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DESCRIPCION
Sistemas de replicdn de virus recombinantes y usos de los mismos
Aplicaciones relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad segun 35 USC § 119(e) a la solicitud provisional n.° US-62/409228,
presentada el 17 de octubre de 2016.

Incorporacién del listado de secuencias

Por la presente se incorpora a esta solicitud el material del listado de secuencias adjunto. El archivo de texto de lista
de secuencias adjunto, denominado SGI0O11WO_SeqListing.txt, se cred el 3 de octubre de 2017 y tiene 34 KB.

Campo

La presente descripcidn se refiere al campo de la biologia molecular, incluidas moléculas de &cido nucleico que
comprenden replicones virales modificados y el uso de tales moléculas de &cido nucleico para la producciéon de
productos deseados en células huésped adecuadas en cultivo celular o en un cuerpo vivo.

Antecedentes

En los dltimos afios, varios grupos diferentes de virus animales han sido sometidos a manipulacién genética ya sea
mediante recombinacién homdéloga o mediante ingenieria directa de sus genomas. La disponibilidad de sistemas de
genética inversa para virus de ADN y ARN ha creado nuevas perspectivas para el uso de virus recombinantes, por
ejemplo, como vacunas, vectores de expresién, agentes antitumorales, vectores de terapia génica y vehiculos de
administracion de farmacos.

Por ejemplo, se han desplegado muchos vectores de expresién basados en virus para la expresién de proteinas
heterdlogas en células recombinantes cultivadas. En particular, la aplicacién de vectores virales modificados para la
expresiéon génica en células huésped continlia expandiéndose. Los avances recientes a este respecto incluyen un
mayor desarrollo de técnicas y sistemas para la produccién de complejos proteicos de subunidades mudltiples y la
coexpresion de enzimas modificadoras de proteinas para mejorar la produccién de proteinas heter6logas. Otros
avances recientes con respecto a las tecnologias de vectores de expresidn viral incluyen muchas aplicaciones
avanzadas de ingenieria genémica para controlar la expresién génica, la preparacién de vectores virales, aplicaciones
de terapia génica in vivo y la creacion de vectores de administracion de vacunas. La patente WO 2014/170.493
describe el ARN de replicén de alfavirus modificado con mutaciones en la UTR 5' en las posiciones 3, 24 y 30.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de métodos y sistemas mas eficientes para expresar genes de interés en
sistemas de expresién recombinantes.

Resumen

Esta seccién proporciona un resumen general de la presente solicitud y no abarca todo su alcance ni todas
sus caracteristicas.

En un aspecto, en la presente memoria se describe una molécula de &cido nucleico que incluye un ARN de replicén
modificado, en el que el ARN de replicén modificado incluye una 5-'UTR modificada y esta desprovisto de al menos
una porcidn de una secuencia de 4cido nucleico que codifica proteinas estructurales virales. En diversas realizaciones
de este aspecto y otros aspectos de la presente descripcidn, la molécula de &cido nucleico como se describe en la
presente memoria puede incluir una o mas de las siguientes caracteristicas. En algunas realizaciones, el ARN de
replicon modificado es un ARN de replicédn de alfavirus modificado. En algunas realizaciones, el ARN de replicén de
alfavirus modificado incluye un genoma de alfavirus modificado. En las realizaciones, la UTR 5' modificada incluye una
sustitucion de nucleétidos en la posicidén 2, en donde las sustituciones de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR 5'
modificada son una sustitucion U->G.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico incluye un ARN de replicon modificado que carece de una
porcién sustancial de la secuencia de acido nucleico que codifica proteinas estructurales virales. En algunas
realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicdn como se describe en la presente memoria no
incluye ninguna secuencia de acido nucleico que codifique proteinas estructurales virales.

En diversas realizaciones de este aspecto y otros aspectos de la presente descripcion, la molécula de acido nucleico
incluye ademas uno o mas casetes de expresidn, en donde cada uno de los casetes de expresién incluye un promotor
unido operativamente a una secuencia de acido nucleico heterdloga. En algunas realizaciones, la molécula de acido
nucleico incluye al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis casetes de expresién. En algunas realizaciones, el promotor
de al menos uno de los casetes de expresién es o comprende un promotor subgendmico 26S.
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En algunas realizaciones, la secuencia de 4cido nucleico heteréloga de al menos uno de los casetes de expresion
como se describe en la presente memoria incluye una secuencia codificante de un gen de interés (GOlI, por sus siglas
en inglés). En algunas realizaciones, el GOI codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un
polipéptido terapéutico, un polipéptido profilactico, un polipéptido de diagnéstico, un polipéptido neutracéutico, una
enzima industrial y un polipéptido informador. En algunas realizaciones, el GOI codifica un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en un anticuerpo, un antigeno, un modulador inmunolégico y una citoquina. En algunas
realizaciones particulares, la secuencia codificante del GOl se optimiza para la expresidn a un nivel superior al nivel
de expresién de una secuencia codificante de referencia.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico incluye un ARN de replicén modificado que comprende un
genoma o ARN de replicon modificado de un virus que pertenece al género Alphavirus de la familia Togaviridae. En
algunas realizaciones, el genoma modificado o ARN de replicon es de un alfavirus que pertenece al grupo
VEEV/EEEV, o al grupo SF, o al grupo SIN. En algunas realizaciones, el alfavirus se selecciona del grupo que consiste
en virus de la encefalitis equina del este (EEEV), virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), virus de los
Everglades (EVEV), virus Mucambo (MUCYV), virus Pixuna (PIXV), virus de Middleburg (MIDV), virus Chikungunya
(CHIKV), virus O'Nyong-Nyong (ONNV), virus del rio Ross (RRV), virus del bosque de Barmah (BF), virus Getah (GET),
virus Sagiyama (SAGV), virus Bebaru (BEBV), virus Mayaro (MAYV), virus Una (UNAV), virus Sindbis (SINV), virus
Aura (AURAV), virus Whataroa (WHAV), virus Babanki (BABV), virus Kyzylagach (KYZV), virus de la encefalitis equina
occidental (WEEYV), virus Highland J (HJV), virus Fort Morgan (FMV), Ndumu (NDUV) y virus Buggy Creek. En algunas
realizaciones, el alfavirus es el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV).

Algunas realizaciones proporcionan una molécula de 4cido nucleico que incluye un genoma de alfavirus modificado o
un ARN de replicén que esté unido operativamente a un elemento regulador heterélogo. En algunas realizaciones, el
elemento regulador heterélogo incluye una secuencia promotora. En algunas realizaciones, la secuencia promotora
incluye una secuencia promotora de T7. En algunas realizaciones, el elemento regulador heterdlogo incluye una
secuencia de terminacidn transcripcional. En algunas realizaciones, la secuencia de terminacién transcripcional es o
comprende una secuencia de terminacién T7.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria incluye un genoma
de alfavirus modificado o un ARN de replicén que incluye un genoma de alfavirus modificado o un ARN de replicén,
en donde la molécula de acido nucleico exhibe al menos 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de Id. de sec. n.°. 1, en donde el genoma o ARN de replicén del alfavirus modificado comprende una
sustitucion U->G en la posicién 2 de la regién 5'-no traducida (UTR 5') y carece de al menos una porcién de la
secuencia que codifica la estructura viral. proteinas. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico exhibe al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad
de secuencia con la secuencia de &cido nucleico de Id. de sec. n.% 1.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria incluye un genoma
de alfavirus modificado o ARN de replicdn, en donde el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén comprende
una UTR &' que muestra al menos 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de &cido nucleico de al menos
uno de Id. de sec. n.% 2-18 y una sustitucién U->G en la posicién 2 de la UTR &', y en el que el genoma del alfavirus
modificado o el ARN de replicén carece de al menos una porcién de la secuencia que codifica proteinas estructurales
virales. En algunas realizaciones, el genoma o ARN de replicon del alfavirus modificado comprende una UTR 5' que
muestra al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de
identidad de secuencia con la secuencia de &acido nucleico de al menos una de las Id. de sec. n.% 2-18. En
determinadas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicdn carece de una porcién sustancial
de la secuencia de acido nucleico que codifica proteinas estructurales virales. En determinadas realizaciones, el
genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicdn no comprende ninguna secuencia de &cido nucleico que codifique
proteinas estructurales virales.

En un aspecto, algunas realizaciones descritas en la presente memoria se relacionan con una célula recombinante
que incluye una molécula de 4cido nucleico descrita en la presente memoria. En algunas realizaciones, la célula
recombinante es una célula procariética o una célula eucariota. En algunas realizaciones, la célula recombinante es
una célula animal. En algunas realizaciones, la célula recombinante es una célula de un animal vertebrado o una célula
de invertebrado. En algunas realizaciones, la célula recombinante se selecciona del grupo que consiste en una célula
endotelial de la arteria pulmonar equina, una célula de la dermis equina, una célula de rifion de hamster bebé (BHK),
una célula de rifidn de conejo, una célula muscular de ratén, una célula de tejido conectivo de ratén. una célula de
cuello uterino humano, una célula de laringe epidermoide humana, una célula de ovario de hamster chino (CHO), una
célula HEK-293 humana, una célula 3T3 de ratdn, una célula Vero, una célula epitelial de riién canino Madin-Darby
(MDCK), primaria célula de fibroblasto de pollo, una célula HuT78, una célula de pulmén A549, una célula HelLa, una
célula PER.C6®, una célula WI-38, una célula MRC-5, una FRhL-2 y una célula T CEM. Algunas realizaciones descritas
en la presente memoria proporcionan un cultivo celular que incluye al menos una célula recombinante como se
describe en la presente memoria.
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En un aspecto, algunas realizaciones proporcionan un método para producir un polipéptido de interés que implica
cultivar una célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico que comprende una 5-'UTR modificada y
esta desprovista de al menos una porcién de una secuencia de acido nucleico. que codifica proteinas estructurales
virales. En algunas realizaciones, la célula recombinante es una célula de vertebrado o una célula de invertebrado.

En un aspecto adicional, algunas realizaciones proporcionan un método para producir un polipéptido de interés en un
sujeto que implica administrar al sujeto una molécula de acido nucleico que comprende una 5-'UTR modificada y esta
desprovista de al menos una porcién de una Secuencia de acido nucleico que codifica proteinas estructurales virales.
En algunas realizaciones, el sujeto es humano, caballo, cerdo, primate, ratén, ganado vacuno, cerdo, oveja, conejo,
gato, perro, pajaro, pez, cabra, burro, hamster o bufalo.

Las implementaciones de realizaciones de los métodos segun la presente descripcién pueden incluir una o mas de las
siguientes caracteristicas. En algunas realizaciones, el ARN de replicon modificado es un ARN de replicdn de alfavirus
modificado. En algunas realizaciones, el ARN de replicdn de alfavirus modificado incluye un genoma de alfavirus
modificado. En algunas realizaciones, la UTR 5' modificada incluye una o mas sustituciones de nucleétidos en la
posicién 1, 2, 4 o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, al menos una de las sustituciones de
nucleétidos es una sustituciéon de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR 5' modificada. En las realizaciones, las
sustituciones de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR 5' modificada son una sustitucién U->G. En determinadas
realizaciones, el ARN de replicén modificado carece de una porcién sustancial de la secuencia de acido nucleico que
codifica proteinas estructurales virales. En algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de
replicén no incluye ninguna secuencia de acido nucleico que codifique proteinas estructurales virales.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria incluye ademas
uno o mas casetes de expresién, en donde cada uno de los casetes de expresién incluye un promotor unido
operativamente a una secuencia de acido nucleico heteréloga. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico
incluye al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos seis casetes de expresion. En
algunas realizaciones, el promotor de al menos uno de los casetes de expresién incluye un promotor subgenémico
26S. En algunas realizaciones particulares, el promotor de al menos uno de los casetes de expresidn incluye un
promotor subgenémico 26S de alfavirus. Preferiblemente, el promotor comprende un promotor subgenémico 26S de
la encefalitis equina venezolana (VEEV). En determinadas realizaciones, la secuencia de 4cido nucleico heteréloga
de al menos uno de los casetes de expresion incluye una secuencia codificante de un gen de interés (GOI). La
secuencia codificante del GOI, en algunas realizaciones, esta optimizada para la expresién a un nivel superior al nivel
de expresién de una secuencia codificante de referencia. En algunas realizaciones, el promotor unido operativamente
a la secuencia de acido nucleico heteréloga comprende una secuencia promotora heteréloga. Los promotores
heterdlogos adecuados incluyen, entre otros, elementos reguladores del sitio de entrada al ribosoma interno (IRES)
derivados de virus de la encefalomiocarditis (EMCV), virus de la diarrea viral bovina (BVDV), poliovirus, virus de la
fiebre aftosa (FMD), enterovirus 71 o virus de la hepatitis C.

En algunas realizaciones, el ARN de replicon modificado incluye un genoma o ARN de replicén modificado de un virus
que pertenece al género Alphavirus de la familia Togaviridae. En algunas realizaciones, el genoma modificado o ARN
de replicdn es de un alfavirus que pertenece al grupo VEEV/EEEV, o al grupo SF, o al grupo SIN. En algunas
realizaciones, el alfavirus se selecciona del grupo que consiste en virus de la encefalitis equina del este (EEEV), virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), virus de los Everglades (EVEV), virus Mucambo (MUCYV), virus Pixuna
(PIXV), virus de Middleburg (MIDV), virus Chikungunya (CHIKV), virus O'Nyong-Nyong (ONNV), virus del rio Ross
(RRV), virus del bosque de Barmah (BF), virus Getah (GET), virus Sagiyama (SAGV), virus Bebaru (BEBV), virus
Mayaro (MAYV), virus Una (UNAV), virus Sindbis (SINV), virus Aura (AURAV), virus Whataroa (WHAV), virus Babanki
(BABV), virus Kyzylagach (KYZV), virus de la encefalitis equina occidental (WEEV), virus Highland J (HJV), virus Fort
Morgan (FMV), Ndumu (NDUV) y virus Buggy Creek. En algunas realizaciones, el alfavirus es el virus de la encefalitis
equina venezolana (VEEV).

En algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicon estd unido operativamente a un
elemento regulador heterélogo. En algunas realizaciones, el elemento regulador heterélogo incluye una secuencia
promotora. En algunas realizaciones, la secuencia promotora incluye una secuencia promotora de T7. En algunas
realizaciones, el elemento regulador heter6logo comprende una secuencia de terminacién transcripcional. En algunas
realizaciones, la secuencia de terminacién transcripcional es 0 comprende una secuencia de terminacién T7.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico incluye un genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén,
en donde el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicdn incluye una UTR 5' que muestra al menos 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de Id. de sec. n.°: 1y una sustitucién U->G en la posicidén
2 dela UTR 5' y en el que el genoma del alfavirus modificado o el ARN de replicén carece de al menos una porcién
de la secuencia que codifica proteinas estructurales virales. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico
exhibe al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o0 100 % de
identidad de secuencia con la secuencia de 4cido nucleico de Id. de sec. n.°: 1. En algunas realizaciones, la molécula
de 4cido nucleico incluye un genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén, en donde el genoma de alfavirus
modificado o ARN de replicén incluye una UTR 5' que muestra al menos 80 % de identidad de secuencia con la
secuencia de &cido nucleico de al menos una de las |d. de sec. n.% 2-18 y una sustitucién U->G en la posicién 2 de la
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UTR &', y en el que el genoma del alfavirus modificado o el ARN de replicdn carece de al menos una porcién de la
secuencia que codifica proteinas estructurales virales. En algunas realizaciones, el genoma o ARN de replicdn del
alfavirus modificado incluye una UTR &' que muestra al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %,
al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de al menos
una de las Id. de sec. n.°: 2-18.

En un aspecto adicional, algunas realizaciones descritas en la presente memoria proporcionan polipéptidos
recombinantes producidos mediante un método seglin una o mas realizaciones descritas en la presente memoria.

En un aspecto, algunas realizaciones descritas en la presente memoria se relacionan con una composicién que incluye
un polipéptido recombinante como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, la composicion es
una composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones,
la composicién es una composicién profilactica, una composicién nutracéutica, una composicién farmacéutica o una
combinacion de las mismas.

En un aspecto adicional, algunas realizaciones descritas en la presente memoria se relacionan con una composicioén
que incluye una molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, la
composicién es una composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la composicidén es una composicién profilactica, una composicién nutracéutica, una composicién
farmacéutica o una combinacion de las mismas.

Aln en un aspecto adicional, algunas realizaciones descritas en la presente memoria se relacionan con una
composicién que incluye una célula recombinante como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones,
la composicién es una composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable. En
algunas realizaciones, la composicibn es una composicion profilactica, una composiciéon nutracéutica, una
composicidén farmacéutica o una combinacién de las mismas.

El resumen anterior es sdélo ilustrativo y no pretende ser de ninguna forma limitante. Ademas de las realizaciones y
caracteristicas ilustrativas descritas en la presente memoria, otros aspectos, realizaciones, objetos y caracteristicas
de la aplicacidn resultaran completamente evidentes a partir de los dibujos y la descripcidn detallada y
las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A muestra una alineacién de secuencia de las regiones no traducidas 5' (UTR 5') de alfavirus
representativos: Aura virus (AURAV; Id. de sec. n.% 2), virus Chikungunya (CHIKV, Id. de sec. n.®: 3), virus O'Nyong-
Nyong (Id. de sec. n.% 4, ONNV), virus Bebaru (Id. de sec. n.°: 5, BEBV), virus del bosque Semliki (Id. de sec. n.°: 6,
SFV), virus Mayaro (Id. de sec. n.%: 7, MAYV), virus Getah (ld. de sec. n.%: 8, GETV), virus Sagiyama (Id. de sec. n.°:
9, SAGV), virus Ndumu (Id. de sec. n.% 10, NDUV), virus de Middleburg (Id. de sec. n.°: 11, MIDV), virus de la encefalitis
equina del este (Id. de sec. n.% 12, EEEV), virus de Fort Morgan (Id. de sec. n.% 13, FMV), virus Buggy Creek (Id. de
sec. n.% 14, Buggy), virus de la encefalitis equina venezolana (ld. de sec. n.%: 15, VEEV), virus Whataroa (Id. de sec.
n.% 16, WHAV), virus Sindbis (Id. de sec. n.°: 17, SINV), y Bebaru virus (Id. de sec. n.%: 18, BEBV). El alineamiento de
secuencia de la figura 1A se generé usando el programa MUSCLE 3.6 con la configuracién predeterminada. En la
alineacidén de secuencias que se muestra en este documento, un guién en una secuencia alineada, que se crea
mediante el programa MUSCLE 3.6 para una alineacién éptima, representa una brecha, es decir, una falta de
nucleétido en esa posicibn. Como se analiza en detalle a continuacién, se han identificado varios residuos de
nucleétidos conservados en este analisis de comparacién de secuencias. Los asteriscos identifican residuos de
nucleétidos idénticos entre las secuencias alineadas. La figura 1B muestra una representacidn grafica de la secuencia
consenso como consenso ponderada en la que el tamafio de la letra que desigha un aminoécido determinado es
proporcional a la conservacién del residuo en las diferentes secuencias utilizadas para generar el motivo (el tamafio
de la letra denota un frecuencia relativa del residuo en esa posicién entre las secuencias alineadas). El tamafio del
carécter refleja el contenido de informacién medido en bits.

La figura 2 muestra una ilustraciéon esquematica de la estructura de un disefio de replicén de VEEV monovalente de
base ejemplar no limitante, Rep-Alfa, que incluye una secuencia promotora de T7, una secuencia UTR 5' de VEEV
que tiene una sustitucién U2->G como se describe en la presente memoria. Secuencia codificante de los polipéptidos
no estructurales nsp1, nsp2, nsp3 y nsp4 de un genoma de alfavirus. El replicbn Rep-Alfa de VEEV monovalente
bésico también contiene una secuencia promotora subgendémica 26S, una secuencia UTR 3/, una secuencia de
terminacién T7, una secuencia de poliadenilacién PolyA y una serie de sitios de restriccién Unicos disefiados para
facilitar la insercién de componentes adicionales en el replicén.

Las figuras 3 y 4 representan graficamente las estructuras de dos disefios de replicbn VEEV monovalentes
ejemplares no limitantes, en los que el gen de interés (GOIl) incorporado operativamente en el vector era un gen A
Vietnam 1203 HA (figura 3) y un gen indicador de proteina de fluorescencia verde mejorada (eGFP, por sus siglas en
inglés) (figura 4), respectivamente.
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La figura 5 resume graficamente los resultados de experimentos ejemplares que ilustran que una modificacién U2-
>G en la posicién 2 de la UTR 5' en un replicon VEEV-HA modificado no afecta la actividad biolégica del replicén
modificado. El analisis de citometria de flujo (FACS) se realizé en células sometidas a electroporacidén con un replicén
U2->G VEEV-HA modificado que expresa un gen de hemaglutinina de influenza - HA (véase también la Figura 3 para
la organizacién estructural del replicdn). Se utilizé como control un replicbn VEEV-HA de tipo salvaje, es decir, que
contenia un residuo U en la posicion 2.

La figura 6 resume graficamente los resultados de un anélisis de citometria de flujo ejemplar realizado para demostrar
que la expresién de un replicon de alfavirus que porta una modificacién U2->G en la UTR 5' no esté restringida a
ningln gen de interés (GOI) en particular. En este experimento, el replicén de alfavirus modificado se disefié para
expresar un gen indicador de la proteina verde fluorescente (GFP) (consulte también la Figura 4 para conocer la
organizacion estructural del replicén). Se demostré que la modificacién U2->G en la UTR 5' del replicon VEEV-GFP
modificado mejora la expresion del gen GFP 3 veces en relacién con la expresién detectada en un replicén de control
de tipo salvaje.

La figura 7 resume graficamente los resultados de otro anélisis de citometria de flujo ejemplar que evalla la expresion
de un gen indicador de Firefly rojo a partir de un replicén VEEV modificado. En este experimento, se demostrd que la
modificacién U2->G en la UTR 5' del replicon VEEV-rFF modificado mejora la expresion del gen de Firefly rojo 2 veces
en relacién con la expresién detectada en un replicén de control de tipo salvaje.

La figura 8 representa esquematicamente una estructura genémica y expresién genémica de alfavirus ilustrativos no
limitantes (adaptado de Strauss y col., Microbiological Reviews, pags. 491-562, septiembre de 1994). Se muestra la
organizacion del genoma de un virus SIN. Se dan los nombres de los genes no estructurales y de los genes de
proteinas estructurales. Se puede encontrar una referencia a la nomenclatura de los genes y proteinas en Strauss y
col., supra, 1994. El ARN gendmico 49S se ilustra esquematicamente en el centro, con su ORF traducido mostrado
como un cuadro abierto. Los pequefios cuadros negros son elementos de secuencia conservados; el diamante abierto
denota el codén de terminacién del 6palo con fugas. Las poliproteinas no estructurales y sus productos procesados
se muestran arriba. La terminacién en el codén de 6palo produce P123, cuya funcidn principal en la replicacién se
cree que es la de una proteinasa que actla en frans para procesar las poliproteinas en las replicasas de ARN activas;
este dominio de proteinasa se encuentra en la regién nsP2. La lectura completa del codén de parada del épalo produce
P1234, que puede formar una replicasa activa. EIl ARNm subgenémico 26S se amplia a continuacién para mostrar el
ORF estructural y sus productos de traduccién. Los polipéptidos presentes en el virién estdn sombreados. veRNA es
el complemento de cadena negativa del ARN gendémico.

Las caracteristicas anteriores y otras de la presente descripcién resultaran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcién y las reivindicaciones adjuntas, tomadas en conjunto con los dibujos adjuntos. Entendiendo que estos
dibujos representan sélo varias realizaciones segun la descripcién y no deben considerarse limitativos de su alcance;
la descripcién se describira con especificidad y detalle adicionales mediante el uso de los dibujos adjuntos.

Descripcion detallada

La presente descripcién se refiere generalmente a sistemas de expresién viral con potencial de expresioén superior que
son adecuados para expresar moléculas heterdlogas tales como, por ejemplo, vacunas y polipéptidos terapéuticos,
en células recombinantes. Por ejemplo, algunas realizaciones de la descripcién se relacionan con moléculas de acido
nucleico tales como, p. gj., construcciones y vectores de expresién, que contienen un ARN de replicén modificado que
incluye una regién 5'-no traducida modificada (UTR &') y, opcionalmente, al menos algunas de sus secuencias virales
originales que codifican proteinas estructurales que han sido eliminadas. También se incluyen seglin algunas
realizaciones de la descripcién vectores de expresién basados en virus que incluyen uno 0 mas casetes de expresion
que codifican polipéptidos heterélogos. En consecuencia, las células recombinantes que estdn modificadas
genéticamente para incluir una o mas de las moléculas de &cido nucleico descritas en la presente memoria, asi como
biomateriales y productos recombinantes derivados de dichas células también estan dentro del alcance de la solicitud.
Ademas se proporcionan en aspectos particulares de la descripcién composiciones que incluyen una o mas de las
moléculas y/o células recombinantes descritas en la presente memoria.

Los ARN (replicones) autoamplificadores basados en virus de ARN (p. gj., alfavirus) se pueden usar como sistemas
de expresién robustos. Por ejemplo, las modificaciones en la regién no traducida (UTR) 5' del virus de tipo salvaje (p.
¢j., alfavirus) pueden permitir la diseccidén de los nucleétidos de ARN clave que comprenden los elementos promotores
implicados tanto en la replicacién del ARN como en la transcripcién del ARN. El desarrollo de sistemas de expresion
viral mejorados (p. g/., alfavirus) mediante la manipulacién de la secuencia UTR 5' representa un avance importante
en el desarrollo de plataformas de replicones. Sin estar limitado por ninguna teoria particular, se cree que una ventaja
no limitante de usar alfavirus como vectores de expresién viral es que pueden dirigir la sintesis de grandes cantidades
de proteinas heterélogas en células huésped recombinantes. En particular, entre otras ventajas, los sistemas de
plataforma de replicén de alfavirus descritos en la presente memoria, en algunas realizaciones, son capaces de
expresar hasta tres veces la cantidad de proteina normalmente expresada a partir de un replicén de alfavirus. Esta
mejora es significativa dados los niveles de expresién naturalmente altos observados con los sistemas de replicones
de alfavirus estandary que la mutacién UTR 5' que imparte esta capacidad se consideraba anteriormente una mutacién
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casi letal para la replicacién y transcripcién de alfavirus. Por ejemplo, polipéptidos tales como anticuerpos terapéuticos
de cadena sencilla pueden ser mas eficaces si se expresan en niveles elevados in vivo. Ademas, para producir
anticuerpos recombinantes purificados a partir de células en cultivo (ex vivo ), la expresién elevada de proteinas a
partir de un ARN de replicon puede aumentar los rendimientos generales del producto de anticuerpo. Ademas, si la
proteina que se expresa es un antigeno de vacuna, un alto nivel de expresién puede inducir la respuesta inmune mas
sélida in vivo.

En la siguiente descripcién detallada, se hace referencia a los dibujos adjuntos, que forman parte de la misma. En los
dibujos, simbolos similares normalmente identifican componentes similares, a menos que el contexto indique lo
contrario. Las alternativas ilustrativas descritas en la descripciéon detallada, los dibujos y las reivindicaciones no
pretenden ser limitantes. Se podran utilizar otras alternativas y se podran realizar otros cambios, sin salirse del alcance
del tema aqui presentado. Se entendera facilmente que los aspectos, como se describen generalmente en la presente
memoria y se ilustran en las Figuras, se pueden disponer, sustituir, combinar y disefiar en una amplia variedad de
configuraciones diferentes, todas las cuales se contemplan explicitamente y forman parte de esta solicitud.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos de la técnica, notaciones y otros términos o terminologia
cientificos utilizados en la presente memoria pretenden tener los significados cominmente entendidos por aquellos
expertos en la técnica a la que pertenece esta solicitud. En algunos casos, los términos con significados cominmente
entendidos se definen en la presente memoria para mayor claridad y/o para una facil referencia, y la inclusién de tales
definiciones en la presente memoria no necesariamente debe interpretarse como que representa una diferencia
sustancial sobre lo que generalmente se entiende en la técnica. Muchas de las técnicas y procedimientos descritos o
a los que se hace referencia en la presente memoria se entienden bien y se emplean cominmente utilizando
metodologia convencional por parte de los expertos en la técnica.

