
19© OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

11© Número de publicación: 2 310 074
21© Número de solicitud: 200600053
51© Int. Cl.:

C12N 15/85 (2006.01)

A61K 31/713 (2006.01)

A61P 31/00 (2006.01)

12© ADICIÓN A LA PATENTE DE INVENCIÓN B1

22© Fecha de presentación: 11.01.2006

43© Fecha de publicación de la solicitud: 16.12.2008

Fecha de la concesión: 29.09.2009

45© Fecha de anuncio de la concesión: 15.10.2009

45© Fecha de publicación del folleto de la patente:
15.10.2009

61© Número de solicitud de la patente principal:
P 200402093

73© Titular/es: Instituto Nacional de Investigación y
Tecnología Agraria y Alimentaria
Oficina de Transferencia de
Resultados de Investigación
Ctra. Coruña, Km. 7,5
28040 Madrid, ES

72© Inventor/es: Coll Morales, Julio

74© Agente: González Palmero, Fe

54© Título: Construcción génica, vector y vacuna de ADN para la vacunación de animales acuáticos.

57© Resumen:
Construcción génica, vector y vacuna de ADN para la va-
cunación de animales acuáticos.
Mejoras introducidas en el objeto de la solicitud de pa-
tente Nº P200402093 relativa a la inmunización de ani-
males acuáticos frente a la infección causada por patóge-
nos virales, bacterianos o parásitos mediante el empleo
de sistemas de expresión de ADN (vectores) que com-
prenden una secuencia 5’ potenciadora, un promotor y
una secuencia de ácido nucleico que codifica un pépti-
do inmunogénico de un patógeno de un animal acuático.
Opcionalmente el sistema de expresión de ADN contiene
elementos de un transposón, que a diferencia del vector
utilizado en dicha solicitud de patente aumenta tanto la
intensidad de la expresión como su duración.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S

2
31

0
07

4
B

1

Venta de fascículos: Oficina Española de Patentes y Marcas. Pº de la Castellana, 75 – 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 310 074 B1

DESCRIPCIÓN

Construcción génica, vector y vacuna de ADN para la vacunación de animales acuáticos.

Mejoras introducidas en el objeto de la solicitud de patente española nº P200402093 por “Construcción génica,
vector y vacuna de ADN para la vacunación de animales acuáticos”.

Campo de la invención

Mejoras introducidas en el objeto de la solicitud de patente Nº P200402093 relativa a la inmunización de animales
acuáticos frente a la infección causada por patógenos virales, bacterianos o parásitos mediante el empleo de sistemas
de expresión de ADN (vectores) que comprenden una secuencia 5’ potenciadora, un promotor y una secuencia de ácido
nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno de un animal acuático. Opcionalmente el sistema de
expresión de ADN es una modificación de la secuencia 5’ potenciadora por la inclusión de secuencias exógenas tales
como las provenientes de transposones y otros elementos, que a diferencia del vector utilizado en dicha solicitud de
patente aumentan tanto la intensidad de la expresión como su duración.

Antecedentes de la invención

La solicitud de patente española P200402093 describe el empleo de sistemas de expresión de ADN que compren-
den una secuencia 5’ potenciadora, un promotor y una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmuno-
génico de un patógeno de un animal acuático. La invención además describe la administración de dichos sistemas de
expresión de ADN a dichos animales acuáticos.

El presente certificado de adición propone unas mejoras sobre el objeto de la patente principal P200402093. Dichas
mejoras se refieren a la utilización de secuencias 5’ potenciadoras por la inclusión de secuencias exógenas tales como
las provenientes de transposones y otros elementos para su utilización como vectores para la vacunación DNA en
peces.

Los transposones son secuencias de DNA que se encuentran en los genomas de muchas especies vivas que tienen
la capacidad de excindirse del genoma, saltar e integrarse en una nueva localización (Tafalla et al., 2005a, Tafalla et
al., 2005b). Poseen elementos potenciadores que pueden utilizarse como componentes de la región 5’ potenciadora.

Los transposones activos son secuencias DNA de miles de bases que contienen una enzima o transposasa para su
movilización y dos pequeñas secuencias repetidas de cientos de bases que flanquean la transposasa (inverted terminal
repeats, ITR o long terminal repeats, LTR). En la figura 1 se esquematizan varios tipos de transposones (retroposones,
Tc1-like, Tol2, y retrovirus) que se han descrito en peces. A su vez las ITR (∼200 bp) y LTR (∼600 bp) contienen
numerosos elementos de 8-12 bp agrupados en repeticiones de 18-22 bp. En la Figura 2 se esquematizan algunos de los
elementos que forman el promotor de CMV largo. Dichos elementos son secuencias que ligan proteínas que potencian
la actividad del promotor o factores de transcripción. Todos estas secuencias pueden utilizarse como elementos 5’
potenciadores del promotor.

