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DESCRIPCION

Adyuvantes de 4cidos nucleicos.
Campo técnico

La invencién se refiere a los campos de la biologia molecular y la inmunologia, y de forma general se refiere a
técnicas de inmunizacién con acidos nucleicos. Mas especificamente, la invencién se refiere a polinucledtidos que
codifican un adyuvante, y a estrategias de inmunizacién que emplean dichos polinucleétidos.

Antecedentes

Las técnicas para la inyeccion de ADN y ARNm en el tejido mamifero con fines de inmunizacién contra un pro-
ducto de expresion han sido descritas en la técnica. Se ha demostrado que las técnicas, denominadas “inmunizacién
con 4cidos nucleicos” en el presente documento, provocan respuestas inmunitarias tanto humorales como mediadas
por células. Por ejemplo, se demostré que el suero de los ratones inmunizados con una construccién de ADN que
codificaba la glucoproteina de la cubierta, gp160, reaccionaba con gp160 recombinante en inmunoensayos, y se de-
mostré6 que los linfocitos de los ratones inyectados proliferaban en respuesta a gp120 recombinante. Wang et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 4156-4160. De forma similar, los ratones inmunizados con un gen de la hormona del
crecimiento humana (hGH) demostraron una respuesta inmunitaria basada en anticuerpos. Tang et al. (1992) Nature
356: 152-154. Se ha demostrado que la inyeccién intramuscular de ADN que codifica una nucleoproteina de influenza
dirigida por un promotor mamifero provoca una respuesta de CTL CD8+ que puede proteger a los ratones contra una
posterior exposicion letal al virus. Ulmer et al. (1993) Science 259: 1745-1749. Los estudios inmunohistioquimicos
del sitio de inyeccion revelaron que el ADN era captado por los mieloblastos, y pudo demostrarse la produccién ci-
toplasmatica de proteina virica durante al menos 6 meses. El documento US 5.980.898 se refiere a la inmunizacién
transcutdnea.

Sumario de la invencion

Es un objetivo primario de la invencién proporcionar una composicién adyuvante con polinucleétidos como se
define en las reivindicaciones anexas.

La secuencias primera y segunda de 4cidos nucleicos pueden estar presentes en la misma o en diferentes construc-
ciones de 4cidos nucleicos. Las regiones que codifican las subunidades truncadas pueden obtenerse o derivarse de la
misma exotoxina de ribosilaciéon de ADP bacteriana y, en ciertas realizaciones preferidas, la exotoxina de ribosilacién
de ADP bacteriana es una toxina del cdlera (CT) o una enterotoxina termolabil de E. coli (LT). Ademas, al menos una
de las regiones codificantes de las subunidades truncadas puede modificarse genéticamente para eliminar la toxicidad
del péptido de la subunidad codificado por ella, por ejemplo en la que la region codificante de la subunidad A truncada
ha sido modificada genéticamente para alterar o inactivar la actividad de ADP-ribosil transferasa en el producto de
expresion del péptido de la subunidad.

También es un objetivo primario de la invencién proporcionar una composicién adyuvante con polinucleétidos que
contiene unas secuencias primera y segunda de dcidos nucleicos, en las que la primera secuencia de dcido nucleico
es una region codificante de la subunidad A modificada obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilacién de ADP
bacteriana, y la segunda secuencia de 4cido nucleico es una region codificante de la subunidad B obtenida o derivada de
una exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana. La regién codificante de la subunidad A modificada y dicha regién
codificante de la subunidad B codifican cada una un péptido de las subunidades maduras, y la region codificante de la
subunidad A modificada ha sido modificada genéticamente para eliminar un motivo KDEL o RDEL del extremo C del
péptido de la subunidad codificado por ella.

Como anteriormente, la secuencias primera y segunda de dcidos nucleicos pueden estar presentes en la misma
o en diferentes construcciones de acidos nucleicos. Las regiones que codifican las subunidades truncadas pueden
obtenerse o derivarse de la misma exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana y, en ciertas realizaciones preferidas,
la exotoxina de ribosilacion de ADP bacteriana es una toxina del cdlera (CT) o una enterotoxina termolabil de E.
coli (LT). Ademads, al menos una de las regiones codificantes de las subunidades truncadas puede estar modificada
genéticamente para eliminar la toxicidad del péptido de la subunidad codificada por ella. Por ejemplo en la que la
region codificante de la subunidad A truncada ha sido modificada genéticamente para alterar o inactivar la actividad
de ADP-ribosil transferasa en el producto de expresion de los péptidos de las subunidades.

En ciertos aspectos de la invencion, las composiciones anteriores pueden proporcionarse en forma de particulas,
por ejemplo en las que las composiciones son particulas adecuadas para la administracién con un dispositivo de ad-
ministracién de particulas. A este respecto, las presentes composiciones pueden recubrirse sobre la misma particula
transportadora nuclear o sobre una diferente y asi ser adecuada para la administracién usando una técnica de transfec-
cién mediada por particulas. Las particulas transportadoras nucleares tendrdn un didmetro medio de aproximadamente
0,1 a 10 um, y pueden comprender un metal como por ejemplo oro. Por consiguiente, todavia otro objetivo mds de
la invencidn es proporcionar un dispositivo de administracién de particulas cargado (por ejemplo, que contenga) una
composicion con particulas tal como se define en el presente documento.
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También es un objetivo principal de la invencién proporcionar el uso de una composicién que contenga una primera
y una segunda secuencias de 4cido nucleico, donde cada secuencia incluye una region codificante para una subunidad
de una exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana en la fabricacién de un medicamento para potenciar una respuesta
inmunitaria en un sujeto vertebrado contra un antigeno de interés en dicho sujeto. El antigeno de interés y la compo-
sicién se administran al sujeto de tal forma que las subunidades de la toxina codificadas por las secuencias de 4cidos
nucleicos primera y segunda se expresen en una cantidad suficiente para provocar una respuesta inmunitaria mejorada
contra el antigeno. La primera secuencia de dcido nucleico contiene una regién codificante de la subunidad A truncada
obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilaciéon de ADP bacteriana, y la segunda secuencia de acido nucleico
contiene una regién codificante de la subunidad B truncada obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilacién de
ADP bacteriana, sin embargo con la condicién de que cada una de las regiones codificantes de las subunidades trunca-
das tiene una delecién en 5’ y codifica un péptido de la subunidad que no tiene un péptido de senalizacién bacteriana
en el extremo amino.