Algunas definiciones

La forma singular “un”, “una” y “el” incluye referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Por ejemplo, el término “una célula” incluye una o més células, que comprenden mezclas de las mismas.
“Aylo B” se utiliza en la presente memoria para incluir todas las siguientes alternativas: “A”, “B”, “Ao B”y “Ay B”.

El término “aproximadamente”, como se usa en la presente memoria, tiene su significado habitual de
aproximadamente. Si el grado de aproximacién no queda claro en el contexto, “aproximadamente” significa dentro de
mas o menos el 10 % del valor proporcionado, o redondeado a la cifra significativa més cercana, en todos los casos
incluido el valor proporcionado. Cuando se proporcionan rangos, estos incluyen los valores limite.

Los términos “células™, “cultivos celulares™, “linea celular”, “células huésped recombinantes”, “células receptoras™y
“células huésped” como se usan en la presente memoria, incluyen las células objeto primarias y cualquier progenie
de las mismas, sin en cuanto al numero de transferencias. Debe entenderse que no toda la progenie es exactamente
idéntica a la célula parental (debido a mutaciones deliberadas o inadvertidas o diferencias en el entorno); sin embargo,
dicha progenie alterada esté incluida en estos términos, siempre que la progenie conserve la misma funcionalidad que
la de la célula originalmente transformada.

Como se usa en la presente memoria, el término “construccién™ pretende significar cualquier molécula de acido
nucleico recombinante tal como un casete de expresién, plasmido, césmido, virus, molécula de polinucleétido que se
replica de forma auténoma, fago o lineal o circular, monocatenario o doble, molécula polinucleotidica de ADN o ARN
de cadena simple, derivada de cualquier fuente, capaz de integracién gendémica o replicacién auténoma, que
comprende una molécula de acido nucleico donde una o mas secuencias de 4cido nucleico se han unido de una
manera funcionalmente operativa, p. €j., operativamente unidas.

El término “gen” se usa ampliamente para referirse a cualquier segmento de molécula de acido nucleico que codifica
una proteina o que puede transcribirse en un ARN funcional. Los genes pueden incluir secuencias que se transcriben
pero que no forman parte de un transcrito de ARN final, maduro y/o funcional, y los genes que codifican proteinas
pueden comprender ademas secuencias que se transcriben pero no se traducen, por ejemplo, regiones no traducidas
5' regiones no traducidas 3', intrones, etc. Ademas, los genes pueden comprender opcionalmente secuencias
reguladoras requeridas para su expresién, y tales secuencias pueden ser, por ejemplo, secuencias que no se
transcriben ni se traducen. Los genes se pueden obtener de una variedad de fuentes, incluida la clonacién de una
fuente de interés o la sintesis a partir de informacién de secuencia conocida o predicha, y pueden incluir secuencias
disefiadas para tener los parametros deseados.

El término “heterélogo” cuando se usa en referencia a un polinucleétido, un gen o una molécula de 4cido nucleico se
refiere a un polinucledtido, gen o una molécula de acido nucleico que no deriva de la especie huésped. Por ejemplo,
“gen heterdlogo™ o “secuencia de acido nucleico heterélogo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un
gen o secuencia de acido nucleico de una especie diferente a la especie del organismo huésped en el que se introduce.
Cuando se hace referencia a una secuencia reguladora de gen o a una secuencia de acido nucleico auxiliar usada
para manipular la expresion de una secuencia de gen (p. &/, una regién no traducida 5', una regién no traducida 3',
una secuencia de adicién de poli A, efc.) 0 a una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio proteico o una
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secuencia de localizacién de proteinas, “heterélogo™ significa que la secuencia reguladora o auxiliar o la secuencia
que codifica un dominio proteico o una secuencia de localizacidén proviene de una fuente diferente que el gen con el
que se codifica el gen regulador. o una secuencia de acido nucleico auxiliar o una secuencia de acido nucleico que
codifica un dominio proteico o una secuencia de localizacién se yuxtapone en un genoma. Por tanto, un promotor
unido operativamente a un gen al que no esté unido operativamente en su estado natural (por ejemplo, en el genoma
de un organismo no modificado genéticamente) se denomina en la presente memoria “promotor heterélogo”, aunque
el promotor puede derivar de la misma especie (0, en algunos casos, del mismo organismo) que el gen al que esta
vinculado. Por ejemplo, en algunas realizaciones descritas en la presente memoria, una secuencia codificante de un
gen heterélogo de interés (GOIl) no esta unida a la secuencia del replicon de EAV en su estado natural. En algunas
realizaciones, la secuencia codificante de GOl se deriva de otro organismo, tal como otro virus, bacteria, hongo, célula
humana (p. /., Ag tumoral), paréasito (p. e/., malaria), etc.

Los términos “molécula de acido nucleico” y “polinucleétido” se usan indistintamente en la presente memoria y se
refieren tanto a moléculas de ARN como de ADN, incluidas moléculas de acido nucleico que comprenden ADNc, ADN
gendmico, ADN sintético y moléculas de ADN o ARN que contienen analogos de &cidos nucleicos. Las moléculas de
acido nucleico pueden tener cualquier estructura tridimensional. Una molécula de acido nucleico puede ser bicatenaria
0 monocatenaria (p. /., una cadena sentido o antisentido). Los ejemplos no limitantes de moléculas de acido nucleico
incluyen genes, fragmentos de genes, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN
ribosémico, ARNip, microARN, ARNtracr, ARNcr, ARN guia, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes,
polinucleétidos ramificados, sondas de &cidos nucleicos y cebadores de acidos nucleicos. Una molécula de &cido
nucleico puede contener nucleétidos no convencionales o modificados. Los términos “secuencia de polinucleétidos™
y “secuencia de 4cido nucleico”, como se usan en la presente memoria, se refieren indistintamente a la secuencia de
una molécula de polinucleétido. En la presente memoria se utiliza la nomenclatura para bases de nucleétidos
establecida en 37 CFR §1,822.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser moléculas de acido nucleico de cualquier longitud, incluidas, entre otras,
moléculas de &cido nucleico que tienen entre aproximadamente 3 Kb y aproximadamente 50 Kb, por ejemplo entre
aproximadamente 3 Kb y aproximadamente 40 Kb, entre aproximadamente 3 Kb y aproximadamente 40 Kb, entre
aproximadamente 3 Kb y aproximadamente 30 Kb, entre aproximadamente 3 Kb y aproximadamente 20 Kb, entre
aproximadamente 5 Kb y aproximadamente 40 Kb, entre aproximadamente 5 Kb y aproximadamente 40 Kb, entre
aproximadamente 5 Kb y aproximadamente 30 Kb, entre aproximadamente 5 Kb y aproximadamente 20 Kb, o entre
aproximadamente 10 Kb y aproximadamente 50 Kb, por ejemplo entre aproximadamente 15 Kb y 30Kb, entre
aproximadamente 20 Kb y aproximadamente 50 Kb, entre aproximadamente 20 Kb y aproximadamente 40 Kb, entre
aproximadamente 5 Kb y aproximadamente 25 Kb, o entre aproximadamente 30 Kb y aproximadamente 50 Kb. Las
moléculas de acido nucleico también pueden tener, por ejemplo, més de 50 kb.

Los polinucleétidos de la presente descripcidn pueden ser “bioldgicamente activos” con respecto a un atributo
estructural, tal como la capacidad de un &cido nucleico para hibridarse con otro acido nucleico, o la capacidad de una
secuencia de polinucledtidos para ser reconocida y unida. por un factor de transcripcién y/o una polimerasa de
acido nucleico.

El término molécula de &cido nucleico “recombinante” o “disefiada por ingenieria genética”, como se usa en la
presente memoria, se refiere a una molécula de acido nucleico que ha sido alterada mediante intervencién humana.
Como ejemplos no limitantes, un ADNc es una molécula de ADN recombinante, como lo es cualquier molécula de
acido nucleico que haya sido generada por reaccién(es) de polimerasa in vitro, o a la que se hayan unido conectores,
0 que se haya integrado en un vector, tal como un vector de clonacidén o un vector de expresién. Como ejemplos no
limitantes, una molécula de é&cido nucleico recombinante: 1) ha sido sintetizado o modificado ex vitro, por ejemplo,
utilizando técnicas quimicas o enzimaticas (p. €j., mediante el uso de sintesis quimica de acidos nucleicos, o mediante
el uso de enzimas para la replicacion, polimerizacién, digestidén exonucleolitica, digestién endonucleolitica, ligacién,
transcripcién inversa, transcripcién, modificacion de bases (incluyendo, p. ej., metilacién) o recombinacién (incluyendo
recombinacién homéloga y especifica de sitio)) de moléculas de &cido nucleico; 2) incluye secuencias de nucledbtidos
unidas que no estan unidas en la naturaleza, 3) ha sido disefiada utilizando técnicas de clonacién molecular de modo
que carece de uno o0 més nucleétidos con respecto a la secuencia de la molécula de acido nucleico natural, y/o 4) ha
sido manipulada utilizando técnicas de clonacién molecular de tal modo que tenga uno o mas cambios o
reordenamientos de secuencia con respecto a la secuencia de acido nucleico de origen natural. Como ejemplos no
limitantes, un ADNc es una molécula de ADN recombinante, como lo es cualquier molécula de acido nucleico que
haya sido generada por reaccién(es) de polimerasa in vitro, 0 a la que se hayan unido conectores, o0 que se haya
integrado en un vector, tal como un vector de clonacién o un vector de expresion.

Como se usa en la presente memoria, una “porcidén sustancial” de una secuencia de &cido nucleico que codifica un
polipéptido estructural viral puede comprender suficiente de la secuencia de &cido nucleico que codifica el polipéptido
estructural viral para permitir la identificacion putativa de ese polipéptido, ya sea mediante evaluacién manual de la
secuencia por un experto en la técnica, 0 mediante comparacién e identificacion de secuencias automatizadas por
ordenador usando algoritmos tales como BLAST (véase, por ejemplo, en “Herramienta de blsqueda de alineacién
local basica™; Altschul SF y col., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1993). En general, un experto en la técnica reconocera que
es necesaria una secuencia de diez 0 mas aminoacidos contiguos o treinta o méas nucleétidos para identificar
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supuestamente una secuencia de polipéptido o &cido nucleico como homéloga a una proteina o gen conocido.
Ademas, con respecto a las secuencias de nucleétidos, se pueden usar sondas de oligonucleétidos especificas de
genes que comprenden de 15 a 30 nucleétidos contiguos en métodos dependientes de la secuencia de identificacién
de genes (p. gj., hibridacién Southern) y aislamiento (p. ej., hibridacién in situ de colonias bacterianas o placas de
bacteriéfagos). Ademés, se pueden usar oligonucledtidos cortos de 10 a 15 bases como cebadores de amplificacién
en PCR para obtener un fragmento de acido nucleico particular que comprende los cebadores. En consecuencia, una
“porcidn sustancial” de una secuencia de nucle6tidos comprende una cantidad suficiente de la secuencia para permitir
la identificacién y/o el aislamiento especificos de un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia. La
presente descripcién proporciona moléculas de acido nucleico que carecen de secuencias de acido nucleico parciales
o completas que codifican uno o0 mas polipéptidos estructurales virales. El experto en la técnica, que tiene el beneficio
de las secuencias descritas en la presente memoria, puede usar facilimente todas o una parte sustancial de las
secuencias descritas para fines conocidos por los expertos en esta técnica. En consecuencia, la presente solicitud
comprende las secuencias completas tal como se describen en la presente memoria, p. €j., las expuestas en el Listado
de Secuencias adjunto, asi como porciones sustanciales de esas secuencias tal como se definen anteriormente.

Como entenderg alguien con conocimientos habituales en la técnica, para todos y cada uno de los fines, tales como
en términos de proporcionar una descripciéon escrita, todos los rangos descritos en la presente memoria también
abarcan todos y cada uno de los subrangos y combinaciones posibles de subrangos de los mismos. Se puede
reconocer facilmente que cualquier rango enumerado describe suficientemente y permite dividir el mismo rango en al
menos mitades, tercios, cuartos, quintos, décimos, etc., iguales. Como ejemplo no limitante, cada rango discutido en
la presente memoria se puede descomponer faciimente en un tercio inferior, un tercio medio y un tercio superior, etc.
Como también entenderé un experto en la técnica, todos los lenguajes tales como “hasta™, “al menos”, “mayor que”,
“menor que” y el como incluir el nimero citado y hacer referencia a rangos que posteriormente pueden dividirse en
subrangos como se analizé anteriormente. Finalmente, como entendera un experto en la técnica, un rango incluye
cada miembro individual. Asi, por ejemplo, un grupo que tiene de 1 a 3 articulos se refiere a grupos que tienen 1, 2 o
3 articulos. De modo similar, un grupo que tiene de 1 a 5 articulos se refiere a grupos que tienen 1, 2, 3, 4 o 5 articulos,
y asi sucesivamente.

La discusién de los métodos generales proporcionados en la presente memoria tiene fines ilustrativos Unicamente.
Otros métodos y alternativas alternativos seran evidentes para los expertos en la técnica tras la revisién de esta
solicitud, y deben incluirse dentro del alcance de esta solicitud.

Alfavirus

Alphavirus es un género de virus relacionados genética, estructural y serolégicamente de la familia Togaviridae del
grupo IV que incluye al menos 30 miembros, cada uno con genomas de ARN monocatenario de polaridad positiva
encerrados en una nucleocépside rodeada por una envoltura que contiene proteinas de pico viral. Actualmente, el
género alfavirus comprende entre otros el virus Sindbis (SIN), el virus del bosque Semliki (SFV), el virus del rio Ross
(RRV), el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) y el virus de la encefalitis equina del este (EEEV), que son
todos estrechamente relacionados y son capaces de infectar a diversos vertebrados como mamiferos, roedores,
peces, especies de aves y mamiferos més grandes como humanos y caballos, asi como a invertebrados como
insectos. La transmision entre especies e individuos se produce principalmente a través de mosquitos, lo que hace
que los alfavirus contribuyan a la coleccién de arbovirus, o virus transmitidos por artrépodos. En particular, los virus
Sindbis y Semliki Forest han sido ampliamente estudiados y el ciclo de vida, el modo de replicacion, efc., de estos
virus estan bien caracterizados. En particular, se ha demostrado que los alfavirus se replican muy eficientemente en
células animales, lo que los hace valiosos como vectores para la produccién de proteinas y &cidos nucleicos en
dichas células.