Encontrar transposasas e ITR/LTR completos entre los miles de copias que existen en el genoma de vertebrados
(incluidos peces) es muy difícil debido al fondo que existe de copias incompletas o defectivas que se encuentran
en mayoría entre ellas. Aunque la mayoría de los transposones descritos en peces también están inactivados, exis-
ten copias completas hipotéticamente activas en transposones Tc1-like en peces planos (Tpp1, Pleuronectes platessa)
(Leaver, 2001) y en truchas del genero Salvelinus (Tsn1, Salvelinus namaycush) (Reed, 1999). Incluso se ha demos-
trado transposición activa en el pez cebra (Tc1-like TE: Tzf1, zebrafish) (Lam et al., 1996) y en medaka (hAT-like TE:
Tol2, Oryzias latipes) (Koga et al., 1996) (Tabla 1). Entre los retrovirus se han descrito algunos activos tales como el
Walleye dermal sarcoma virus WDSV (Zhang et al, 1999), pero parece que la mayoría están inactivos tales como el
zebrafish endogenous retrovirus ZFREV (Shen, et al, 2004).
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TABLA 1

Principales transposones de peces

La mayor utilización de transposasas activas se ha estudiado en células de mamífero: humanas, de ratón y en peces
modelo tales como el pez cebra y el medaka.

Dos transposones activos de peces se han estudiado en detalle: el SB que se “resucitó” por ingeniería genética
(Ivics et al., 1997) y el Tol2 que se aisló de un gen insertado por el transposón activo (lida et al., 2004, Kawakami et
al., 2004, Kawakami & Shima, 1999). Dos retrovirus se han descrito en peces: el WDSV [Zhang, 1999] y el ZFREV
[Shen, 2004].

3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 310 074 B1

El transposón activo de salmón “Sleeping Beauty, SB” o “Bella durmiente” se reconstruyó mediante mutagénesis
dirigida (unas 40 mutaciones para la primera versión del SB10).

El transposón SB es funcional en células de peces (Izsvak et al., 2000), en células de ratones y humanos (Dupuy
et al., 2002) y es capaz de expresión a largo plazo (Yant et al., 2000) en animales transgénicos como ratones (Dupuy
et al., 2002, Horie et al., 2003. Masuda et al., 2004, Yusa et al., 2004), medaka (Grabher et al., 2003) y pez cebra
(Davidson et al., 2003). En condiciones controladas puede haber una sola inserción por molécula diana pero pueden
ocurrir más de 1000 por genoma (Ivics et al., 1997, Izsvak et al., 1997).

La transposición SB requiere, 2 sitios de ligamiento de 25-30 pb dentro de las ITR (Izsvak et al., 2000, Izsvak
et al., 2002) y factores celulares (Zayed et al., 2003), para cortar las secuencias DNA entre las ITR y pegarla en el
genoma entre 2 sitios TA (Plasterk et al., 1999). La Figura 3 muestra un esquema de la utilización mas generalizada
del transposon SB. Para ello se ha dividido en 2 plásmidos independientes: el Donor que lleva las ITR y el Helper que
lleva la transposasa. La cotransfección de ambos plásmidos permite que las secuencias que se encuentran entre las ITR
en el plásmido Donor se incorporen al genoma de la célula huésped.

En la transposasa SB existen señales de localización nuclear (NLS) en los aa 105-120 y regiones PAI-RED de ∝
hélices (leucine-zipper) en los aa 1-110 para ligar DNA (Ivics et al., 1996b, Yant et al., 2004). Un tercer dominio es
el catalítico o motivo DDE (aa 146-290) (Plasterk et al., 1999). No parece que el aumento de expresión de SB inhiba
la transposición (Izsvak et al., 2000).

El límite de tamaño de la secuencia entre las ITR no parece ser tan crítico como en los LYR de retrovirus. Sin
embargo, con cada Kbp de aumento de tamaño del inserto en el transposón SB (entre 2.2 a 10.3 Kb), se obtiene
una disminución del 30% en la eficiencia de transposición (Izsvak et al., 2000), lo que podría ser ventajoso para su
estabilidad.

Entre 2002-2004 se han publicado nuevas mutaciones en la SB10 que aumentan la eficiencia de transposición en
células humanas: la SB11 (T136R, M243Q, V253R, A255R) (Geurts et al., 2003), la SB12 (R115H, D260K)(Zayed
et al., 2004) y la HSB3 (K13A, K33A, T83A) (Mikkelsen et al., 2003, Yant et al., 2004). También se han publicado
varias versiones de las ITR: la Ti (Izsvak et al., 2000), la T2 (Cui et al., 2002) y la T3 (Mikkelsen et al., 2003, Yant
et al., 2004). Por otra parte, se han diseñado vectores que incluyen en un único plásmido las pT y la SB (Harris et al.,
2002). Ninguna de estas nuevas versiones se ha ensayado en células de pez.

La secuencia de la transposasa original se mutó en 32 posiciones resultando en la primera transposasa activa SB
10 (Ivics et al., 1997).

Los vectores “tradicionales” descritos en la solicitud de patente española P200402093, son capaces de una vez
atravesada la membrana celular con la ayuda de la sonicación, y expresar el antígeno vacunal en el citoplasma celular
aumentando la respuesta inmunológica a ese antígeno, sin embargo la expresión de dicho antígeno es temporal dándose
solamente durante el tiempo que dura su expresión. Por lo que existe una necesidad de vectores que tengan una mayor
eficacia para su aplicación en vacunas DNA contra la rabdovirosis de peces.

