MS2 mostrada en la figura 1. Cada una de las cadenas de polipéptidos se pliega en diversas
cadenas 3 (o ldminas R) sefialadas mediante letras de la A ala G. Las cadenas 3 Ay B forman una horquilla con un
bucle de tres aminoacidos que conecta las dos cadenas en la parte superior de la horquilla, donde se expone en la
superficie de la VLP. Tal y como se muestra en esta aplicacién, los péptidos que se insertan en el bucle AB se
exponen en la superficie de la VLP y son fuertemente inmunogénicos.

[0043] Se prefiere que los residuos de aminoacidos aqui descritos tengan una forma ‘L' isomera. Sin embargo, los
residuos con forma 'D' isbmera pueden sustituirse con cualquier residuo de L-aminoacido, siempre y cuando el
polipéptido conserve la funciéon deseada. NH, hace referencia al grupo amino libre presente en el extremo amino de
un polipéptido. COOH hace referencia al grupo carboxilo libre presente en el extremo carboxilo de un polipéptido.

[0044] EI término 'secuencia de codificacion' (0 'secuencia codificante’) se define en el presente texto como una
parte de una secuencia de acido nucleico que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto
proteico. Generalmente, los limites de la secuencia de codificacion vienen determinados por un sitio de union de
ribosomas (Shine-Dalgarno) y un codén de iniciacion de traduccion (normalmente AUG) en las procariotas, o por el
codoén de inicio AUG en las eucariotas localizadas en el inicio del marco abierto de lectura, normalmente cerca del
extremo 5' del ARNm, y una secuencia de la terminacién de la traduccién (uno de los codones sin sentido: UAG,
UGA, or UAA) que se localiza en el extremo del marco abierto de lectura y lo especifica, normalmente cerca del
extremo 3' del ARNm. Una secuencia de codificaciéon puede incluir -pero no se limita a- ADN, ADNc y secuencias de
acido nucleico recombinantes.

[0045] Tal y como se ha explicado brevemente mas arriba, un '‘codén de parada' o ‘coddn de terminacién' es un
triplete de nucledtidos que se encuentra dentro del ARN mensajero y sefiala la terminacion de la traduccion. Las
proteinas son secuencias Unicas de aminoacidos, y la mayoria de codones en el ARN mensajero corresponden a la
adicion de un aminoacido a una cadena de proteinas en crecimiento -los codones de parada sefialan la terminacion
de este proceso, liberando la cadena de aminoacidos-. En el codigo genético estandar, existen tres codones de
parada: UAG (en ARN) / TAG (en ADN) (también conocido como codén de parada '‘ambar'), UAA / TAA (también
conocido como coddn de parada 'ocre’) y UGA / TGA (también conocido como codén de parada '6palo’). Se conocen
diferentes variaciones de este grupo predominante. Normalmente, el uso de un codén de parada en la presente
invencién detendra o terminard la sintesis de proteinas. Sin embargo, hay mutaciones en los ARNt que les permiten
reconocer los codones de parada, haciendo que los ribosomas 'ultralean' (‘read through', en inglés) el codén de
parada y permitiendo la sintesis de péptidos codificados '‘aguas abajo' del codén de parada [11-13]. Por ejemplo, una
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mutacion en el ARNt que reconoce el codon de parada ambar permite que la traduccion 'ultralea’ el codoén y
produzca una proteina de longitud completa, recuperando asi la forma normal de la proteina y 'suprimiendo’ el codon
de parada. Mas a menudo, la supresion de los codones de parada solo es parcialmente eficiente -a menudo, solo un
pequefio porcentaje de ribosomas puede 'ultraleer' el codon de parada-. Sin embargo, en algunas ocasiones la
supresion puede ser mucho mas eficiente. Unos pocos ARNt supresores simplemente tienen una eficiencia
intrinseca mas elevada. En otros casos, un supresor débil puede hacerse mas eficiente simplemente expresandolo a
niveles mas altos. En realizaciones de la presente invencion, se incorpora un codén de parada a las unidades
transcripcionales para controlar la sintesis de péptidos codificados en la unidad transcripcional 'aguas abajo' del
codoén de parada. Al mantener la sintesis controlada del ARNt que reconoce el coddn de parada y permite la sintesis
de péptidos 'aguas abajo' del codén de parada, se puede producir una proteina de recubrimiento que comprende un
péptido heterdlogo dentro de una poblacion de proteinas de recubrimiento, la mayoria de las cuales no contienen un
péptido heterdlogo. Las VLPs resultantes que se juntan o ensamblan a partir de esta mezcla de péptidos heterélogos
gue contienen proteinas de recubrimiento de tipo natural (ausencia de péptidos heterélogos) conllevan una
presentacion heteréloga con una valencia mucho mas baja.

[0046] Una region 'heteréloga’ de una célula recombinante es un segmento identificable de acido nucleico dentro de
una molécula méas grande de &cido nucleico que por naturaleza no se encuentra asociado con la molécula mas
grande.

[0047] La 'valencia' de una VLP hace referencia al nimero de copias de un péptido heterélogo expresado en las
particulas. Una particula virica que muestra una 'valencia baja' de un péptido heterélogo, preferiblemente un péptido
inmunogénico de al menos 4 unidades peptidicas, es una particula que expresa desde menos de uno hasta
alrededor de diez 0 méas péptidos heterélogos en los dimeros de polipéptidos de recubrimiento que comprenden la
mencionada particula virica. Las particulas viricas que muestran una valencia baja estan formadas a partir de
numerosos dimeros de polipéptidos de recubrimiento que estan libres de péptidos heterdlogos (preferiblemente,
polipéptidos de recubrimiento de tipo natural) y a partir de una minoria de dimeros de polipéptidos de recubrimiento
gue comprenden péptidos heterélogos, preferiblemente en el bucle AB de la subunidad 'aguas abajo’ del polipéptido
de recubrimiento o en el extremo carboxilo del polipéptido de dimeros de recubrimiento monocatenarios, formando
asi una VLP en mosaico.

[0048] Usado en este contexto, un 'origen de replicacion' hace referencia normalmente a aquellas secuencias de
ADN que participan en la sintesis de ADN especificando una region para la iniciacion de la replicacion de ADN. En
presencia de los factores necesarios (ADN polimerasas y similares) un origen de replicacion provoca que el ADN
asociado con él se replique. Por ejemplo, el origen de replicacion de ColE1 (usado en plasmidos como pDSP1, etc.)
dota a muchos vectores para la clonacion de plasmidos usados habitualmente con la capacidad de replicarse
independientemente del cromosoma bacteriano. Otro ejemplo es el origen de replicacion pl5A, que se usa en el
plasmido pNMsupA, descrito en otra parte del presente texto (ver figura 7). La presencia, en un plasmido, de un
origen de replicacion adicional del fago M13 (por ejemplo, como con pDSP62) confiere la capacidad adicional de
replicar utilizando ese origen cuando las células de E. coli se infectan con un -asi llamado- fago ayudante (por
ejemplo, M13CM1, descrito en la presente aplicacion), que proporciona los factores proteicos necesarios. M13 se
replica o reproduce intracelularmente como ADN circular bicatenario, pero también produce un forma circular
monocatenaria, que empaqueta en la particula fagica. Esta particulas proporcionan una fuente adecuada de ADN
circular monocatenario para plasmidos como pDSP62 y pDSP7 (descritos en otra parte de la presente aplicacion), lo
cual es util para la construccién de bibliotecas usando el método ilustrado en la figura 12.

[0049] Una 'secuencia promotora' es una region de regulacion de ADN que puede unir ARN polimerasa en una
célula e iniciar la transcripciéon de una secuencia de codificacion ‘aguas abajo' (en direccion a 3'). Con el objeto de
definir la presente invencion, la secuencia promotora incluye el nimero minimo de bases o elementos necesarios
para iniciar la transcripcion en los niveles detectables anteriormente mencionados. En el promotor se encontraran
secuencias de ADN responsables de la union de ARN polimerasa y cualquiera de los factores asociados necesarios
para la iniciacion de la transcripcion. En las bacterias, los promotores constan normalmente de secuencias consenso
-35y -10 y un sitio de iniciacion transcripcional mas o menos especifico. A menudo, pero no siempre, los promotores
eucariotas contienen cajas 'TATA' y cajas 'CAT'. Los vectores de expresion bacteriana (normalmente plasmidos o
fagos) utilizan habitualmente promotores derivados de fuentes naturales, incluyendo aquéllos derivados de la
lactosa, la arabinosa y el triptéfano de E. coli y de los operones ProB, asi como otros a partir de fuentes
bacteriofagicas. Los ejemplos incluyen promotores de bacteriéfagos lambda, T7, T3 y SP6.

[0050] En las bacterias, la transcripcion termina normalmente en secuencias de terminacion transcripcional
especificas, que normalmente se clasifican como terminadores rho-dependientes y rho-independientes (o
intrinsecos), dependiendo de si necesitan de la accién de un rho-factor bacteriano para su actividad. Estos
terminadores especifican los sitios en los que se obliga a la ARN polimerasa a cesar su actividad transcripcional, y,
de este modo, definen en gran medida los extremos 3' de los ARN, a pesar de que, a veces, la accién posterior de
las ribonucleasas también recorta el ADN.

[0051] Un 'gen resistente a los antibidticos' hace referencia a un gen que codifica una proteina que hace que una
bacteria sea resistente a un antibiético determinado. Por ejemplo, el gen resistente a la kanamicina dirige la sintesis
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de una fosfotransferasa que modifica y desactiva el farmaco. La presencia de plasmidos (por ejemplo, pDSP1) de un
gen resistente a la kanamicina proporciona un mecanismo para seleccionar la presencia del plasmido en la bacteria
transformada. De manera similar, el gen resistente al cloranfenicol permite que las bacterias crezcan en presencia
del farmaco produciendo una enzima acetiltransferasa que desactiva el antibiético mediante acetilacion. La
resistencia al cloranfenicol se utiliza para asegurar el mantenimiento de pNMsupA y M13CML1 en las bacterias.

[0052] 'Transcripcién inversa'y 'PCR' se presentan como un medio de amplificar o aumentar las secuencias de acido
nucleico de VLPs seleccionadas por afinidad. 'Transcripcion inversa' hace referencia al proceso mediante el cual una
copia de ADN de una molécula de ARN (o ADNc) es producida por la accion de la enzima transcriptasa inversa. En
la presente aplicacion, la transcripcion inversa se usa para producir una copia de ADN de secuencias de ARN
encapsidadas con VLPs seleccionadas por afinidad. La enzima transcriptasa inversa requiere que un partidor se
alinee con el ARN (ver mas abajo).

[0053] EI término 'PCR' hace referencia a la reaccién en cadena de la polimerasa, una técnica utilizada para la
amplificacion de secuencias especificas de ADN 'in vitro'. El término 'partidor (de) PCR' hace referencia a secuencias
de ADN (normalmente, oligonucleotidos sintéticos) que pueden alinearse con un ADN objetivo, permitiendo asi que
la ADN polimerasa (por ejemplo, TAQ ADN polimerasa) comience la sintesis de ADN. Pares de partidores PCR se
utilizan en la reaccion en cadena de polimerasa para comenzar la sintesis de ADN en cada una de las dos cadenas
de un ADN y para amplificar asi el segmento de ADN que hay entre dos partidores, tal y como se ilustra, por
ejemplo, en las figuras 9b y 15.

[0054] A continuacidn se ofrecen ejemplos de partidores utilizados para la transcripcion inversa y la PCR.

E2: 5 TCA GCG GTG GCA GCA GCC AA 3’ - se alinea cerca de los extremos 3' de los ARN encapsidados por las
VLPs descritas en la presente aplicacion. Se usa para la transcripcion inversa.

E3.2: 5 CGG GCT TTG TTA GCA GCC GG 3’ - se alinea cerca de los extremos 3' de los ADNc generados mediante
la transcripcion inversa arriba descrita en un sitio justo 'aguas arriba' del primer sitio E2; sirve como partidor de 3' en
las reacciones PCR para amplificar secuencias seleccionadas por afinidad.

Los partidores de E2 y E3 contienen secuencias comunes a pDSP1, pDSP1(am), pDSP62, pDSP62(am),
pET2P7K32, pET2P7K32(am), pDSP7 y pDSP7(am) y, por lo tanto, son utiles para la transcripcién inversa y la PCR
de ARN encapsidado por VLPs de estas fuentes. La PCR depende de que E3.2 se empareje con uno de los
partidores de 5' especificos para plasmidos que se han descrito previamente. Por simplificar, solo se muestran los
partidores para pDSP1 y pDSP1(am), pero debe entenderse que, si son necesarios, se utilizan partidores similares
especificos para las secuencias encontradas en las otras VLPs.

J2: 5 ACT CCG GCC TCT ACG GCA AC 3’ - un partidor que se alinea especificamente con las secuencias que hay
en la union entre las secuencias del dimero monocatenario de pDSP1. En una reaccién PCR con E3.2, se amplifica
un segmento de ADN que contiene la mitad 'aguas abajo' del dimero monocatenario (incluyendo la secuencia del
péptido insertado en el bucle AB). La digestidon del producto de la PCR realizada con Sall y BamHI produce un
fragmento que puede insertarse entre Sall y BamHI del plasmido relevante (ver figura 9a, por ejemplo).

J2 (ambar): 5 AC TCC GGC ATC TAC TAG AAC TTT AC 3’ - Este partidor funciona exactamente como J2 de més
arriba, pero es especifico para las secuencias generadas a partir de pDSP1(am).

[0055] Una 'secuencia de control de expresién’ es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcion y la
traduccion de otra secuencia de ADN. Una secuencia de codificacién esta 'bajo el control' de las secuencias
transcripcionales y de traduccién en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia de codificacion a
un ARNm, que después se traduce a la proteina codificada por secuencia de codificacion. Las secuencias de control
transcripcional son secuencias reguladoras de ADN, como promotores, potenciadores (0 'enhancers’), sefiales de
poliadenilacion, terminadores y similares, que mantienen la expresion de una secuencia de codificacion en una
célula huésped. Las secuencias de control traslacional determinan la eficiencia de traduccion de un ARN mensajero,
normalmente controlando la eficiencia de unirse con ribosomas vy la iniciaciéon de la traduccion. Por ejemplo, tal y
como se ha explicado en otras partes de esta aplicacion, las proteinas de recubrimiento de los fagos de ARN son
represores de traduccion bien conocidos de la replicasa de fagos. A medida que la proteina de recubrimiento se
acumula en la célula infectada hasta una concentracion lo suficientemente alta, se une con una horquilla de ARN
gue contiene la regién de iniciacion de traduccion (Shine-Dalgarno e iniciador AUG) del gen de la replicasa del fago.
Esto evita que el ribosoma se una y corta la sintesis de replicasa en un momento en el ciclo vital del virus en el que
sucede la transicion de la replicacion a la uniéon o ensamblaje del virus.

[0056] Una célula ha sido 'transformada’ por un ADN exdgeno o heterélogo cuando dicho ADN ha sido introducido
en la célula. EI ADN transformador puede estar -0 no- integrado (vinculado covalentemente) en el ADN cromosémico
gue constituye el genoma de la célula. En las procariotas, las células de la levadura y las células de los mamiferos,
por ejemplo, el ADN transformador puede mantenerse en un elemento episomal como un plasmido, que
normalmente se reproduce independientemente del cromosoma bacteriano debido a la presencia de un origen de
replicacién en el plasmido. Con respecto a las células eucariotas, una célula transformada de manera estable es
aquella en la que el ADN transformador se ha integrado en el un cromosoma de manera que es heredado por las
células hijas mediante la reproduccién cromosémica. Esta estabilidad se demuestra por la capacidad de la célula
eucariota para establecer lineas celulares o clones compuestos de una poblacién de células hijas que contienen
ADN transformador.
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[0057] Debe entenderse que también estan dentro del alcance de la presente invencién las secuencias de acido
nucleico que codifican los polipéptidos de la presente invencion, que codifican un polipéptido que tiene la misma
secuencia de aminoacidos que las secuencias aqui desveladas, pero que degeneran en los acidos nucleicos aqui
desvelados. Por 'degenerar en' se entiende que un codén de tres letras diferentes se utiliza para especificar un
aminoacido particular.

[0058] Tal y como se utiliza en el presente texto, 'epitopo’ hace referencia a un determinante antigénico de un
polipéptido. Un epitopo podria comprender 3 aminoacidos en una configuracion o conformacion espacial que es
exclusiva de dicho epitopo. Normalmente, un epitopo consta de al menos 5 aminoacidos de este tipo, y, mas
habitualmente, consta de al menos 8-10 aminoacidos. Se conocen en este campo los métodos para determinar la
conformacion espacial de los aminoacidos, e incluyen, por ejemplo, la cristalografia de rayos x y la resonancia
magnética nuclear en dos dimensiones.

[0059] Tal y como se utiliza en el presente texto, un mimétopo es un péptido que imita a un epitopo antigénico
verdadero. En algunos casos, la secuencia de aminoacidos puede mostrar algunas similitudes con el epitopo del
antigeno original, pero, en otros casos, existen pocas o0 ninguna similitud en la secuencia. En estos casos, el
mimotopo imita la estructura tridimensional del epitopo utilizando una secuencia de aminoacidos diferente. Los
mimotopos pueden identificarse porque imitan incluso a los epitopos que no son peptidicos, como los de los
antigenos de los carbohidratos.

[0060] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'proteina(s) de recubrimiento' hace referencia a la(s)
proteina(s) de un bacteriéfago o un fago de ARN (ARN-fago) que puede(n) incorporarse al ensamblaje de cdpsidas
del bacteriéfago o del fago de ARN.

[0061] Tal y como se utiliza en el presente texto, un 'polipéptido de recubrimiento’ se define como un fragmento
polipéptidico de la proteina de recubrimiento que posee las funciones de la proteina de recubrimiento y, de manera
adicional, también abarca toda la longitud de la proteina de recubrimiento o variantes monocatenarias de esta.

[0062] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'respuesta inmune' (0 respuesta inmunitaria) hace
referencia a una respuesta inmune humoral y/o a una respuesta inmune celular que conlleva la activacion o
proliferacién de los linfocitos B y/o T y/o de las células que presentan antigenos. Sin embargo, en ciertas ocasiones
las respuestas inmunes pueden ser de baja intensidad y ser detectables solo cuando se utiliza al menos una
sustancia de acuerdo con la presente invencion. 'Inmunogénico’ hace referencia a un agente utilizado para estimular
el sistema inmune de un organismo vivo, de manera que una o mas funciones del sistema inmune se incrementan y
se orientan hacia el agente inmunogénico. Un 'polipéptido inmunogénico' es un polipéptido que provoca una
respuesta inmune celular y/o humoral, ya sea por su cuenta o vinculado a un portador en presencia o ausencia de
un adyuvante. Preferiblemente, se activaran las células que presentan antigenos.