Un objetivo primario relacionado de la invencidén es proporcionar un procedimiento para potenciar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno de interés en un sujeto. El procedimiento de forma general supone: (a) administrar
el antigeno de interés al sujeto; (b) proporcionar una composicién adyuvante que comprende secuencias primera y
segunda de 4cidos nucleicos, en la que la primera secuencia de 4cido nucleico es una regién codificante de la subunidad
A truncada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP bacteriana, y la segunda secuencia de acido
nucleico es una regién codificante de la subunidad B truncada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién
de ADP bacteriana; y (c) administrar la composicidon adyuvante al sujeto, por lo cual al introducirlas en el sujeto, las
secuencias primera y segunda de 4cidos nucleicos son expresadas para proporcionar péptidos de las subunidades en
una cantidad suficiente para provocar una respuesta inmunitaria mejorada contra el antigeno de interés. Las regiones
codificantes de las subunidades estdn truncadas porque cada region codificante tiene una delecién en 5’ y codifica un
péptido de la subunidad que no tiene un péptido de sefializacién bacteriana en el extremo amino.

Ademds es otro objetivo principal de la invencién proporcionar el uso de una composiciéon que comprenda una
primera y una segunda secuencias de dcido nucleico, donde cada secuencia incluye una regién codificante para una
subunidad de una exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana en la fabricacién de un medicamento para potenciar
una respuesta inmunitaria en un sujeto vertebrado contra un antigeno de interés en dicho sujeto. El antigeno de interés
y la composicién se administran al sujeto de tal forma que las subunidades de la toxina codificadas por las secuencias
primera y segunda de 4cidos nucleicos se expresen en una cantidad suficiente para provocar una respuesta inmunitaria
mejorada contra el antigeno. La primera secuencia de dcido nucleico contiene una region codificante de la subunidad
A modificada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP bacteriana, y la segunda secuencia de acido
nucleico contiene una region codificante de la subunidad B obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacion de
ADP bacteriana, sin embargo con la condicién de que la region codificante de la subunidad A modificada y la regién
codificante de la subunidad B cada una codifican un péptido de la subunidad maduro, y con la condicién ademds de
que la region codificante de la subunidad A modificada ha sido modificada genéticamente de forma que se elimine un
motivo KDEL o RDEL del extremo C del péptido de la subunidad codificado por ella.

Un objetivo primario relacionado de la invencion es proporcionar un procedimiento para mejorar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno de interés en un sujeto, en el que el procedimiento supone: (a) administrar el antige-
no de interés al sujeto; (b) proporcionar una composicién adyuvante que comprende secuencias primera y segunda
de 4cidos nucleicos, en la que la primera secuencia de 4cido nucleico es una regién codificante de la subunidad A
modificada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP bacteriana, y la segunda secuencia de acido
nucleico es una regién codificante de la subunidad B obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP
bacteriana; y (c) administrar la composicién adyuvante al sujeto, por lo cual al introducirlas en el sujeto, las secuencias
primera y segunda de dcidos nucleicos son expresadas para proporcionar péptidos de las subunidades en una cantidad
suficiente para provocar una respuesta inmunitaria mejorada contra el antigeno de interés. Las regiones codificantes
de las subunidades estdn modificadas porque cada una codifica un péptido de las subunidades maduras, pero la regién
codificante de la subunidad A ha sido modificada genéticamente para eliminar un motivo KDEL o RDEL del extremo
C del péptido de la subunidad codificado por ella.

En los usos y procedimientos de la invencién, administrar las composiciones adyuvantes supone transfectar las
células del sujeto con una composiciéon adyuvante con polinucleétidos de acuerdo con la presente invencidn. Los
casetes y/o vectores de expresion que contienen las moléculas de dcido nucleico de la presente invencion pueden usarse
para transfectar las células, y la transfeccion se realiza en condiciones que permiten la expresion de los péptidos de
las subunidades en el interior del sujeto. El procedimiento ademds puede suponer una o mas etapas de administrar al
menos una composicion secundaria al sujeto.

El procedimiento de transfeccioén que se lleva a cabo durante la inmunizacién puede realizarse tanto in vivo, como
ex vivo (por ejemplo, para obtener células transfectadas que posteriormente se introducen en el sujeto antes de realizar
la etapa de inmunizacién secundaria). Cuando se emplea la transfeccién secundaria, las moléculas de 4cido nucleico
pueden administrarse al sujeto mediante inyeccién intramuscular o intradérmica de ADN plasmidico o, preferible-
mente, administrarse al sujeto usando una técnica de administracién mediada por particulas. Las composiciones de
vacunas (que contienen el antigeno de interés) pueden proporcionarse en forma de cualquier composicidon de vacuna,
adecuada por ejemplo, en forma de una composicién con subunidades peptidicas, en forma de composicién de vacuna
con 4cidos nucleicos, o en forma de una composicién de vacuna de virus influenza completo o fraccionado.
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En ciertos procedimientos, el antigeno de interés y la composicién adyuvante se administran en el mismo sitio al
sujeto. Por ejemplo, la composicién adyuvante y el antigeno de interés pueden administrarse al mismo tiempo (por
ejemplo, proporcionarse en una dnica composicién de vacuna). En ciertas realizaciones preferidas, el adyuvante vy,
opcionalmente el antigeno de interés, se administra en forma de particulas, por ejemplo en las que la composicién
adyuvante ha sido recubierta sobre una particula transportadora nuclear y administrada al sujeto usando una técnica
de administracién mediada por particulas.

En estos procedimientos, la administracién de las composiciones adyuvantes con polinucleétidos de la presente
invencién preferiblemente provoca una mayor respuesta inmunitaria celular contra el antigeno de interés coadminis-
trado. Dicha respuesta inmunitaria mejorada puede caracterizarse generalmente por mayores valoraciones de linfocitos
T CD4+ que producen interferén y/o CD8+, mayor actividad de linfocitos T citotdxicos (CTL) especificos de antige-
no, y una respuesta inmunitaria de tipo linfocito T cooperador 1 (Th1) contra el antigeno de interés (caracterizado por
mayores valoraciones de anticuerpos especificos de antigeno de las subclases habitualmente asociadas a la inmunidad
celular (por ejemplo, IgG2a), habitualmente con una reduccién concomitante en las valoraciones de anticuerpos de las
subclases habitualmente asociadas a la inmunidad humoral (por ejemplo, IgG1)) en lugar de una respuesta inmunitaria
de tipo linfocito T cooperador 2 (Th2) como por ejemplo la que se produce normalmente cuando se inmuniza a un
sujeto usando una exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana adyuvante como por ejemplo CT o LT. Las ventajas
de la presente invencidn incluyen, pero sin limitacion, la capacidad de las presentes composiciones adyuvantes para
proporcionar un significativo efecto adyuvante y asi mejorar la capacidad inmundgena de un antigeno coadministrado
en un sujeto inmunizado, asi como la capacidad de favorecer respuestas inmunitarias de tipo Thl contra el antigeno
coadministrado que es beneficioso en un producto de vacuna.