La mejora que presenta dicho certificado de adición es la utilización de transposones o sus ITR/IIR/LTR como
vectores o parte de vectores para vacunación DNA ya que se integran en el genoma de la célula, con lo que la expresión
del antígeno vacunal es permanente mientras dure la vida del animal así inmunizado. Además otras mejoras de la
región 5’ potenciadora se han conseguido mediante la inclusión de elementos provenientes de las ITR/IIR/LTR de los
transposones así como de la delección de un intrón.

Compendio de la invención

La solicitud de patente española P200402093, proporciona, en general, métodos y composiciones para inmunizar
animales acuáticos frente a la infección causada por patógenos virales, bacterianos o parásitos. Básicamente, la se-
cuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno de un animal acuático es introducida
en dicho animal con lo que se expresa dicho péptido inmunogénico en las células del animal induciendo de ese modo
una respuesta inmune que confiere protección frente a la infección causada por dicho patógeno.

Por tanto, en un aspecto, la solicitud de patente P200402093, se relaciona con una construcción génica, en adelante
construcción génica de la solicitud de patente P200402093, que comprende una secuencia de control de expresión
capaz de dirigir la expresión de un péptido inmunogénico en un animal acuático, y una secuencia de ácido nucleico
que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno de un animal acuático. En donde dicha secuencia de control
de expresión está compuesta a su vez por 2 secuencias: una secuencia de nucleótidos que comprende una secuencia
A y una secuencia B, en donde dicha secuencia A comprende una secuencia potenciadora de la expresión, y dicha
secuencia B comprende la secuencia de un promotor, y en donde el extremo 3’ de dicha secuencia A está unido al
extremo 5’ de dicha secuencia B.

La secuencia de control de expresión presente en la construcción génica de la solicitud de patente P200402093 que
comprende dichas secuencias A y B se denomina en esta descripción, en ocasiones, “promotor largo de CMV”, para
distinguirla de otras secuencias de control que comprenden el promotor de CMV pero que carecen de dicha secuencia
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potenciadora de la expresión (secuencia A) en 5’ respecto al promotor de CMV. A esta secuencia de control de
expresión que comprende únicamente el promotor de CMV, que cae fuera del alcance de la invención, se la denomina,
en ocasiones, “promotor corto de CMV”, en esta descripción.

La secuencia A comprende una secuencia potenciadora de la expresión. La longitud de dicha secuencia A pue-
de variar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, entre 100 y 1.000 bases, aunque en una realización particular
dicha secuencia A tiene una longitud de 218 bases. Prácticamente cualquier secuencia capaz de potenciar la expre-
sión de un péptido en un animal acuático podría ser utilizada en la construcción génica de la invención; no obs-
tante, en una realización particular, dicha secuencia A comprende, o está constituida por, la secuencia de 218 bases
comprendida desde el nucleótido 1 hasta el nucleótido 218 de la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1.

La secuencia B comprende, o está constituida por, la secuencia del promotor corto de CMV. Dicha secuencia es
conocida y se encuentra presente en plásmidos comerciales, por ejemplo, en el plásmido pcDNAlAmp (Invitrogen).

En una realización práctica, la secuencia de control de expresión presente en la construcción génica de la solicitud
de patente P200402093, está formada por dichas secuencias A y B y comprende, o está constituida por, la secuencia
de 798 nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

La construcción génica de la solicitud de patente P200402093 comprende, operativamente unida a dicha secuencia
de control de expresión capaz de dirigir la expresión de un péptido inmunogénico en un animal acuático, una secuencia
de ácido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno de un animal acuático. Tal como se utiliza en
esta descripción, la expresión “operativamente unida” significa que el péptido inmunogénico es expresado en el marco
de lectura correcto bajo el control de dicha secuencia de control de expresión.

“Animal acuático”, tal como aquí se utiliza incluye a cualquier organismo multicelular que vive en el agua, típica-
mente a los peces. Preferentemente, dicho animal acuático es un animal perteneciente a una especie de pez cultivada
mediante acuicultura. Ejemplos ilustrativos de dichos animales acuáticos incluyen los peces teleósteos, tales como
peces vertebrados, por ejemplo, salmónidos (e.g., truchas, salmones, etc.), carpas, rodaballos, doradas, lubinas, etc.

El término “péptido inmunogénico de un patógeno de un animal acuático” tal como aquí se utiliza se refiere a
proteínas completas y fragmentos de las mismas, así como a péptidos que son epítopos (por ejemplo, epítopos CTL),
asociados con virus, bacterias o parásitos que provocan enfermedades en animales acuáticos. Por tanto, la secuencia de
ácido nucleico codificante de un péptido inmunogénico presente en la construcción génica de la solicitud de patente
P200402093 codifica un péptido inmunogénico derivado de un patógeno viral, bacteriano o de un parásito, de un
animal acuático.

Cuando se desee obtener inmunidad humoral, la secuencia de ácido nucleico codificante del péptido inmunogénico
será, ventajosamente, una secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína antigénica completa, o un fragmento
relativamente grande de la misma, en lugar de secuencias de ácido nucleico codificantes de fragmentos pequeños. Sin
embargo, cuando se desee obtener inmunidad celular, o cuando la inmunidad humoral pueda ser nociva para el animal
acuático, la secuencia de ácido nucleico codificante del péptido inmunogénico será, ventajosamente, una secuencia de
ácido nucleico que codifica un fragmento relativamente pequeño de la correspondiente proteína antigénica (epítopos
CTL).