Las particulas de alfavirus estan envueltas, tienen un didmetro de 70 nm, tienden a ser esféricas (aunque ligeramente
pleomérficas) y tienen una nucleocapside isométrica de aproximadamente 40 nm. La figura 8 representa una
estructura genémica y una expresién gendmica tipicas de alfavirus (adaptado de Strauss y col., Microbiological
Reviews, pags. 491-562, septiembre de 1994). El genoma de/ alfavirus es un ARN monocatenario de polaridad positiva
de aproximadamente 11-12 kb de longitud, que comprende una tapa en 5', una cola poli-A en 3' y dos marcos de
lectura abiertos, con un primer marco que codifica las proteinas no estructurales con funcién enzimética y un segundo
marco que codifica las proteinas estructurales virales (p. gj., la proteina C de la céapside, la glicoproteina E1, la
glicoproteina E2, la proteina E3 y la proteina 6K).

Los dos tercios 5' del genoma del alfavirus codifican una serie de proteinas no estructurales necesarias para la
transcripcién y replicaciéon del ARN viral. Estas proteinas se traducen directamente del ARN y, junto con las proteinas
celulares, forman la ARN polimerasa dependiente de ARN, esencial para la replicacion del genoma viral y la
transcripcién del ARN subgendmico. Se producen cuatro proteinas no estructurales (nsP1-4) como una sola
poliproteina que constituye la maquinaria de replicacién del virus. El procesamiento de la poliproteina se produce de
una manera altamente regulada, y la escisién en la unién P2/3 influye en el uso de la plantilla de ARN durante la
replicacién del genoma. Este sitio esta ubicado en la base de una estrecha hendidura y no es de facil acceso. Una vez
escindido, nsP3 crea una estructura de anillo que rodea a nsP2. Estas dos proteinas tienen una interfaz extensa. Las
mutaciones en nsP2 que producen virus no citopaticos o fenotipos sensibles a la temperatura se agrupan en la regién

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 107 T3

de interfaz P2/P3. Las mutaciones de P3 opuestas a la ubicacién de las mutaciones no citopaticas de nsP2 impiden
la escisién eficaz de P2/3. Esto a su vez puede afectar la infectividad del ARN alterando los niveles de produccién de
ARN viral.

El tercio 3' del genoma comprende ARN subgendmico que sirve como plantilla para la traduccién de todas las proteinas
estructurales necesarias para formar particulas virales: la proteina C de la nucleocéapside central y las proteinas de la
envoltura P62 y E1 que se asocian como heterodimero. Las glicoproteinas de superficie ancladas a la membrana viral
son responsables del reconocimiento del receptor y la entrada a las células diana a través de la fusién de la membrana.
El ARN subgenémico se transcribe a partir del promotor subgendmico p26S presente en el extremo 3' de la secuencia
de ARN que codifica la proteina nsp4. La maduracién proteolitica de P62 en E2 y E3 provoca un cambio en la superficie
viral. Juntos, los “picos™ de glicoproteina E1, E2y, a veces, E3 forman un dimero E1/E2 o un trimero E1/E2/E3, donde
E2 se extiende desde el centro hasta los Vvértices, E1 llena el espacio entre los vértices y E3, si esta presente, estéd en
el extremo distal de la espiga. Tras la exposicién del virus a la acidez del endosoma, E1 se disocia de E2 para formar
un homotrimero E1, que es necesario para que el paso de fusién una las membranas celular y viral. La glicoproteina
alfaviral E1 es una proteina de fusién viral de clase Il, que es estructuralmente diferente de las proteinas de fusién de
clase | que se encuentran en el virus de la influenza y el VIH. La glicoproteina E2 funciona para interactuar con la
nucleocapside a través de su dominio citoplasmatico, mientras que su ectodominio es responsable de unirse a un
receptor celular. La mayoria de los alfavirus pierden la proteina periférica E3, mientras que en los virus Semiliki
permanece asociada a la superficie viral.

Se ha informado que la replicacién de alfavirus tiene lugar en el citoplasma de la célula. En el primer paso del ciclo
infeccioso, el extremo 5' del ARN gendmico se traduce en una poliproteina (nsP1-4) con actividad ARN polimerasa
que produce una hebra negativa complementaria al ARN gendmico. En un segundo paso, la cadena negativa se utiliza
como plantilla para la produccién de dos ARN, respectivamente: (1) un ARN gendmico positivo correspondiente al
genoma de los virus secundarios que produce, mediante traduccién, otras proteinas nsp y actia como genoma del
virus; y (2) ARN subgendmico que codifica las proteinas estructurales del virus que forman las particulas infecciosas.
La relacion ARN genémico positivo/ARN subgendémico esté regulada por autoescisién proteolitica de la poliproteina
ennsp 1, nsp 2, nsp 3y nsp 4. En la practica, la expresidén del gen viral se produce en dos fases. En una primera fase
se produce la sintesis principal de cadenas genémicas positivas y de cadenas negativas. Durante la segunda fase, la
sintesis de ARN subgendmico es practicamente exclusiva, o que da como resultado la produccién de una gran
cantidad de proteina estructural.

Los anélisis detallados previos de las regiones no traducidas 5' (UTR 5') de alfavirus han revelado la importancia
absoluta de los nucleétidos 5' extremos para soportar la replicacién y transcripcién del ARN. En particular, como se
ilustra en la figura 1, la conservacién de un dinucledtido AU en las posiciones de nucleétidos 1y 2, respectivamente,
de la secuencia UTR &' se observa entre todos los alfavirus, lo que sugiere la importancia de estos nucleétidos. Como
se usa en la presente memoria, “A1” se refiere al nucleétido A conservado en la posiciéon 1 del nucleétido de la UTR
5' (p. e/, una UTR 5' de alfavirus), y “U2” se refiere al nucleétido U conservado en la posicion 2 del nucleétido de la
UTR %' (p. &/, una UTR &' de alfavirus). Ademés, para el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), se ha
realizado un anélisis detallado de los tres nucledtidos mas 5', asi como de la regién del bucle del tallo que se encuentra
inmediatamente después de esta secuencia. En particular, la importancia de mantener el residuo U en la posicién 2
de la UTR 5' se ha determinado previamente (Kulasegaran-Shylini y col., J. Virol. 83:17 pags. 8327-8339, 2009a; y
Kulasegaran-Shylini y col. J. Virol. 83:17 pags. 8327-8339, 2009b). Especificamente, el ARN transcrito in vitro de un
clon infeccioso de longitud completa denominado (G2)VEE/SINV que contiene un Unico cambio U2->G en la UTR 5’
demostré una pérdida de casi tres registros de infectividad en comparacién con el ARN transcrito in vitro de un clon
salvaje. clon infeccioso tipo VEE/SINV. Este informe sugiere fuertemente que la U en la posicién 2 es critica para la
replicacién del ARN y no puede ser reemplazada por una G. Sin embargo, como se describe en detalle en este
documento, un replicon VEEV con un cambio U2->G en la UTR &' es, sorprendentemente y en directa contradiccién
con este informe anterior, no solo es completamente capaz de una replicacién robusta sino que también da como
resultado tres veces el potencial de expresién de un replicon VEEV en comparacién con una UTR &' de tipo salvaje
que contiene el residuo U en la posicién 2.

Las secuencias extremas 5' y 3' de la mayoria de los virus de ARN estdn muy limitadas y se tolera poca o ninguna
variacién; la mayoria de las modificaciones tienen como resultado resultados altamente paralizados o letales para la
replicacién del ARN. Kulasegaran-Shylini y col. complet6 un anélisis en profundidad de las secuencias de nucleétidos
5' criticas para la replicaciéon del ARN para un clon infeccioso quimérico VEEV/SINV, que es representativo de todos
los alfavirus (Kulasegaran-Shylini y col. 2009a, supra). Este informe se basé en un analisis realizado a lo largo de 25
aflos por muchos investigadores que respalda claramente la restriccién en la variaciéon de la secuencia de ARN que
puede ocurrir en el extremo 5' de cualquier alfavirus en particular. El estudio Kulasegaran-Shylini y col. Articulo 2009b
(J. Virol. 83:17 p 8327-8339, 2009) establece/muestra especificamente que cambiar el nucleétido 2 en la UTR 5' de
un residuo U a un residuo G (U2->G) reduce significativamente la viabilidad de ese ARN clon infeccioso. Es decir, ese
cambio especifico en la UTR 5' redujo la actividad bioldgica del ARN clon infeccioso en casi 3 6rdenes de magnitud.
Como se describe en la presente memoria, el cambio en la UTR 5' (p. gj., un cambio U2->G) incorporado en un ARN
de replicén de VEEV (cepa TC-83) no sélo no paraliza la replicacidn del replicdn sino que en realidad puede aumentar
la capacidad biolégica. actividad del replicén. Por ejemplo, el replicdn que comprende la sustitucién U2->G puede, en
algunas realizaciones, conducir a la expresion de una proteina de interés hasta tres veces més que un replicdn de tipo
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salvaje que expresa la misma proteina. Este resultado es sorprendente y no se podria haber predicho el aumento de
la actividad biolégica del replicon que porta el cambio U2->G. Este replicdn modificado tiene el potencial de ser una
plataforma superior de expresion de ARN para respaldar aplicaciones terapéuticas y de vacunas.

Se ha observado la conservacién de los 2 nucleétidos més 5' en todo el ARN genémico de los subtipos de alfavirus.
También se ha demostrado que el dinucleétido AU conservado (A1 y U2) es criticamente necesario para la replicacidn
del ARN (Kulasegaran-Shylini y col. 2009a y 2009b, supra). La demostracién de que un ARN de replicén de alfavirus
que lleva un dinucleétido AG en el extremo 5' no sélo es completamente funcional sino que demuestra una actividad
biolégica mejorada es sorprendente y es completamente contraria al dogma en este campo.

Como se describe en la presente memoria, se pueden generar sistemas de expresién de alfavirus monogénicos o
multigénicos usando un ARN de replicén modificado que tiene actividad potenciadora de la expresién/traduccién tal
como, por ejemplo, un ARN de replicén que contiene una UTR 5' modificada. En algunas realizaciones, los sistemas
de expresién virales (p. gj., alfavirus) como se describen en la presente memoria carecen ademés de una parte o de
la region codificante completa para una o mas proteinas estructurales virales. Por ejemplo, el sistema de expresién de
alfavirus puede estar desprovisto de una porcién o de la secuencia codificante completa para una o mas de la proteina
C de la capside viral, la glicoproteina E1, la glicoproteina E2, |la proteina E3 y la proteina 6K. En algunas realizaciones,
la modificacién del nucleétido en la posicién 2 en una copia de ADNc de la secuencia UTR &' del virus de la encefalitis
equina venezolana (VEEV) de un nucleétido de timina (T) a un nucleétido de guanina (G) (mutacién T2->G), en el
contexto de un ARN de replicén, confiere al replicdn un potencial de expresién de proteinas significativamente mayor
en comparacioén con un replicdbn de VEEV con una secuencia UTR 5' de tipo salvaje.

En algunas realizaciones, el nivel de actividad de mejora de la expresién y/o traduccién de los ARN replicon
modificados como se describe en la presente memoria es de al menos 1,1, 1,2, 1,3,1,4,1,5,16,1,7,1,8,1,9,2 (2 -
veces), 3,4, 5,6, 7, 8 0o mas veces, en relacién con el nivel de expresion detectado a partir de un replicén no modificado
correspondiente, p. ej., replicdn con una UTR 5' de tipo salvaje. Sin estar limitado por ninguna teoria particular, la
traduccién mejorada puede deberse a una mejora de la transcripcién que da como resultado un mayor nivel de
transcritos disponibles para la traduccién y/o puede ser independiente de la transcripcidén y deberse, por ejemplo, a
una unién ribosomal mejorada. El nivel de actividad de mejora se puede medir mediante cualquier método y técnica
convenientes conocidos en la técnica, incluidos, entre otros, nivel de transcripcién, cantidad de proteina, actividad
proteica, etc. (véase, p. g/., los Ejemplos 1, 3-5 a continuacién).

Moléculas de acido nucleico

En un aspecto, se describen en la presente memoria nuevas moléculas de &cido nucleico que incluyen un ARN de
replicon modificado. Por ejemplo, un ARN de replicbn modificado puede comprender mutacidén(es), delecién(es),
sustitucion(es) y/o insercién(es) en una o més de las regiones gendmicas originales (p. /., marcos de lectura abiertos
(ORF) y /o regiones no codificantes (p. e/, secuencias promotoras)) del ARN replicdn original. En algunas
realizaciones, el ARN de replicén modificado incluye una regién no traducida 5' modificada (UTR 5'). En algunas
realizaciones, la UTR 5' modificada incluye una o mas sustituciones de nucleétidos en la posicién 1, 2, 4 o una
combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, al menos una de las sustituciones de nuclebtidos es una
sustitucion de nucleétidos en la posicidén 1 de la UTR 5' modificada. En las realizaciones, al menos una de las
sustituciones de nucleétidos es una sustitucién de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR 5' modificada. En algunas
realizaciones, al menos una de las sustituciones de nucleétidos es una sustitucién de nucledtidos en la posicién 4 de
la UTR %' modificada. En las realizaciones, las sustituciones de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR 5' modificada
son una sustitucién U->G. En algunos aspectos de la descripcién, la sustitucién de nucleétidos en la posicién 2 de la
UTR 5' modificada es una sustitucion U->A. En algunos aspectos de la descripcién, la sustitucién de nucleétidos en la
posicién 2 de la UTR 5' modificada es una sustituciéon U->C.