[0063] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'autoantigeno' hace referencia a las proteinas
codificadas por el ADN del huésped y a los productos generados por las proteinas o al ARN codificado por el ADN
del huésped. Ademas, las proteinas que se obtienen de una combinacion de dos o mas automoléculas o que
representan una fraccion de una automolécula y las proteinas que tienen una alta homologia de dos automoléculas
tal y como se han definido previamente (>95%, preferiblemente >97%, més preferiblemente >99%) también pueden
considerarse 'auto’. Los ejemplos de un autoantigeno incluyen, pero no se limitan a, ErbB-2, amiloide-beta,
immunoglobulina E (IgE), gastrina, grelina, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), interleucina (IL)-17, IL-
23, IL-13, CCR5, CXCR4, factor de crecimiento nervioso (FCN o NGF), angiotensina Il, TRANCE/RANKL y MUC-1.

[0064] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'vacuna' hace referencia a una formulacién que presenta
una forma en la que puede ser administrada a un animal.

[0065] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'particula tipo-virus de un bacteriéfago' hace referencia a
una 'particula tipo-virus' (o 'particula como-virus'; también llamada VLP, por su nombre en inglés: 'virus-like particle’)
que se se parece a la estructura de un bacteriéfago, y que es no replicativa y no infecciosa, y que normalmente
carece de uno 0 mas genes viricos necesarios para la propagacion del bacteriofago como virus infeccioso.
Habitualmente, las VLPs de bacteriéfagos de ARN también carecen del gen o genes que codifican la proteina o las
proteinas responsables de la unidn virica al huésped o de la entrada en este.

[0066] Esta definicion también incluye las particulas tipo-virus de bacteriéfagos, en las que el gen o genes
previamente mencionados todavia estan presentes pero inactivos, y, por lo tanto, también conllevan particulas tipo-
virus de bacteriéfagos no replicativas y no infecciosas.

[0067] Una 'VLP de proteinas de recubrimiento de bacteriéfagos de ARN' se define como la estructura con forma de
capsida formada a partir del autoensamblaje de una o mas subunidades de proteinas de recubrimiento de
bacteriéfago de ARN y contiene habitualmente ARNm para la propia proteina de recubrimiento y, opcionalmente,
ARN huésped. Para los objetivos de la presente aplicacion, las VLPs de fagos de ARN estan formadas,
normalmente, a partir de 180 copias de un dimero de proteinas de recubrimiento de tipo natural, o a partir de 90
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copias de proteina de recubrimiento de dimero monocatenario, o como VLPs en mosaico que contienen un namero
variable de dimeros de tipo natural y proteinas de recubrimiento de dimeros monocatenarios, haciendo un total de
90 por particula.

[0068] Una molécula de acido nucleico esta 'operativamente vinculada' con u 'operativamente asociada' con una
secuencia de control de expresién cuando la secuencia de control de expresion controla y regula la transcripcién y la
traduccion de la secuencia de acido nucleico. El término 'operativamente vinculado' incluye tener una sefial de inicio
adecuada (por ejemplo, ATG) delante de la secuencia de acido nucleico que se va a expresar y mantener el marco
de lectura correcto para permitir la expresion de la secuencia de acido nucleico bajo el control de la secuencia de
control de expresion y la produccion del producto deseado codificado por la secuencia de acido nucleico. Si un gen
gue se desea insertar en una molécula de ADN recombinante no contiene una sefial de inicio apropiada, dicha sefial
de inicio puede insertarse delante del gen.

[0069] EI término 'condiciones de hibridacién rigurosas' es conocido para aquellos versados en la materia y puede
encontrarse en 'Current Protocols in Molecular Biology', John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo
preferido -y no limitativo- de condiciones de hibridacion rigurosas es la hibridaciéon en 6x cloruro de sodio/citrato de
sodio (SSC) a alrededor de 45°C, seguida de uno o més lavados en 0.2.X SSC, 0.1% SDS a 502C, preferiblemente a
55°C, y mas preferiblemente a 60°C o 65°C.

Produccién de particulas tipo-virus

[0070] Se describen las particulas de fagos tipo-virus y también los métodos para producir estas particulas 'in vivo' e
'in vitro'. Normalmente, estas particulas se producen 'in vivo'; sin embargo, el uso de estas particulas también se
puede aplicar en un escenario 'in vitro'. La presente invencion hace posible aumentar la complejidad del laboratorio y
reduce el tiempo necesario para una seleccion iterativa. Normalmente, los métodos incluyen la producciéon de
viriones 'in vitro' y la recuperacion de los viriones. Tal y como se utiliza en el presente texto, producir viriones 'in vitro'
hace referencia a la produccion de viriones fuera de una célula, por ejemplo, en un sistema libre de células, mientras
gue producir viriones 'in vivo' hace referencia a la produccién de viriones dentro de una célula, por ejemplo, una
célula de 'Eschericia coli' or 'Pseudomonas aeruginosa'.

Bacteriofagos

[0071] El sistema que aqui se concibe se basa en las propiedades de los bacteriéfagos de ARN monocatenarios (ver
Bacteri6fagos de ARN en 'The Bacteriophages'. Calendar, RL, ed. Oxford University Press. 2005). Los virus
conocidos de este grupo atacan a bacterias tan diversas como 'E.coli', 'Pseudomonas’ y 'Acinetobacter’. Cada uno
posee una organizacion gendémica, una estrategia de reproduccién y una estructura viribnica muy similares. En
particular, los bacteriéfagos contienen un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo (+), contienen genes
de replicasa, recubrimiento y maturasa, y tienen capsidas icosaédricas pequefias (<300 angstrom). Estos incluyen,
pero no se limitan a, bacteriéfagos de ARN MS2, QB, R17, SP, PP7, GA, M11, MX1, f4, Cb5, Cb12r, Cb23r, 7s y f2.

[0072] PP7 es un bacteri6fago de ARN monocatenario de 'Pseudomonas aeroginosa' y un pariente lejano de
colifagos como MS2 y Q. A pesar de que el bacteriéfago PP7 infecta normalmente a 'Pseudomonas aeroginosa’,
las particulas tipo-virus se producen facilmente cuando la proteina de recubrimiento de PP7 es expresada en E. coli
a partir de plasmidos como los descritos en las figuras 9 y 13. Se determiné que la proteina de recubrimiento de PP7
es una proteina de unién con ARN especifica, capaz de reprimir la traduccion de secuencias fusionadas a la regién
de iniciacién de traduccién de la replicasa de PP7, y con una actividad de uniéon con ARN especifica, puesto que
reprime el operador de traducciéon de PP7, pero no reprime los operadores de los fagos MS2 o QB. Se han
establecido las condiciones para la purificacion de proteinas de recubrimiento y para la reconstitucion o rehidratacion
de su actividad de unién con ARN a partir de particulas tipo-virus desagregadas. Se determiné que la disociacion
constante del ARN 'in vitro' del operador de PP7 era de alrededor de 1 nM. Utilizando un sistema genético en el que
la proteina de recubrimiento reprime la traduccion de una proteina de fusion de replicasa-B-galactosidasa, se
identificaron residuos de aminoacidos importantes para la union de ARN de PP7. (Peabody, et al., 'Translational
repression and specific RNA binding by the coat protein of the Pseudomonas phage PP72001', J. Biol. Chem., 22 de
Junio; 276(25):22507-13. Epub 2001, 16 de Abril).

[0073] Las proteinas de recubrimiento de diversos bacteri6fagos de ARN monocatenarios son represores de
traduccion bien conocidos que cortan la sintesis de replicasa virica uniéndose a una horquilla de ARN que contiene
el sitio de union de la replicasa de ribosomas. La determinacion de la estructura de los fagos de ARN mediante rayos
X muestra que las homologias evidentes obtenidas mediante la comparacion de secuencias de aminoéacidos de
proteinas de recubrimiento se reflejan en las estructuras terciarias. El dimero de proteinas de recubrimiento, que es
tanto el represor como el bloque de construccion basico de la particula virica, consta de dos mondémeros
entrelazados que juntos forman una gran superficie de laminas beta u hojas plegadas 8 a la que se agarra el ARN.
Cada proteina de recubrimiento utiliza una estructura comun para unirse a diferentes ARN, lo cual representa una
oportunidad para investigar los fundamentos del reconocimiento especifico que las proteinas hacen del ARN. Se
describen aqui las propiedades de unién con el ARN de las proteinas de recubrimiento de PP7, un bacteriéfago de
ARN de 'Pseudomonas aeroginosa' cuya proteina de recubrimiento muestra solo un 13% de aminoacidos en su
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identidad de secuencia comparada con la de MS2. También se presentan los siguientes hallazgos: (1) la proteina de
recubrimiento de PP7 es un represor de traduccién; (2) una horquilla de ARN que contiene el sitio de iniciacién de la
traduccion de la replicasa de PP7 es sujetada especificamente por la proteina de recubrimiento de PP7 tanto 'in vivo'
como 'in vitro', lo cual indica que esta estructura representa el operador de traduccion, y (3) el sitio de unién del ARN
se encuentra en la lamina 3 de proteinas de recubrimiento. Se ha presentado un mapa de este sitio. Id.

[0074] Con la intencién de ilustrar, se utiliza el genoma de un miembro del grupo particulamente bien descrito, MS2,
que es un ARN monocatenario de sentido positivo (+) con una longitud de 3569 nucleétidos, y que codifica
solamente cuatro proteinas, dos de las cuales son componentes estructurales del virién. La particula virica esta
compuesta de una capsida icosaédrica formada por 180 copias de proteina de recubrimiento y una molécula de
proteina de maturasa junto con una molécula de genoma de ARN. La proteina de recubrimiento también es una
proteina especifica de unidon con ARN. El ensamblaje o unién puede iniciarse cuando la proteina de recubrimiento se
asocia con su objetivo de reconocimiento especifico, una horquilla de ARN cercana al extremo 5' del cistron de
replicasa (ver figura 1B y SEQ ID NO:1 de US20090054246, publicado el 26 de febrero de 2009 e incorporado aqui
por completo mediante su referencia). Después, se libera la particula virica en el medio cuando la célula estalla bajo
la influencia de la proteina de lisis virica. La formacion de un virus infeccioso requiere al menos tres componentes, a
saber, proteina de recubrimiento, maturasa y ARN de genoma virico, pero los experimentos demuestran que la
informacién requerida para el ensamblaje de la cépsida icosaédrica esta contenida por completo en la propia
proteina de recubrimiento. Por ejemplo, las proteinas de recubrimiento purificadas puden formar capsidas 'in vitro' en
un proceso estimulado por la presencia de ARN (Beckett et al., 1988, J. Mol Biol 204: 939-47). Ademas, la proteina
de recubrimiento expresada en células a partir de un pldsmido se ensambla 'in vivo' en una particula tipo-virus
(Peabody, D.S., 1990, J Biol Chem 265: 5684-5689).

Polipéptido de recubrimiento

[0075] Normalmente, el polipéptido de recubrimiento codificado por la region de codificacién tiene al menos 120
aminoacidos de largo y, preferiblemente, al menos 125 aminoacidos de largo, y no méas de alrededor de 135
aminoécidos de largo y, preferiblemente, no mas de 130 aminoacidos de largo. Se espera que se pueda usar un
polipéptido de recubrimiento basicamente a partir de cualquier bacteriéfago de ARN monocatenario. Los ejemplos de
polipéptidos de recubrimiento incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos de recubrimiento de MS2 (ver, por ejemplo,
SEQ ID NO:2 de US20090054246), polipéptidos de recubrimiento R17 (ver, por ejemplo, Genbank Accession No.
P03612), polipéptidos de recubrimiento PRR1 (ver, por ejemplo, Genbank Accesssion No. ABH03627), polipéptido
de recubrimiento del fago fr (ver, por ejemplo, Genbank Accession No. NP_039624), polipéptido de recubrimiento
GA (ver, por ejemplo, Genbank Accession No. P07234), polipéptido de recubrimiento Q (ver, por ejemplo, Genbank
Accession No. P03615), polipéptido de recubrimiento SP (ver, por ejemplo, Genbank Accession No P09673),
polipéptido de recubrimiento f4 (ver, por ejemplo, Genbank accession No. M37979.1) y polipéptido de recubrimiento
PP7 (ver, por ejemplo, Genbank Accession No. PO363 0).

[0076] Los ejemplos de polipéptidos de recubrimiento PP7 incluyen, pero no se limitan a, varias cadenas de dimero
de proteina de recubrimiento de PP7 unido a una horquilla de ARN (por ejemplo, Genbank Accession Nos. 2QUXR;
2QUXO0; 2QUX_L; 2QUX_I; 2QUX_F y 2QUX_C). Ver también el ejemplo 1 del presente texto y Peabody, et al.,
'RNA recognition site of PP7 coat protein, Nucleic Acids Research’, 2002, Vol. 30, No. 19 4138-4144. [14, 15]

[0077] Los polipéptidos de recubrimiento Utiles para la presente invencién también incluyen aquellos que tienen
similitudes con una o mas de las secuencias de polipéptidos de recubrimiento previamente desveladas. Las
similitudes hacen referencia a las similitudes estructurales. Las similitudes estructurales pueden determinarse
alineando los residuos de las dos secuencias de aminoacidos (es decir, la secuencia de aminoacidos candidata y la
secuencia de aminoacidos) para optimizar el nUmero de aminoacidos idénticos a lo largo de las longitudes de sus
secuencias; los huecos (‘gaps', en inglés) en cualquiera o en ambas secuencias se permiten al realizar el
alineamiento con el objetivo de optimizar el nimero de aminoéacidos idénticos, pero los aminoacidos de cada
secuencia deben permanecer en el orden correcto. Una secuencia de aminoacidos candidata es la secuencia de
aminoacidos que se compara con una secuencia de aminoacidos que esta presente, por ejemplo, en SEQ ID NO: 2
de la Solicitud de Patente publicada en EEUU No. US2009/0054246. Una secuencia de aminoacidos candidata
puede aislarse a partir de un virus de ARN monocatenario, 0 puede producirse utilizando técnicas de recombinacion,
0 puede sintetizarse quimica o enzimaticamente. Preferiblemente, se comparan dos secuencias de aminoacidos
usando el algoritmo de mejor ajuste (o 'Best fit') en el paquete CGC (version 10.2, Madison, WI), o el programa
Blastp del algoritmo de busqueda BLAST 2, tal y como describen Tatusova, et al. (FEMS Microbial Lett 1999,
174:247-250), y que esté disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/bl2seqg/bl2.html. Preferiblemente, se utilizan
los valores predeterminados para todos los parametros de bisqueda de BLAST 2, incluyendo matrix =BLOSUME62;
open gap penalty = 11, extension gap penalty = 1, gap xdropoff = 50, expect = 10, wordsize = 3, y, opcionalmente,
filter on'. Al comparar dos secuencias de aminoacidos utilizando el algoritmo de busqueda BLAST, se hace
referencia a la similitud estructural como 'identidades' (identities").

[0078] Preferiblemente, un polipéptido de recubrimiento también incluye polipéptidos con una secuencia de

aminoacidos que tiene una identidad de aminoacidos (o identidad aminoacidica) de al menos un 80%, de al menos
un 85%, de al menos un 90% o de al menos un 95% con respecto a una o mas de las secuencias de aminoacidos
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previamente desveladas. Preferiblemente, un polipéptido de recubrimiento es activo. Se puede determinar si un
polipéptido de recubrimiento es activo analizando la capacidad que tiene el polipéptido para formar una capsida y
empaquetar una molécula de ARN monocatenario. Este analisis puede realizarse utilizando un sistema 'in vivo' 0 'in
vitro', y estos métodos son conocidos en la practica y en el ambito relacionados con la presente invencién. De
manera alternativa, un polipéptido puede considerarse estructuralmente similar si tiene una estructura tridimensional
similar y/o una actividad funcional similar a la del citado polipéptido de recubrimiento.

[0079] Las secuencias de péptidos heterélogos insertadas en el polipéptido o en el polipéptido de recubrimiento
pueden ser secuencias de péptidos aleatorias. En una realizacidon particular, la secuencia aleatoria tiene la
secuencia Xaan, en la que n es al menos 4, al menos 6 o al menos 8, y no es mas grande que 20, mas grande que
18 o mas grande que 16, y cada Xaa es un aminoacido aleatorio de manera independiente. De manera alternativa,
el fragmento peptidico puede tener una secuencia definida y poseer una funcionalidad conocida (por ejemplo,
antigenicidad, inmunogenicidad). La secuencia heteréloga puede estar presente en el extremo amino terminal de un
polipéptido de recubrimiento, en el extremo carboxilo terminal de un polipéptido de recubrimiento o estar presente en
cualquier otro lugar del polipéptido de recubrimiento. Preferiblemente, la secuencia heteréloga esta presente en una
localizacién del polipéptido de recubrimiento de manera que la secuencia insertada se expresa en la superficie
exterior de la cipsida. En una realizacion particular, tal y como se describe en los ejemplos que se ofrecen de aqui
en adelante, la secuencia peptidica puede insertarse en las regiones del bucle AB de los polipéptidos de
recubrimiento previamente mencionados. Los ejemplos de estas localizaciones incluyen, por ejemplo, la insercion de
la secuencia insertada en un polipéptido de recubrimiento que va inmediatamente después de los aminoéacidos 11-
17, o de los aminoacidos 13-17 del polipéptido de recubrimiento. En una realizacién aun mas particular, el péptido
heterdlogo se inserta en un sitio que corresponde a los aminoacidos 11-17 o, particularmente, 13-17 de MS-2.

[0080] En algunas realizaciones de acuerdo con la presente invencion, el péptido heterdlogo se inserta en un sitio
gue corresponde a:

() los aminoacidos 11-17 o, particularmente, 13-17 de los polipéptidos de recubrimiento MS-2, R17 y fr;
(b) los aminoéacidos 10-16 del polipéptido de recubrimiento GA;

(c) los aminoé&cidos 10-17 de los polipéptidos de recubrimiento QB y SP;

(d) los aminoécidos 8-11 del polipéptido de recubrimiento PP7 y

(e) los aminoéacidos 9-17 del polipéptido de recubrimiento PRR1.

[0081] De manera alternativa, el péptido heterélogo puede insertarse en el extremo N-terminal o C-terminal del
polipéptido de recubrimiento.

[0082] El péptido heterdlogo puede seleccionarse de un grupo que comprende un péptido VIH, un autoantigeno, un
péptido Flag, secuencias de aminoacidos derivadas de la proteina capsidica menor L2 del virus del papiloma
humano tipo 16 (HPV16), el bucle V3 de HIV-1 gp120, un antigeno protector de 'Bacillus anthracis', un receptor, un
ligando que se une a un receptor de la superficie celular, un péptido con afinidad con cualquier extremo de un
péptido especifico de particulas de fagos filamentosos, un péptido que se une con metales o un péptido con afinidad
con la superficie de MS2.

[0083] EIl péptido heterdlogo incluye -pero no se limita a- un péptido seleccionado de un grupo que comprende un
péptido VIH, un autoantigeno, un péptido Flag, secuencias de aminoacidos derivadas de la proteina capsidica menor
L2 del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV16), el bucle V3 de HIV-1 gp120, un antigeno protector de 'Bacillus
anthracis', un receptor, un ligando que se une a un receptor de la superficie celular, un péptido con afinidad con
cualquier extremo de un péptido especifico de particulas de fagos filamentosos, un péptido que se une con metales
0 un péptido con afinidad con la superficie de PP7.