En una realización particular, la construcción génica de la solicitud de patente P200402093 comprende una se-
cuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno viral, tal como un novirabdovirus, de
un animal acuático. A modo ilustrativo, dicho péptido puede ser la proteína G (pG) o la nucleoproteína (N) del virus
de la septicemia hemorrágica de la trucha (VHSV); la pG o la pN del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa
(IHNV); las proteínas VP1, VP2, VP3 o la pN estructural del virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV); la
pG de la viremia primaveral de la carpa (SVC); etc.

En otra realización particular, la construcción génica de la solicitud de patente P200402093 comprende una se-
cuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patógeno bacteriano de un animal acuático,
tal como algunas proteínas de Renibacterium, por ejemplo, la proteína p57 de R. salmoninarum. Ejemplos adicionales
ilustrativos de dichos péptidos inmunogénicos de patógenos bacterianos se citan en US 5.780.448.

Asimismo, en otra realización particular, la construcción génica de la solicitud de patente P200402093 comprende
una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un parásito patógeno de un animal acuático,
tal como los antígenos de superficie de Ichthyophthirius (US 5.780.448).

La construcción génica de la solicitud de patente P200402093 puede contener dos o más secuencias de ácidos
nucleicos que codifican dos o más péptidos inmunogénicos de uno o más patógenos de animales acuáticos. En este
caso, la secuencia de control de expresión presente en la construcción génica de la solicitud de patente P200402093
puede dirigir la expresión de dichas secuencias de ácido nucleico codificantes de dichos péptidos inmunogénicos
siempre y cuando éstas estén unidas en marco de lectura para expresar una proteína de fusión. Esta situación puede
ocurrir, por ejemplo, para expresar las proteínas VP2 y VP3 de IPNV como una proteína de fusión.
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La construcción génica de la solicitud de patente P200402093 puede obtenerse mediante el empleo de técnicas
ampliamente conocidas en el estado de la técnica (Sambrook et al., 1989).

La construcción génica de la solicitud de patente P200402093 puede encontrarse, ventajosamente, en un vector
apropiado. Por tanto, en otro aspecto, la invención se relaciona con un vector, en adelante vector de la invención, que
comprende, al menos, una construcción génica de la invención. Dicho vector puede ser un vector viral o un vector no
viral. En general, la elección del vector dependerá de la célula huésped en la que se va a introducir posteriormente. El
vector de la invención puede ser obtenido mediante métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia
(Sambrok et al., 1989).

El presente certificado de adición proporciona los mismos aspectos y realizaciones particulares que la solicitud
de patente P200402093, y proporciona los siguientes aspectos mejorados sobre el aspecto de la patente principal
P200402093.

Un aspecto general del presente certificado de adición se refiere a un vector que comprende una construcción génica
descrita en la solicitud de patente principal P200402093, donde preferentemente dicho vector contiene elementos de
un transposón de pez. Dicho transposón puede ser utilizado en la elaboración de una vacuna destinada a conferir
protección a animales acuáticos frente a patógenos de animales acuáticos, lo que constituye un aspecto adicional de
esta invención.

Un aspecto particular del presente certificado de adición se refiere a una alteración de la secuencia de control
descrita en la solicitud de patente principal P200402093, a la que se le ha deleccionado el intrón del promotor de
citomegalovirus. Dicho vector puede ser utilizado en la elaboración de una vacuna destinada a conferir protección a
animales acuáticos frente a patógenos de animales acuáticos, mediante un proceso que comprende la inmersión de
dichos animales acuáticos en un baño que contiene dicha vacuna y la sonicación de dicho baño conteniendo dichos
animales acuáticos y dicha vacuna.

Un aspecto particular del presente certificado de adición se refiere a una vacuna que comprende una alteración
de la secuencia de control descrita en la solicitud de patente principal P200402093, a la que se le ha deleccionado
el intrón del vector y opcionalmente comprende uno o más adyuvantes y/o vehículos farmacéuticamente aceptables.
Más particularmente, dicha vacuna es una vacuna de ADN. Dicha vacuna es útil para proteger animales acuáticos de
infecciones virales, bacterianas o causadas por parásitos.

Tal como se utiliza en esta descripción, el término “vacuna” se refiere a un material capaz de producir una respuesta
inmune. Por tanto, la vacuna del presente certificado de adición es capaz de inmunizar animales acuáticos frente a
enfermedades causadas por patógenos de tales animales acuáticos. Asimismo, como es conocido, la activación de la
actividad CTL (linfocitos T citotóxicos) resultante de la síntesis in vivo del péptido inmunogénico podría producir
inmunidad frente a dichas enfermedades no solo desde un punto de vista profiláctico sino también terapéutico, en
particular, tras el desarrollo de la enfermedad en animales acuáticos instalaciones de acuicultura.