Como se usa en la presente memoria, los términos “ARN replicén” se refieren a ARN que contiene toda la informacién
genética necesaria para dirigir su propia amplificaciéon o autorreplicacién dentro de una célula permisiva. Para dirigir
su propia replicacién, la molécula de ARN 1) codifica polimerasa, replicasa u otras proteinas que pueden interactuar
con proteinas, acidos nucleicos o ribonucleoproteinas virales o derivadas de la célula huésped para catalizar el
proceso de amplificacién del ARN; y 2) contienen secuencias de ARN que actlan en cis necesarias para la replicacion
y transcripcién del ARN codificado por el replicon subgenémico. Estas secuencias pueden unirse durante el proceso
de replicacién a sus proteinas autocodificadas, o proteinas derivadas de células no autocodificadas, acidos nucleicos
o ribonucleoproteinas, o complejos entre cualquiera de estos componentes. Para los fines de la presente descripcién,
una molécula de ARN replicon derivada de alfavirus normalmente contiene los siguientes elementos ordenados:
Secuencia(s) de ARN viral o de interferencia defectuosa en 5' requeridas en cis para la replicacion, secuencias que
codifican proteinas no estructurales de alfavirus biolégicamente activas (p. ej., nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4), promotor
del ARN subgendémico, secuencias virales en 3' requerido en c¢is para la replicacién y un tracto de poliadenilato.
Ademas, el término ARN replicon generalmente se refiere a una molécula de polaridad positiva, o sentido de
“mensaje”, y el ARN replicédn puede tener una longitud diferente a la de cualquier alfavirus conocido de origen natural.
En algunas realizaciones de la presente descripcidn, el ARN de replicon no contiene las secuencias de al menos una
de las proteinas virales estructurales; las secuencias que codifican genes estructurales pueden sustituirse por
secuencias heterdlogas. En aquellos casos en los que el ARN de replicén se va a empaquetar en una particula de
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alfavirus recombinante, debe contener una o méas secuencias, las llamadas sefiales de empaquetado, que sirven para
iniciar interacciones con proteinas estructurales de alfavirus que conducen a la formacién de particulas.

Como se usa en la presente memoria, “ARN subgendmico” se refiere a una molécula de ARN de una longitud o
tamafio que es mas pequefio que el ARN gendmico del que se deriva. EI ARN subgendmico del alfavirus debe
transcribirse a partir de un promotor interno, cuyas secuencias residen dentro del ARN gendmico o su complemento.
La transcripciéon de un ARN subgendmico de alfavirus puede estar mediada por polimerasas codificadas por virus
asociadas con proteinas codificadas por células huésped, ribonucleoproteinas o una combinacién de las mismas. En
algunas realizaciones de la presente descripcion, el ARN subgenédmico se produce a partir de un ARN de replicén
modificado como se describe en la presente memoria y codifica o expresa uno o méas genes de interés (GOI). En lugar
del promotor subgendmico nativo, el ARN subgenémico puede colocarse bajo el control del sitio de entrada al ribosoma
interno (IRES) derivado de los virus de la encefalomiocarditis (EMCV), los virus de la diarrea viral bovina (BVDV), los
poliovirus y los virus de la fiebre aftosa (FMD), enterovirus 71 o virus de la hepatitis C.

En consecuencia, en algunas realizaciones, una parte o la secuencia codificante completa para una o mas proteinas
estructurales virales estan ausentes y/o modificadas en las moléculas de acido nucleico descritas en la presente
memoria. Por lo tanto, en algunas realizaciones particulares, el ARN de replicdn modificado como se describe en la
presente memoria incluye una 5-'UTR modificada y estd desprovisto de al menos una porciéon de una secuencia de
acido nucleico que codifica una o més proteinas estructurales virales, por ejemplo, desprovista de la primera., dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 méas nucleébtidos de la secuencia de acido nucleico que codifica las
proteinas estructurales virales. En algunas realizaciones, el genoma o ARN de replicon del alfavirus modificado puede
estar desprovisto de aproximadamente el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o més del
secuencia que codifica uno o més de los polipéptidos estructurales E1, E2, E3, 6K y la proteina C de la capside. En
algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado 0 ARN de replicén carece de una porcién sustancial o de la
secuencia completa que codifica uno o mas de los polipéptidos estructurales E1, E2, E3, 6K y la proteina C de la
capside. Como se usa en la presente memoria, una “porcién sustancial” de una secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina estructural viral comprende suficiente de la secuencia de &cido nucleico que codifica la proteina
estructural viral para permitir la identificacion putativa de esa proteina, ya sea mediante evaluacién manual de la
secuencia por parte de un experto en la técnica, o mediante comparacién e identificacién de secuencias automatizadas
por computadora usando algoritmos tales como BLAST (véase, por ejemplo, Altschul SF y col. 1993, supra). En
algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén carece de la secuencia completa que
codifica uno o0 més de los polipéptidos estructurales E1, E2, E3, 6K y la proteina C de la capside.

En algunas realizaciones particulares de la solicitud, la molécula de acido nucleico como se describe en la presente
memoria incluye un genoma de alfavirus modificado o un ARN de replicon que incluye un genoma de alfavirus
modificado o un ARN de replicén, en donde la molécula de acido nucleico exhibe al menos 80 % de identidad de
secuencia con el genoma de alfavirus modificado o un ARN de replicén. secuencia 4cida de Id. de sec. n.°: 1, en donde
el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén comprende una sustitucién U->G en la posicién 2 de la regién
5'-no traducida (UTR 5') y estd desprovisto de al menos una porcién de la Secuencia que codifica proteinas
estructurales virales. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico exhibe al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia
de &cido nucleico de Id. de sec. n.°: 1. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico muestra una identidad
de secuencia del 100 % con la secuencia de &cido nucleico de Id. de sec. n.% 1.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria incluye un genoma
de alfavirus modificado o ARN de replicdn, en donde el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén comprende
una UTR &' que muestra al menos 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de &cido nucleico de al menos
una UTR 5' descrita en la presente memoria y una sustitucién U->G en la posiciéon 2 de la UTR &', y en el que el
genoma del alfavirus modificado o el ARN de replicén carece de al menos una porcidn de la secuencia que codifica
proteinas estructurales virales. En algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén
comprende una UTR 5' que muestra al menos un 80 % de identidad de secuencia con al menos una de las secuencias
expuestas en las Id. de sec. n.: 2-18. En algunas realizaciones, el genoma o ARN de replicén del alfavirus modificado
comprende una UTR 5' que muestra al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %,
al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con al menos una de las secuencias establecidas en |d. de sec.
n.% 2-18. En algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o ARN de replicén comprende una UTR 5' que
muestra una identidad de secuencia del 100 % con al menos una de las secuencias expuestas en las Id. de sec. n.°:
2-18 del Listado de Secuencias.

Moléculas de &cido nucleico que tienen un alto grado de identidad de secuencia (p. g/, al menos 85 %, al menos 90 %,
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o el 100 % de la secuencia de acido
nucleico de una UTR 5' descrita en la presente memoria se puede identificar y/o aislar usando las secuencias
identificadas en la presente memoria (p. gj., Id. de sec. n.% 1-18) o cualquier otra UTR 5' de alfavirus tal como se
conoce en la técnica, por ejemplo, las secuencias que tienen los nimeros de acceso de GenBank/NCBI J02363,
NC_001547, U38305, L04653, NC_001449, U38304, X04129, NC_003215 y la genémica TR339. secuencia (Klimstra
y col,, J. Virol. 72:7357, 1988; McKnight y col., J. Virol. 70:1981, 1996), mediante analisis de secuencia del genoma,
hibridacién y/o PCR con cebadores degenerados o cebadores especificos de genes de secuencias identificadas en el
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respectivo genoma de alfavirus. Como se usa en la presente memoria, “identidad de secuencia” se refiere al grado
en que dos polinucledtidos 6ptimamente alineados son invariantes a lo largo de una ventana de alineacién de
componentes, p. gj., nucleétidos. Una “fraccién de identidad” para segmentos alineados de una secuencia de prueba
y una secuencia de referencia es el nUmero de componentes idénticos que comparten las dos secuencias alineadas
dividido por el numero total de componentes en el segmento de secuencia de referencia, p. /., la secuencia de
referencia completa o una parte definida mas pequefia de la secuencia de referencia.

Algunas realizaciones descritas en la presente memoria se refieren a moléculas de acido nucleico que comprenden
un ARN de replicbn modificado, en donde el ARN de replicén modificado comprende una secuencia de bases de
alfavirus modificada tal como, p. &j., una UTR 5', que tiene actividad potenciadora de la traduccién. Dichos ARN
replicon modificados se pueden usar para lograr niveles mejorados de expresiéon de una secuencia de &cido nucleico
heterdloga (p. ej., ADN o ADNCc) que codifica un producto deseado. En algunas realizaciones, los ARN de replicon
modificados se usan para lograr niveles mejorados de expresién de una secuencia de &cido nucleico heterélogo (p.
ej., ADN o ADNc) que codifica un producto deseado después de la introduccién de los replicones modificados en una
célula que puede ser, por ejemplo., una célula en un cultivo celular o puede ser una célula en un cuerpo vivo.

Ademas, en algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico pueden incluir un genoma de alfavirus modificado
o un ARN de replicédn que contiene una 0 mas mutaciones atenuantes para aumentar la seguridad de la manipulacién
y/o administracién del virus. La frase “mutacién atenuante” como se usa en la presente memoria significa una mutacién
de nucleétido o un aminoacido codificado en vista de dicha mutacién que da como resultado una probabilidad
disminuida de causar enfermedad en su huésped (es decir, una pérdida de virulencia), segun la terminologia estandar
en la técnica, ya sea que la mutacién sea una mutacién de sustitucién o una mutacién de insercién o delecion en el
marco. Las mutaciones atenuantes pueden estar en las regiones codificantes o no codificantes (p. ej., UTR 5') del
genoma del alfavirus. Como saben los expertos en la técnica, la frase “mutacién atenuante” excluye mutaciones o
combinaciones de mutaciones que serian letales para el virus. Ademas, los expertos en la técnica apreciaran que
algunas mutaciones atenuantes pueden ser letales en ausencia de una mutacién supresora del segundo sitio.

Las técnicas y métodos moleculares mediante los cuales se construyeron y caracterizaron estas nuevas moléculas de
acido nucleico se describen mas completamente en los Ejemplos de la presente solicitud. En la seccién de Ejemplos,
se ha utilizado el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) para ilustrar las composiciones y métodos descritos
en la presente memoria.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico son moléculas de acido nucleico recombinantes. Como se
usa en la presente memoria, el término recombinante significa cualquier molécula (p. ., ADN, ARN, polipéptido), es
decir, o resulta, aunque sea indirectamente, de la manipulacién humana. Como ejemplos no limitantes, un ADNc es
una molécula de ADN recombinante, como lo es cualquier molécula de 4cido nucleico que haya sido generada por
reaccidn(es) de polimerasa in vitro, 0 a la que se hayan unido conectores, o que se haya integrado en un vector, tal
como un vector de clonacién o un vector de expresién. Como ejemplos no limitantes, una molécula de acido nucleico
recombinante: 1) ha sido sintetizado o modificado in vitro, por ejemplo, utilizando técnicas quimicas o enzimaticas (por
ejemplo, mediante el uso de sintesis quimica de &cidos nucleicos, 0 mediante el uso de enzimas para la replicacién,
polimerizacion, digestién exonucleolitica, digestién endonucleolitica, ligacién, transcripcién inversa, transcripcién,
modificacién de bases (incluyendo, p. i, metilacién) o recombinacién (incluyendo recombinacién homdéloga y
especifica de sitio) de moléculas de &cido nucleico; 2) incluye secuencias de nucleétidos unidas que no estén unidas
por naturaleza; 3) ha sido disefiado utilizando técnicas de clonacién molecular de modo que carece de uno o0 mas
nucleétidos con respecto a la secuencia de nucledtidos natural; y/o 4) ha sido manipulado usando técnicas de
clonacién molecular de modo que tenga uno o mas cambios o reordenamientos de secuencia con respecto a la
secuencia de nucleétidos de origen natural.

En algunas realizaciones, las moléculas de &cido nucleico descritas en la presente memoria se producen usando
tecnologia de ADN recombinante (p. gj., amplificacién por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), clonacién, etc.
) 0 sintesis quimica. Las moléculas de acido nucleico como se describen en la presente memoria incluyen moléculas
de acido nucleico naturales y homoélogos de las mismas, incluidas, entre otras, variantes alélicas naturales y moléculas
de acido nucleico modificadas en las que se han insertado, eliminado y/o sustituido uno o mas residuos de nucleétidos,
de un modo tal que dichas modificaciones proporcionen la propiedad deseada para efectuar una actividad bioldgica
como se describe en la presente memoria.

Una molécula de &cido nucleico, que incluye una variante de una secuencia de &acido nucleico natural, se puede
producir usando varios métodos conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y col., en:
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N. Y.
(1989)). La secuencia de una molécula de acido nucleico se puede modificar con respecto a una secuencia natural de
la que se deriva usando una variedad de técnicas que incluyen, entre otras, técnicas de mutagénesis clasicas y
técnicas de ADN recombinante, tales como, entre otras, técnicas de mutagénesis de sitio. -mutagénesis dirigida,
tratamiento quimico de una molécula de &cido nucleico para inducir mutaciones, escisiéon con enzimas de restriccién
de un fragmento de acido nucleico, ligacién de fragmentos de acido nucleico, amplificacion por PCR y/o mutagénesis
de regiones seleccionadas de una secuencia de acido nucleico, clonacién recombinacional y sintesis, incluyendo
sintesis quimica de mezclas de oligonucleétidos y ligacién de grupos de mezclas para “construir’ una mezcla de
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moléculas de acido nucleico, y combinaciones de las mismas. Los homdélogos de moléculas de acido nucleico se
pueden seleccionar de una mezcla de moléculas de acido nucleico modificadas mediante cribado de la funcién de la
proteina o del replicén codificado por la molécula de acido nucleico y/o mediante hibridacién con un gen de tipo salvaje
o fragmento del mismo, o mediante PCR. usando cebadores que tienen homologia con una molécula o secuencia de
acido nucleico diana o de tipo salvaje.