[0084] Con el objeto de determinar la posicién correspondiente en un polipéptido de recubrimiento estructuralmente
similar, la secuencia de aminoacidos de este polipéptido de recubrimiento estructuralmente similar se alinea con la
secuencia del citado polipéptido de recubrimiento tal y como se ha especificado previamente. Por ejemplo, la
posicion correspondiente de un polipéptido estructuralmente similar al polipéptido de recubrimiento de MS-2 se
alinea con SEQ ID NO:2 (de la Solicitud de Patente publicada, US2009/005424). A partir de esta alineacion, se
puede determinar la posicién en el otro polipéptido de recubrimiento que se corresponde con una posicién dada de
SEQ ID NO: 1 (también de la Solicitud de Patente publicada, US2009/0054246).

[0085] En una realizacion particular, el polipéptido de recubrimiento es un dimero monocatenario que contiene una
subunidad 'aguas arriba’ y una subunidad 'aguas abajo’. Cada subunidad contiene una secuencia funcional de
polipéptido de recubrimiento. El péptido heterélogo puede insertarse en la subunidad 'aguas arriba' y/o en la
subunidad 'aguas abajo' en los sitios mencionados previamente, por ejemplo, preferiblemente la region del bucle A-B
de la subunidad 'aguas abajo’. En una realizaciéon particular, el polipéptido de recubrimiento es un dimero
monocatenario de un polipéptido de recubrimiento de MS2 que puede tener una secuencia descrita en SEQ ID NO:
12 de la Solicitud de Patente US2009/0054246.

[0086] En una realizacion particular, el polipéptido de recubrimiento es un dimero monocatenario que contiene una
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subunidad 'aguas arriba' y una subunidad 'aguas abajo’. Cada subunidad contiene una secuencia funcional de
polipéptido de recubrimiento. El péptido heter6logo puede insertarse en la subunidad 'aguas arriba' y/o en la
subunidad 'aguas abajo' en los sitios mencionados previamente, por ejemplo, la regién del bucle A-B de la
subunidad 'aguas abajo’. En una realizacién particular, el polipéptido de recubrimiento es un dimero monocatenario
de un polipéptido de recubrimiento de PP7.

Preparacién de la Unidad de Transcripcion

[0087] La unidad de transcripcién (también llamada unidad transcripcional) de la presente invencién comprende una
regiéon para la regulacion de la expresion (por ejemplo, un promotor), una secuencia que codifica un polipéptido de
recubrimiento y un terminador transcripcional. Opcionalmente, el polinucleétido de ARN puede incluir un sitio de
reconocimiento de recubrimiento (también llamado 'sefial empaquetadora’ o 'secuencia del operador de traduccion').
De manera alternativa, la unidad de transcripcion puede no tener una secuencia del operador de traduccién. El
promotor, la regién de codificacion, el terminador transcripcional y, cuando esté presente, el sitio de reconocimiento
de recubrimiento generalmente estan operativamente vinculados. 'Operativamente vinculado(s)' u 'operativamente
asociado(s) con' hacen referencia a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos tienen una relacion que
les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia de regulacion esta 'operativamente vinculada' u
'operativamente asociada con' una secuencia de codificacion cuando se une de tal manera que la expresion de la
secuencia de codificacion se consigue bajo ciertas condiciones que son compatibles con la secuencia de regulacion.
El sitio de reconocimiento de recubrimiento, cuando esta presente, puede encontrarse en cualquier localizacién
dentro del polinucleétido de ARN siempre y cuando funcione del modo adecuado.

[0088] La invenciéon no esta limitada por el uso de un promotor particular, y se conocen una gran variedad de
promotores. El promotor utilizado en la presente invencién puede ser un promotor constitutivo o un promotor
inducible. Los promotores preferidos pueden manejar altos niveles de ARN codificado por la region de codificacion
gue codifica el péptido de recubrimiento. Los ejemplos de estos promotores son conocidos en este ambito e
incluyen, por ejemplo, el promotor lac de T7, T3y SP6.

[0089] Las secuencias de nucledtidos de las regiones de codificacion que codifican los polipéptidos de recubrimiento
aqui descritos se determinan facilmente. Un ejemplo de la clase de secuencias de nucledtidos que codifican uno de
los polipéptidos de recubrimiento aqui descritos son los nucleétidos 4080-4470 de SEQ ID NO:3 (de la Solicitud de
Patente de EEUU, US2009/0054246). Estas clases de secuencias de nucleétidos son grandes pero finitas, y alguien
versado en la materia puede determinar faciimente la secuencia de nucleétidos de cada miembro de su clase
refiriéndose al codigo genético estandar.

[0090] Ademas, la secuencia de codificacion de un polipéptido de recubrimiento monocatenario de bacteriéfago de
ARN comprende un sitio para insertar un polipéptido heterélogo, asi como una secuencia de codificacion para el
propio péptido heterdlogo. En una realizacién particular, el sitio para la insercion del péptido heterdlogo es un sitio de
enzimas de restriccion.

[0091] En una realizacion particular, la region de codificacion codifica un dimero monocatenario del polipéptido de
recubrimiento. En una realizacion mas particular, la region de codificacion codifica un dimero de polipéptido de
recubrimiento monocatenario modificado, de manera que la modificacion comprende la insercion de una secuencia
de codificacion de al menos cuatro aminoacidos en el sitio de insercion. Un diagrama esquematico de una
realizacién particular de una unidad de transcripcion asi se muestra en la figura 3 de la Solicitud de Patente
publicada en EEUU US2009/0054246. La unidad de transcipcion puede contener un promotor bacteriano, como un
promotor lac, o puede contener un promotor bacteriofagico, como un promotor T7 y, opcionalmente, un terminador
transcripcional T7.

[0092] Ademas de contener un promotor y una region de codificacion que codifica un polipéptido de fusion, el
polinucleétido de ARN incluye normalmente un terminador transcripcional y, opcionalmente, un sitio de
reconocimiento de recubrimiento. Un sitio de reconocimiento de recubrimiento es una secuencia de nucledtidos que
forma una horquilla cuando estd presente como ARN. En este &mbito también se hace referencia a esto como un
operador de traduccién, una sefial empaquetadora y un sitio de unidon de ARN. Sin intencion de limitar, se cree que
esta estructura funciona como el sitio de unién que es reconocido por el represor de traduccion (por ejemplo, el
polipéptido de recubrimiento), e inicia el empaquetamiento de ARN. Las secuencias de nucledtidos de los sitios de
reconocimiento de recubrimiento son conocidas en este campo e incluyen, por ejemplo, nucleétidos en SEQ ID NO:
(ver figura 1B de la Solicitud de Patente, US2009/0054246). Se han descrito otras secuencias de reconocimiento de
recubrimiento en los bacteriéfagos de ARN monocatenario R17, GA, QB, SP y PP7, y estan disponibles faciimente
para las personas versadas en la materia. Basicamente, puede usarse cualquier terminador transcripcional en el
polinucledtido de ARN, siempre y cuando funcione con el promotor. Aquellos versados en la materia conocen los
terminadores transcripcionales, pueden disponer de ellos facilmente y los utilizan habitualmente.

Sintesis

[0093] Tal y como se describird con mas detalle a continuacion, las VLPs de la presente invencion pueden
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sintetizarse 'in vivo' introduciendo unidades de transcripcion en bacterias, especialmente si las unidades de
transcripcién contienen un promotor bacteriano. De manera alternativa, las VLPs podrian producirse 'in vitro' en un
sistema conjunto transcripcion/traduccion sin células.

Ensamblaje de VLPs que encapsidan sustancias heterdlogas

[0094] Durante su sintesis, las VLPs se asocian normalmente con el ARN mensajero a partir del cual son producidas
mediante traduccion. Esto es importante para la capacidad de seleccion por afinidad del sistema descrito en la
presente aplicacion. Sin embargo, en otras aplicaciones (por ejemplo, liberacién selectiva de farmacos o agentes de
imagen) puede ser deseable introducir otras sustancias en la VLP. Estas VLPs pueden unirse o ensamblarse
realizando una reaccion de ensamblaje de VLPs 'in vitro' en presencia de la sustancia heteréloga. Mas
especificamente, las subunidades de proteinas de recubrimiento purificadas se obtienen a partir de VLPs que han
sido disgregadas con un desnaturalizante (normalmente, acido acético). Las subunidades proteicas se mezclan con
la sustancia heter6loga. En una realizacién particular, la sustancia tiene cierta afinidad con el interior de la VLP vy,
preferiblemente, est4 cargada negativamente.

[0095] Otro método incluye juntar la sustancia heter6loga con una version de ARN sintético del operador de
traduccion. Durante una reaccion de ensamblaje 'in vitro', el ARN se unira firmemente con su sitio de reconocimiento
y se incorporara de manera eficiente a la VLP resultante, portando con él la sustancia extrafia o ajena.

[0096] En otra realizacion, la sustancia se difunde pasivamente en la VLP a través de poros que existen de manera
natural en la superficie de la VLP. En una realizacion particular, la sustancia es lo suficientemente pequefia como
para atravesar estos poros (en el MS2 tienen un didmetro de alrededor de 10 angstroms) y tiene una afinidad alta
con el interior de la VLP.

Poblaciones de VLPs

[0097] Tal y como se ha indicado previamente, la invencién esté orientada a las poblaciones o bibliotecas de VLPs.
En la presente especificacion, los términos ‘poblacion’ y 'bibliotecas' se usan indistintamente y, por tanto, se
consideran sin6nimos. En una realizacién particular, la biblioteca puede ser una biblioteca aleatoria; en otra
realizacién, la biblioteca es una biblioteca de fragmentos de antigenos, una biblioteca de fragmentos derivados de un
polipéptido antigénico.

Bibliotecas aleatorias (Poblaciones)

[0098] Se pueden preparar péptidos que codifican oligonucledtidos. En una realizacion particular, los tripletes que
codifican un aminoé&cido particular tienen la composicién NNS, donde N es A, G, Co Ty Ses G o T, o,
alternativamente, NNY, donde Nes A, G,Co T, e Y es C o T. Se insertan multiples tripletes en el gen de la proteina
de recubrimiento, lo que conlleva la insercion de los péptidos correspondientes en el producto proteico. Para
minimizar la presencia de codones de parada, las bibliotecas de péptidos pueden construirse usando
oligonucledtidos sintetizados a partir de mezclas especificas de trinuclettidos de fosforamidita (disponibles en Glen
Research, Inc.), disefiadas para reflejar con méas precision las composiciones de aminoacidos naturales y que
carecen completamente de codones de parada.

[0099] La insercién de estas secuencias aleatorias en proteinas de recubrimiento conlleva la sintesis de una
poblacion (o biblioteca) de VLPs, de manera que cada particula expresa un péptido diferente en su superficie. Estas
poblaciones pueden ser extremadamente grandes y comprender miles de millones de miembros individuales. Se
observa habitualmente que los ligandos especificos para practicamente cualquier receptor (por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal) estan presentes en estas bibliotecas, pero normalmente representan una miniscula fraccion
de la poblacion completa. La seleccion por afinidad, seguida de la amplificacion (en el caso de la presente invencion,
mediante transcripcion inversa y PCR de ARN encapsidado) permite la recuperacion, el andlisis y la explotacion de
estas raras especies.

Ejemplos

[0100] La presente invencién se comprendera mejor en referencia a los siguientes ejemplos -no limitativos-, que se
ofrecen como modelo ilustrativo de la invencién. Los siguientes ejemplos se presentan en orden para ilustrar mas
completamente las realizaciones preferidas de la invencion y no debe interpretarse de ninguna manera que limitan el
amplio alcance de la presente invencion.

Produccién de VLPs que muestran péptidos heter6logos de valencia baja.
[0101] La presente aplicacion detalla recientes avances en el desarrollo de tecnologia para la expresion de péptidos
en VLPs de MS2, incluyendo descripciones de nuevos vectores plasmidos para la produccion sencilla de bibliotecas

de péptidos de secuencias aleatorias y para el control de la expresién y valencia de péptidos. Esto representa un
avance en las metodologias que se describen en la solicitud publicada en EEUU, US20090054246.
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[0102] La presente invencion esta orientada al desarrollo de una plataforma de particulas tipo-virus (VLP) de MS2
con una capacidad de seleccion por afinidad analoga a la de la técnica de expresion de fagos filamentosos
(filamentous phage display', en inglés). La presente invencion se basa parcialmente en la capacidad que tienen las
proteinas de recubrimiento de bacteri6fagos de ARN para expresar péptidos extrafios y encapsidar los mismos
ARNmM que sirven como plantilla para su sintesis. El proceso implica la sintesis de fusiones de péptidos de proteinas
aleatorias de recubrimiento de plasmidos en células bacterianas que forman VLPs. Las VLPs se extraen de las
células y se someten a transcripcion inversa y PCR para recuperar y amplificar las secuencias encapsidadas, que
después se clonan y se reintroducen en las bacterias, donde sirven como plantilla para otra ronda de sintesis,
ensamblaje y seleccién. El proceso se repite durante tantos ciclos como sea necesario y, al final, las secuencias
seleccionadas se clonan para la expresion bacteriana de alto nivel de las VLPs seleccionadas.

[0103] El presente método, que esta siendo desarrollado para facilitar el descubrimiento de vacunas, entre otros
usos, tiene importantes caracteristicas que no estaban disponibles a la vez en una Unica plataforma. En primer lugar,
el presente método garantiza una alta inmunogenicidad expresando péptidos extrafios como densas matrices de
repeticion en la superficie de una particula tipo-virus (VLP). Esto provoca poderosas respuestas inmunes contra los
antigenos extrafios, y también puede debilitar la tolerancia inmunolédgica y provocar que los anticuerpos actien
contra los autoantigenos. En segundo lugar, en un proceso analogo a la exposicion de fagos, las plataformas de la
presente invencion permiten la recuperacion y la amplificacion de secuencias seleccionadas por afinidad a partir de
bibliotecas de secuencias aleatorias complejas. La presente invencién combina asi en una sola plataforma la
capacidad para identificar epitopos relevantes mediante la limitacion de la valencia y la seleccion por afinidad, y para
presentar después estos epitopos como una vacuna al sistema inmunoldgico. Los epitopos se identifican y optimizan
mediante seleccidn por afinidad contra un anticuerpo objetivo y, posteriormente, sin cambiar de plataforma, se
pueden presentar directamente como una vacuna al sistema inmunoldgico. Los péptidos se expresan a alta
densidad sin alterar las limitaciones estructurales que estan presentes durante su seleccion original, aumentando asi
las probabilidades de que se aislen los miméticos moleculares mas fieles del epitopo nativo, de que se mantengan
sus estructuras Optimas durante el proceso de inmunizacion y de que se provoquen las respuestas de anticuerpos
relevantes.

Vectores pladsmidos para la construccion de bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias altamente
complejas en VLPs de MS2.

[0104] Los primeros experimentos que utilizaban bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias de VLPs de MS2
se realizaron con simples derivados de pET3d, un plasmido resistente a la ampicilina con una unidad de
transcripcion T7. Sin embargo, este resultd ser en cierto modo un sistema menos que 6ptimo para la produccion
conveniente de bibliotecas de alta complejidad, y desde entonces los inventores han creado una serie de vectores
que combinan diversas caracteristicas opcionales que parecen ser importantes. Estas incluyen:

A. Un dimero monocatenario con los sitios de clonacion convenientes para la insercion en el bucle AB. pDSP1
(figura 1) expresa la secuencia de codificacién del dimero monocatenario, modificada para contener, por ejemplo,
sitios de restriccion de Sall y Kpnl Gnicos en o cerca de las secuencias de codificacion del bucle AB. Normalmente,
se incluye un sitio de BamHI 'aguas abajo’ de la secuencia de recubrimiento. Esta forma de dimero facilita la
clonacion simple de secuencias extrafias en el bucle AB. Para que estos sitios fueran Unicos, fue necesario destruir
diversos sitios de Sall y Kpnl en el vector y en la secuencia de recubrimiento ‘aguas arriba’ y en las secuencias de
plasmidos.

B. Resistencia a la kanamicina. pDSP1 confiere resistencia a la kanamicina. Esto facilita en gran medida la
construccion de bibliotecas al permitir la seleccion de bacterias transformadas en un cultivo liquido frente a un fondo
de células no transformadas inicialmente elevado. La resistencia a la ampicilina que confiere la primera generacion
de vectores plasmidos no era adecuada para este proposito, ya que la rapida degradacion del antibidtico que realiza
la E. coli transformada conlleva una pérdida en la seleccion tras un espacio de tiempo sorprendentemente corto en
el cultivo. Esto habria permitido el crecimiento excesivo de las células no transformadas, las cuales, por supuesto,
representan normalmente la gran mayoria de la poblacién incluso cuando se utilizan métodos de transformacion
eficaces.

C. Un origen de replicacion M13. Hasta ahora, los inventores han construido bibliotecas de secuencias aleatorias
mediante un procedimiento en el que se utiliza un partidor de PCR para generar un fragmento que tiene la secuencia
aleatoria unida a un extremo. El fragmento se digiere después con las endonucleasas de restriccién adecuadas y se
clona en pDSP1 en los sitios Unicos previamente descritos (normalmente entre Sall y BamHI, ver figura 1). Usando
estos métodos los inventores han creado bibliotecas que comprenden hasta 10° recombinantes individuales. Sin
embargo, las bibliotecas de este tamafio no son convenientes para contruir utilizando estos métodos; la construccion
de bibliotecas mucho mas grandes se ve facilitada por métodos que producen de manera eficaz cosechas mas
grandes de ADN recombinante de las que se encuentran en una reaccion de ligacién normal. Mas especificamente,
los inventores hacen uso de una variacion de un método de mutagénesis de sitio dirigido (2), que ya han usado otros
para producir bibliotecas de fagos filamentosos con un intervalo de complejidad de 10" (3). El método se basa en la
extension de un partidor desemparejado en una plantilla (o patrén) circular monocatenaria sustituida por dUTP. (La
sustitucion de dT con Du se consigue mediante el crecimiento de la plantilla de ADN en un huésped dut- o ung-
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como CJ236 or BW313). Con el objetivo de crear hibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias, el partidor
contiene una secuencia de ADN aleatoria flanqueada en cada lado por secuencias complementarias a las
secuencias de recubrimiento en cualquier lado del bucle AB. El partidor se extiende con ADN polimerasa, y, debido a
la accion de la ADN ligasa, se produce un circulo bicatenario cerrado covalentemente. La transformacion (por
ejemplo, electroporacion) de una cepa ung” conlleva una fuerte seleccién para la propagacion selectiva de la cadena
mutante, y da como resultado una elevada cosecha de recombinantes que portan las secuencias insertadas. Estas
reacciones de mutagénesis insercional pueden realizarse con cantidades relativamente grandes de ADN (por
ejemplo, 20ug), suficientes para generar con facilidad unos 10" recombinantes individuales o mas mediante
electroporacion.