La vacuna del presente certificado de adición es útil para proteger animales acuáticos susceptibles de ser infectados
por patógenos de animales acuáticos. En una realización particular, dichos patógenos son patógenos de animales
acuáticos que se crían en instalaciones de acuicultura. Ejemplos no limitativos de dichos patógenos incluyen VHSV,
IHNV, IPNV, el virus causante de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), Aeromonis salmonicida, Renibacterium
salmoninarum, Yersinia, Pasteurella (incluyendo piscicida), Vibrosis (incluyendo anguillarum y ordalii), Edwardsiella
(incluyendo ictaluri y tarda), Streptococci, Ichthyophthirius, etc.

La vacuna del presente certificado de adición puede prepararse en forma de una solución o suspensión acuosa, en
un vehículo farmacéuticamente aceptable, tal como solución salina, solución salina tamponada con fosfato (PBS), o
cualquier otro vehículo farmacéuticamente aceptable.

En el sentido utilizado en esta descripción, la expresión “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad efectiva para
el tratamiento y prevención de las enfermedades causadas por patógenos de animales acuáticos.

Los vehículos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse para formular la vacuna del presente certifica-
do de adición, tienen que ser estériles y fisiológicamente compatibles tales como, por ejemplo, agua estéril, solución
salina, tampones acuosos tales como PBS, alcoholes, polioles y similares. Además, dicha vacuna puede contener otros
aditivos, tales como adyuvantes, estabilizadores, antioxidantes, conservantes y similares. Los adyuvantes disponibles
incluyen pero no se limitan a sales o geles de aluminio, carbómeros, copolímeros en bloque no fónicos, tocoferoles,
dipéptido muramil, emulsiones aceitosas, citoquinas, etc. La cantidad de adyuvante a añadir depende de la natura-
leza propia del adyuvante. Los estabilizadores disponibles para su uso en vacunas son, por ejemplo, carbohidratos,
incluyendo sorbitol, manitol, destrina, glucosa y proteínas tales como albúmina y caseina, y tampones como fosfatos
alcalinos. Los conservantes disponibles incluyen, entre otros, timerosal, mertiolato y gentamicina.

La vacuna del presente certificado de adición puede ser administrada por cualquier vía de administración apropiada
que dé como resultado una respuesta inmune protectora frente al patógeno en cuestión, para lo cual dicha vacuna se
formulará en la forma adecuada a la vía de administración elegida. Aunque la vacuna del presente certificado de adición
puede administrarse por vía oral, intramuscular, mediante bombardeo de partículas o mediante pulverización, mediante
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métodos convencionales (US 5.780.448), para la inmunización simultánea de un gran número de animales acuáticos
resulta preferido sumergir dichos animales acuáticos en una solución que comprende la vacuna de la invención. Para
ello, la vacuna del presente certificado de adición puede prepararse en forma de una solución o suspensión acuosa, en
un vehículo farmacéuticamente aceptable, tal como solución salina, solución salina tamponada con fosfato (PBS), o
cualquier otro vehículo farmacéuticamente aceptable.

La vacuna del presente certificado de adición puede ser preparada empleando métodos convencionales conocidos
por los expertos en la materia. En una realización particular, dicha vacuna es preparada mediante la mezcla, en su caso,
del transposón de la invención con, opcionalmente, uno o más adyuvantes y/o vehículos farmacéuticamente aceptables.

Diversos ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que se obtienen muy buenos resulta-
dos cuando los animales acuáticos a inmunizar se someten a un proceso de inmersión en un baño que comprende
una vacuna del presente certificado de adición y la aplicación de ultrasonidos a dicho baño que contiene dicha va-
cuna y dichos animales acuáticos. La aplicación de ultrasonidos puede realizarse de forma simultánea o posterior a
la inmersión de los animales acuáticos en dicho baño. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teoría, se
cree que la aplicación de ultrasonidos (sonicación) abre intersticios y/o poros entre las células y tejidos y/o en las
membranas celulares de los epitelios de los animales acuáticos permitiendo de este modo que la vacuna del presente
certificado de adición penetre en el animal acuático de una manera no traumática y poco estresante para el animal
acuático.

Descripción de las figuras

Figura 1: muestra un esquema de las principales familias de transposones de peces. Los tipos más estudiados de
los transposones de peces pertenecen a los grupos de retroposones, Tc1-like, Tol2 y retrovirus. Rectángulos negros,
transcriptasa reversa en los retroposones, exones de la(s) transposasas y proteínas de los retrovirus. Los ITR, IIR y
LTR contienen elementos potenciadores.

Figura 2: muestra algunos de los elementos de 8-12 bp agrupados en 18-22 bp que componen el promotor largo de
CMV. La adición, eliminación o sustitución de algunos de estos elementos puede potenciar la actividad del promotor.

Figura 3. muestra un ejemplo del sistema de plásmidos doble SB/ITR. Para inducir transposición las células se
transfectan con: i) el plásmido donante o construcción ITR y ii) el plásmido helper que contiene la transposasa es-
pecífica para el plásmido donante. Para ensayar la transposición, las células transfectadas se ponen en presencia del
antibiótico cuyo gen de resistencia se ha colocado en la construcción ITR (en este ejemplo el G418) (Izsvak et al.,
2000). Rectángulos negros, ITR y transposasas SB. Flechas, genes de resistencia a antibióticos. CMV y promotSV40,
promotores. pA, señal de terminación de la transcripción del virus SV40.