Estos y otros objetivos, aspectos, realizaciones y ventajas de la presente invencion se les ocurriran facilmente a las
personas de experiencia ordinaria en la técnica a la vista de la descripcién del presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un mapa de sitios de restricciéon y mapa funcional del plasmido pPJV2002 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido de la subunidad A (CTA) de la toxina del célera (CT), en el que el pldsmido
ademds contiene el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV) y la secuencia del intrén A
asociado, y la secuencia codificante para el péptido de sefializacién de activador de plasminégeno tisular humano que
permite la secrecion de las células de mamifero del producto de expresién de CTA truncada. La figura ademds contiene
la secuencia de 4cido nucleico completa (SEC. ID. N.°: 1) para el plasmido pPJV2002.

La figura 2 es un mapa de sitios de restriccion y mapa funcional del plasmido pPJV2003 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido de la subunidad B (CTB) de la toxina del célera (CT), en el que el plasmido
ademads contiene el promotor temprano inmediato de hCMV vy la secuencia del intréon A asociado, y la secuencia
codificante para el péptido de sefializacién de activador de plasmindgeno tisular humano que permite la secrecion de
las células de mamifero del producto de expresion de CTB truncada. La figura ademds contiene la secuencia de dcido
nucleico completa (SEC. ID. N.°: 2) para el plasmido pPJV2003.

La figura 3 es un mapa de sitios de restricciéon y mapa funcional del plasmido pPJV2006 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido CTA, en el que la secuencia codificante truncada de CTA ha sido modificada
ademds para eliminar el motivo KDEL del extremo C del péptido de la subunidad codificado por ella. El plasmido
contiene ademds el promotor temprano inmediato de hCMV y la secuencia del intrén A asociada, y la secuencia
codificante para el péptido de sefializacién del activador de plasminégeno tisular humano que permite la secrecién de
células de mamifero del producto de expresion de la CTA truncada. La figura ademds contiene la secuencia de dcido
nucleico completa (SEC. ID. N.°: 3) para el pldsmido pPJV2006.

La figura 4 es un mapa de sitios de restriccion y mapa funcional del plasmido pPJV2004 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido de la subunidad A (LTA) de la enterotoxina termolabil (LT) de E. coli, en el que
el plasmido ademds contiene el promotor temprano inmediato de hCMV y la secuencia del intrén A asociado, y
la secuencia codificante para el péptido de sefializacién de activador de plasmindgeno tisular humano que permite
la secrecion de las células de mamifero del producto de expresion de LTA truncada. La figura ademds contiene la
secuencia de 4dcido nucleico completa (SEC. ID. N.%: 4) para el plasmido pPJV2004.

La figura 5 es un mapa de sitios de restricciéon y mapa funcional del plasmido pPJV2005 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido de la subunidad B de LT (CTB), en el que el pldsmido ademds contiene el
promotor temprano inmediato de hCMYV y la secuencia del intrén A asociado, y la secuencia codificante para el péptido
de sefializacion de activador de plasmindgeno tisular humano que permite la secrecion de las células de mamifero del
producto de expresién de LTB truncada. La figura ademds contiene la secuencia de dcido nucleico completa (SEC. ID.
N.°: 5) para el plasmido pPJV2005.

La figura 6 es un mapa de sitios de restriccion y mapa funcional del plasmido pPJV2007 que contiene una secuencia
codificante truncada para un péptido LTA, en el que la secuencia codificante truncada de LTA ha sido modificada
ademas para eliminar el motivo RDEL del extremo C del péptido de la subunidad codificado por ella. El plasmido
contiene ademds el promotor temprano inmediato de hCMV y la secuencia del intrén A asociada, y la secuencia
codificante para el péptido de sefializacién del activador de plasminégeno tisular humano que permite la secrecién de
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células de mamifero del producto de expresion de la LTA truncada. La figura ademds contiene la secuencia de acido
nucleico completa (SEC. ID. N.°: 6) para el pldsmido pPJV2007.

La figura 7 representa los resultados del ELISA que se realiza en el Ejemplo 5. El histograma representa la va-
loracién reciproca logaritmica del anticuerpo contra gp120 presente en los animales que recibieron, de izquierda a
derecha en la figura, la Formulacién n.° 1 que contiene el vector pWRG7054 vacio (“EmpVec”); la Formulacién n.°
2 que contiene el EmpVec (pWRG7054) y el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”); la Formulacién n.° 3 que contiene el
EmpVec (pWRG7054) combinado con los vectores adyuvantes pPJV2002 y pPJV2003 (“CTA/B”); la Formulacién
n.° 4 que contiene el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”) combinado con los vectores adyuvantes pPIV2002 y pPIV2003
(“CTA/B”); la Formulacién n.° 5 que contiene el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”’) combinado con los vectores adyu-
vantes pPJV2006 y pPJV2003 (“CTA-KDEL/B”); o ninguna vacuna ni composicién adyuvante (“sin exposicion”).

La figura 8 representa los resultados del ELISA in situ realizado en el Ejemplo 5. El histograma representa el
nivel relativo de produccién de IFN-y especifico de gp120 en esplenocitos obtenidos de animales que recibieron,
de izquierda a derecha en la figura, la Formulacién n.° 1 que contiene el vector pWRG7054 vacio (“EmpVec”); la
Formulacién n.° 2 que contiene el EmpVec (pWRG7054) y el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”); la Formulacién n.° 3
que contiene el EmpVec (pWRG7054) combinado con los vectores adyuvantes pPIV2002 y pPJV2003 (“CTA/B”); la
Formulacién n.° 4 que contiene el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”) combinado con los vectores adyuvantes pPJV2002
y pPIV2003 (“CTA/S”); o la Formulacién n.° 5 que contiene el pldsmido pCIA-EnvT (“gp120”) combinado con los
vectores adyuvantes pPIV2006 y pPJV2003 (“CTA-KDEL/B”).