Para facilitar la produccion de ADN monocatenario, se introdujo un origen de replicacion M13 en el plasmido y se
denominé pDSP61 y pDSP62 (figura 2), dependiendo de la orientacién del origen M13. También se construy6 un
fago ayudante llamado M13CM1. Es un derivado de M13KO7 que reemplaza la resistencia a la kanamicina con
cloranfenicol, haciendo posible seleccionar la presencia simultanea del ayudante M13cm1 y pDSP6, lo cual confiere
resistencia a la kanamicina. La superinfeccion de una cepa de dut, ung (por ejemplo, CJ236) que contiene el
plasmido mediante un fago ayudante de M13 conlleva una facil produccién de ADN monocatenario con sustitucion
de dUTP.

D. Un gen sintético de recubrimiento ‘con codén variado'. El deseo de utilizar mutagénesis de extension del partidor
para construir bibliotecas introdujo una nueva complicacién y requirid la introduccion de una secuencia de
recubrimiento con codon variado -'codon-juggled’, en inglés- en el pDSP6. El método de expresion de péptidos se
basa en la capacidad de introducir de manera especifica péptidos extrafios en so6lo uno de los dos bucles AB del
dimero monocatenario. En el esquema previamente descrito, el partidor mutagénico se alinearia normalmente con
secuencias de las dos mitades del dimero monocatenario, lo que conlleva inserciones dobles. Pero las inserciones
simultaneas en ambos bucles AB conllevan una alta frecuencia de fracasos en el pliegue de las proteinas. Por este
motivo, se consiguio la sintesis de una version con codoén variado de una proteina de recubrimiento. Esta version
introduce el nimero maximo posible de sustituciones de nucleétidos silenciosos en la mitad ‘aguas arriba' del dimero
monocatenario, y, de este modo, produce un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de proteinas de
recubrimiento de tipo natural. Sin embargo, la presencia de numerosas mutaciones hace que la secuencia con
codon variado no sea capaz de alinearse eficazmente con el oligonucleétido mutagénico. De este modo, las
inserciones se orientan a la mitad 'aguas abajo' del dimero monocatenario.

[0105] Las variantes de pDSP1 y de pDSP62, denominadas respectivamente pDSP1(am) y pDSP62(am) conservan
todas las caracteristicas de pDSP1 y de pDSP62, pero estdn modificadas mediante mutagénesis de sitio dirigido
para convertir el codén de alanina (que especifica el primer aminoacido de la copia 'aguas abajo’ de la proteina de
recubrimiento en el dimero monocatenario) a UAG, un codén sin sentido o de parada especifico conocido como
codon ambar. La supresién de este coddén de parada permite la sintesis de proteinas de recubrimiento de tipo
silvestre y de proteinas de recubrimiento de dimero monocatenario a partir de un Unico ARNm. Esto conlleva la
capacidad para controlar la valencia media de expresion de péptidos tal y como se explica con mas detalle a
continuacion.

[0106] Normalmente, la ultralectura (‘readthrough’, en inglés) del codon sin sentido requiere la presencia de un ARNt
supresor especifico para el codon de parada particular que se suprime. Se han descrito los ARNt supresores activos
para los tres codones de parada y resultan muy conocidos para los bidlogos moleculares. El trabajo que aqui se
describe utiliza un codén &mbar y, por lo tanto, requiere el uso de un ARNt supresor de &mbar, que en este caso se
disefié especificamente para insertar alanina. Sin embargo, debe entenderse que los ARNt supresores especificos
para cada uno de los otros codones de parada (UAA y UGA) y que insertan diversos aminoacidos se pueden utilizar
de manera similar.

[0107] Para producir un ARNt supresor en células bacterianas, se produjo un plasmido llamado pNMsupA (ver figura
3). Es un derivado de pACYC18 y contiene un origen de replicacion derivado del grupo de incompatibilidad del
plasmido p15A. También confiere resistencia al cloranfenicol. Esto significa que se puede mantener de manera
estable en células bacterianas que ya contienen pDSP1(am) o pDSP62(am), que tienen origenes de ColEl y
confieren resistencia a la kanamicina. El plasmido pNMsupA también contiene un promotor lac y regiones de
multiples enlaces de pUC18 en las que se insertd un gen sintético de ARNt supresor. La transcripcion del gen de
ARNLt esta bajo el control del promotor lac, lo cual significa que los inductores del operén lac (por ejemplo, IPTG)
controlan la sintesis del ARNt supresor. Kleina et al. (4) describen la secuencia del gen de ARNt sintético, y esta se
muestra a continuacion. Esta flanqueda por sitios de EcoRI y Pstl que facilitaron su clonacion en pNMsupA.

GAATTCGGGGCTATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCTTGCATCTAAAGCAAGAGGTC
AGCGGTTCGATCCCGCTTAGCTCCACCACTGCAG

[0108] Alterar el nivel del ARNt supresor también se conoce como alterar el nivel de la supresion sin sentido
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(‘nonsense suppression’, en inglés). Asi, alterando el nivel de sintesis del dimero monocatenario a partir de pDSP
1(am) o pDSP62(am) se creia que fuera posible controlar el nimero medio de péptidos expresados por cada VLP,
permitiendo asi el control de la valencia de expresion en un amplio intervalo. A pesar de que pNMsupA usa el
promotor lac, debe quedar claro que se pueden usar diversos promotores para controlar la sintesis de ARNt
supresor, y que algunos (por ejemplo, el promotor del operén de propionato (5)) estan, de hecho, mejor capacitados
para proporcionar respuestas graduales y bien controladas para las diferentes concentraciones de sus respectivos
inductores.

lll. Controlar la valencia de expresion.

[0109] Es deseable disponer de un medio para controlar el nimero de polipéptidos expresados en las VLP de MS2.
La multivalencia de la expresion de VLPs de MS2 (90 copias del epitopo por cada particula) deberia hacer que fuera
dificil distinguir las VLPs que expresan péptidos con una alta afinidad intrinseca con el anticuerpo de aquellas que
tienen una afinidad intrinseca baja, pero que también se unen o enlazan firmemente debido a su capacidad para
establecer multiples interacciones débiles (es decir, avidez vs. afinidad). Esta es una complicacion bien conocida de
la expresion de fagos filamentosos, donde la seleccion de interacciones de alta afinidad requiere normalmente el uso
de una valencia de expresion baja. La probabilidad de encontrar miméticos moleculares adecuados aumenta
notablemente cuando se seleccionan los péptidos con mayor afinidad. Mas abajo se ofrece una descripcion de un
método para reducir la valencia de expresion con el objetivo de mejorar la exactitud en la seleccién.

[0110] Control de la valencia. Se da por hecho que la seleccién de péptidos que tienen la afinidad més alta con un
anticuerpo monoclonal dado dara como resultado los mejores miméticos moleculares del antigeno nativo, y que
estos son los que mayores probabilidades tienen de provocar una respuesta relevante de anticuerpos. Idealmente, el
enfoque utilizado pretende llevar a cabo la primera ronda de seleccion utilizando una expresion multivalente, de
manera que se obtenga una poblacion relativamente compleja que incluya todos los péptidos que tienen una minima
afinidad con el objetivo (‘target’, en inglés). Seria deseable entonces reducir la valencia de expresion en las rondas
posteriores para aumentar la exactitud de la seleccién por afinidad.

[0111] En este enfoque, se proporciona un sistema que permite la produccion de una gran cantidad de proteinas de
tipo natural y de pequefias cantidades de proteinas recombinantes del bucle AB a partir de un Unico ARN. Se
construyd una variante de pDSP1 (pDSP1(am)) que contiene un codén de parada ambar en lugar del codén de
alanina que codifica normalmente el primer aminoacido de la copia 'aguas abajo' de la proteina de recubrimiento en
el dimero monocatenario (ver figura 3). Por lo tanto, pDSP1(am) normalmente solo produce proteina de
recubrimiento de tipo natural, que, por supuesto, se ensambla con normalidad en una VLP. Ademas, los inventores
sintetizaron y clonaron un gen de ARNt supresor que inserta alanina. El ARNt supresor se expresa bajo el control del
promotor lac en un plasmido resistente al cloranfenicol proveniente de un grupo de incompatibilidad diferente, y se
produce en cantidades que provocan que un pequefio porcentaje de los ribosomas que traducen la secuencia de
recubrimiento 'ultralean' el codon de parada ambar y produzcan el dimero monocatenario. La proteina resultante
(con su péptido huésped) se coensambla con proteina de tipo natural expresada a partir del mismo ARNm para
formar capsidas en mosaico. Se produjeron VLPs purificadas a partir de este vector y se estimé que expresarian
alrededor de tres péptidos por VLP de media. La electroforesis en gel de SDS (ver figura 4) muestra el contenido del
producto 'ultraleido’ en VLPs purificadas. Estas se analizaron para confirmar el aumento de la exactitud en la
seleccioén por afinidad tal y como se habia predicho. La electroforesis con gel de agarosa y la técnica de hibridacion
'northern' ('northern blots') verifican que las particulas encapsidan el ARN relevante. Si es necesario, la valencia se
puede reducir aun mas disminuyendo el nivel de expresién del ARNt supresor. De hecho, es posible controlar la
expresion del producto 'ultraleido’ (y la valencia de expresion) en un amplio intervalo ajustando el nivel de la sintesis
de ARNL. Esto se consigue expresando el ARNt a partir de un promotor (por ejemplo, proB) cuya actividad se puede
modular con precisiébn como una funcion de la concentracion de inductores.

Bibliotecas de fragmentos de antigenos

[0112] Una estrategia alternativa saca provecho de la existencia de un gen de antigenos clonado o un genoma
patégeno para crear bibliotecas de fragmentos de antigenos aleatorias. Existen diversos métodos para crear estas
bibliotecas. Uno conlleva la fragmentacion aleatoria del gen de antigenos, por ejemplo, mediante el tratamiento con
DNasel, para producir fragmentos de un tamafio medio adecuado (por ejemplo, 30 bp). Estas se ligan por un
extremo romo a un sitio apropiado en el gen que codifica el polipéptido de recubrimiento (por ejemplo, en el bucle AB
de un dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento). La biblioteca resultante se somete después a una
seleccion por afinidad para recuperar las VLPs que expresan péptidos que un anticuerpo reconoce. En una
realizaciéon particular, se puede insertar un sitio de restriccion en el bucle AB o en el extremo N-terminal del
polipéptido de recubrimiento.

Sintesis
[0113] Normalmente, las VLPs de fagos de ARN se producen a partir de plasmidos que viven en células de E. coli,

que se someten a lisis para extraer de ellas las VLPs. En los experimentos que los inventores han desarrollado
hasta ahora, y que se describen en otros apartados de la presente aplicacion, las bibliotecas de péptidos de
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secuencias aleatorias en VLPs de MS2 y PP7 se han producido exactamente de este modo. Sin embargo, la
poblaciones de la presente invencibn pueden sintetizarse con un sistema combinado ‘in vitro' de
transcripcion/traduccion utilizando procedimientos conocidos en este campo (ver, por ejemplo, la Patente de EEUU
No. 7,008,651; Krarner et al., 1999, 'Cell-free Coupled Transcription-translation Systems From E. coli, In Protein
Expression. A Practical Approach’, Higgins and Hames (eds.), Oxford University Press). En una realizacion
particular, la ARN polimerasa de bacteriéfago de T7 (o uno relacionado) se usa para dirigir la transcripcion de alto
nivel de genes clonados bajo el control de un promotor de T7 en sistemas optimizados para traducir de manera
eficaz las largas cantidades de ARN asi producidas (para mas ejemplos, ver Kim et al., 1996, Eur J Biochem 239: 88
1-886; Jewett et al., 2004, Biotech and Bioeng 86: 19-26).

[0114] Cuando las VLPs se producen 'in vivo', la propia célula de E. coli proporciona la compartimentacion que
asegura que mdltiples copias de un recombinante dado de péptidos de proteinas de recubrimiento se ensamblan
especificamente con su ARNm. A menos que se provea una forma similar de compartimentacion, es posible que
durante la sintesis 'in vitro' a partir de una mezcla (esto es, biblioteca) de plantillas, particularmente en la poblacién
de la presente invencion, diferentes polipéptidos de recubrimiento individuales, diferenciados por su fusion con
péptidos diferentes, presumiblemente puedan empaquetar sus ARNm mutuamente, destruyendo asi el vinculo
genotipo/fenotipo que es necesario para una expresion de fagos efectiva. Ademas, puesto que cada VLP se
ensambla a partir de multiples subunidades, puede darse la formacion de VLPs hibridas. De este modo, en una
realizacién preferida, al preparar la poblaciones o bibliotecas de la presente invencion, se realizan uno o mas ciclos
de de las reacciones transcripcién/traduccién en emulsiones de agua/aceite (Tawfik et al., 1998, Nat Biotechnol 16:
652-6). En este método ahora bien asentado, las plantillas individuales se separan en los compartimentos acuosos
de una emulsién de agua/aceite. En condiciones adecuadas, se pueden formar enormes cantidades de microgotitas
acuosas, de manera que cada una contiene de media una Unica molecula de una plantilla de ADN y el mecanismo
de transcripcién/traduccién. Puesto que estan rodeados de aceite, estos compartimentos no se comunican unos con
otros. Los polipéptidos de recubrimiento sintetizados en estas gotitas deberian asociarse especificamente con los
mismos ARNm que los codificaron, y deberian ensamblarse en VLPs que expresan solo un péptido. Después de la
sintesis, la emulsidon puede detenerse y las VLPs se pueden recuperar y someter a seleccién. En una realizacion
particular, todas las reacciones de transcripcion/traduccion se desarrollan en la emulsion de agua/aceite. En una
realizacién particular, solo se aislan las gotitas que contienen solo una plantilla por gotita (VLPs que expresan solo
un péptido). En otra realizacion, las gotitas que contienen VLPs mixtas (numerosas plantillas por gotita) se aislan en
uno o mas ciclos de reacciones de transcripcién/traduccion y, posteriormente, se aislan las VLPs que expresan solo
un péptido (una plantilla por cada gotita).

Usos de las VLPs y de las poblaciones de VLPs

[0115] Existen diversos usos posibles para las VLPs y las poblaciones de VLPs de la presente invencion. Tal y como
se describird con mas detalle a continuacion, las VLPs pueden usarse como compuestos 0 composiciones
inmunogénicas, particularmente vacunas, como dispositivos para la liberacion de farmacos, como marcadores o
agentes de imagen (‘imaging agents', en inglés) biomédicos o como nanodispositivos de autoensamblaje. Las
poblaciones de VLPs de la presente invencion pueden usarse para seleccionar los candidatos a vacuna adecuados.

Seleccion de posibles vacunas

[0116] Las poblaciones o bibliotecas de VLPs de la presente invencién pueden usarse para seleccionar posibles
vacunas (también llamadas candidatos a vacuna). Las bibliotecas pueden ser bibliotecas aleatorias o antigénicas.
Las bibliotecas de secuencias de péptidos aleatorias o, alternativamente, de secuencias de péptidos derivados de
antigenos se expresan en la superficie de las VLPs, y, después, epitopos de objetivos especificos, o tal vez
mimoétopos, se aislan mediante seleccion por afinidad usando anticuerpos. Puesto que las VLPs encapsidan sus
propios ARNm, las secuencias que las codifican (y sus péptidos huésped) pueden recuperarse mediante
transcripcion inversa y PCR. Posteriormente, las VLPs individuales seleccionadas por afinidad se clonan,
sobreexpresan y purifican.

[0117] Las técnicas de seleccion por afinidad en la expresion de fagos estan bien desarrolladas y se pueden aplicar
directamente al sistema de expresion de VLPs de la presente invencion. En pocas palabras, se permite que un
anticuerpo (o un antisuero o suero inmunoldgico) forme complejos con los péptidos en las VLPs en una biblioteca de
secuencia aleatoria o de expresion de fragmentos de antigenos. Normalmente, los anticuerpos se han marcado con
biotina para que los complejos puedan ser capturados mediante la unién a una superficie recubierta con
estreptavidina, perlas o microesferas magnéticas u otro medio adecuado de inmovilizaciéon. Tras un lavado, se
eluyen las VLPs unidas, y se extraen los ARN de la poblacién seleccionada por afinidad y se someten a
transcripcion inversa y PCR para recuperar las secuencias de codificacion, que después se reclonan y se someten a
mas rondas de expresion y seleccion por afinidad hasta que se obtienen las variantes con mejor capacidad de union.
Se pueden imaginar facilmente diversas estrategias para recuperar el ARN de las VLPs. Una posibilidad atractiva
consiste, simplemente, en capturar complejos de biotina-mAb-VLP en tubos recubiertos con estreptavidina,
desnaturalizar después las VLPs térmicamente y someter sus contenidos de ARN directamente a transcripcion
inversa y PCR. Existen muchas alternativas evidentes y puede que sea necesario realizar ajustes dependiendo de
consideraciones como la capacidad de union de los diversos medios de inmovilizaciéon. Una vez que las secuencias
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seleccionadas se recuperan mediante transcripcién inversa y PCR, resulta sencillo clonarlas y volverlas a introducir
en E. coli, siendo cuidadosos en cada etapa para preservar la diversidad necesaria en las bibliotecas, la cual, por
supuesto, disminuye con cada ronda de seleccidon. Cuando la seleccién se ha completado, cada clon puede
sobreexpresarse para producir una VLP candidata a vacuna.