En diversas realizaciones descritas en la presente memoria, la molécula de &cido nucleico descrita en la presente
memoria puede incluir una o méas de las siguientes caracteristicas. En algunas realizaciones, el ARN de replicén
modificado es un ARN de replicdn de alfavirus modificado. En algunas realizaciones, el ARN de replicén de alfavirus
modificado incluye un genoma de alfavirus modificado. En algunas realizaciones, la UTR 5' modificada incluye una o
mas sustituciones de nucledtidos en la posicion 1, 2, 4 o una combinacién de las mismas. En determinadas
realizaciones, al menos una de las sustituciones de nucleétidos es una sustitucién de nucledtidos en la posicién 2 de
la UTR 5' modificada. En todas las realizaciones, las sustituciones de nucleétidos en la posicién 2 de la UTR &'
modificada son una sustitucion U->G.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicdn
esta unido operativamente a un elemento regulador heter6logo. Como se usa en la presente memoria, “elemento
regulador”, “secuencia reguladora” o “secuencia del elemento regulador” se refiere a una secuencia de nuclebtidos
ubicada aguas arriba (5'), dentro o0 aguas abajo (3') de una secuencia codificante tal como, por ejemplo, una secuencia
que codifica un polipéptido o una secuencia que codifica un ARN funcional. La transcripcién de la secuencia codificante
y/o la traduccién de una molécula de ARN resultante de la transcripcién de la secuencia codificante normalmente se
ven afectadas por la presencia o ausencia del elemento regulador. Estos elementos reguladores pueden comprender
promotores, elementos cis, potenciadores, terminadores o intrones. Un experto en la técnica apreciard que los
elementos reguladores descritos en la presente memoria pueden estar presentes en un elemento de expresioén
regulador quimérico o hibrido. En algunas realizaciones, el elemento regulador heterdlogo es, o comprende, una
secuencia promotora. La secuencia promotora heterdloga puede ser cualquier secuencia promotora heteréloga, por
ejemplo, un promotor SP6, un promotor T3 o un promotor T7, o una combinacién de los mismos. En algunas
realizaciones particulares, la secuencia promotora incluye una secuencia promotora de T7.

Ademas, en algunas realizaciones, el genoma de alfavirus modificado o el ARN de replicén pueden incluir una o méas
secuencias sefial de terminacién transcripcional heterélogas. El término “sefial de terminacién de la transcripcién”,
“terminador” o “secuencia terminadora” o “terminador de la transcripcién”, como se usa indistintamente en la presente
memoria, se refiere a una seccién reguladora de la secuencia genética que hace que la ARN polimerasa cese la
transcripcién. Las secuencias sefial de terminacién transcripcional heterélogas pueden ser generalmente cualquier
secuencia sefial de terminacidn transcripcional heteréloga y, por ejemplo, una secuencia sefial de terminacién SP6,
una secuencia sefial de terminacion T3, una secuencia sefial de terminacién T7 o una variante de las mismas. En
consecuencia, las moléculas de acido nucleico segln algunas realizaciones de la descripcidén pueden incluir al menos
una de una o més secuencias sefial de terminacién transcripcional heterélogas seleccionadas del grupo que consiste
en una secuencia sefial de terminacién SP6, una secuencia sefial de terminacién T3, una secuencia sefial de
terminacién T7. secuencia, o una variante de la misma. En algunas realizaciones particulares, la secuencia de
terminacién transcripcional incluye una secuencia sefial de terminacion de T7.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria pueden incluir uno o mas
casetes de expresién. En principio, las moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria generalmente
pueden incluir cualquier nimero de casetes de expresién. En algunas realizaciones particulares, las moléculas de
acido nucleico descritas en la presente memoria pueden incluir al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos
cinco o al menos seis casetes de expresion. Como se usa en la presente memoria, el término “casete de expresion”
se refiere a una constructo de material genético que contiene secuencias codificantes y suficiente informacién
reguladora para dirigir la transcripcién y/o traduccién adecuada de las secuencias codificantes en una célula receptora,
in vivo ylo ex vivo. El casete de expresién se puede insertar en un vector para dirigirlo a una célula huésped deseada
y/o a un sujeto. Ademas, el término casete de expresién puede usarse indistintamente con el término “construccion
de expresién”. En algunas realizaciones, el término “casete de expresién” se refiere a una construccién de acido
nucleico que incluye un gen que codifica una proteina o ARN funcional unido operativamente a elementos reguladores
tales como, por ejemplo, un promotor y/o una sefial de terminacién, y opcionalmente, cualquier o una combinacién de
otras secuencias de acidos nucleicos que afectan la transcripcién o traduccién del gen.

Eltérmino “unido operativamente”, como se usa en la presente memoria, denota un enlace funcional entre dos 0 més
secuencias. Por ejemplo, un enlace operativamente entre un polinucleétido de interés y una secuencia reguladora (por
ejemplo, un promotor) es un enlace funcional que permite la expresién del polinucleétido de interés. En este sentido,
el término “unido operativamente™ se refiere al posicionamiento de una regién reguladora y una secuencia codificante
a transcribir de modo que la regidén reguladora sea eficaz para regular la transcripcidén o traduccién de la secuencia
codificante de interés. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el término “unido operativamente”
denota una configuracién en la que una secuencia reguladora se coloca en una posicién apropiada con respecto a
una secuencia que codifica un polipéptido o ARN funcional de modo que la secuencia de control dirige o regula la
expresion o localizacién celular. del ARNm que codifica el polipéptido, el polipéptido y/o el ARN funcional. Por tanto,
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un promotor esta en enlace operable con una secuencia de acido nucleico si puede mediar en la transcripcién de la
secuencia de acido nucleico. Los elementos vinculados operativamente pueden ser contiguos o no contiguos.

Las técnicas basicas para unir operativamente dos o mas secuencias de ADN entre si son familiares para el experto,
y dichos métodos se han descrito en varios textos para la manipulacién bioldgica molecular estdndar (véase, por
ejemplo, Maniatis y col., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York; y Gibson y col., Nature Methods 6:343-45, 2009).

En consecuencia, las moléculas de 4cido nucleico proporcionadas en la presente memoria pueden encontrar uso, por
ejemplo, como un vector de expresién que, cuando incluye un elemento regulador unido operativamente a una
secuencia de acido nucleico heteréloga, puede afectar la expresién de la secuencia de acido nucleico heteréloga. En
algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos heteréloga incluye una secuencia codificante de un gen de interés
(GOI). En algunas realizaciones, la secuencia codificante del GOl se optimiza para la expresién a un nivel superior al
nivel de expresiéon de una secuencia codificante de referencia. En algunas realizaciones, la secuencia codificante de
referencia es una secuencia que no ha sido optimizada. En algunas realizaciones, la optimizacién de la secuencia
codificante de GOI puede incluir optimizacién de secuencia. Con respecto a la optimizacién de secuencias de
nucleétidos, la degeneracién del cédigo genético proporciona la posibilidad de sustituir al menos una base de la
secuencia codificante de la proteina de un gen con una base diferente sin causar que la secuencia de aminoacidos
del polipéptido producido a partir del gen cambie. ser cambiado. Por lo tanto, las moléculas de acido nucleico de la
presente solicitud también pueden tener cualquier secuencia de bases que haya sido cambiada con respecto a
cualquier secuencia de polinucleétidos descrita en la presente memoria mediante sustitucién segln la degeneracién
del cédigo genético. Las referencias que describen el uso de codones estan disponibles plblicamente. En algunas
realizaciones, se pueden producir variantes de secuencia de polinucleétidos por una variedad de razones, p. /., para
optimizar la expresién para un huésped particular (p. &f., cambiar el uso de codones en el ARNm de alfavirus a los
preferidos por otros organismos tales como humanos, hamsteres, ratones 0 mono).

El polipéptido codificado por un GOl generalmente puede ser cualquier polipéptido y puede ser, por ejemplo, un
polipéptido terapéutico, un polipéptido profilactico, un polipéptido de diagnéstico, un polipéptido nutracéutico o una
enzima industrial. En algunas realizaciones, el GOI codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un
anticuerpo, un antigeno, un modulador inmunolégico y una citoquina.

En algunas realizaciones, la secuencia codificante del GOl se optimiza para una propiedad deseada. En algunas
realizaciones, la secuencia codificante del GOI se optimiza para la expresién a un nivel superior al nivel de expresion
de una secuencia codificante de referencia.

En algunas realizaciones, el genoma o ARN de replicén modificado descrito en la presente memoria es un genoma o
ARN de replicdn de un alfavirus, tal como un genoma o ARN de replicdn de una especie viral que pertenece al género
Alphavirus de la familia Togaviridae. En algunas realizaciones, el genoma modificado o ARN de replicén es de un
alfavirus que pertenece al grupo VEEV/EEEV, o al grupo SF, o al grupo SIN (para una revisién, véase, p. ej., Strauss
y Strauss. Microbiol. Rev. 58:3 pags. 492-562, 1994). Los ejemplos no limitantes de alfavirus del grupo SF incluyen el
virus del bosque Semliki, el virus O'Nyong-Nyong, el virus del rio Ross, el virus Middelburg, el virus Chikungunya, el
virus del bosque Barmah, el virus Getah, el virus Mayaro, el virus Sagiyama, el virus Bebaru y el virus Una. Los
ejemplos no limitantes de alfavirus del grupo SIN incluyen el virus Sindbis, el virus Girdwood SA, el arbovirus
sudafricano n.° 86, el virus Ockelbo, el virus Aura, el virus Babanki, el virus Whataroa y el virus Kyzylagach. Los
ejemplos no limitantes de alfavirus del grupo VEEV/EEEYV incluyen el virus de la encefalitis equina del este (EEEV), el
virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), el virus de los Everglades (EVEV), el virus Mucambo (MUCV), el
virus Pixuna (PIXV), el virus Middleburg (MIDV)., virus chikungunya (CHIKV), virus O'Nyong-Nyong (ONNV), virus del
rio Ross (RRV), virus del bosque de Barmah (BF), virus Getah (GET), virus Sagiyama (SAGV), virus Bebaru (BEBV),
Mayaro virus (MAYV) y virus Una (UNAV).

Los ejemplos no limitantes de especies de alfavirus incluyen el virus de la encefalitis equina del este (EEEV), el virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), el virus de los Everglades (EVEV), el virus Mucambo (MUCYV), el virus
Pixuna (PIXV), el virus Middleburg (MIDV)., virus Chikungufia (CHIKV), virus O'Nyong-Nyong (ONNV), virus del rio
Ross (RRV), virus del bosque de Barmah (BF), virus Getah (GET), virus Sagiyama (SAGV), virus Bebaru (BEBV),
Mayaro virus (MAYV), virus Una (UNAV), virus Sindbis (SINV), virus Aura (AURAV), virus Whataroa (WHAV), virus
Babanki (BABV), virus Kyzylagach (KYZV), virus de la encefalitis equina occidental (WEEV), virus de las Tierras Altas
Virus J (HJV), virus Fort Morgan (FMV), virus Ndumu (NDUV) y virus Buggy Creek. Son adecuadas tanto cepas de
alfavirus virulentas como avirulentas. En algunas realizaciones particulares, el genoma o ARN de replicon modificado
es de un virus Sindbis (SIN), un virus del bosque Semliki (SFV), un virus del rio Ross (RRV), un virus de la encefalitis
equina venezolana (VEEV) o un virus de la encefalitis equina del este. virus (EEEV). En algunas realizaciones, el
genoma modificado o ARN de replicdn es de un virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV).

Células recombinantes

En un aspecto, algunas realizaciones descritas en la presente memoria se relacionan con un método para transformar
una célula que incluye introducir en una célula huésped, tal como una célula animal, una molécula de acido nucleico
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como se proporciona en la presente memoria, y seleccionar o seleccionar una célula transformada. Los términos
“célula huésped™ y “célula huésped recombinante™ se usan indistintamente en la presente memoria. Se entiende que
dichos términos se refieren no sélo a la célula en cuestién en particular sino también a la progenie o progenie potencial
de dicha célula. Como pueden producirse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a
mutacién o influencias ambientales, tal descendencia puede no ser, de hecho, idéntica a la célula progenitora, pero
aun se incluye dentro del alcance de la expresién como se usa en la presente memoria. En algunas realizaciones, la
molécula de acido nucleico se introduce en una célula huésped mediante un procedimiento de electroporacién o un
procedimiento biolistico.

En un aspecto relacionado, algunas realizaciones se refieren a células huésped recombinantes, por ejemplo, células
animales recombinantes que incluyen una molécula de &cido nucleico descrita en la presente memoria. La molécula
de &cido nucleico puede integrarse de modo estable en el genoma del huésped, o puede replicarse episomalmente, o
estar presente en la célula huésped recombinante como un vector de expresién en minicirculo para una expresién
estable o transitoria. En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en la presente memoria, la molécula de
acido nucleico se mantiene y replica en la célula huésped recombinante como una unidad episomal. En algunas
realizaciones, la molécula de acido nucleico se integra de modo estable en el genoma de la célula recombinante. La
integracién estable se puede completar utilizando técnicas clasicas de recombinacién gendmica aleatoria o con
técnicas de edicién del genoma mas precisas, como el uso de CRISPR/Cas9 dirigido por ARN guia, o la edicién del
genoma con endonucleasa guiada por ADN NgAgo (Natronobacterium gregoryi Argonaute), o la edicién del genoma
TALEN (activador de transcripcion similar a las nucleasas efectoras). En algunas realizaciones, la molécula de &cido
nucleico estd presente en la célula huésped recombinante como un vector de expresiéon en minicirculo para una
expresion estable o transitoria.

En algunas realizaciones, las células huésped pueden modificarse genéticamente (p. &/., transducirse o transformarse
o transfectarse) con, por ejemplo, una construccién de vector de la presente solicitud que puede ser, por ejemplo, un
vector para recombinaciéon homéloga que incluye acido nucleico. secuencias homdélogas a una porcidén del genoma de
la célula huésped, o puede ser un vector de expresién para la expresion de cualquiera o una combinacion de los genes
de interés. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula viral, un fago, etc. En algunas
realizaciones, también se puede disefiar un vector para la expresién de un polipéptido de interés para su integracion
en el huésped, p. g/, mediante recombinacién homéloga. El vector que contiene una secuencia de polinucleétidos
como se describe en la presente memoria, p. gj., se puede emplear una molécula de acido nucleico que comprende
un genoma de alfavirus modificado o un ARN de replicén, asi como, opcionalmente, un marcador seleccionable o un
gen indicador, para transformar una célula huésped apropiada.

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden implementarse para ingenieria genética de
cualquier especie, incluidas, entre otras, especies procaridticas y eucariotas. Las células huésped adecuadas para
modificar usando las composiciones y métodos segln la presente descripcidn pueden incluir, entre otras, células de
algas, células bacterianas, heterocontas, células fungicas, células quitridio, microhongos, microalgas y células
animales. En algunas realizaciones, las células animales son células animales invertebradas. En algunas
realizaciones, las células de animales vertebrados son células de mamiferos. Las células huésped pueden ser células
no transformadas o células que ya han sido transfectadas con al menos una molécula de acido nucleico.