Figura 4. muestra la alta actividad de la β-galactosidasa en células EPC de carpa cuando se transfecta dicho gen
entre las dos señales ITR del transposón SB comparadas con la baja actividad cuando se transfecta el mismo gen sin
las señales ITR. Inyectando alevines de trucha se ha demostrado un aumento de 2 veces en niveles de interferón IFN2
y Mx cuando se inyecta el gen G de VHSV entre 2 ITR comparado con el mismo gen sin ITR (Tabla 4).

Figura 5. muestra la resistencia de células EPC a la puromicina después de la transformación de dichas células con
vectores deleccionados en distintas fragmentos de la secuencia 5’ potenciadora y de control. Al deleccionar el intrón
correspondiente se produce un 5-20% de incremento de la actividad. Al deleccionar otras secuencias potenciadoras no
se obtiene una mayor actividad.

Descripción detallada de la invención

El presente certificado de adición tiene como objeto principal la utilización de transposones o algunos de sus
elementos (ITR, IIR, LTR) como vectores o como parte de los vectores para la vacunación ADN en peces.

La metodología objeto de la invención se basa en primer lugar en la adaptación del transposón SB como vector en
células de pez. Para la utilización práctica del transposón SB como vector, se separó en dos plásmidos complementa-
rios, uno llevaba la transposasa y otro las señales ITR (Figura 3).

Por otro lado, si bien en la solicitud de patente P200402093 se utilizaba una construcción que comprendía una
secuencia de ácido nucleico que codificaba un péptido inmunogénico de un patógeno acuático y una secuencia de
control de la expresión en la que dicha secuencia comprendía una secuencia potenciadora de la expresión y una
secuencia del promotor de citomegalovirus, en el presente certificado de adición, la construcción anteriormente descrita
se modificó.

Las modificaciones introducidas en dicha construcción denominada pMCV 1.4-G, se basaron en la deleción del
intrón del plásmido pMCV1.4 original. Este intrón no está incluido en la SEC. ID. NO. 1. Además esta nueva cons-
trucción se introdujo entre las dos señales ITR obteniendo de esta manera un nuevo vector denominado pT2pMCV
1.4-G. Debido a que los peces poseen transposasas endógenas, no hizo falta hacer intervenir el plásmido que contenía
la transposasa exógena.
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Tanto la transcripción del gen G (Tabla 2) como la expresión de proteínas marcadoras como la β-galactosidasa
(Tabla 3) aumentaron significativamente al usar el nuevo vector in vitro en célula transfectadas. Los experimentos
de transformación celular realizados con esta nueva construcción demostraron un aumento de 10 veces al utilizar la
construcción pT2pMCV1.4-pac respecto a la del pMCV1.4-pac (Figura 4) y un 10-20% de aumento de la eficacia de
transformación al deleccionar el intrón (Figura 5).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar pero no limitar la presente invención.

Ejemplo 1

Adaptación del transposón SB como vector en células de pez

Plásmidos y construcciones de los que se parte

Se parte de las construcciones pT2/HB (Material Transfer agreement Univ Minnesota) (Cui et al., 2002, Geurts et
al., 2003) descrita en la Figura 3.

A la secuencia original de los ITR (izquierdo y derecho) del pT/HB, se adicionaron secuencias TA que aumentaban
la frecuencia de transposición resultando en el pT2 (Cui et al., 2002).

Como plásmido de partida se ha usado principalmente el pMVC1.4 (2.8 Kpb) (Ready Vector, Madrid, Spain).
Contiene un MCS bajo el control del promotor temprano de citomegalovirus (CMV) y un pequeño intrón híbrido del
primer intrón de β-globina humana e inmunoglobulina murina. Ahora bien mientras que la mayoría de los plásmidos
comerciales contienen el promotor mínimo (<100 pb) y ∼400 pb de secuencias “enhancer”, el pMVC1.4 contiene
además ∼200 pb de secuencias “enhancer” adicionales este promotor en células EPC (Figura 5). Es decir, es mejor
que la sec. ID. nº 1 no este acompañada por ningún intrón en el 3’. Con esta construcción se ha demostrado de 3-4
veces mayor eficiencia de transfección en EPC (Rocha et al., 2004). La delección del intrón además aumenta un 10-
20% la eficacia de este promotor en células EPC (Figura 5).

Construcciones con el gen de resistencia a puromicina (pac)

Se ha comprobado que las células de EPC y los embriones de pez cebra son diez veces mas sensibles a la puromici-
na (Sanchez-Puig & Blasco, 2000) que al G418 (resultados no publicados). La EPC fué resistente tanto a la hygromi-
cina como a la zeocina (resultados no publicados). Es por ello que aunque los primeros experimentos se realizaron con
G418 (añadiendo 1000 µg/mL de G418 a los medios y utilizando las construcciones pTSVNeo y pT2SVNeo), una vez
se consiguió pasar a los vectores el gen de resistencia a la puromicina (20-50 µg/mL) se utilizó estas construcciones
para selección de transformantes.