[0118] Para establecer la eficacia de la seleccion por afinidad en las plataformas de VLPs de MS2, se realizaron
selecciones con los métodos previamente descritos utilizando un anticuerpo objetivo monoclonal cuyo epitopo esta
bien descrito. El anticuerpo monoclonal anti-Flag de M2 y una biblioteca construida con pDSP1 para contener diez
tripletes de NNS se insertaron entre los codones para los aminoacidos 13 y 16 (esto es, el modo de insercion 13/16).
Esta biblioteca en particular contenia alrededor de 108 clones independientes y expresaba péptidos extrafios a una
valencia alta. Desde entonces se han construido bibliotecas mas complejas utilizando pDSP62 (ver mas arriba), pero
se juzg6 que la biblioteca de pDSP1 era lo suficientemente compleja como para ofrecer una probabilidad razonable
de encontrar el epitopo Flag. La primera ronda de seleccion se realizé con 250 ng del anticuerpo inmovilizado
mediante adsorcion a pocitos de plastico, con un exceso estimado de diez veces mas de VLPs que moléculas de
anticuerpos. Después de un lavado meticuloso, las VLPs unidas se eluyeron y se sometieron a transcripcion inversa
y PCR. Los productos de la PCR se digirieron con Sall y BamHI y se clonaron en pDSP62 para producir VLPs para
usarlas en la segunda ronda. En este ronda y en las posteriores, la clonacion de los selectantes dio un rendimiento
de al menos 5 x 10° clones independientes. La segunda seleccion se realizé en las mismas condiciones que la
primera ronda. Los productos de la segunda y tercera rondas se clonaron en pDSP62(am) y las VLPs se produjeron
en presencia del supresor ambar (pNMsupA) previamente descrito, lo que significa que en las rondas tercera y
cuarta los péptidos se expresaron a una valencia baja. En la cuarta ronda, la cantidad de anticuerpo se redujo a 50
ng, de manera que habia 50 veces mas de VLPs que de anticuerpos. Después de la cuarta ronda, los productos se
clonaron en pDSP62 para obtener una expresion de valencia alta, esperando la sobreproduccion y la purificacion de
las VLPs. Las secuencias de unos pocos selectantes de cada ronda se muestran en la figura 22. Las secuencias
obtenidas en rondas tempranas muestran limitadas similitudes con el conocido epitopo Flag, DYKDDDDKL, pero
algunos elementos clave ya resultan evidentes, incluyendo, especialmente, el dipéptido YK. Para la tercera ronda,
todas las secuencias muestran el elemento DYK junto con al menos un D 'aguas abajo'. Para la cuarta ronda, solo
se obtuvo una secuencia de los 7 clones que se sometieron a un andlisis de secuencia. Su similitud con la secuencia
del epitopo Flag de tipo natural resulta evidente. El epitopo Flag se mapeé previamente usando métodos
convencionales de expresion de fagos filamentosos, y se dio cuenta de los resultados en el NEB Trancript, Verano
de 1996. (EI NEB Transcript es una publicacion de New England Biolabs (disponible en su pagina web:
www.neb.com), un proveedor comercial de bibliotecas de expresion de fagos y kits de seleccion por afinidad). La
secuencia de la figura 22, de hecho, se ajusta mejor al epitopo real que la obtenida en los experimentos de NEB, lo
cual demuestra que el sistema de expresion de VLPs de MS2 es al menos tan efectivo como la expresién de fagos
filamentosos para identificar epitopos mediante seleccion por afinidad.

Composiciones inmunogénicas

[0119] Tal y como se ha indicado previamente, las VLPs identificadas mediante procedimientos de deteccién pueden
usarse para preparar composiciones inmunogénicas, especialmente vacunas. Las vacunas deben tener una forma
gue sea apta para administrarse a un animal. Normalmente, la vacuna comprende un medio con una solucién salina
convencional o una solucidon tamponada acuosa en el que la composicion se suspende o disuelve. En esta forma, la
composicion puede usarse convenientemente para prevenir, mejorar o tratar de cualquier otro modo una
enfermedad o desorden. Si se introduce en un huésped, la vacuna puede provocar una respuesta inmune que
incluye -pero no se limita a- la produccidon de anticuerpos y/o citocinas y/o la activacion de células T citotdxicas,
células que presentan antigenos, células T ayudantes, células dendriticas y/u otras respuestas celulares.

[0120] Opcionalmente, la vacuna incluye de manera adicional un adyuvante que puede estar presente en una mayor
0 menor proporcién con respecto al compuesto de la presente invencion. Tal y como se utiliza en el presente texto,
el término 'adyuvante' hace referencia a los estimuladores de la respuesta inmunitaria no especificos o a las
sustancias que permiten la generacion de un deposito (‘depot’, en inglés) en el huésped, que, al combinarse con la
vacuna, proporciona una respuesta inmune incluso mas acentuada. Se pueden usar diversos adyuvantes. Los
ejemplos incluyen un adyuvante de Freund completo o incompleto, hidroxido de aluminio y muramil dipéptido
modificado.

[0121] Opcionalmente, la vacuna incluye de manera adicional un adyuvante que puede estar presente en una
proporcidon mayor o menor con respecto al compuesto de la presente invencion.

Administracién dirigida de farmacos

[0122] La seleccion por afinidad puede utilizarse para identificar péptidos que se unen a receptores celulares
especificos, produciendo asi particulas que pueden unirse a una célula diana y penetrar en ella (por ejemplo, por
endocitosis). La VLP de MS2 es una esfera hueca con un diametro interior del orden de 20 nm. En una realizacién
particular, la VLP comprende el farmaco, por ejemplo, una toxina proteica, que se ha de administrar vy,
opcionalmente, un ligando que se une a receptores de tipo celular especificos. La composicion interna de esta
particula puede controlarse cargandola especificamente con una toxina proteica como la ricina, por ejemplo, o
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juntandola con un mimético operador de traduccion sintético. Confiriendo la capacidad de unir receptores de tipo
celular especificos a la superficie exterior de estas particulas, es posible realizar la administracion dirigida de la
toxina (u otro farmaco) a los tipos de célula seleccionados. En un aspecto relacionado, la VLP que comprende el
dimero de polipéptidos de recubrimiento puede encapsidar realmente una sustancia heter6loga como una toxina
bacteriana, un adyuvante o un acido nucleico inmunoestimulante.

Marcadores de imagen biomédicos

[0123] Del mismo modo que los farmacos pueden dirigirse a tipos de células especificos, los agentes de contraste
para la imagen por resonancia magnética también se podrian dirigir a células o tejidos especificos, aumentando
enormemente de manera potencial el poder de diagnéstico de una imagen por resonancia magnética (IRM). De
hecho, las particulas de MS2 ya se han marcado con gadolinio para aumentar enormemente el contraste de IRM
(Anderson et al., 2006, Nano Letters 6(6),1160-1164). De este modo, en una realizacion particular, estas particulas
podrian dirigirse a sitios especificos expresando en su superficie los péptidos adecuados para receptores
especificos. En un aspecto relacionado, la VLP que comprende el dimero de polipéptidos de recubrimiento puede
encapsidar realmente el agente o marcador de imagen (imaging agent’, en inglés).

Nanodispositivos de autoensamblaje

[0124] Las VLPs de la presente invencion pueden comprender péptidos con afinidad con una particula de un
extremo terminal o una particula de fagos filamentosos que expresa proteinas de unién con metales. Una VLP con
afinidad con una particula de un extremo terminal o una particula de fagos filamentosos ofreceria la posibilidad de
conectar estas esferas (y lo que contengan) a los extremos de los nanohilos (o nanocables) de fagos filamentosos.
Alternativamente, las VLPs pueden expresar péptidos de uniéon con metales (por ejemplo, oro y zinc) de manera que
se obtengan formaciones o matrices con propiedades 6pticas y eléctricas inusuales. Alternativamente, las VLPs con
una capacidad mejorada para autoensamblarse en estas formaciones pueden producirse expresando péptidos con
afinidad con una superficie particular, o que alteran las propiedades de autoasociacion de las propias VLPs.

Resumen del experimento

[0125] Se describen dos vectores plasmidos que facilitan la construccién de bibliotecas de péptidos de secuencias
aleatorias en particulas tipo virus (VLPs) de bacteri6fagos de MS2. La primera, pDSP1, se construy6é para la
conveniente clonacién de fragmentos generados por PCR -u otros ADN bicatenarios- en el bucle AB de la copia
'aguas abajo’ de un dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento. La segunda se llama pDSP62 y se
construyd especificamente para la introduccidon de secuencias peptidicas en casi cualquier posicion del dimero
monocatenario (normalmente, el bucle AB) mediante el método de mutagénesis de sitio dirigido de Kunkel et al. [16].
Las caracteristicas generales de los plasmidos se ofrecen a continuacion.

Ejemplo 1

pDSP1 - un plasmido que expresa un dimero monocatenario con los convenientes sitios de clonacion para
insertar en el bucle AB.

[0126] EI plasmido pDSP1 (ver figuras 5a y 7a) contiene las sefiales de transcripcion del T7 de pET3d y la
resistencia a la kanamicina y el origen de replicacién de pET9d. (La informacién relacionada con pET3d y pET9d
puede encontrarse en la base de datos vectoriales de New England Biolabs,
https://www.lablife.org/ct?=v&a=listvecinfo). Expresa la secuencia de codificacion del dimero monocatenario de
proteinas de recubrimiento de MS2 (6), modificado para contener sitios de restriccion Unicos de Sall y Kpnl. Esto
facilita la clonacion simple de secuencias extrafias en el bucle AB. Para hacer que estos sitios sean unicos, fue
necesario destruir otros sitios de Sall y Kpnl en el vector y en la secuencia de recubrimiento ‘aguas arriba'.

[0127] A continuacién se muestra la secuencia de recubrimiento de MS2 en las cercanias del sitio de insercion del
bucle AB para pDSP1. Nétese la presencia de sitios de Sall y Kpnl.

. 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22.

..GlnPheVallLeuValAspAsnGlyGlyThrGlyAspvValThrvValAlaPro..

+CAGTTCGTTCTCGTCGACAATGGCGGTACCGGCGACGTGACTGTCGCCCA...
Sall KpnI
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[0128] A continuacién se muestra un ejemplo de una biblioteca aleatoria de 7-mer en pDSP1, con la secuencia
aleatoria insertada con el -asi llamado- modo 13/16.

6 7 8 910 11 12 13 16 17 18 19 20 21 22.
..GlnPheValleuValAspAsnGly x X X X X x x GlyAspValThrValAlaPro..
~.CAGTTCGTTCTCGTCGACAATGGCNNSNNSNNSNNSNNSNNSNNSGGCGACGTGACTGTCGCCCCA...

Sall

[0129] La presencia de sitios de restriccion Unicos en o cerca de las secuencias que codifican el bucle AB hace
posible insertar simplemente las secuencias extrafias cuando estan flanquedas por sitios cuya segmentacion
(‘cleavage’, en inglés) genera 'extremos cohesivos' compatibles. Sin embargo, a veces es mas conveniente unir la
secuencia extrafia usando una combinacion de PCR y métodos de ADN recombinantes, tal y como se muestra en la
figura 5b. Por ejemplo, el partidor de PCR 5' que se muestra a continuacién podria usarse con un partidor de 3', que
se alinea con secuencias de vectores plasmidos 'aguas abajo’ de un sitio BamHI, para generar un fragmento de la
secuencia de codificacion de proteina de recubrimiento con la secuencia aleatoria insertada entre los aminoacidos
13y16.N=A,C,G,0T;yS =G o C. Después de la digestion con Sall y BamHI, el fragmento se insertaria entre
Sall y BamHI de pDSP1. A continuacion se muestra un ejemplo de partidor de 5' que podria usarse para generar una
biblioteca asi:

5’-CGCGTCGACAATGGC(NNS)7GGCGACGTGACTGTCGCCCCA-3’

[0130] Con pDSP1, las bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias normalmente se construyen clonando en el
bucle AB un fragmento de PCR que se ha generado usando como plantilla (por ejemplo, pMCT) una secuencia de
proteinas de recubrimiento monomérica. Un partidor 5' de oligonucleoétidos sintéticos esta disefiado para unir un sitio
Sall (o Kpnl) y una secuencia de codones aleatorios (por ejemplo, 6-10 copias de NNY) a un sitio situado justo
‘aguas arriba' del bucle AB. Un partidor 3' se alinea con las secuencias en el vector plasmido que est4 justo 'aguas
abajo' de BamHI. El producto de PCR resultante se digiere con Sall (o Kpnl) y BamHI y se clona en los sitios
correspondientes de pDSP1. Esto da como resultado la insercion de péptidos en el bucle AB, y el sitio exacto de
insercion depende del disefio especifico del partidor 5'. Para la mayoria de las inserciones se prefiere el uso del sitio
Sall porque permite mayor flexibilidad que Kpnl en la seleccién del sitio de insercion. Con estos métodos es
relativamente sencillo producir bibliotecas de VLPs de péptidos con 108 - 10° miembros individuales.

[0131] Para introducir un medio para controlar la valencia de expresién de péptidos, se construyd un derivado de
pDSP1 (llamado pDSP1(am)) introduciendo un coddn sin sentido en la unién entre las mitades del dimero
monocatenario. Cuando se expresa en presencia de un ARNt supresor sin sentido, como el producido por pNMsupA,
se produce una pequefia cantidad del dimero monocatenario (junto con su péptido extrafio). Sin embargo, la mayor
parte de la proteina de recubrimiento que se produce a partir de pDSP1(am) se sintetiza en forma de proteina de
tipo natural, de una unidad de longitud. Ambas formas de la proteina de recubrimiento se coensamblan en una
particula hibrida que solo expresa, de media, alrededor de 3 péptidos. El nivel medio de la valencia de expresion
puede ajustarse hacia arriba o hacia abajo alterando el nivel de expresion del ARNt supresor, o empleando
supresores que exhiben una eficiciencia de supresion mayor o0 menor.

Ejemplo 2

pDSP62 - un pldsmido apto para la construccién de bibliotecas utilizando métodos eficientes de
mutagénesis de sitio dirigido.

Introduccién de un origen de replicacién M13.

[0132] Los métodos para la produccién de bibliotecas como los descritos previamente para pDSP1 son dificiles de
ampliar porque no resulta conveniente depurar los fragmentos de restriccion de ADN en las cantidades necesarias.
Ademas, durante las reacciones de ligacidon, una parte del ADN se convierte inevitablemente en productos
secundarios inutiles, reduciendo la produccion del plasmido deseado. La construccion de bibliotecas complejas se
facilitaria con métodos que producen eficientemente mayores cosechas del ADN recombinante correcto que las que
se encuentran en una reaccion de ligacion normal. Mas especificamente, se prefiere usar una variante de un viejo
método de mutagénesis de sitio dirigido, que ya fue utilizada por otros para producir bibliotecas de péptidos en fagos
filamentosos con un intervalo de complejidad de 10" (2, 6). El método se aplica a los ADN circulares
monocatenarios producidos a partir de un tipo particular de plasmido (también conocido como fagémido o fagémido)
que contiene un origen de replicacion M13. La infeccion de una cepa duf-, ung- (por ejemplo, BW313) -que contiene
el plasmido- con un fago ayudante M13 da como resultado una produccién sencilla de ADN monocatenario sustituido
con dUTP. En la reaccién de mutagénesis propiamente dicha, un partidor de oligonucleétidos desemparejado se
alinea con la plantilla de ADN monocatenario y se alarga utilizando ADN polimerasa (por ejemplo, la del fago T7). El
ADN se liga para producir ADN circular cerrado, y se introduce mediante transformacion en la cepa ung+, donde,
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preferentemente, se replica la cadena mutante. La experiencia previa en la produccion de bibliotecas de VLPs de
péptidos indica que, normalmente, alrededor del 90% de los transformantes contienen las inserciones de péptidos
deseadas. La reaccion de mutagénesis de la extension del partidor puede realizarse con cantidades relativamente
grandes de ADN (por ejemplo, 20 ug), suficientes para producir con facilidad del orden de 10" recombinantes
individuales mediante electroporacion.

[0133] Para facilitar la produccion de ADN monocatenario, se introdujo un origen de replicacion de M13 en pDSP1.
Para ello, se amplificé6 mediante PCR el origen de M13 encontrado en pUC119, y se cloné en un sitio Gnico de AlwNI
en pDSP1. Este plasmido, llamado pDSP1-IG, es el progenitor de pDSP62. Puesto que es un intermediario en la
construccién de pDSP62 |, su secuencia no se muestra.

Dirigir_inserciones solamente a una mitad del dimero monocatenario mediante el uso de un gen sintético de
recubrimiento con codén variado.

[0134] El deseo de utilizar mutagénesis para la extension del partidor para construir una biblioteca de péptidos
efectiva provoc6 una nueva complicacion. El presente método de expresion se basa en la capacidad de introducir
especificamente péptidos extrafios en uno solo de los dos bucles AB del dimero monocatenario. Utilizando la
secuencia del dimero monocatenario presente en pDSP1, el partidor mutagénico se alinearia o aparearia con
secuencias en ambas mitades, lo que daria dobles inserciones como resultado, pero ya se sabe que las inserciones
en ambos bucles AB dan como resultado una alta frecuencia de fallos en el pliegue o proceso de plegado de las
proteinas. Ademas, aunque se toleraran las inserciones, una mutagénesis de sitio dirigido que fallara a la hora de
dirigir solo una mitad del dimero monocatenario provocaria la expresion de dos péptidos diferentes en cada VLP.

[0135] Por estos motivos, se sintetizd una version de la proteina de recubrimiento con el coddn variado o cambiado
de orden (‘codon-juggled’, en inglés) y se cambié por la mitad 'aguas arriba' normal del dimero monocatenario. La
secuencia con el coddn variado contiene el nimero méaximo posible de sustituciones de nucleétidos silenciosas, v,
de este modo, produce un polipéptido que tiene la secuencia de aminoéacidos de proteinas de recubrimiento de tipo
natural. Sin embargo, la presencia de numerosas mutaciones hace que la secuencia variada (‘juggled sequence’, en
inglés) sea incapaz de alinearse eficazmente con el oligonucleétido mutagénico y, por tanto, el partidor mutagénico
se dirige especificamente a la secuencia 'aguas abajo' del bucle AB. El plasmido pDSP62 se muestra en la figura 6 y
Su secuencia se proporciona en la figura 7b.

Un fago auxiliar M13 resistente al cloranfenicol para la produccién de pDSP62 monocatenario.

[0136] EI plasmido pDSP62 confiere resistencia a la kanamicina. Los fagos ayudantes o auxiliares (por ejemplo,
M13KO7) que se usan normalmente para producir ADN de fagémidos monocatenario también confieren resistencia
a la kanamicina y, por lo tanto, no son aptos para usarse con los plasmidos aqui descritos. Por esta razon, se
construy6 M13CM1, un derivado de M13KO7 resistente al cloranfenicol. El gen de resistencia al cloranfenicol de
pPACYC184 (7) se amplificé mediante PCR usando partidores que unian secuencias de reconocimiento para Xhol y
Sacl, y el fragmento se insert6 en M13KO7 en lugar de su gen de resistencia a la kanamicina, aprovechando los
sitios de Xhol y Sacl que flanquean de manera aproximada el determinante de resistencia a la kanamicina. En
presencia de kanamicina (para el mantenimiento de pDSP62) y cloranfenicol (para el fago auxiliar), las células
producen grandes cantidades de ADN de plasmidos monocatenario después de la infeccion con M13 CM1.
Utilizando estas plantillas monocatenarias y el método de Kunkel et al. (2), se han producido facilmente bibliotecas
de péptidos de secuencias aleatorias que contienen mas de 10"° miembros individuales para [NNS]e, [NNS]7, [NNS]s
y [NNS]10. Se puede obtener una complejidad significativamente mas alta con una ampliacion.

[0137] Para introducir un medio para controlar la valencia de expresion de péptidos, se construy6 un derivado de
pDSP62 (llamado pDSP62(am)) introduciendo un codén sin sentido en la unién entre las mitades del dimero
monocatenario. Cuando se expresa en presencia de un ARNt supresor sin sentido, como el producido por pNMsupA,
se produce una pequefia cantidad del dimero monocatenario (junto con su péptido extrafio). Sin embargo, la mayor
parte de la proteina de recubrimiento que se produce a partir de pDSP1(am) se sintetiza en forma de proteina de
tipo natural, de una unidad de longitud. Ambas formas de la proteina de recubrimiento se coensamblan en una
particula hibrida que solo expresa, de media, alrededor de 3 péptidos. El nivel medio de la valencia de expresion
puede ajustarse hacia arriba o0 hacia abajo alterando el nivel de expresiéon del ARNt supresor, o empleando
supresores que exhiben una eficiciencia de supresion mayor o menor.