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria se pueden usar, por ejemplo, con células objeto y/o
huésped que son importantes o interesantes para la acuicultura, la agricultura, la cria de animales y/o para aplicaciones
terapéuticas y medicinales, incluida la produccién de polipéptidos utilizados. en la fabricaciéon de vacunas, productos
farmacéuticos, productos industriales, productos quimicos y similares. En algunas realizaciones, las composiciones y
métodos descritos en la presente memoria se pueden usar con células huésped de especies que son huéspedes
naturales de alfavirus, como roedores, ratones, peces, aves y mamiferos mas grandes como humanos, caballos,
cerdos, monos y simios. asi como invertebrados. Especies particularmente preferidas, en algunas realizaciones de la
solicitud, son especies de animales vertebrados y especies de animales invertebrados. En principio, se puede utilizar
generalmente cualquier especie animal y puede ser, por ejemplo, humanos, perros, pajaros, peces, caballos, cerdos,
primates, ratones, vacas, cerdos, ovejas, conejos, gatos, cabras, burros, hamsteres o bufalo. Ejemplos no limitantes
de especies de aves adecuadas incluyen pollo, pato, ganso, pavo, avestruz, emu, cisne, pavo real, faisan, perdiz y
pintada. En algunas realizaciones particulares, la especie de pez es una especie de salmén. También son adecuadas
las células primarias de mamifero y los tipos de células continuas/inmortalizadas. Los ejemplos no limitantes de células
huésped animales adecuadas incluyen, entre otros, células endoteliales de la arteria pulmonar equina, células de la
dermis equina, células de riibn de hamster bebé (BHK), células de riibn de conejo, células musculares de ratén,
células de tejido conectivo de ratén, células de cuello uterino humano, célula epidermoide de laringe humana, célula
de ovario de hamster chino (CHO), célula HEK-293 humana, célula 3T3 de ratén, célula Vero, célula epitelial del rifién
canino Madin-Darby (MDCK), célula primaria de fibroblastos de pollo, una célula HuT78, célula pulmonar A549, célula
Hela, célula PER.C6®, célula WI-38, célula MRC-5, FRhL-2 y célula T CEM. En algunas realizaciones, la célula
huésped es una célula de rifidn de cria de hamster. En algunas realizaciones, la célula de rifién de cria de hamster es
una célula BHK-21.

Las técnicas para transformar una amplia variedad de las células y especies huésped mencionadas anteriormente se
conocen en la técnica y se describen en la literatura técnica y cientifica. En consecuencia, los cultivos celulares que
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incluyen al menos una célula recombinante como se describe en la presente memoria también estan dentro del alcance
de esta solicitud. En la técnica se conocen métodos y sistemas adecuados para generar y mantener cultivos celulares.

Métodos para producir polipéptidos

Las células huésped de la presente descripcién, tales como una célula huésped procariética o eucariota, se pueden
usar para producir (es decir, expresar) una molécula de interés tal como, p. gj., un polipéptido, codificado en un marco
de lectura abierto de un gen de interés (GOI) como se describe en la presente memoria. Por lo tanto, la presente
solicitud proporciona ademés métodos para producir una molécula de interés tal como, p. &j., un polipéptido, utilizando
las células huésped de la descripcion, que pueden ser, por ejemplo, células en cultivo celular o pueden ser células en
un cuerpo Vvivo.

En consecuencia, algunas realizaciones descritas en la presente memoria proporcionan métodos para producir un
polipéptido de interés en una célula huésped. Dicho método incluye el cultivo de una célula huésped recombinante,
que incluye una molécula de 4cido nucleico segln uno cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores. En
algunas realizaciones, los métodos incluyen cultivar la célula huésped de la invencién (en la que se ha introducido un
vector de expresién recombinante que codifica la molécula de interés) en un medio adecuado de modo que se
produzca la molécula de interés. En algunas realizaciones, los métodos incluyen ademas aislar la molécula de interés
del medio o de la célula huésped.

En otro aspecto, la descripcién se refiere a métodos para producir un polipéptido de interés en un sujeto, incluyendo
la administracién al sujeto de una molécula de acido nucleico segln uno cualquiera de los aspectos y
realizaciones anteriores.

Las células huésped y/o sujetos adecuados para su uso en los métodos y composiciones descritos en la presente
memoria incluyen, entre otras, especies procaridticas y eucariotas. Las células huésped adecuadas para modificar
usando las composiciones y métodos seguln la presente descripciéon pueden incluir, entre otras, células de algas,
células bacterianas, heterocontas, células fungicas, células quitridio, microhongos, microalgas y células animales. En
algunas realizaciones, las células animales son células animales invertebradas. En algunas realizaciones, las células
de animales vertebrados son células de mamiferos. Las células huésped pueden ser células no transformadas o
células que ya han sido transfectadas con al menos una molécula de 4cido nucleico. En consecuencia, las muestras
biolégicas, la biomasa y la progenie de una célula recombinante segln uno cualquiera de los aspectos y realizaciones
anteriores también estan dentro del alcance de la presente solicitud. Por tanto, como se analiza con més detalle a
continuacién, los polipéptidos producidos mediante un método segln este aspecto de la solicitud también estan dentro
del alcance de esta solicitud.

En algunas realizaciones, la célula recombinante es una célula animal. La produccién de proteinas terapéuticas a
pequefia y gran escala es un campo importante de desarrollo en la industria farmacéutica, porque se cree que las
proteinas producidas en células animales generalmente tienen un procesamiento adecuado y una modificacién
postraduccional y, por lo tanto, tienen una actividad adecuada para el tratamiento de la condicién fisiolégica. En
principio, se puede utilizar generalmente cualquier especie animal y puede ser, por ejemplo, humanos, perros, péjaros,
peces, caballos, cerdos, primates, ratones, vacas, cerdos, ovejas, conejos, gatos, cabras, burros, hamsteres o bufalo.
Ejemplos no limitantes de especies de aves adecuadas incluyen pollo, pato, ganso, pavo, avestruz, emu, cisne, pavo
real, faisén, perdiz y pintada. En algunas realizaciones particulares, la especie de pez es una especie de salmén.
También son adecuadas las células primarias de mamifero y los tipos de células continuas/inmortalizadas. Los
ejemplos no limitantes de células huésped animales adecuadas incluyen, entre otros, células endoteliales de la arteria
pulmonar equina, células de la dermis equina, células de rifién de hamster bebé (BHK), células de riidn de conejo,
células musculares de ratén, células de tejido conectivo de ratén, células de cuello uterino humano, célula epidermoide
de laringe humana, célula de ovario de hamster chino (CHO), célula HEK-293 humana, célula 3T3 de ratén, célula
Vero, célula epitelial del rifién canino Madin-Darby (MDCK), célula primaria de fibroblastos de pollo, una célula HuT78,
célula pulmonar A549, célula Hela, célula PER.C6®, célula WI-38, célula MRC-5, FRhL-2 y célula T CEM. En algunas
realizaciones, la célula huésped es una célula de rifién de cria de hamster. En algunas realizaciones, la célula de rifidn
de cria de hamster es una célula BHK-21.

Polipéptidos recombinantes

Algunos aspectos descritos en la presente memoria se relacionan con polipéptidos recombinantes producidos
mediante un método seglin una o més realizaciones descritas en la presente memoria. Los polipéptidos recombinantes
de la presente solicitud generalmente pueden ser cualquier polipéptido recombinante y pueden ser, por ejemplo, uno
o0 més de polipéptidos terapéuticos, polipéptidos profilacticos, polipéptidos de diagndstico, polipéptidos nutracéuticos,
enzimas industriales y polipéptidos indicadores. En algunos aspectos descritos en la presente memoria, los
polipéptidos recombinantes pueden ser uno 0 mas de anticuerpos, antigenos, inmunomoduladores y citocinas. En
algunos aspectos descritos en la presente memoria, el polipéptido de interés puede tener actividad terapéutica
o profilactica.

Composiciones
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Algunos aspectos descritos en la presente memoria se relacionan con una composicién que comprende cualquiera de
los polipéptidos recombinantes descritos en la presente memoria. La composicién puede ser, por ejemplo, una
composicién nutracéutica, una composicidn profilactica, una composicién farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable o una mezcla de los mismos. En algunos aspectos, las composiciones de la presente
solicitud se pueden utilizar como vacuna.

Algunos aspectos descritos en la presente memoria se relacionan con una composicién que incluye cualquiera de las
moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria. La composicién puede ser, por ejemplo, una
composicién nutracéutica, una composicidn profilactica, una composicién farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable o una mezcla de los mismos. En algunos aspectos, las composiciones de la presente
solicitud se pueden utilizar como vacuna.

Algunos aspectos descritos en la presente memoria se relacionan con una composicién que incluye cualquiera de las
células recombinantes descritas en la presente memoria. La composiciéon puede ser, por ejemplo, una composicién
nutracéutica, una composicién profilactica, una composicién farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable o una mezcla de los mismos. En algunos aspectos, las composiciones de la presente
solicitud se pueden utilizar como vacuna.

Como se usa en la presente memoria, el término “portador farmacéuticamente aceptable™ significa un portador que
es util para preparar una composicién o formulacién farmacéutica que es generalmente segura, no téxica y ni
biolégicamente ni de otro modo indeseable, e incluye un portador que es aceptable para uso veterinario asi como para
uso farmacéutico humano. En algunas realizaciones, un portador farmacéuticamente aceptable es tan simple como
agua, pero también puede incluir, por ejemplo, una solucién de concentracién de sal fisiolégica. En algunas
realizaciones, un portador farmacéuticamente aceptable puede ser, o puede incluir, estabilizadores, diluyentes y
tampones. Como estabilizadores entran en consideracién, por ejemplo, SPGA, hidratos de carbono (como leche en
polvo, albumina sérica o caseina) o sus productos de degradacién. Los tampones adecuados son, por ejemplo,
fosfatos de metales alcalinos. Los diluyentes incluyen agua, tampones acuosos (como solucién salina tamponada),
alcoholes y polioles (como glicerol). Para la administracion a animales o seres humanos, la composicién segun la
presente solicitud se puede administrar, entre otfras cosas, por via intranasal, mediante pulverizacién, por via
intradérmica, subcutanea, oral, mediante aerosol o por via intramuscular.

No se admite que cualquier referencia citada en la presente memoria constituya técnica anterior. La discusién de las
referencias expresa lo que afirman sus autores, y los inventores se reservan el derecho de cuestionar la exactitud y
pertinencia de los documentos citados. Se entendera claramente que, aunque en la presente memoria se hace
referencia a varias fuentes de informacion, incluidos articulos de revistas cientificas, documentos de patente y libros
de texto; esta referencia no constituye una admisién de que cualquiera de estos documentos forme parte del
conocimiento general comun en el arte.

La discusién de los métodos generales proporcionados en la presente memoria tiene como objetivo Gnicamente fines
ilustrativos. Otros métodos y alternativas alternativos serén evidentes para los expertos en la técnica tras la revision
de esta descripcidn, y deben incluirse dentro del alcance de esta solicitud.

Ejemplos

Se describen alternativas adicionales se describen con més detalle en los siguientes ejemplos, que no pretenden
limitar el alcance de las reivindicaciones.

Ejemplo 1

Procedimientos experimentales generales

Transcripcién in vitro

Las reacciones de transcripcidn in vitro (IVT, por sus siglas en inglés) se realizaron utilizando 1 pg de plantilla de ADN
preparada como se describe anteriormente, en una reaccién de 20 pl durante una incubacién de una hora a 37 °C
(cat. n.° NEB E2065S). Luego se afiadié 1 unidad de DNasa |, proporcionada por el proveedor, directamente a la
reaccién IVT y se incubd a 37 °C durante 15 minutos més. Luego las reacciones se colocaron en hielo y se purificaron
usando el método sugerido por el fabricante (Qiagen Cat. n.° 74104). Luego se cuantificé el ARN purificado utilizando
un espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop 2000c. El ARN se visualizé mediante electroforesis a través de geles de
agarosa al 0,8 % (Life Technologies, cat. n.° G5018-08) y se comparé con Millennium RNA Marker (Ambion, cat. n.°
AM7150), antes de proceder con la electroporacion.

Se purificaron plantillas de ADN plasmidico (Qiagen, cat. n.° 12163) a partir de 300 ml de cultivos saturados de E. coli

TransforMax Epi300 (Epicentre, cat. n.° EC300105) cultivados en medio caldo LB (Teknova, cat. n.° L8000 086)
suplementado con 50 ng/ ml de carbacilina (Teknova, cat. n.° NC9730116). El ADN plasmidico se linealizé6 mediante
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digestién con Not-l (New England Biolabs NEB, cat. n.° R3189S) durante una hora a 37 °C. Luego se volvié a purificar
el ADN molde linealizado (Zymo, cat. n.° D4003) y se analizé mediante gel de agarosa al 0,8 % (Life Technologies,
cat. n.° G5018-08) frente a una escalera de ADN comercial de 2 log (New England Biolabs, NEB, cat. n.° N3200S). Se
confirmé la presencia de una sola banda en cada muestra, correspondiente al tamafio de fragmento esperado de la
plantilla de ADN lineal, antes de proceder con la transcripcién in vitro.

Transfeccién y analisis

En un experimento tipico de ftransfeccién celular, se introdujo ARN replicén en células BHK-21 mediante
electroporacién utilizando el kit SF Cell Line Nucleofector™ para el sistema 4D-Nucleofector™ (Lonza). Se recogieron
células BHK-21 usando tripsina al 0,25 % y se lavaron una vez con PBS frio. Las células se resuspendieron en tampén
SF a una densidad celular de 1 x 10° células por 20 ul de reaccién de electroporacion. Se electroporaron tres
microgramos de ARN en células por triplicado en una cubeta-tira de 16 pocillos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Las células electroporadas se recuperaron en placas que contenian medio Eagle modificado por
Dulbecco que contenia suero bovino fetal al 10 %, seguido de una incubacién durante 16 a 18 h en condiciones
estandar de cultivo celular.