La figura 9 representa los resultados del ensayo de ELISPOT realizado en el Ejemplo 5. El histograma representa
los niveles relativos de esplenocitos que producen IFN-y obtenidos de animales que recibieron, de izquierda a de-
recha en la figura, la Formulacién n.° 1 que contiene el vector pWRG7054 vacio (“EmpVec”); la Formulacién n.° 2
que contiene el EmpVec (pWRG7054) y el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”); la Formulacién n.° 3 que contiene el
EmpVec (pWRG7054) combinado con los vectores adyuvantes pPJV2002 y pPJV2003 (“CTA/B”); la Formulacién
n.° 4 que contiene el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”) combinado con los vectores adyuvantes pPJV2002 y pPJV2003
(“CTA/S”); o la Formulacién n.° 5 que contiene el plasmido pCIA-EnvT (“gp120”) combinado con los vectores adyu-
vantes pPJV2006 y pPJV2003 (“CTA-KDEL/B”).

La figura 10 representa los resultados del ELISA realizado en el Ejemplo 6. En esta figura, la media geométrica
de los valores de absorbancia representan la valoracion de los anticuerpos contra HBcAg presentes en las muestras de
suero (a cuatro diluciones diferentes) tomadas con la inmunizacion de refuerzo (semana 6 del estudio) de los animales
que recibieron o bien la Formulacién n.° 1 que contiene el pldsmido con el vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193); o la
Formulacién n.° 2 que contiene el plasmido con el vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193) combinado con los vectores
adyuvantes pPJV2002 y pPJV2003 (“CTA/B”).

La figura 11 representa los resultados del ELISA realizado en el Ejemplo 6. En esta figura, la media geométrica
de los valores de absorbancia representan la valoracion de los anticuerpos contra HBcAg presentes en las muestras de
suero (a cuatro diluciones diferentes) tomadas 2 semanas después de la inmunizacién de refuerzo (semana 8 del estu-
dio) de los animales que recibieron o bien la Formulacién n.° 1 que contiene el pldsmido con el vector HBcAg/HBsAg
(pWRG7193); o la Formulacién n.° 2 que contiene el plasmido con el vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193) combinado
con los vectores adyuvantes pPJV2002 y pPIV2003 (“CTA/B”).

La figura 12 representa los resultados del ELISA realizado en el Ejemplo 7. El histograma representa las propor-
ciones entre los logaritmos de IgGI:IgG2a de cada grupo de inmunizacién que recibieron, de izquierda a derecha en
la figura, la Formulacién n.° 1 que contiene el pldsmido pM2-FL (“M2”)combinado con el pldsmido con el vector
vacio de control (pWRG7054); la Formulacién n.° 2 que contiene el pldsmido pM2-FL combinado con los vectores
adyuvantes pPJV2002 y pPIV2003 CTA/B (“M2 + CT”); o la Formulacién n.° 7 que contiene el plasmido pM2-FL
combinado con los vectores adyuvantes pPJV2004 y pPIV2005 LTA/B (“M2 + LT”).

La figuras 13A-13D representan los resultados de los ensayos ELISPOT de IFN-y e IL4 que se usan para evaluar
la respuesta inmunitaria contra los antigenos superficial y nuclear del virus de la hepatitis B en el primer estudio
del Ejemplo 8. Los histogramas representan el nimero de puntos por 1 X10° esplenocitos de los diversos grupos
experimentales.

La figura 14 representa los resultados de la supervivencia del estudio de exposicién al virus HSV-2 realizado en el
Ejemplo 9.

Descripcion detallada de la invencion

Antes de describir la presente invencion en detalle, se debe entender que esta invencién no se limita a las moléculas
ni pardmetros de procesamiento particulares ejemplificados dado que, por supuesto, pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia que se usa en la presente memoria descriptiva tiene el fin de describir realizaciones
particulares de la invencion y no se pretende que sea limitante. Ademads, la practica de la presente invencién empleara,
a no ser que se indique lo contrario, procedimientos convencionales de virologia, microbiologia, biologia molecular,
técnicas de recombinacién de ADN e inmunologia, todas las cuales estdn dentro del saber ordinario de la técnica.
Dichas técnicas se explican mds completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual (2% Edicién, 1989); ADN Cloning: A Practical Approach, vol. I & II (D. Glover,
ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984); A Practical Guide a Molecular Cloning (1984); y el documento
PCT/US01/43151 Fundamental Virology, 2* Edicién, vol. I & II (B.N. Fields y D.M. Knipe, editores.).

Debe entenderse que tal como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas
singulares “un”, “una” y “el”, “la” incluyen referencias al plural a no ser que el contenido claramente indique lo
contrario.

Definiciones

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que entiende habitualmente una persona de experiencia ordinaria en la técnica a
la que pertenece la invencién. Aunque pueden usarse numerosos procedimientos y materiales similares o equivalentes
alos que se describen en el presente documento en la practica de la presente invencidn, los materiales y procedimientos
preferidos se describen en el presente documento.

Para describir la presente invencion, se empleardn los siguientes términos, y se pretende que se definan como se
indica mds adelante.

El término “adyuvante” se refiere a cualquier material o composicién capaz de alterar, mejorar, dirigir, redirigir,
potenciar o iniciar de forma especifica o no especifica una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Asi, la coad-
ministracién de un adyuvante con un antigeno puede provocar que sean necesarias unas dosis menores de antigeno
para lograr una respuesta inmunitaria deseada en el sujeto al que se administra el antigeno, o la coadministracién puede
provocar una respuesta inmunitaria cualitativa y/o cuantitativamente diferente en el sujeto. La eficacia de un adyuvan-
te puede determinarse administrando el adyuvante con una composicién de vacuna en paralelo con una composicién
de vacuna sola a animales y comparar la inmunidad mediada por anticuerpos y/o células en los dos grupos usando
ensayos estdndar como por ejemplo radioinmunoensayo, ELISA, ensayos de CTL, y similares, todos ellos notorios en
la técnica. Habitualmente, en una composicioén de vacuna, el adyuvante es un resto separado del antigeno, aunque una
unica molécula puede tener tanto propiedades adyuvantes como de antigeno.