[0138] Tal y como se ha explicado previamente, las particulas tipo virus de bacteriéfagos MS2 se usaron para la
expresion peptidica, y de determiné que los dimeros monocatenarios de proteinas de recubrimiento de MS2 tienen
una alta tolerancia a las inserciones de péptidos y producen VLPs correctamente ensambladas que encapsidan
especificamente el ARNm que codifica su sintesis [2]. Pero MS2 sélo es un miembro de una gran familia de virus
cuyos miembros individuales comparten una biologia molecular similar. Los plasmidos y los metodos previamente
descritos representan mejoras para el sistema de expresion de VLPs de MS2 previamente descrito, en el que los
inventores habian demostrado la tolerancia a la insercién que tiene el dimero monocatenario de proteinas de
recubrimiento de MS2 y la capacidad de las VLPs de MS2 para encapsidar el ARNm que dirige su sintesis [2]. Los
ejemplos siguientes documentan unos resultados similares obtenidos recientemente con VLPs de PP7 [1],
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mostrando especificamente que el pliegue y el ensamblaje del dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento
de PP7 también muestra una alta tolerancia a la insercion de péptidos extrafios y que las VLPs asi obtenidas
contienen, en forma de ARNm, la informacién genética para su sintesis.

[0139] Por tanto, se describe aqui la ingenieria de las VLPs de PP7 -un fago bacteri6fago de 'Pseudomonas
aeruginosa'- para la expresion de péptidos.

[0140] Las VLPs de PP7 ofrecen varias ventajas potenciales y mejoras frente a las VLPs de MS2. En primer lugar,
las particulas son mucho mas estables termodinamicamente debido a la presencia de vinculos estabilizantes de
intersubunidades de sulfuro (8). Para muchas aplicaciones practicas, incluyendo las vacunas, un aumento de la
estabilidad es una caracteristica deseable. En segundo lugar, las VLPs de PP7 no tienen una reactividad cruzada
inmunologica con las de MS2 (9). Esto podria ser importante en las vacunas o en las aplicaciones de liberacion
dirigida de farmacos en las que puede ser necesaria la administracion en serie de VLPs. En tercer lugar, se prevé
que el pliegue y ensamblaje correctos de la VLP de PP7 puede ser mas resistente frente a los efectos
desestabilizadores de la insercion de péptidos, o que al menos puede mostrar tolerancia a algunos péptidos no
tolerados en las VLPs de MS2.

Ejemplo 3
Disefio de un vector de expresiéon de péptidos de PP7.

[0141] Se construyeron dos tipos generales de plasmidos para la sintesis de proteina de recubrimiento de PP7 en E.
coli (ver figuras 9 a 13). El primero expresa proteina de recubrimiento a partir del promotor lac y se usa (en
combinacion con pRZP7, ver mas abajo) para analizar la tolerancia de las proteinas de recubrimiento a las
inserciones de péptidos usando receptores de traduccion y ensayos de ensamblajes de VLPs. El segundo tipo de
plasmidos expresa la proteina a partir del promotor T7 y el terminador transcripcional. Estos plasmidos producen
grandes cantidades de proteina de recubrimiento que se ensambla correctamente en una VLP. También producen
ARNmM especifico para el recubrimiento con extremos terminales 5'y 3' discretos para su encapsidacion en VLPs.

Diseno del sitio de insercién de péptidos.

[0142] La estructura tridimensional de la capsida de PP7 muestra que esta compuesta de una proteina de
recubrimiento cuya estructura terciaria imita estrechamente la de MS2, a pesar de que las secuencias de
aminoacidos de las dos proteinas solo muestran alrededor de un 12% de igualdad en su secuencia (10) [17]. La
proteina de PP7 posee un bucle AB en el que se pueden insertar péptidos siguiendo una estrategia similar a la que
se ha descrito previamente para MS2 [2]. Como en el caso de MS2, esto empezé mutando la secuencia de
recubrimiento de PP7 para contener un sitio para la endonucleasa de restriccion Kpnl, facilitando asi la insercion de
secuencias extrafias en el plasmido denominado pP7K (figura 9a). Esta modificacion provoco la sustitucion de
aminoacidos (E11T) que se muestra en la figura 10. Dicha sustitucién se tolerd bien, ya que la proteina de
recubrimiento mutante reprime la traduccion y se ensambla correctamente en una VLP. Siguiendo de nuevo el
ejemplo de MS2, se asumi6 que el pliegue de una version de un dimero monocatenario realizada de una proteina de
recubrimiento de PP7 seria méas resistente a las inserciones en el bucle AB que el dimero convencional. Su
construccion se habia descrito previamente (8), pero se describe aqui por primera vez en relacioén con su uso para la
expresion peptidica. El dimero monocatenario se modificé para contener un sitio de Kpnl solamente en la copia
‘aguas abajo' de la secuencia de codificacidn, produciendo p2P7K32 (figura 9b). En este disefio, se insertaron
péptidos en el aminoacido 11, pero debe entenderse que podrian utilizarse otros sitios de insercion especificos,
posiblemente en cualquier lugar del bucle AB. De hecho, a continuacion se describen pruebas de dos modos de
insercién alternativos (figuras 10 y 11). El primero se llama el modo 11/11 porque el 11° aminoacido aparece dos
veces — como thr en el lado del extremo N-terminal del péptido insertado, y como el glull de tipo natural en el lado
del extremo C-terminal. En el -asi llamado- método 11/12, la insercién esta flanqueada por thrll en un lado y alal2
en el otro.

[0143] Para analizar la tolerancia general de la proteina de recubrimiento de PP7 a las inserciones en el bucle AB,
se crearon bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias insertados en el bucle AB de las proteinas de
recubrimiento de PP7 utilizando la estrategia que se muestra en la figura 11. Las secuencias aleatorias consistian en
6, 8 6 10 copias de la secuencia NNY (en la que N es cualquier nucleétido, e Y es pirimidina). Estas bibliotecas
contienen 15 de los 20 aminoéacidos posibles y, por lo tanto, son capaces de propiciar una considerable diversidad.
Sin embargo, si se elimina la posibilidad de que haya codones de parada, se facilita en gran medida el analisis
posterior.

Ejemplo 4

Métodos para analizar los miembros individuales de las bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias
para conservar la funcién de la proteina de recubrimiento.

[0144] Al igual que la proteina de recubrimiento de MS2, el recubrimiento de PP7 es un represor de la traduccion.
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La construccion de pRZP7, un plasmido que fusiona el operador de traduccion de PP7 con el gen lacZ de E. coli, se
habia descrito previamente, poniendo la sintesis de la B-galactosidasa bajo el control de la actividad del represor de
traduccion de la proteina de recubrimiento (11). Puesto que confiere resistencia un antibiético diferente
(cloranfenicol), y puesto que proviene de un grupo de incompatibilidad diferente (esto es, utiliza el origen de
replicacién de p15A), puede mantenerse facilmente en la misma cepa de E. coli bien como pP7K o p2P7K32, ya que
ambos confieren resistencia a la ampicilina y usan un origen de colE1. Estos dos plasmidos se derivan de pUC119 y
expresan proteina de recubrimiento a niveles relativamente bajos a partir del promotor lac. La expresion de la
proteina de recubrimiento de PP7 a partir de pP7K o p2P7K32 reprime la traducciéon de la B-galactosidasa
expresada a partir de pRZP7. Esto hace que sea sencillo determinar si una insercion peptidica dada ha interferido
con la capacidad que tiene la proteina de recubrimiento para plegarse correctamente, ya que las proteinas de
recubrimiento defectuosas producen colonias azules en laminas que contienen el sustrato cromogénico de (-
galactosidasa conocido como 'xgal’, mientras que una proteina de recubrimiento que funciona correctamente
produce colonias blancas.

[0145] Un test de mantenimiento de las funciones mas riguroso consiste en examinar directamente la presencia de
VLPs en lisados celulares que expresan un recombinante de proteinas de péptidos de recubrimiento. Esto se
consigue realizando una electroforesis con gel de agarosa a células lisadas por sonicacién. La tincion con bromuro
de etidio detecta la VLP que contiene ARN, cuya presencia se confirma después mediante un andlisis con
electrotransferencia (‘western blot', en inglés) utilizando un suero anti PP7.

[0146] La idea es analizar la tolerancia de la proteina de recubrimiento de PP7 a la insercion de péptidos y el
ensamblaje mediante la creaciéon de bibliotecas de péptidos de secuencias aleatorias y el medio de determinar la
proporcion de clones que conservan la funcidn del represor de la traduccién (esto es, producen colonias blancas) y
producen una VLP. Notese que estos inventores informaron previamente de una prueba similar para analizar la
tolerancia que tiene el dimero monocatenario de proteinas de recubrimiento de MS2 a la insercion de péptidos [2].

Ejemplo 5

El pliegue y ensamblaje de las proteinas de recubrimiento de PP7 toleran la mayoria de inserciones
aleatorias de péptidos 6-mer, 8-mer y 10-mer.

[0147] Las bibliotecas de (NNY)g se construyeron en pP7K y p2P7K32 y se introdujeron mediante transformacion en
las cepas de E. coli CSH41F-/pRZP7. Los transformantes se plaquearon en un medio sélido que contenia xgal. La
gran mayoria eran recombinantes auténticos, ya que las ligaciones de control sin fragmentos de insercion dieron
1000 veces menos de colonias. Solo se analiz6 un pequefio niumero de los recombinantes de pP7K, pero se
descubrié que todos eran defectuosos para el pliegue de proteinas y no podian hacer VLPs. Esto confirma lo
esperado a raiz de experimentos previos con MS2 [2], que el dimero convencional se desestabiliza normalmente por
las inserciones de péptidos en el bucle AB. Sin embargo, en el dimero monocatenario de p2P7K32 cerca del 100%
de las colonias fueron blancas. 24 colonias blancas de cada una de las bibliotecas se transfirieron a cultivos
duplicados de 1 ml. A partir de uno de los conjuntos de cultivos se prepararon lisados crudos de células para
analizar las VLPs con gel de agarosa. A partir del otro conjunto, se aislaron plasmidos y se sometieron a una
digestion con enzimas de restriccion y una electroforesis con gel, confirmando que todas contenian una insercion
con la longitud esperada. También se aislaron plasmidos de las pocas colonias azules.

[0148] Resulté que todos contenian pladsmidos resultantes de ligaciones anormales, y generalmente no contenian
una secuencia de recubrimiento intacta. Practicamente el 100% de las inserciones de péptidos eran compatibles con
la funcién de represor de traduccién de la proteina de recubrimiento. Es decir, producen la suficiente cantidad de
proteina correctamente plegada como para reprimir la traducciéon como la proteina de tipo natural. Se obtuvo este
resultado con todas las bibliotecas de NNY -6-mer, 8-mer y 10-mer-, independientemente de si habian sido clonadas
con el modo 11/11 u 11/12.

[0149] Para analizar directamente la presencia de VLPs, se prepararon lisados crudos de células a partir de cada
uno de los cultivos duplicados y se sometieron a electroforesis con gel de agarosa. El gel se tifié con bromuro de
etidio, y con un duplicado se uso nitrocelulosa y se sonded con suero de ratdn anti-PP7 y con un anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa de rdbano. Se considerdé que un clon es positivo para la sintesis de VLPs
cuando contiene una banda tanto en el gel tefiido como en la electrotransferencia. Los resultados se muestran en la
figura 13, y demuestran que casi todos los clones de 6-mer producen una VLP en algun nivel, a pesar de que unos
pocos muestran un rendimiento reducido. Esto resulto ser cierto para los modos de insercién 11/11 y 11/12. La gran
mayoria de clones de 8-mer también producen una VLP facilmente identificable. Sin embargo, la eficiencia parece
descender un poco a medida que la longitud de insercion aumenta hasta 10-mers, pero, aun asi, una clara mayoria
de los clones producen una VLP. Notese que la movilidad de las particulas individuales es variable, lo cual es
consistente con la prevision de que algunos péptidos alteran la carga superficial de la VLP incorporando
aminoacidos cargados.
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Ejemplo 6
La VLP de PP7 encapsida ARNm especifico de recubrimiento.

[0150] Para las pruebas de expresion de alto nivel y de encapsidacién de ARN, las secuencias de recubrimiento de
PP7 de pP7K y p2P7K32 se clonaron en un plasmido que contenia el promotor T7 y el terminador transcripcional,
produciendo los plasmidos denominados pETP7K y pET2P7K32. Los plasmidos, en la cepa de E. coli BL21(DE3),
sintetizaron grandes cantidades de proteina de recubrimiento. Las VLPs resultantes se depuraron mediante
cromatografia en Sefarosa CL4B, tal y como se ha descrito previamente (11, 12). Se depurdé ADN de VLPs mediante
extraccién de fenol/cloroformo y se sometié a electroforesis en duplicados de gel de agarosa que contenian
formaldehido. Un gel se tifi6 con bromuro de etidio y el otro se traté con nitrocelulosa utilizando la técnica de
'‘Northern blot', donde se detectaron secuencias de PP7 usando un oligonucleétido sintético marcado que es
especifico para la cadena de sentido de recubrimiento. Los ARN producidos por transcripcion 'in vitro' de pETP7K y
pPET2P7K32 con ARN polimerasa de T7 se utilizaron como patrén estandar. Cada VLP contiene una especie
predominante cuya movilidad es idéntica a la del producto de transcripcion 'in vitro', y que se hibrida especificamente
con la sonda de recubrimiento especifica de PP7. Se determind que las VLPs de PP7 encapsidan sus ARNm,
estableciendo que el vinculo (linkage', en inglés) genotipo/fenotipo es necesario para la seleccion por afinidad.
Notese que estos inventores previamente dieron cuenta de pruebas similares sobre la capacidad de la proteina de
recubrimiento de MS2 para encapsidar su ARNm.

Ejemplo 7
Los péptidos que se expresan en VLPs de PP7 se expresan al sistema inmunitario y son inmunogénicos.

[0151] Se construyeron VLPs de PP7 que expresan las secuencias de péptidos especificas que se muestran en las
figuras 10 y 15. Estas incluian el -asi llamado- péptido Flag y secuencias derivadas de la proteina capsidica menor
L2 del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV16), el bucle V3 de HIV-1 gp120 y un antigeno protector de 'Bacillus
anthracis'. Para demostrar que estos péptidos insertados se expresaban realmente en la superficie de las VLPs, la
capacidad de un anticuerpo monoclonal frente a HPV16 L2 (llamado RG-1) para unirse a VLPs de L2 y PP7 fue
evaluada utilizando la técnica ELISA. Tal y como se muestra en la figura 16, RG-1 se uni6 a las L2-VLPs, pero no a
VLPs de PP7 que expresaban el péptido V3 (también llamadas V3-VLPs). Para demostrar la inmunogenicidad de las
VLPs, se inmunizaron ratones con V3-VLPs utilizando una inyeccion intramuscular, tal y como se ha descrito
previamente [2]. Tal y como se muestra en la figura 17, lo sueros de los ratones fueron evaluados utilizando la
técnica ELISA y demostraron tener una alta concentracion de anticuerpos IgG que reaccionan especificamente con
una version sintética del péptido V3. Nétese que estos inventores previamente dieron cuenta de pruebas similares
realizadas para estudiar la inmunogenicidad de los péptidos expresados en VLPs de MS2.

[0152] Ejemplo 8. Los plasmidos pET2P7K32 y pDSP7 son los anélogos de pDSP1 y pDSP62, los productores de
proteina de recubrimiento de MS2 previamente descritos. Para controlar la valencia de expresion de péptidos en
VLPs de PP7, también se construyeron pET2P7K32(am) y pDSP7(am). Son anélogos de pDSP1(am) y pDSP7(am),
respectivamente.

[0153] La descripcion detallada y los ejemplos anteriores se han ofrecido solo para hacer més clara la comprension
de la presente invencién. De ellos no han de inferirse limitaciones innecesarias. La invencion no se limita a los
detalles exactos que se han mostrado y descrito, ya que en la invencién definida por las reivindicaciones se incluiran
variaciones que resultan evidentes para aquellos versados en la materia.

[0154] Todos los encabezamientos se han incluido en beneficio del lector, y no deben usarse para limitar el
significado del texto que sigue al encabezamiento, a menos que asi se especifique.
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Reivindicaciones
1. Una construccion (o constructo) de acido nucleico que comprende:

(a) un promotor bacteriano o bacteriofagico asociado operativamente con una secuencia de codificacion para
un dimero monocatenario de polipéptidos de recubrimiento de bacteri6fagos de ARN, que comprende una
secuencia primaria de codificacién de polipéptidos de recubrimiento ‘aguas arriba' (‘'upstream’, en inglés) y una
secuencia secundaria de codificacion de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo' (‘'downstream’, en inglés),
de manera que la secuencia de codificacién de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo' comprende un sitio
para la insercion de una secuencia de codificacion heteréloga;

(b) un origen de replicacién para la replicacién en una procariota;

(c) un gen con resistencia a los antibiéticos; y

(d) un codon de parada de traduccion situado en la unién entre las secuencias de codificacion de polipéptidos
de recubrimiento 'aguas arriba' y ‘aguas abajo'.

2. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende multiples
sustituciones de nucledtidos silenciosas en la secuencia de codificacion de polipéptidos de recubrimiento 'aguas
arriba’', de manera que los partidores de oligonucle6tidos mutagénicos se alinean con la secuencia de codificacion de
polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo’, y no con la secuencia de codificacion de polipéptidos de recubrimiento
‘aguas arriba'.

3. Una construccion de &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el sitio para la insercion de una
secuencia de codificacion heterdloga esta situado en la secuencia de codificacion de polipéptidos de recubrimiento
'aguas abajo', en la secuencia que codifica el bucle AB del polipéptido de recubrimiento 'aguas abajo’' o en 3' hacia la
secuencia de codificacién de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo'.

4. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, en la que la
secuencia de codificacién del dimero monocatenario de polipéptidos de recubrimiento de bacteriéfagos de ARN es
una secuencia de codificacion de un dimero monocatenario de polipéptidos de recubrimiento de bacteri6fagos MS2
o PP7.

5. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende dos
sitios de restriccion: un sitio de restriccion primario situado en 5' hacia la parte de la secuencia que define el bucle
AB del dimero de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo’, y un sitio de restriccién secundario situado en 3' hacia
la secuencia de codificacion del dimero de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo’.

6. Una construccion de écido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5, que ademés comprende un sitio de unién
primario del partidor de PCR situado en 5' hacia el sitio de restriccién primario, y un sitio de unién secundario del
partidor de PCR situado en 3' hacia el sitio de restriccién secundario.

7. Una construccion de &cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, en la que la
mencionada construccion comprende ademas un terminador de transcripcion situado en 5' hacia el mencionado sitio
de restriccion secundario.

8. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, que comprende,
ademas, una region de codificacién para un ARNt supresor.

9. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende,
ademas, una secuencia de codificacion para un péptido heterélogo insertado en un sitio de insercién de la secuencia
de codificacién de polipéptidos de recubrimiento 'aguas abajo'.

10. Una particula tipo virus (VLP) producida a) por una procariota (i) transformada con una construccion de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9 y (ii) que expresa un ARNt supresor, y b) en la que la proporcion de
péptidos heterdlogos que expresan polipéptidos de recubrimiento diméricos, presentada como el total de la proteina
de recubrimiento presente en la particula tipo virus, es reducida si se compara con una particula tipo virus producida
a partir de un dimero de polipéptidos de recubrimiento que porta una secuencia de péptidos heterdloga y se expresa
a partir de un acido nucleico en ausencia de ARNt supresor.

11. Una biblioteca de particulas tipo virus que comprende particulas tipo virus de acuerdo con la reivindicacion 10.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

La primera ronda seleccionada es conducida de manera que una
poblacién diversa de péptidos es obtenida y cuyos miembros
individuales unen el anticuerpo sobre un amplio rango de
afinidades intrinsecas

En rondas subsecuentes, la valencia es reducida, mediante el
incremento de la seccién de rigor de manera que los conexores
mas estrechos son recuperados

Después de ser completada la seleccion de afinidad, los péptidos
son mostrados de nuevo a una alta valencia para asegurar su alta
inmunogenicidad
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9B
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FIGURA 10
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FIGURA 11 A

Secuencias de nucleétidos:

pDSP1 :
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
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FIGURA 11 A (Cont.)

ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAA
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTG
TTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATA
CCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGAC
CAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGT
GTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTG
CAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACC
ATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTC
GCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAG
CCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAAC
GCTGCCCGAGATGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATAT
GTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCT
CCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGT
CGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTA
TAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCA
TAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCC
GCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCA
TGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAATCATAATGG
GGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGT
CGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGG
ACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGA
CAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCA
GAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAG
TGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA
GGCTCTCAAGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCC
AGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAG
GAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCG
AAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATG
TCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACG
ATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGA
AGGAGATATACCATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTTGACAATGGCG
GAACTGGCGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGAAT
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FIGURA 11 A (CONT.)

GGATCAGCTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTCGTCA
GAGCTCTGCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTGGC
AACCCAGACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACTTA
AATATGGAACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTATTG
TTAAGGCAATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATCG
CAGCAAACTCCGGCCTCTACGGCAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACAATGG
CGGTACCGGCGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGA
ATGGATCAGCTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTCGT
CAGAGCTCTGCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTG
GCAACCCAGACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACT
TAAATATGGAACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTAT
TGTTAAGGCAATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATC
GCAGCAAACTCCGGCATCTACTAATAGACGCCGGGTTAATTAATTAAGGATCCG
GCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAA
TAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTITTGCTGA
AAGGAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCG
TAGTCGATAGTGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAG
CGGTCGGACAGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATAT
AGCGCTAGCAGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCC
CGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGG
GTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCT
GACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGAT
AAGCTGTCAAACATGAA
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FIGURA11B

pDSP1(am)
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTITTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAA
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTG
TTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATA
CCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGAC
CAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGT
GTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTG
CAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACC
ATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTC
GCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAG
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CCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAAC
GCTGCCCGAGATGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATAT
GTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCT
CCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGT
CGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTA
TAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCA
TAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCC
GCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCA
TGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAATCATAATGG
GGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGT
CGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGG
ACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGA
CAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCA
GAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAG
TGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA
GGCTCTCAAGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCC
AGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAG
GAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCG
AAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATG
TCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACG
ATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGA
AGGAGATATACAATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTTGACAATGGCG
GAACTGGCGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGAAT
GGATCAGCTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTCGTCA
GAGCTCTGCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTGGC
AACCCAGACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACTTA
AATATGGAACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTATTG
TTAAGGCAATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATCG
CAGCAAACTCCGGCATCTACTAGAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACAATGG
CGGTACCGGCGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGA
ATGGATCAGCTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTCGT
CAGAGCTCTGCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTG
GCAACCCAGACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACT
TAAATATGGAACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTAT
TGTTAAGGCAATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATC
GCAGCAAACTCCGGCATCTACTAATAGACGCCGGGTTAATTAATTAAGGATCCG
GCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAA
TAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGA
AAGGAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCG
TAGTCGATAGTGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAG
CGGTCGGACAGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATAT
AGCGCTAGCAGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCC
CGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGG
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GTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCT
GACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATMACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGAT
AAGCTGTCAAACATGAA
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FIGURA 11C

pDSP62 :
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTITGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CTTTTCAAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTA
AATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCA
AAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCA
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CTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGC
GATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTGGGGTCGAGGTGCCG
TAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGG
AAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCC
GCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTGCTTITGACGTCGGCCGCC
ATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGA
CGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGA
TCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTG
CCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGA
CGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCA
AGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAG
GTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGC
GCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGC
GCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATA
TAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCG
GCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT
ACCATGGCAAGCAATTTCACGCAATTTGTATTGGTAGATAACGGGGGTACGGGG
GATGTTACGGTAGCACCTTCAAATTTTGCAAATGGTGTAGCAGAGTGGATATCAA
GCAATAGCAGAAGCCAAGCATATAAGGTTACGTGCTCAGTAAGACAATCAAGCG
CTCAAAACAGAAAGTATACGATAAAGGTAGAAGTTCCGAAGGTTGCTACGCAAA
CGGTAGGTGGTGTTGAATTGCCGGTTGCAGCTTGGAGAAGCTATCTCAACATGGA
GTTGACGATACCTATATTTGCAACCAACAGTGATTGTGAATTGATAGTAAAAGCT
ATGCAGGGGTTGTTGAAGGACGGTAATCCTATACCGAGCGCTATAGCTGCTAATA
GTGGCCTCTACGGCAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACAATGGCGGAACTGG
CGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGAATGGATCAG
CTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTICGTCAGAGCTCT
GCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTGGCAACCCAG
ACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACTTAAATATGG
AACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTATTGTTAAGGC
AATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATCGCAGCAAA
CTCCGGCATCTACTAATAGACGCCGGGTTAATTAATTAGGATCCGGCTGCTAACA
AAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT
AACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC
TATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAGT
GGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGGTCGGACA
GTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGCA
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GCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGGC

CCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGC

CGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTA
GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAA
ACATGAA
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FIGURA 11D

pDSP62(am)
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTITCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CTTTTCAAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTA
AATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCA
AAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCA
CTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGC
GATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTGGGGTCGAGGTGCCG
TAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGG
AAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCC
GCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTGCTTTGACGTCGGCCGCC
ATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGA
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CGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGA
TCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTG
CCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGA
CGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCA-
AGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAG
GTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGC
GCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGC
GCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATA
TAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCG
GCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT
ACCATGGCAAGCAATTTCACGCAATTTGTATTGGTAGATAACGGGGGTACGGGG
GATGTTACGGTAGCACCTTCAAATTTTGCAAATGGTGTAGCAGAGTGGATATCAA
GCAATAGCAGAAGCCAAGCATATAAGGTTACGTGCTCAGTAAGACAATCAAGCG
CTCAAAACAGAAAGTATACGATAAAGGTAGAAGTTCCGAAGGTTGCTACGCAAA
CGGTAGGTGGTGTTGAATTGCCGGTTGCAGCTTGGAGAAGCTATCTCAACATGGA
GTTGACGATACCTATATTTGCAACCAACAGTGATTGTGAATTGATAGTAAAAGCT
ATGCAGGGGTTGTTGAAGGACGGTAATCCTATACCGAGCGCTATAGCTGCTAATA
GTGGCCTCTACTAGAACTTTACTCAGTTCGTTCTCGTCGACAATGGCGGAACTGG
CGACGTGACTGTCGCCCCAAGCAACTTCGCTAACGGGGTCGCTGAATGGATCAG
CTCTAACTCGCGTTCACAGGCTTACAAAGTAACCTGTAGCGTTCGTCAGAGCTCT
GCGCAGAATCGCAAATACACCATCAAAGTCGAGGTGCCTAAAGTGGCAACCCAG
ACTGTTGGTGGTGTAGAGCTTCCTGTAGCCGCATGGCGTTCGTACTTAAATATGG
AACTAACCATTCCAATTTTCGCTACGAATTCCGACTGCGAGCTTATTGTTAAGGC
AATGCAAGGTCTCCTAAAAGATGGAAACCCGATTCCCTCAGCAATCGCAGCAAA
CTCCGGCATCTACTAATAGACGCCGGGTTAATTAATTAGGATCCGGCTGCTAACA
AAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT
AACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTITGCTGAAAGGAGGAAC
TATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAGT
GGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGGTCGGACA
GTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGCA
GCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGGC
CCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGC
CGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTA
GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAA

ACATGAA
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Mi3CM1 :
AACATCCAATAAATCATACAGGCAAGGCAAAGAATTAGCAAAATTAAGCAATAA
AGCCTCAGAGCATAAAGCTAAATCGGTTGTACCAAAAACATTATGACCCTGTAAT
ACTTTTGCGGGAGAAGCCTTTATTTCAACGCAAGGATAAAAATTTTTAGAACCCT
CATATATTTTAAATGCAATGCCTGAGTAATGTGTAGGTAAAGATTCAAAAGGGTG
AGAAAGGCCGGAGACAGTCAAATCACCATCAATATGATATTCAACCGTTCTAGC
TGATAAATTCATGCCGGAGAGGGTAGCTATTTTTGAGAGGTCTACAAAGGCTATC
AGGTCATTGCCTGAGAGTCTGGAGCAAACAAGAGAATCGATGAACGGTAATCGT
AAAACTAGCATGTCAATCATATGTACCCCGGTTGATAATCAGAAAAGCCCCAAA
AACAGGAAGATTGTATAAGCAAATATTTAAATTGTAAACGTTAATATTTITGTTAA
AATTCGCGTTAAATTTTITGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATC
GGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGCCCGAGACCTGCAGGGGGGGGGGG
GGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAAT
ATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGT
GTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGTGTTGATACCGGGAAGC
CCTGGGCCAACTTTTGGCGAAAATGAGACGTTGATCGGCACGTAAGAGGTTCCA
ACTTTCACCATAATGAAATAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAGTTATCGAG
ATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCAC
CGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTT
GCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGA
CCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTITATTCACATTCTTGCCCG
CCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGT
GATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACG
TTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATAT
ATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTT
TATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTG
ATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAA
ATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCAT
GCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACT
GCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTA
AACGCCTGGTGCTACGCCTGAATAAGTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAAT
TGAGCTCGAATCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCG
TAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGA
TCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTA
CTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTITAATITAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTC
CACTGAGCGTCAGACCCCTTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGC
GCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAA
GGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAG
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TCACCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTA
ACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTC
CGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAAC
GGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAG
TGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAA
ACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTC
GTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGCCGCGGCCCT
CTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTC
GTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAG
CGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCC
TITTTTCTCCTGCCACATGAAGCGATCCGTCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCC
AGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCG
AAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAG
TTITTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCC
CCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGA
AGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTG
CGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATG
GTTGCTTTGACGAGCACGTATAACGTGCTTTCCTCGTTGGAATCAGAGCGGGAGC
TAAACAGGAGGCCGATTAAAGGGATTTTAGACAGGAACGGTACGCCAGAATCTT
GAGAAGTGTTTTTATAATCAGTGAGGCCACCGAGTAAAAGAGTCTGTCCATCACG
CAAATTAACCGTTGTAGCAATACTTCTTTGATTAGTAATAACATCACTTGCCTGA
GTAGAAGAACTCAAACTATCGGCCTTGCTGGTAATATCCAGAACAATATTACCGC
CAGCCATTGCAACAGGAAAAACGCTCATGGAAATACCTACATTTTGACGCTCAAT
CGTCTGAAATGGATTATTTACATTGGCAGATTCACCAGTCACACGACCAGTAATA
AAAGGGACATTCTGGCCAACAGAGATAGAACCCTTCTGACCTGAAAGCGTAAGA
ATACGTGGCACAGACAATATTTTTGAATGGCTATTAGTCTTTAATGCGCGAACTG
ATAGCCCTAAAACATCGCCATTAAAAATACCGAACGAACCACCAGCAGAAGATA
AAACAGAGGTGAGGCGGTCAGTATTAACACCGCCTGCAACAGTGCCACGCTGAG
AGCCAGCAGCAAATGAAAAATCTAAAGCATCACCTTGCTGAACCTCAAATATCA
AACCCTCAATCAATATCTGGTCAGTTGGCAAATCAACAGTAGAAAGGAATTGAG
GAAGGTTATCTAAAATATCTTTAGGTGCACTAACAACTAATAGATTAGAGCCGTC
AATAGATAATACATTTGAGGATTTAGAAGTATTAGACTITACAAACAATTCGACA
ACTCGTATTAAATCCTTITGCCCGAACGTTATTAATTTITAAAAGTTTGAGTAACATT
ATCATTTTGCGGAACAAAGAAACCACCAGAAGGAGCGGAATTATCATCATATTC
CTGATTATCAGATGATGGCAATTCATCAATATAATCCTGATTGTTTGGATTATACT
TCTGAATTATGGAAGGAATTGAACCAACCATATCAAAATTATTAGCACGTAAAA
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CAGAAATAAAGAAATTGCGTAGATTTTCAGGTTITAACGTCAGATGAATATACAGT
AACAGTACCTTTTACATCGGGAGAAACAATAACGGATTCGCCTGATTGCTTTGAA
TACCAAGTTACAAAATCGCGCAGAGGCGAATTATTCATTTCAATTACCTGAGCAA
AAGAAGATGATGAAACAAACATCAAGAAAACAAAATTAATTACATTITAACAATT
TCATTTGAATTACCTTTITTAATGGAAACAGTACATAAATCAATATATGTGAGTG
AATAACCTTGCTTCTGTAAATCGTCGCTATTAATTAATTTTCCCTTAGAATCCTTG
AAAACATAGCGATAGCTTAGATTAAGACGCTGAGAAGAGTCAATAGTGAATTTA
TCAAAATCATAGGTCTGAGAGACTACCTTTTTAACCTCCGGCTTAGGTTGGGTTA
TATAACTATATGTAAATGCTGATGCAAATCCAATCGCAAGACAAAGAACGCGAG
AAAACTTTTTCAAATATATTITAGTTAATTTCATCTTCTGACCTAAATTTAATGGT
TTGAAATACCGACCGTGTGATAAATAAGGCGTTAAATAAGAATAAACACCGGAA
TCATAATTACTAGAAAAAGCCTGTTTAGTATCATATGCGTTATACAAATTCTTAC
CAGTATAAAGCCAACGCTCAACAGTAGGGCTTAATTGAGAATCGCCATATTTAAC
AACGCCAACATGTAATTTAGGCAGAGGCATTTTCGAGCCAGTAATAAGAGAATA
TAAAGTACCGACAAAAGGTAAAGTAATTCTGTCCAGACGACGACAATAAACAAC
ATGTTCAGCTAATGCAGAACGCGCCTGTTTATCAACAATAGATAAGTCCTGAACA
AGAAAAATAATATCCCATCCTAATTTACGAGCATGTAGAAACCAATCAATAATC
GGCTGTCTTTCCTTATCATTCCAAGAACGGGTATTAAACCAAGTACCGCACTCAT
CGAGAACAAGCAAGCCGTTTTITATTTTCATCGTAGGAATCATTACCGCGCCCAAT
AGCAAGCAAATCAGATATAGAAGGCTTATCCGGTATTCTAAGAACGCGAGGCGT
TTTAGCGAACCTCCCGACTTGCGGGAGGTTTTGAAGCCTTAAATCAAGATTAGTT
GCTATTTTGCACCCAGCTACAATTTTATCCTGAATCTTACCAACGCTAACGAGCG
TCTTTCCAGAGCCTAATTTGCCAGTTACAAAATAAACAGCCATATTATTTATCCC
AATCCAAATAAGAAACGATTTTTTGTTTAACGTCAAAAATGAAAATAGCAGCCTT
TACAGAGAGAATAACATAAAAACAGGGAAGCGCATTAGACGGGAGAATTAACT
GAACACCCTGAACAAAGTCAGAGGGTAATTGAGCGCTAATATCAGAGAGATAAC
CCACAAGAATTGAGTTAAGCCCAATAATAAGAGCAAGAAACAATGAAATAGCAA
TAGCTATCTTACCGAAGCCCTTTTTAAGAAAAGTAAGCAGATAGCCGAACAAAG
TTACCAGAAGGAAACCGAGGAAACGCAATAATAACGGAATACCCAAAAGAACT
GGCATGATTAAGACTCCTTATTACGCAGTATGTTAGCAAACGTAGAAAATACATA
CATAAAGGTGGCAACATATAAAAGAAACGCAAAGACACCACGGAATAAGTTTAT
TTTGTCACAATCAATAGAAAATTCATATGGTTTACCAGCGCTAAAGACAAAAGG
GCGACATTCAACCGATTGAGGGAGGGAAGGTAAATATTGACGGAAATTATTCAT
TAAAGGTGAATTATCACCGTCACCGACTTGAGCCATTTGGGAATTAGAGCCAGCA
AAATCACCAGTAGCACCATTACCATTAGCAAGGCCGGAAACGTCACCAATGAAA
CCATCGATAGCAGCACCGTAATCAGTAGCGACAGAATCAAGTTTGCCTTTAGCGT
CAGACTGTAGCGCGTTTTCATCGGCATTTTCGGTCATAGCCCCCTTATTAGCGTTT
GCCATCTTTTCATAATCAAAATCACCGGAACCAGAGCCACCACCGGAACCGCCTC
CCTCAGAGCCGCCACCCTCAGAACCGCCACCCTCAGAGCCACCACCCTCAGAGC
CGCCACCAGAACCACCACCAGAGCCGCCGCCAGCATTGACAGGAGGTTGAGGCA
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GGTCAGACGATTGGCCTTGATATTCACAAACGAATGGATCCTCATTAAAGCCAGA
ATGGAAAGCGCAGTCTCTGAATTTACCGTTCCAGTAAGCGTCATACATGGCTTTT
GATGATACAGGAGTGTACTGGTAATAAGTTTTAACGGGGTCAGTGCCTTGAGTAA
CAGTGCCCGTATAAACAGTTAATGCCCCCTGCCTATTTCGGAACCTATTATTCTG
AAACATGAAAGTATTAAGAGGCTGAGACTCCTCAAGAGAAGGATTAGGATTAGC
GGGGTTTTGCTCAGTACCAGGCGGATAAGTGCCGTCGAGAGGGTTGATATAAGT
ATAGCCCGGAATAGGTGTATCACCGTACTCAGGAGGTTTAGTACCGCCACCCTCA
GAACCGCCACCCTCAGAACCGCCACCCTCAGAGCCACCACCCTCATTTTCAGGGA
TAGCAAGCCCAATAGGAACCCATGTACCGTAACACTGAGTTTCGTCACCAGTACA
AACTACAACGCCTGTAGCATTCCACAGACAACCCTCATAGTTAGCGTAACGATCT
AAAGTTTTGTCGTCTTTCCAGACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGGGGTTTTGC
TAAACAACTTTCAACAGTTTCAGCGGAGTGAGAATAGAAAGGAACAACTAAAGG
AATTGCGAATAATAATTTTTTCACGTTGAAAATCTCCAAAAAAAAAGGCTCCAAA
AGGAGCCTTTAATTGTATCGGTTTATCAGCTTGCTTTCGAGGTGAATTTCTTAAAC
AGCTTGATACCGATAGTTGCGCCGACAATGACAACAACCATCGCCCACGCATAA
CCGATATATTCGGTCGCTGAGGCTTGCAGGGAGTTAAAGGCCGCTTTTGCGGGAT
CGTCACCCTCAGCAGCGAAAGACAGCATCGGAACGAGGGTAGCAACGGCTACAG
AGGCTTTGAGGACTAAAGACTTTTTCATGAGGAAGTTTCCATTAAACGGGTAAAA
TACGTAATGCCACTACGAAGGCACCAACCTAAAACGAAAGAGGCGAAAGAATAC
ACTAAAACACTCATCTTTGACCCCCAGCGATTATACCAAGCGCGAAACAAAGTA
CAACGGAGATTTGTATCATCGCCTGATAAATTGTGTCGAAATCCGCGACCTGCTC
CATGTTACTTAGCCGGAACGAGGCGCAGACGGTCAATCATAAGGGAACCGAACT
GACCAACTTTGAAAGAGGACAGATGAACGGTGTACAGACCAGGCGCATAGGCTG
GCTGACCTTCATCAAGAGTAATCTTGACAAGAACCGGATATTCATTACCCAAATC
AACGTAACAAAGCTGCTCATTCAGTGAATAAGGCTTGCCCTGACGAGAAACACC
AGAACGAGTAGTAAATTGGGCTTGAGATGGTTTAATITCAACTTTAATCATTGTG
AATTACCTTATGCGATTTTAAGAACTGGCTCATTATACCAGTCAGGACGTTGGGA
AGAAAAATCTACGTTAATAAAACGAACTAACGGAACAACATTATTACAGGTAGA
AAGATTCATCAGTTGAGATTTAGGAATACCACATTCAACTAATGCAGATACATAA
CGCCAAAAGGAATTACGAGGCATAGTAAGAGCAACACTATCATAACCCTCGTTT
ACCAGACGACGATAAAAACCAAAATAGCGAGAGGCTTTTGCAAAAGAAGTTTTG
CCAGAGGGGGTAATAGTAAAATGTTTAGACTGGATAGCGTCCAATACTGCGGAA
TCGTCATAAATATTCATTGAATCCCCCTCAAATGCTTTAAACAGTTCAGAAAACG
AGAATGACCATAAATCAAAAATCAGGTCTTTACCCTGACTATTATAGTCAGAAGC
AAAGCGGATTGCATCAAAAAGATTAAGAGGAAGCCCGAAAGACTTCAAATATCG
CGTTTTAATTCGAGCTTCAAAGCGAACCAGACCGGAAGCAAACTCCAACAGGTC
AGGATTAGAGAGTACCTTTAATTGCTCCTTTTGATAAGAGGTCATTTTTGCGGAT
GGCTTAGAGCTTAATTGCTGAATCTGGTGCTGTAGCTCAACATGTTTTAAATATG
CAACTAAAGTACGGTGTCTGGAAGTTTCATTCCATGTAACAGTTGATTCCCAATT
CTGCGAACGAGTAGATTTAGTTTGACCATTAGATACATTTCGCAAATGGTCAATA
ACCTGTTTAGCTATATTTTCATTTGGGGCGCGAGCTGAAAAGGTGGCATCAATTC
TACTAATAGTAGTAGCGTT