Se realizaron analisis intracelulares de la eficacia de la transfeccién de replicones y la produccién de proteinas
mediante citometria de flujo. Las células BHK-21 transfectadas se fijaron y permeabilizaron utilizando concentrado de
fijacién/permanente y tampén de permeabilizacién (eBioscience). Las células se incubaron con anticuerpos para la
produccién de ARN bicatenario (anticuerpo monoclonal J2 anti-ARNbc IgG2A, English & Scientific Company)
conjugado con R-ficoeritrina (Innova Biosciences). La produccién de antigeno se evalué mediante incubacién adicional
con anticuerpos especificos de antigeno conjugados con PE-Cy5 (Innova Biosciences) (p. &/., anticuerpos para Renilla
verde, Firefly roja, HA o RSV-FO (Abcam)). Luego, las células se lavaron una vez y se analizaron utilizando un
clasificador de células Fusion FACSAria™ (BD Biosciences) o un clasificador de células FACSAria™ Il (BD
Biosciences). Antes de la recoleccion de la muestra, se procesaron células BHK-21 transfectadas tefiidas con colores
Unicos para controles de compensacién. Los datos se recopilaron utilizando FACSDiva (BD Biosciences) y se
analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo. La seleccién inicial se realizd para excluir células muertas y
desechos mediante graficos de dispersién frontal y lateral. Se realizaron controles adicionales para identificar
poblaciones de células que eran positivas tanto para ARNbc (R-PE-positivo) como para expresién de proteinas (PE-
Cy5-positivo o FITC-positivo para expresion de GFP). Se recogieron frecuencias e intensidades medias de
fluorescencia y se utilizaron para comparar y optimizar construcciones.

Ejemplo 2

Modificaciones de la secuencia UTR 5'

Este ejemplo describe los resultados de experimentos en los que se modificaron secuencias UTR 5' para mejorar la
expresion de los genes de interés codificados en un vector de ARN replicén de VEEV. La mutagénesis dirigida al sitio
(SDM) se llevd a cabo en un plasmido que contenia una copia de ADNc de un vector replicon VEEV. Los cebadores
SDM se disefiaron para cambiar el residuo de timina (T) en la posicién 2 de la UTR 5' a un residuo G.

En estos experimentos, se usaron replicones de VEEV, cada uno de los cuales expresa el gen de luciferasa rFF, el
gen de hemaglutinina (HA) de la influenza A Vietnam 1203 o el gen de la proteina fluorescente verde (GFP), como
plantillas para llevar a cabo mutagénesis dirigida. El nucledtido T en la posiciéon 2 en la UTR 5' de la secuencia VEEV
de tipo salvaje (cepa TC-83) se cambid a G. Cebadores “VEE 5' T->G nt2 F”y “VEE 5' T-> G nt 2 R" se utilizaron
para introducir el cambio de nucledtido 2 mediante un kit de mutagénesis dirigida de Agilent. Los cebadores se
disefiaron a través del sitio web de Agilent. Se identificaron clones positivos y se confirmé que la secuencia de clones
representativos que expresaban rFF, HA y GFP era completamente correcta.

Los cebadores SDM para producir replicones Alpha-R-T2G son los siguientes.
Cebador directo: VEE 5' T->G nt 2 F (ld. de sec. n.% 23): cgactcactatagaGaggcggcgceatgag.
Cebador inverso: VEE &' T->G nt 2 R (Id. de sec. n.% 24): ctcatgcgecgectCtctatagtgagteg.

Después de la confirmacién de la secuencia del cambio T2->G en el ADNc del replicén de VEEV, se gener6 ARN
mediante transcripcion in vitro usando ARN polimerasa T7 en ADN plasmidico linealizado. EI ARN transcrito in vitro
se purificé y se utilizé para someter a electroporacién células BHK-21. Tanto la replicacién como la expresién de GOI
fueron monitoreadas por FACS utilizando anticuerpos especificos anti-ARNbc y especificos de GOI, respectivamente.
La eficiencia de replicacién y la expresién de GOI de los replicones U2->G VEEV se compararon directamente con los
replicones VEEV de tipo salvaje que expresan el mismo GOIl. La secuencia del replicon Alpha-R-rFF-T2G que
comprende un gen indicador de Firefly rojo se proporciona como Id. de sec. n.°: 19 en el Listado de secuencias con el
promotor T7 y una cola polyA con 40 residuos A. También se indica el nucleétido mutado en la posicién 2 después de
la secuencia del promotor T7.
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Ejemplo 3

La sustitucién U2->G en UTR 5' no afecta la actividad biolégica del replicon VEEV-HA modificado

Este ejemplo describe los resultados de experimentos que evalldan el impacto de una sustitucién U2->G en la UTR &'
de un replicén de alfavirus modificado sobre la expresion de un gen indicador del gen de hemaglutinina (HA) de la
influenza A Vietnam 1203.

Para demostrar que un replicén de alfavirus que contiene un cambio U2->G en la UTR 5' puede efectivamente expresar
proteina, se transcribié ARN del replicén in vitro a partir de un vector que porta un cambio U2->G en la UTR 5' (U2->G
VEEV-HA). Como control positivo para la expresién, se transcribié ARN in vitro a partir de un vector que porta una
UTR %' de tipo salvaje (WT VEEV-HA). Se electroporaron células de rifién de hamster bebé (BHK-21) con 3 pg de
ARN de VEEV-HA U2->G o de ARN de VEEV-HA de tipo salvaje. En la figura 1 se muestra un ejemplo de analisis de
citometria de flujo para esta comparacion. Las células se analizaron mediante FACS con un anticuerpo especifico de
HA para demostrar tanto la presencia de proteina HA expresada como la cantidad relativa de HA expresada por célula
(intensidad de fluorescencia media - MFI). No hay pérdida de actividad biolégica de un ARN de replicén que porta el
cambio U2->G UTR 5' en relacién con la actividad detectada en un replicon con una UTR &' de tipo salvaje.

Los datos experimentales presentados en este Ejemplo indican que no sélo el replicbn U2->G VEEV-HA puede
expresar la proteina HA sino que el nivel de expresién es equivalente al del replicén VEEV-HA de tipo salvaje. Este
resultado es inesperado considerando que el clon infeccioso VEEV/SINV que porta el mismo cambio U2->G UTR &'
tuvo casi una pérdida de tres registros en actividad biolégica; aqui no mostramos ninguna reduccién en la actividad
biolégica para un replicén que porta el cambio U2->G UTR 5".

Ejemplo 4

La sustitucion U2->G en UTR 5' mejora |la expresion del reportero GFP en 3 veces

Este ejemplo describe los resultados de experimentos que evalldan el impacto de una sustitucién U2->G en la UTR &'
de un replicdn de alfavirus modificado sobre la expresién de un gen indicador de la proteina de fluorescencia
verde (GFP).

Para demostrar que la expresién de un replicon de alfavirus que contiene un cambio U2->G en la UTR 5' no esta
restringida a ningn GOI en particular, se compararon vectores de replicon que expresan el gen GFP de manera
similar. EI ARN replicdn se transcribié in vitro a partir de un vector que porta un cambio U2->G en la UTR 5' (U2->G
VEEV-GFP). Como control positivo para la expresién, se transcribié ARN /n vitro a partir de un vector que porta una
UTR &' de tipo salvaje (WT VEEV-GFP). Las células BHK se sometieron a electroporacién con 3 pg de ARN U2->G
VEEV-GFP o ARN VEEV-GFP de tipo salvaje. En la figura 2 se muestra un ejemplo de analisis de citometria de flujo
para esta comparacién. Las células se analizaron para determinar la expresién de GFP mediante FACS para
demostrar tanto la presencia de la proteina GFP expresada como la cantidad relativa de GFP expresada por célula
(intensidad media de fluorescencia - MFI). No sélo no hay pérdida de actividad biolégica de un ARN de replicén que
porta la UTR U2->G 5' sino que el cambio U2->G UTR 5' en realidad mejoré la expresién 3 veces en relacién con la
expresion detectada en un replicén con una naturaleza salvaje. -tipo UTR 5'.

Una vez mas, los datos experimentales presentados en este ejemplo indican que un vector replicdn que porta el
cambio U2->G UTR 5' puede expresar proteina (esta vez GFP). Quizés incluso més inesperado que la simple
expresion de proteinas es que el replicén U2->G VEEV-GFP expresé tres veces mas GFP que el replicbn VEEV-GFP
de tipo salvaje. Una vez més, la pérdida esperada en la actividad biolégica anticipada debido al cambio U2->G en la
UTR 5' no se realizé y este resultado demostré que el cambio U2->G en la UTR 5' en realidad puede mejorar
significativamente la expresién del replicén GOI.

Ejemplo 5

La sustitucion U2->G en UTR 5' mejora |la expresidn del reportero rFF en 2 veces

Este ejemplo describe los resultados de experimentos que evalldan el impacto de una sustitucién U2->G en la UTR &'
de un replicén de alfavirus modificado sobre la expresién de un gen indicador de luciérnaga roja (rFF).

En estos experimentos, se compararon de manera similar otro ejemplo de expresion de un replicon de alfavirus que
contiene un cambio U2->G en la UTR &', vectores de replicon que expresan el gen rFF. El ARN replicén se transcribié
in vitro a partir de un vector que porta un cambio U2->G en la UTR 5' (U2->G VEEV-rFF). Como control positivo para
la expresién, se transcribié ARN in vitro a partir de un vector que porta una UTR &' de tipo salvaje (WT VEEV-rFF).
Las células BHK se sometieron a electroporacién con 3 pg de ARN U2->G VEEV-rFF o ARN VEEV-rFF de tipo salvaje.
En la figura 3 se muestra un ejemplo de expresién de la proteina luciferasa. En este experimento, se compard la
capacidad de un replicén de alfavirus modificado para llevar un cambio U2->G en la UTR &' (U2->G alfa rFF) con un
replicén de alfavirus que tenia una UTR 5' de tipo salvaje (Alfa rFF). Las células BHK se sometieron a electroporacion
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con una cantidad equivalente de ARN transcrito in vitro de cualquiera de los replicones y luego las células se analizaron
para determinar la expresion de luciferasa rFF. Se presenta la cantidad de luciferasa (expresada como unidades
relativas de luz (RLU)) expresada por célula. No sélo no hay pérdida de actividad bioldgica de un ARN de replicon que
porta la UTR U2->G 5' sino que el cambio U2->G UTR &' en realidad mejor6 la expresidn en aproximadamente 2 veces
en relacién con la expresidén detectada en un replicén con una UTR 5' de tipo salvaje.

Una vez mas, los datos experimentales presentados en este ejemplo indican que un vector replicdn que porta el
cambio U2->G UTR &' puede expresar proteina (esta vez rFF). Quizés incluso mas inesperado que la simple expresion
de proteinas es que el replicon U2->G VEEV-rFF expres6 ~ dos veces mas rFF que el del replicén VEEV-rFF de tipo
salvaje. Una vez mas, la pérdida esperada en la actividad biolégica anticipada debido al cambio U2->G en la UTR 5’
no se realizé y este resultado demostré que el cambio U2->G en la UTR 5' en realidad puede mejorar significativamente
la expresién del replicon GOI.

Ejemplo 6

Disefios de replicones VEEV multivalentes

Este ejemplo describe experimentos realizados para construir y evaluar replicones de VEEV multivalentes, que
posteriormente se despliegan para la expresién de al menos dos polipéptidos diferentes en células recombinantes. En
algunos experimentos, el replicbn VEEV multivalente incluye en orden &' a 3' (i) una secuencia 5' requerida para la
amplificacién mediada por proteinas no estructurales, (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica las proteinas no
estructurales nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4 de VEEV, (iii) al menos dos promotores, cada uno de los cuales esta
operativamente unido a una secuencia de acido nucleico heteréloga, en donde la secuencia de acido nucleico
heterdloga reemplaza uno o todos los genes de proteinas estructurales de VEEV, (iv) una secuencia 3' requerida para
la transmisién mediada por proteinas no estructurales amplificaciéon, y (v) un tracto de poliadenilato.

Si bien se han descrito alternativas particulares de la presente descripcion, debe entenderse que son posibles diversas

modificaciones y combinaciones y se contemplan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Por lo tanto, no
existe ninguna intencidén de limitar el resumen y la descripcidén exactos que se presentan en este documento.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico que comprende un ARN de replicdn de alfavirus modificado, en donde el
ARN de replicon modificado comprende una regién no traducida 5' (UTR 5') modificada y secuencias que
codifican proteinas no estructurales de alfavirus bioldgicamente activas, y esté desprovista de al menos una
porcién de un secuencia de acido nucleico que codifica proteinas estructurales virales, en donde la UTR &'
modificada comprende una sustitucién de nucleétidos en la posicién 2, en donde las sustituciones de
nucledtidos en la posicion 2 de la UTR 5' modificada son una sustituciéon U->G.

La molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1, en donde el ARN de replicén de alfavirus modificado
comprende ademas un promotor para el ARN subgendmico, secuencias virales 3' requeridas en cis para la
replicacion, y un tracto de poliadenilato.

La molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1 o0 2, en donde el ARN de replicdn de alfavirus modificado
carece de una porcidén sustancial de la secuencia de acido nucleico que codifica proteinas estructurales
virales, o en donde el ARN de replicén de alfavirus modificado no comprende ninguna secuencia de acido
nucleico que codifique proteinas estructurales virales, en donde la UTR &' modificada presenta al menos
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o un 100 % de
identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de al menos uno de Id. de sec. n.?: 2-18.

La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas uno
0 mas casetes de expresion, en donde cada uno de los casetes de expresién comprende un promotor unido
operativamente a una secuencia de acido nucleico heteréloga.

La molécula de 4cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el alfavirus pertenece
al género Alphavirus de la familia Togaviridae.

La molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 5, en donde el alfavirus pertenece al grupo VEEV/EEEV,
o al grupo SF, o al grupo SIN.

La molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 6, en donde el alfavirus es el virus de la encefalitis equina
venezolana (VEEV).

La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el genoma de
alfavirus modificado o el ARN de replicdn esta unido operativamente a un elemento regulador heterdlogo.

La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 8, en donde el genoma o ARN de replicén del alfavirus
modificado carece de una porciéon sustancial de la secuencia de acido nucleico que codifica proteinas
estructurales virales, o en donde el genoma o ARN de replicén de alfavirus modificado no comprende ninguna
secuencia de acido nucleico que codifique proteinas estructurales virales.

Una célula recombinante que comprende la molécula de &cido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, en donde la célula recombinante es una célula procaridtica o una célula eucariota.

Un método para producir un polipéptido de interés, que comprende cultivar una célula huésped que
comprende la molécula de 4cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 9.
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