Una “composicién adyuvante” se refiere a cualquier composicion farmacéutica que contiene un adyuvante. Las
composiciones adyuvantes pueden administrarse, en los procedimientos de la invencidn, en cualquier forma farma-
céutica adecuada, por ejemplo, en forma de liquido, polvo, crema, locién, emulsién, gel o similares. Sin embargo,
las composiciones adyuvantes preferidas estardn en forma de particulas. Se pretende, aunque no siempre se indica
explicitamente, que las moléculas que tengan una actividad bioldgica similar que los péptidos o adyuvantes quimicos
naturales o purificados.

El término “péptido” se usa en su sentido mds amplio para referirse a un compuesto de dos o mas aminodacidos,
andlogos de aminodcidos, u otros peptidomiméticos en subunidades. Las subunidades pueden estar enlazadas por
enlaces peptidicos o por otros enlaces, por ejemplo éster, éter, etc. Tal como se usa en el presente documento, el
término “aminodcido” se refiere a aminodcidos naturales y/o no naturales o sintéticos, que incluyen glicina y tanto los
isémeros 6pticos D como L, y andlogos de aminodcidos y peptidomiméticos. Un péptido de tres o mas aminodcidos
se denomina habitualmente “oligopéptido” si la cadena peptidica es corta. Si la cadena peptidica es larga, el péptido
habitualmente se denomina “polipéptido” o “proteina”.

Un “antigeno” se refiere a cualquier agente, generalmente una macromolécula, que puede provocar una respuesta
inmunoldgica en un individuo. El término puede usarse para referirse a una macromolécula individual o a una pobla-
cién homogénea o heterogénea de macromoléculas antigénicas. Tal como se usa en el presente documento, “antigeno”
se usa generalmente para referirse a una molécula de péptido o carbohidrato que contiene uno o mds epitopos. Para
los fines de la presente invencidn, los antigenos pueden obtenerse o derivarse de cualquier fuente apropiada. Ademas,
para los fines de la presente invencién, un “antigeno” incluye un péptido que tiene modificaciones, como por ejemplo
deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservadora) en la secuencia nativa, en tanto en
cuanto el péptido mantenga una capacidad inmunégena suficiente. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, por
ejemplo a través de mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, como por ejemplo a través de mutaciones
de los huéspedes que producen los antigenos.

Una “respuesta inmunitaria” contra un antigeno de interés es el desarrollo en un individuo de una respuesta inmu-
nitaria humoral y/o celular a ese antigeno. Para los fines de la presente invencion, una “respuesta inmunitaria humoral”
se refiere a una respuesta inmunitaria mediada por moléculas de anticuerpo, mientras que una “respuesta inmunitaria
celular” es una mediada por linfocitos T y/o otros leucocitos.

El término “inmunizacién con 4cidos nucleicos” se usa en el presente documento para referirse a la introduccién
de una molécula de 4cido nucleico que codifica uno o mds antigenos seleccionados en una célula huésped para la
expresion in vivo del antigeno o antigenos. El término también engloba la introduccién de una molécula de 4cido nu-
cleico que codifica uno o més adyuvantes seleccionados en una célula huésped para la expresion in vivo del adyuvante
o adyuvantes. La molécula de 4cido nucleico puede introducirse directamente en el sujeto receptor, como por ejemplo
mediante inyeccion intramuscular o intradérmica estandar; administracién transdérmica de particulas; inhalacién; mo-
dos de administracién por via tépica, oral, intranasal o mucosa. La molécula de forma alternativa puede introducirse
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ex vivo en células que hayan sido extraidas de un sujeto. En este ultimo caso, las células que contienen la molécula de
dcido nucleico de interés se vuelven a introducir en el sujeto de forma que pueda montarse una respuesta inmunitaria
contra el antigeno codificado por la molécula de dcido nucleico, o tal que el adyuvante codificado por la molécula de
dcido nucleico pueda ejercer su efecto adyuvante.

Los términos “molécula de 4cido nucleico” y “polinucleétido” se usan de forma intercambiable en el presente
documento y se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucleétidos
o ribonucleétidos, o sus andlogos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, y pueden
realizar cualquier funcidn, conocida o desconocida. Los ejemplos no limitantes de polinucleétidos incluyen un gen,
un fragmento génico, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas,
ADNC, polinucledtidos recombinantes, polinucledtidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de dcido nucleico y cebadores.

Un polinucleétido habitualmente estd compuesto por una secuencia especifica de cuatro bases nucleotidicas: ade-
nina (A); citosina (C); guanina (G); y timina (T) (uracilo (U) en lugar de timina (T) cuando el polinucleétido es ARN).
Asi, el término secuencia de dcido nucleico es la representacion alfabética de una molécula de polinucledtido. Esta
representacion alfabética puede introducirse en bases de datos en un ordenador que tenga una unidad de procesa-
miento central y que se use para aplicaciones bioinforméticas como por ejemplo genémica funcional y bisqueda de
homologias.

Un “vector” es capaz de transferir secuencias de 4cidos nucleicos a células diana (por ejemplo, vectores viricos,
vectores no viricos, vehiculos con particulas y liposomas). Habitualmente, “construccién de vector”, “vector de ex-
presion”, y “vector de transferencia génica”, quieren decir cualquier construccién de dcido nucleico capaz de dirigir
la expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias génicas a células diana. Asi, el término incluye
vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores viricos. Un “pldsmido” es un vector en forma de un elemento
genético extracromosdmico.

Una secuencia de 4cido nucleico que “codifica” un adyuvante y/o antigeno seleccionado es una molécula de 4cido
nucleico que se transcribe (en el caso del ADN) y se traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vivo cuando es
controlada por las secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificante estdn determinados por
un codén de inicio en el extremo 5° (amino) y un codén de terminacién de la traduccion en el extremo 3’ (carboxi).
Para los fines de la invencion, dichas secuencias de 4cidos nucleicos pueden incluir, pero sin limitacién, ADNc de
ARNm virico, procariota o eucariota, secuencias gendmicas de ADN o ARN virico o procariota e incluso secuencias
de ADN sintético. Una secuencia de terminacion de la transcripcion puede estar localizada en posicién relativa 3’ con
respecto a la secuencia codificante.