59



FIGURA 12

pDSP62

L% U

Un primario mutagénico
conteniendo la secuencia
a insertar se recuece a
un  ADNss templado
producido en un huésped
dut-ung.

ES 2578979 T3

Extension

primaria y O
ligacion d
- -

>

60

Transformacion de ung +
huésped de E.coli

>

Secuencia aleatoria de
libreria de péptido



ES 2578979 T3

CAPA

pP7K

Plac

ampR, coleEl ori

FIGURA 13A

Kpni

BamHi

CAPA

CAPA

p2P7K32

amp®, coleEl ori

FIGURA 13B

61




ES 2578979 T3

FIGURA 14

PP7 Tipo libre secuencia N-terminal proteina capa:

1 2 3 4 5 ] 7 B 9 10 11 12 13 14 15 1s 17 14
BTG, GCC, ARA, RCC, ATC, GTT, CTT, TCG, GTC, GGC, GAG, GCT, ACT, CGC, ACT, CTG, ACT, GAG
Met,ala,lys . thr,ile,val, leu, sac, val,gly,glu,ala, thr,arg. thr, lau, thr, gl

pP7K secuencia de proteina capa mutante (Kpnl en nearita):

1 2 3 4 3 6B 7 B 9 10 11 12 13 14 1% 16 17 1#8
ATG, GCC, ARA, ACC, ATC, GTT, CTT, TCG, GTC, GGT ADC, GCT, ACT, CGC, ACT, CTG, ACT, GRG
Met,ala,lya,the, ile,val, ley, ser, val,gly, thr,ala, thr, arg, the, Leu, bhr, glu

Inserciones primarias en secuencias aleatorias de péptidos:

GCG GETACC (NNY) 6, GOT, ACT, CGC, ACT, CTG, ACT, GRS 1112- [NNY) 4
Thisz yields exact insertions betwsen residues thrll and alalZ.

GCG GETACC (NNY) 6, GAG, GCT, ACT, CGC, ACT, OTG, ACT, GAG  1111- (HNY)4

GOG QETACC (WHY) B, GAG, GCT, RCT, CGC, RCT, CTG, ACT, GRG  1111- (HHY)g

GOE GETACC (HHY)10,6AG, GCT, ACT, C6GC, ACT, CTE, BET, GAGE 1111- (WHNY)

These last three primers vield insertions betwsen thrll and glull, i.e.
rasidue 11 is repeated at the insertiom boundaries, but it"s thr on thae H-
tearminal side, and glu (the wild-type position 1l amino acid) on the -
terminal aside.

Inserciones especificas de péptidos que fueron construidos usando los siquientes primarios:

FpT (Péptido indicador)
GO0, GET , ACC, GAT, TAT, AAR, GAT, GAT, GAT , GAT, ARA, GAG, GCT, ACT,, CGC, ACT, CTG, ACT, GAG

atxpT (epitopo F20 antrax) ) )
GCC, GGT ACC, GTG, CAT, 306, AGC, TTT, TTT, GAT, ATC, GGC, GGC, EAG, GCT, ACT, COGC, ACT, CTG
ACT, GAG

atxpTr  (antigeno F20 protectivo de Antrax con aminodcidos aleatorios flagueados )

GCC, GET ACC, NNS, NNS, GOG, AGC, TTT, TTT, GAT, NMS5, NNS, GAG, GOT, RCT, C6GC, ACT, CTG, ACT
« GRG

w3pT  (lazo VIH V3)
GCC, 88T, ACC, ATC, CAG, CGC, GGC, CCG, GG, OGC, GCG, TTT, GTG, GRG, GCT, ACT, OR=C, ACT, CTG
BET, GAG

LZp7  (HPV L2 peptido)
GCC, 6T, ACE, CAG, CTG, TAT, ARR, ACC, TGC, ARR, CAG, GCG, GGC, ACC, TGE, COG, OOG, GAT, GAG
GOT, ACT, CGC, BCT, CTG, ACT , GRG

L2.5p7 (HPV LA medioPeDEido)
GCC, BGET,ACC, CRG, CTG, TAT, ARA, RCC, TGC, ARR, CRG, GAG, GOT, ACT, CGC, ACT, OTG, ACT, GAG

62



ES 2578979 T3

FIGURA 15

Corte
c/Kpnly
BamHI

- —

Kpnl

Conseguir fragmento de vector

_ | BamH! ]
] l purificado
Corte
c/Kpnly

63



ES 2578979 T3

FIGURA 16
{hNMY)e-11/12 thBr
Eﬁﬁﬂﬁ, Mancha
(MMNY)e-11/11
{ EthBr
Mancha
{NNY)-11/11 EthBr
Mancha
[.umfjmanﬂi .EthBr

e o mg@ R G R e Mancha

64



ES 2578979 T3

Kpnl
BamH!
| ty

capa

pETP7K
kan®, coleE! ori
Figura 17A
Kpnli
Py 1 BaTHi i
pET2P7K32

kan®, coleEl ori

Figura 17B

65



ES 2578979 T3

Capa “codoén-juggled” capna

o ™ = =

pDSP7_

C01E1 I‘J["i, M13 {]l’i* Resistencia canamicina

Figura 17c

66



ES 2578979 T3

VLP = VLP

o~ o
2 :
e I~ o r~
™~ o, >~ o
[ ™~ W o
jm . jmh =i
o o fe)
2 £ £ £
Desde VLP »  Desde = Desde = Desde >
. . VLP -

Mancha del Norte

Bromuro de Etidio (Prueba de cobertura especifica PP7)

Figura 18

67



ES 2578979 T3

Epitopo indicador DYKDDDDE

Peptido VIH V3 IQRGPGRAPV

Peptido HPV16 12 QLYKTCKQAGTCPPD
Antigen Protectivo Antrax VHASFFDIGG

Figura 19

68



0D 405

2.51

2.0+

ES 2578979 T3

LI

50 100

ng RG-1 (anti-L2 mAb)

Figura 20

69

e

150

-0 L2-VLPs
- V3iVLPs



ES 2578979 T3

Respuesta de Anticuerpo Anti-v3 1gG

108

2.0+
1.5
1.04 —a— V3-VLP
—o— L2-VLP
0.5+
0.0 Y ¥ T T i
10" 102 10? 104 105

Disolucién de suero

Figura 21

70



ES 2578979 T3

Rondas 1y 2:

©ow o o0
S, T Twm, e, ey T
1..._..._1.._111.
w
_l._._ _ﬂ P e e e R — _r..u
W W W W0 W r~
B T T S
(i h) OOy e e v e P~ -4
] LI R Ay (=
BEHEHMEEE maaQaaoanl a a
mEE M RW DM_RGHR = [
E_nm_EYTE th oy v 00 w ]
OGRS G BGOM Bo B B RE M -4 o
el Bt Bl B B D BB BB D e >
(e s A L I e | [ O i T [k [ ]
= n & i = E O@Em= B
A ] - [+ ) FE N Tl o I = -2
[t oHmAOQ 0
B [ e 0
5 a g S
g . g z

Figura 22

71



ES 2578979 T3
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pET2P7K32
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTMCCATGCATC&TCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
COGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGUCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTITATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTITACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTITTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCOGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAA
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTG
TTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATA
CCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGAC
CAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGT
GTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGUGATGCAGATCCGGAACATAATGGTG
CAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACC
ATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTC
GCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAG
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CCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAAC
GCTGCCCGAGATGCGCCGCOTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATAT
GTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCT
CCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGT
CGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTA
TAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCA
TAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCC
GCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCA
TGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAATCATAATGG
GGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGT
CGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGG
ACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGA
CAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCA
GAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAG
TGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA
GGCTCTCAAGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCC
AGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAG
GAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCG
AAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATG
TCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACG
ATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTITGTTTAACTTTAAGA
AGGAGATATACCATGGCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGCTACTCGCA
CTCTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAGGTCG
GGCCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAGCCAA
GACCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATTGCTCC
ACCAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTCGCAC
GACGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTACGATT
TGACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAACCTTGT
GCCGCTGGGCCGTTATGGCTCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGGTACC
CGCACTCTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAG
GTCGGGCCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAG
CCAAGACCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATT
GCTCCACCAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTC
GCACGACGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTA
CGATTTGACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAAC
CTTGTGCCGCTGGGCCGTTAAGGCCCTGCGGTGTACCCGTGTGTATGGATCCGGC
TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA
ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAA
GGAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTA
GTCGATAGTGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCG
GTCGGACAGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAG
CGCTAGCAGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCG
CAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGT
GACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTG
ACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATA
AGCTGTCAAACATGAA
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pET2P7K32(am)
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAMATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTITCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATITICACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTCGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTITTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTITCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGOGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTICGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGOAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTITACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCOGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
COGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAA
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTG
TTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATA
CCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGAC
CAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGOCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGT
GTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTG
CAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACC
ATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTC
GCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAG
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CCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAAC
GCTGCCCGAGATGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATAT
GTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCT
CCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGT
CGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTA
TAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCA
TAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCC
GCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCA
TGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAATCATAATGG
GGAAGGCCATCCAGCCTCGCOGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGT
CGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGG
ACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGA
CAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCA
GAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAG
TGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAA
GGCTCTCAAGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCC
AGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAG
GAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCG
AAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATG
TCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACG
ATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTITAAGA
AGGAGATATACCATGGCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGCTACTCGCA
CTCTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAGGTCG
GGCCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAGCCAA
GACCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATTGCTCC
ACCAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTCGCAC
GACGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTACGATT
TGACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAACCTTGT
GCCGCTGGGCCGTTAGGGCTCCAAAACCATCGTTCTTITCGGTCGGCGAGGGTACC
CGCACTCTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAG
GTCGGGCCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAG
CCAAGACCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATT
GCTCCACCAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTC
GCACGACGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTA
CGATTTGACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAAC
CTTGTGCCGCTGGGCCGTTAAGGCCCTGCGGTGTACCCGTGTGTATGGATCCGGC
TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA
ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAA
GGAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTA
GTCGATAGTGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCG
GTCGGACAGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAG
CGCTAGCAGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCG
CAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGT
GACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTG
ACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATA
AGCTGTCAAACATGAA

75



ES 2578979 T3

Figura 23 ¢

pDSP7
TICTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTIGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTITTTITCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTITATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTICTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTITGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGOTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CTTTTCAAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTIGTTA
AATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCA
AAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCA
CTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGC
GATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTGGGGTCGAGGTGCCG
TAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGG
AAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCC
GCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTGCTTTGACGTCGGCCGCC
ATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGA
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CGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGA
TCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTG
CCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGA
CGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCA
AGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAG
GTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGC
GCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGC
GCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATA
TAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCG
GCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT
ACCATGGCAAAGACGATAGTATTGAGCGTAGGGGAAGCAACGAGAACGTTAACG
GAAATACAAAGTACGGCTGATAGACAAATATTTGAGGAAAAAGTAGGTCCGTTA
GTTGGGAGATTAAGATTGACCGCAAGCTTGAGACAGAATGGTGCAAAAACGGCT
TACAGGGTAAATTTGAAGTTAGACCAAGCTGATGTAGTAGACTGTAGTACGTCA
GTATGTGGGGAATTGCCTAAGGTTAGATATACGCAAGTTTGGAGCCATGATGTTA
CCATAGTAGCTAACTCAACGGAAGCAAGCAGAAAGAGCCTCTATGACCTCACGA
AAAGTTTGGTAGCTACGAGCCAAGTAGAGGACTTGGTAGTAAATTTGGTTCCTTT
AGGCCGTTATGGCTCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGGTACCCGCACT
CTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAGGTCGGG
CCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAGCCAAGA
CCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATTGCTCCAC
CAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTCGCACGA
CGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTACGATTTG
ACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAACCTTGTGC
CGCTGGGCCGTTAAGGCCCTGCGGTGTACCCGTGTGTATGGATCCGGUTGCTAAC
AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCA
TAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAA
CTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAG
TGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGOGCGGCCAAAGCGUGTCGGAC
AGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGC
AGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGG
CCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTG
CCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTT
AGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCA
AACATGAA
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pDSP7{am)
TTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGA
TTATCAATACCATATTITTITGAAAAAGCCGTTICTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG
TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGT
GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACT
CGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACG
CGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGG
AACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATA
CCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGG
AGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTT
TAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCA
GAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGA
TTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTG
GAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC
CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCC
TTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACC
ACCGCTACCAGCGGTGGTTTIGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTITCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTICTAGTGTAGC
CGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCT
GCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGG
GGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC
AGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTT
GAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTITTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAG
CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGG
AAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
ACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAA
GCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT
ACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTC
ATCACCGAAACGCGCOGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAG
CTTTTCAAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTITIGTTA
AATCAGCTCATTTTITAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCA
AAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCA
CTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGC
GATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTGGGGTCGAGGTGCCG
TAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGG
AAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCC
GCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCOGTACTATGGTTGCTTTGACGTCGGCCGCC
ATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGA
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CGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGA
TCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTG
CCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGA
CGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCA
AGGGCATCGGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAG
GTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGC
GCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGUCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGC
GCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATA
TAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCG
GCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAT
ACCATGGCAAAGACGATAGTATTGAGCGTAGGGGAAGCAACGAGAACGTTAACG
GAAATACAAAGTACGGCTGATAGACAAATATTTGAGGAAAAAGTAGGTCCGTTA
GTTGGGAGATTAAGATTGACCGCAAGCTTGAGACAGAATGGTGCAAAAACGGCT
TACAGGGTAAATTTGAAGTTAGACCAAGCTGATGTAGTAGACTGTAGTACGTCA
GTATGTGGGGAATTGCCTAAGGTTAGATATACGCAAGTTTGGAGCCATGATGTTA
CCATAGTAGCTAACTCAACGGAAGCAAGCAGAAAGAGCCTCTATGACCTCACGA
AAAGTTTGGTAGCTACGAGCCAAGTAGAGGACTTGGTAGTAAATTTGGTTCCTTT
AGGCCGTTAGGGCTCCAAAACCATCGTTCTTTCGGTCGGCGAGGGTACCCGCACT
CTGACTGAGATCCAGTCCACCGCAGACCGTCAGATCTTCGAAGAGAAGGTCGGG
CCTCTGGTGGGTCGGCTGCGCCTCACGGCTTCGCTCCGTCAAAACGGAGCCAAGA
CCGCGTATCGAGTCAACCTAAAACTGGATCAGGCGGACGTCGTTGATTGCTCCAC
CAGCGTCTGCGGCGAGCTTCCGAAAGTGCGCTACACTCAGGTATGGTCGCACGA
CGTGACAATCGTTGCGAATAGCACCGAGGCCTCGCGCAAATCGTTGTACGATTTG
ACCAAGTCCCTCGTCGCGACCTCGCAGGTCGAAGATCTTGTCGTCAACCTTGTGC
CGCTGGGCCGTTAAGGCCCTGCGGTGTACCCGTGTGTATGGATCCGGCTGCTAAC
AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCA
TAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAA
CTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAG
TGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGGTCGGAC
AGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGC
AGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGG
CCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTG
CCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTT
AGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCA
AACATGAA
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