Procedimientos similares al descrito aquí en detalle se utilizaron para subclonar los genes de la puromicina y los
promotores largos de CMV o mutantes de la pG a aquellos plásmidos que ha sido necesario (Fernández-Alonso et
al., 1999, Fernández-Alonso et al., 2001). Se obtuvieron los genes mediante una digestión preparativa a partir de 2
µg de la construcción de partida con las endonucleasas de restricción adecuadas (GibcoBRL, Postfach, Germany),
durante 2 h a 37ºC. Se trataron en las mismas condiciones 2 µg del plásmido diana. El producto de la digestión se
separó en un gel de agarosa al 1% (Sambrook et al., 1989), recuperando y purificando las bandas obtenidas, utilizando
el kit comercial SNAP (InVitroGen, USA). Se recuperaron al menos 50 ng/µl de DNA por cada banda. Se realizó
la ligación del plásmido y el inserto con extremos cohesivos (razón plásmido:inserto 2:3, 1:3 y 1:6), a temperatura
ambiente durante 2 h utilizando la T4 DNA ligasa (GibcoBRL) sobre un volumen final de 10-20 µl por mezcla de
ligación. Se incluyeron controles sin inserto (Estepa et al., 2001, Estepa et al., 1994). Después se transformaron
por electroporación bacterias competentes E. coli Top 10 y/o DH5α comerciales (Electrocompetent Cells, Clontech).
Para la electroporación, 10 µl de bacterias competentes mezcladas con 2 µl de mezcla de ligación y 20 µl de agua
preenfriadas en hielo, se electroporarón en cubetas de 0,1 cm (Eppendorf). Las condiciones de electroporación fueron
de 1,8 Kv ∼ 0,5 ms. En ambos casos después de la transformación se añadieron 0.3 ml de medio LB (10 g de triptona,
5 g de extracto de levadura y 10 g de ClNa por litro, pH 7,5) y se incubaron las bacterias a 37ºC durante 40 min.
Después se sembraron 5-50 µl en placas de TB-antibiótico de selección (100 µg/ml) y se incubaron a 37ºC durante
toda la noche.

La extracción del DNA plasmídico en minipreps se realizó a partir de 10 colonias transformadas y de una colonia
del control de ligación. Para ello, se incubaron cultivos de 3 ml de medio TB-Ampicilina/kanamicina (100 µg/ml)
con las colonias en tubos de 13 ml (Starstedt, Inc., Newton, USA) a 37ºC con agitación durante 20 h. Se recuperó
el precipitado bacteriano por centrifugación a 12.000 rpm durante 2 min y se sometió a lisis con solución STET (50
mM Tris-C1H pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 8% sacarosa, 0.1% TritonX100) y lisozima (1 mg/ml) durante 2 min a
temperatura ambiente y durante 2 min en un bloque térmico a 100ºC. Se centrifugó después a 12.000 rpm durante 8
min y se recuperó el sobrenadante, que se trató con RNasa (50 µg/ml) durante 30 min a 37ºC. Se trató el DNA durante
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5 min a temperatura ambiente con una solución al 5% de CTAB (Sigma) (0.2% final), previamente solubilizado y se
centrifugó a 12.000 rpm 10 min. El precipitado recuperado se disoció del CTAB C1Na 5 M y se precipitó el DNA con
etanol a -70ºC durante 20 min y se lavó con etanol 70% frío (Estepa et al., 2001, Estepa et al., 1994). Se resuspendió
el precipitado en H2O destilada estéril (Sigma).

Para detectar la presencia del inserto se digirió el DNA extraído de los distintos clones. La digestión se realizó
durante 2 h a 37ºC. Se separaron los productos de la digestión en un gel de agarosa al 1% y se seleccionó uno de los
clones que contenía el inserto subclonado en la dirección adecuada (Fernández-Alonso et al., 1999, Fernández-Alonso
et al., 2001).

Ensayos de transposición

Se han empleado métodos descritos anteriormente para células de mamífero (Cui et al., 2002, Ivics et al., 1997)
adaptados en nuestro laboratorio a células EPC (López et al., 2001, Rocha et al., 2004). Brevemente se transforman
monocapas de EPC a 0.5 x 106 células/mL en placas de 96 pocillos con <0.1 µg de vector transposon (pT) y <0.1 µg
de vector transposasa (SB) en 0.6 µl de Fugene (Rocha et al., 2004). Tres días después, se les añade medio de cultivo
con 1000 µg/ml de G418 o 20-50 µg/ml de puromicina. Después de 2-3 días se les cambia el medio para quitar la
gran mayoría de células muertas y 2-3 días después, se cuentan las células o 2-3 semanas después los clones supervi-
vientes después de fijarlos en 1% de glutaraldehído y teñirlos con Giemsa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 3.

Ensayos de transcripción

La obtención de RNA se realizó utilizando Trizol. Después se sintetizaron los cDNA mediante transcriptasa reversa
y se amplificaron con PCR (RT-PCR) según se describe en detalle en Tafalla et al (Tafalla et al, 2005). Los primers
para la amplificación de la proteína G por PCR se describieron con anterioridad (Estepa et al, 1995). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 2.