Un “promotor” es una secuencia de nucledtido que inicia y regula la transcripcién de un polinucleétido que codi-
fica un polipéptido. Los promotores pueden incluir promotores inducibles (en los que la expresién de una secuencia
de polinucleétido ligada operablemente al promotor es inducida por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.),
promotores reprimibles (en los que la expresion de una secuencia de polinucleétido ligada operablemente al promotor
es reprimida por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.), y promotores constitutivos. Se pretende que el término
“promotor” o “elemento de control” incluya regiones promotoras de longitud completa y segmentos funcionales (por
ejemplo, que controle la transcripcién o traduccién) de estas regiones.

“Ligada operablemente” se refiere a una disposicion de los elementos en los que los componentes asi descritos se
configuran de forma que realicen su funcién habitual. Asi, un promotor dado ligado operablemente a una secuencia
de 4cido nucleico es capaz de conseguir la expresion de esa secuencia cuando estdn presentes las enzimas apropiadas.
El promotor no tiene que estar contiguo a la secuencia, en tanto en cuanto funcione dirigiendo su expresion. Asi, por
ejemplo, puede haber secuencias intercaladas no traducidas pero que si se transcriben entre la secuencia del promotor y
la secuencia de dcido nucleico y la secuencia del promotor todavia puede considerarse que estd “ligada operablemente”
a la secuencia codificante.

“Recombinante” se usa en el presente documento para describir una molécula de 4cido nucleico (polinucleétido) de
origen gendmico, de ADNc, semisintético, o sintético que, en virtud de su origen o manipulacién no estd asociado con
todo o con una porcién del polinucleétido con el que esta asociado en la naturaleza y/o esté ligado a un polinucleétido
distinto de aquel al que estd unido en la naturaleza. Dos secuencias de 4cidos nucleicos que estdn contenidas en una
unica molécula recombinante de dcido nucleico son “heterélogas” la una con respecto a la otra cuando normalmente
no estan asociadas la una a la otra de forma natural.

Un “polinucleétido aislado” es una molécula de 4cido nucleico separada y distinta del organismo completo con
el que la molécula se encuentra en la naturaleza; o una molécula de 4cido nucleico desprovista, en todo o en parte,
de secuencias con las que normalmente estd asociada en la naturaleza; o una secuencia, como existe en la naturaleza,
pero que tiene secuencias heterélogas (tal como se define mas adelante) asociadas a ella. Una secuencia es “derivada
o obtenida de” una molécula si tiene la misma o sustancialmente la misma secuencia de pares de bases que una regién
de la molécula fuente, su ADNCc, sus complementos, o si presenta identidad con la secuencia como se describe mas
adelante.
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Las técnicas para determinar la “identidad de las secuencias” o la “homologia de las secuencias” de 4cidos nu-
cleicos y aminodcidos también son conocidas en la técnica. Habitualmente, dichas técnicas incluyen determinar la
secuencia de nucleétidos del ARNm para un gen y/o determinar la secuencia de aminoécidos codificada por él, y com-
parar estas secuencias con una segunda secuencia de nucledtidos o aminoacidos. En general, “identidad” se refiere
a una correspondencia exacta nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminodcido de dos secuencias de polinucled-
tidos o polipéptidos, respectivamente. Dos 0 mds secuencias (de polinucleétidos o aminodcidos) pueden compararse
determinando su “identidad porcentual”. La identidad porcentual de dos secuencias, independientemente de que sean
secuencias de 4acidos nucleicos o de aminoécidos, es el nimero exacto de correspondencias entre dos secuencias ali-
neadas dividido entre la longitud de las secuencias mds cortas y multiplicado por 100. El algoritmo de homologia local
de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981) proporciona una alineacién aproximada
para las secuencias de dcidos nucleicos. Este algoritmo puede aplicarse a secuencias de aminodcidos usando la matriz
de puntuacién desarrollada por Dayhoff, Atlas of Protein Sequences and Structure, M.O. Dayhoffed., 5 supl. 3: 353-
358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C., USA, y normalizada por Gribskov, Nucl. Acids
Res. 14(6): 6745-6763 (1986). El Genetics Computer Group (Madison, WI) en la aplicacién “BestFit” proporciona una
implementacién ejemplar de este algoritmo para determinar la identidad porcentual de una secuencia. Los pardmetros
por defecto para este procedimiento se describen en el Wisconsin Sequence Analysis Package Program Manual, Ver-
sién 8 (1995) (disponible de Genetics Computer Group, Madison, WI). Un procedimiento preferido para establecer la
identidad porcentual en el contexto de la presente invencion es usar el paquete de programas MPSRCH con copyright
de la Universidad de Edimburgo, desarrollado por John F. Collins y Shane S. Sturrok, y distrubuido por IntelliGenetics,
Inc. (Mountain View, CA). A partir de este juego de paquetes puede emplearse el algoritmo de Smith-Waterman donde
se usan los pardmetros por defecto para la tabla de puntuacién (por ejemplo, penalizacién por apertura de gap de 12,
penalizacion por extension de gap de uno, y un gap de seis). A partir de los datos generados, el valor de “correspon-
dencia” refleja la “identidad de las secuencias.” Generalmente se conocen otros programas adecuados para calcular la
identidad o similitud porcentual entre secuencias en la técnica, por ejemplo, otro programa de alineacién es BLAST,
que se usa con parametros por defecto. Por ejemplo, pueden usarse BLASTN y BLASTP usando los siguientes paréa-
metros por defecto: céddigo genético = estdndar; filtro = ninguno; hebra = ambas; corte = 60; esperado = 10; Matriz =
BLOSUMG62; Descripciones = 50 secuencias; clasificar por = PUNTUACION ALTA; Bases de datos = no redundantes,
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss Protein + Spupdate + PIR. Los detalles de
estos programas pueden encontrarse en la siguiente direccidn de internet: http://www.nobi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST.

De forma alternativa, la homologia puede determinarse mediante hibridacién de los polinucleétidos en condiciones
que formen moléculas bicatenarias estables entre regiones homoélogas, seguido de digestion con nucleasa(s) especificas
monocatenarias, y determinacién del tamaiio de los fragmentos digeridos. Dos secuencias de ADN, o dos polipéptidos
son “sustancialmente homdlogas” entre si cuando las secuencias muestran al menos aproximadamente 80%-85%,
preferiblemente al menos aproximadamente 90%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%-98% de
identidad entre las secuencias en una longitud definida de las moléculas, segiin se determina usando los procedimientos
anteriores. Tal como se usa en el presente documento, sustancialmente homdlogas también se refiere a secuencias
que muestran una identidad completa con la secuencia de ADN o polipéptido especificada. Las secuencias de ADN
que son sustancialmente homdlogas pueden identificarse en un experimento de hibridacién Southern, por ejemplo,
en condiciones estrictas, tal como se definen para el sistema particular. Por ejemplo, las condiciones de hibridacién
estrictas pueden incluir 50% de formamida, 5 x Solucién de Denhardt, 5 x SSC, 0,1% de SDS y 100 ug/ml de ADN
de esperma de salmén desnaturalizado y las condiciones de lavado pueden incluir 2 x SSC, 0,1% de SDS a 37°C
seguido de 1 x SSC, 0,1% de SDS a 68°C. La definicién de las condiciones de hibridacién apropiadas estd dentro de la
experiencia de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., referencia anterior; DNA Cloning referencia anterior;
Nucleic Acid Hybridization referencia anterior.

El término administracion “transdérmica” se refiere a la administracién intradérmica (por ejemplo, al interior de
la dermis o epidermis), transdérmica (por ejemplo, “percutdnea”) y transmucosa, es decir, administracién por el paso
de un agente al interior o a través de tejido cutdneo o mucoso. Véase, por ejemplo, Transdermal Drug Delivery: De-
velopmental Issues and Research Initiatives, Hadgraft y Guy (editores), Marcel Dekker, Inc., (1989); Controlled Drug
Delivery: Fundamentals and Applications, Robinson y Lee (editores), Marcel Dekker Inc., (1987); y Transdermal
Delivery of Drugs, Vols. 1-3, Kydonieus y Berner (editores), CRC Press, (1987). Asi, el término engloba la adminis-
tracién de un agente usando un dispositivo de administracién de particulas (por ejemplo, una jeringuilla sin agujas)
como por ejemplo las que se describen en la patente de Estados Unidos n.° 5.630.796, asi como administracion usando
dispositivos de administracién mediada por particulas como por ejemplo los que se describen en la patente de Estados
Unidos n.° 5.865.796.

Por “vehiculo nuclear” se quiere decir un vehiculo sobre el que se recubre un dcido nucleico huésped (por ejemplo,
ADN, ARN) para conferir un tamafio de particula definido, asi como una densidad lo suficientemente elevada para
lograr el momento necesario para atravesar la membrana celular, de tal forma que la molécula huésped pueda adminis-
trarse usando técnicas mediadas por particulas (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.100.792). Los
vehiculos nucleares habitualmente incluyen materiales como por ejemplo tungsteno, oro, platino, ferrita, poliestireno y
latex. Véase por ejemplo, Particle Bombardment Technology for gen Transfer, (1994) Yang, N. ed., Oxford University
Press, Nueva York, NY péginas 10-11.

Por “dispositivo de administracién de particulas” se quiere decir un instrumento que administra una composicion
con particulas por via transdérmica sin ayuda de una aguja convencional para atravesar la piel. Los dispositivos de
administracién de particulas para usar con la presente invencién se describen en todo este documento.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “tratamiento” incluye cualquiera de los siguientes: la pre-
vencion de la infeccidn o reinfeccidn; la reduccion o eliminacién de sintomas; y la reduccién o eliminacién completa
de un patégeno. El tratamiento puede realizarse de forma profilactica (antes de la infeccién) o terapéutica (tras la
infeccién).

Los términos “individuo” y “sujeto” se usan de forma intercambiable en el presente documento para referirse a
cualquier miembro del subfilo de los cordados, que incluye, sin limitacidn, seres humanos y otros primates, que in-
cluyen primates no humanos como por ejemplo chimpancés y otras especies de simios y monos; animales de granja
como por ejemplo ganado vacuno, ovino, porcino, caprino y caballar; mamiferos domésticos como por ejemplo perros
y gatos; animales de laboratorio que incluyen roedores como por ejemplo ratones, ratas y cobayas; pajaros, que in-
cluyen péjaros domésticos, salvajes y de caza como por ejemplo pollos, pavos y otras gallindceas, patos, gansos y
similares. Los términos no denotan ninguna edad particular. Asi, se pretende incluir tanto individuos adultos como
recién nacidos. Los procedimientos que se describen en el presente documento se pretenden usar en cualquiera de las
especies de vertebrados anteriores, dado que los sistemas inmunitarios de todos estos vertebrados funcionan de forma
similar.

Revision general

Antes de describir la presente invencion en detalle, se debe entender que esta invencién no se limita a las formu-
laciones ni pardmetros de procesamiento particulares ejemplificados dado que, por supuesto, pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia que se usa en la presente memoria descriptiva tiene el fin de describir realizaciones
particulares de la invencién y no se pretende que sea limitante.

La presente invencién proporciona composiciones novedosas que contienen secuencias de dcidos nucleicos, en las
que una primera secuencia de la composicidn es una secuencia codificante para una subunidad A obtenida o derivada de
una toxina bacteriana que ribosila ADP, y una segunda secuencia de la composicidn es una secuencia codificante para
una subunidad B obtenida o derivada de una toxina bacteriana que ribosila ADP. La secuencias primera y segunda son
utiles en procedimientos de inmunizacién en los que se administran a un sujeto para proporcionar un efecto adyuvante
(contra un antigeno de interés coadministrado) en el sujeto inmunizado. Las toxinas bacterianas que ribosilan ADP son
una familia de exotoxinas bacterianas relacionadas e incluyen toxina de la difteria (DT), toxina de la tos ferina (PT),
toxina del célera (CT), las toxinas termoldbiles de E. coli (LT1 y LT2), endotoxina A de Pseudomonas, exotoxina S
de Pseudomonas, exoenzima de B. cereus, toxina de B. sphaerieus, toxinas C2 y C3 de C. botulinum, exoenzima de
C. limosum, asi como las toxinas de C. perfringens, C. spiriforma 'y C. difficile, EDIN de Staphilococcus aureus, y
mutantes de toxina bacteriana que ribosila ADP como por ejemplo GRM197, un mutante no téxico de la toxina de la
difteria (véase, por ejemplo, Bixler ez al. (1989) Adv. Exp. Med. Biol. 251: 175; y Constantino et al. (1992) Vaccine).
La mayoria de las toxinas bacterianas que ribosilan ADP estdn organizadas en forma de un multimero A:B, en el que la
subunidad A contiene la actividad de ADP-ribosiltransferasa, y la subunidad B actia como resto de unién. Las toxinas
bacterianas que ribosilan ADP preferidas para usar en las composiciones de la presente invencién incluyen toxina del
colera y las toxinas termoldbiles de E. coli.