Ensayos in vivo

Truchas de 20 cm se inyectaron intramuscularmente con 1 µg de plásmido por trucha. Catorce días después se
aislaron sus hígados y los niveles de mRNA correspondientes a IFN2, Mx y MHCII se estimaron mediante la utiliza-
ción de primers específicos mediante RT-PCR según se describió recientemente (Tafalla et al, 2005). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Resultados

Las modificaciones introducidas son la introducción entre dos ITR de pT2 (Figura 3) de las secuencias MCV1.4-
gen y la delección del intrón presente en las construcciones anteriores. Entre los genes que se utilizaron están: la β-
galactosidada, el gen de resistencia a puromicina (pac) y el gen de la proteína G de VHSV.

Tanto la transcripción del gen G (Tabla 2) como la expresión de proteínas marcadoras como la β-galactosidasa
(Tabla 3) aumentaron significativamente al usar el nuevo vector in vitro en célula transfectadas. Los experimentos
de transformación celular realizados con esta nueva construcción demostraron un aumento de 10 veces al utilizar la
construcción pT2pMCV1.4-pac respecto a la del pMCV1.4-pac (Figura 4) y un 10-20% de aumento de la eficacia de
transformación al delecionar el intrón (Figura 5). Inyectando alevines de trucha se ha demostrado un aumento de 2
veces en los niveles de interferón IFN2 y Mx cuando se inyecta el gen G de VHSV entre 2 ITR comparado con el
mismo gen sin ITR (Tabla 4).

TABLA 2

Niveles relativos de mRNA codificante de la G en células RTG 6 días después de ser transfectadas con 0.5 µg de
plásmidos por pocillo (24 pocillos por placa)
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TABLA 3

Numero de células RTG 6 días después de ser transfectadas con 100 ng de plásmidos por pocillo
(96 pocillos por placa)

TABLA 4

Expresión relativa a GADPH de interleukinas en hígado de trucha, 14 días después de ser inyectadas con
1 µg de plásmido por trucha
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REIVINDICACIONES

1. Una construcción génica que comprende una secuencia de control de expresión capaz de dirigir la expresión de
un péptido inmunogénico en un animal acuático, y una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido inmuno-
génico de un patógeno de un animal acuático, en donde dicha secuencia de control de expresión es una secuencia de
nucleótidos que comprende una secuencia A y una secuencia B, en donde dicha secuencia A comprende una secuencia
potenciadora de la expresión, y dicha secuencia B comprende la secuencia del promotor de citomegalovirus (CMV),
y en donde el extremo 3’ de dicha secuencia A está unido al extremo 5’ de dicha secuencia B.

2. Construcción según la reivindicación 1, en la que dicha secuencia A está constituida por la secuencia de 218
bases comprendida desde el nucleótido 1 hasta el nucleótido 218 de la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1.

3. Construcción según la reivindicación 1, en la que dicha secuencia B está constituida por la secuencia del pro-
motor de CMV.

4. Construcción según la reivindicación 1, en la que dicha secuencia de control de expresión comprende la secuen-
cia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

5. Construcción según la reivindicación 1, en la que dicho péptido inmunogénico de un patógeno de un animal
acuático se selecciona entre proteínas completas y fragmentos de las mismas, y epítopos peptídicos asociados con
virus, bacterias o parásitos que provocan enfermedades en animales acuáticos.

6. Construcción según la reivindicación 5, en la que dicho péptido inmunogénico de un patógeno de un animal
acuático se selecciona entre la proteína G (pG) del virus de la septicemia hemorrágica de la trucha (VHSV); la pG del
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV); las proteínas VP1, VP2, VP3 o la proteína N estructural del
virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV); la pG de la viremia primaveral de la carpa (SVC); la proteína p57
de Renibacterium salmoninarum; y antígenos de superficie de Ichthyophthirius.

7. Construcción según la reivindicación 1, que comprende dos o más secuencias de ácidos nucleicos que codifican
dos o más péptidos inmunogénicos de uno o más patógenos de animales acuáticos.

8. Un vector que comprende una construcción génica según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Vector según la reivindicación 8, donde dicho vector es un transposón.

10. Transposón que comprende una construcción génica según cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde a
dicha construcción se ha deleccionado el intrón del promotor de citomegalovirus.

11. Uso de un transposón según la reivindicación 10 para la elaboración de una vacuna destinada a conferir pro-
tección a animales acuáticos frente a patógenos de animales acuáticos.

12. Uso de un transposón según la reivindicación 10, en la elaboración de una vacuna para su administración a
animales acuáticos mediante un proceso que comprende la inmersión de dichos animales acuáticos en un baño que
contiene dicha vacuna y la sonicación de dicho baño conteniendo dichos animales acuáticos y dicha vacuna.

13. Vacuna que comprende un transposón según la reivindicación 10, y opcionalmente uno o más adyuvantes y/o
vehículos farmacéuticamente aceptables.

14. Vacuna según la reivindicación 13, donde dicha vacuna es una vacuna de ADN.

15. Vacuna según cualquiera de las reivindicaciones 13-14, para proteger animales acuáticos susceptibles de ser
infectados por patógenos de animales acuáticos seleccionados entre el virus de la hemorragia septicémica de la trucha
(VHSV), el virus de la necrosis hematopoyética (IHNV), el virus de la necrosis pancreática infecciosa (IPNV), el
virus causante de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), Aeromonis salmonicida, Renibacterium salmoninarum,
Yersinia, Pasteurella, Vibrosis, Edwardsiella, Streptococci, e Ichthyophthirius.
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