La toxina del cdlera (CT) y las enterotoxinas termoldbiles de E. coli (LT) relacionadas son productos de secrecion
de sus cepas bacterianas enterotéxicas respectivas que son inmundgenos potentes y muestran una fuerte toxicidad
cuando se administran por via sistémica, oral o mucosa. Tanto CT como LT son conocidas por proporcionar efectos
adyuvantes para los antigenos cuando se administran por via intramuscular u oral. Estos efectos adyuvantes se han ob-
servado a dosis inferiores a las necesarias para la toxicidad. Las dos toxinas son moléculas extremadamente similares,
y son al menos aproximadamente 70-80% homoélogas a nivel de aminoécidos.

Las toxinas CT y LT son hexdmeros, compuestos por una tinica molécula de una subunidad A rodeada de un anillo
con forma de donut compuesto por 5 moléculas de la subunidad B. La subunidad A posee una actividad de ADP-
ribosilasa que produce modificaciones en la proteina G que provocan regulacién por aumento de AMPc y de proteina
cinasa A tras la internalizacién de la subunidad A en una célula de mamifero. La subunidad A puede ser cortada
por proteasas exdgenas dando los fragmentos Al y A2 ligados mediante un tnico puente disulfuro. La subunidad A
de CT contiene un motivo peptidico KDEL en el extremo C (RDEL para la subunidad A de L1) que estd asociado
al paso de las proteinas de la red Golgi trans al RE. Esto probablemente es importante para la administracion de un
fragmento A al compartimiento celular correcto para la toxicidad tras la internalizacidn, y retencién de la toxina en ese
compartimiento celular. La subunidad A1 penetra en el citoplasma celular y desencadena la salida de Cl al catalizar la
ADP-ribosilacién de una proteina G, que activa la adenilato ciclasa produciendo niveles elevados de AMPc. Un nivel
elevado de AMPc provoca la fosforilacién de proteina cinasa A y abre el canal de cloruro regulador de la conductancia
transmembranosa en la fibrosis quistica.

El papel principal de los fragmentos de A2 es interactuar con la subunidad B. La internalizacién de la toxina
estd mediada por las cinco copias de la subunidad B que poseen actividad de unién por el GM1 gangliésido, un
glucoesfingolipido que se encuentra por todas partes en la superficie de las células de mamifero.

La importancia relativa de las subunidades A y B para la capacidad como adyuvante es controvertida. Existe
especulacion en el campo de que la actividad t6xica de la subunidad A puede modular los efectos adyuvantes asociados
a la subunidad B. Algunos estudios demuestran que las mutaciones en la subunidad A anulan la actividad adyuvante
mientras que otros demuestran que las mutaciones en la subunidad A que bloquean la actividad ADP-ribosilasa no
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tienen efecto sobre la capacidad adyuvante. Otros informes muestran niveles variables de efectos adyuvantes para
las subunidades B o para las preparaciones de subunidades B recombinantes. Es probable que las subunidades A
y B tengan funciones distintas que contribuyan independientemente a la capacidad adyuvante. Estas funciones son
actividad como ADP-ribosilasa y actividad de activacion de receptores, respectivamente. Con respecto a la subunidad
B de LT en particular, la unién al receptor GM1 de los linfocitos B provoca una activacion policlonal, se produce en
ausencia de proliferacion significativa, y supone la regulacién por aumento de un nimero de moléculas importantes
como por ejemplo MHC de clase II, B7, CD40, ICAM-1 e IL2-R*. Para los linfocitos T, la adicion de holotoxinas CT
o LT o de subunidades B recombinantes a los linfocitos T estimulados con concanavilian A provoca una reduccién
en la incorporaciéon de timidina. No se han resefiado efectos de estas moléculas sobre los macréfagos y las células
dendriticas. En los cultivos de PBMC, Etx8 estimula un nivel alto de TNF-a y de produccién de IL-10 pero no de IL-
12. Esto es consistente con las observaciones de respuestas predominantemente de tipo Th2 asociadas al uso de formas
de CT y LT como adyuvantes.

Por lo tanto es una caracteristica sorprendente de la presente invencion que la administracién de las presentes
composiciones adyuvantes con polinucledtidos produzca preferentemente una mayor respuesta inmunitaria de tipo
Th1 contra el antigeno de interés coadministrado, en lugar de la respuesta de tipo Th2 que seria de esperar por el uso
de una composicién adyuvante con exotoxina de ribosilaciéon de ADP.

Secuencias codificantes para las subunidades de exotoxina de ribosilacion de ADP

En una realizacion, se proporciona una composicion que incluye una o mds moléculas de dcido nucleico recombi-
nantes, conteniendo dichas una o mas moléculas las secuencias de 4cidos nucleicos primera y segunda en las que (a)
la primera secuencia de dcido nucleico es una regién codificante para un péptido de la subunidad A truncada obtenida
o derivada de una exotoxina de ribosilacion de ADP, y (b) la segunda secuencia de dcido nucleico es una regién co-
dificante para un péptido de la subunidad B truncada obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilacién de ADP.
Las regiones codificantes proporcionan péptidos de las subunidades “truncadas” en los que cada una de dicha regién
codificante de la subunidad ha sido alterada genéticamente de forma que cree una delecién en 5°, por lo cual el péptido
de la subunidad codificado no tiene un péptido de sefializacion bacteriana en el extremo amino.

En otra realizacién, se proporciona una composicion que incluye una o mds moléculas de 4cido nucleico recombi-
nantes, conteniendo dichas una o mas moléculas las secuencias de 4cidos nucleicos primera y segunda en las que (a) la
primera secuencia de dcido nucleico es una region codificante para un péptido de la subunidad A modificada, madura,
obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilacién de ADP, y (b) la segunda secuencia de 4cido nucleico es una
regién codificante para un péptido de la subunidad B madura, obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilacién
de ADP. La primera secuencia de dcido nucleico contiene una regién codificante que proporciona un péptido de la
subunidad A “modificado” en el que dicha regién codificante ha sido alterada genéticamente para eliminar un resto
de cuatro aminodcidos del extremo C del motivo KDEL o RDEL que normalmente se encuentra en el péptido de la
subunidad codificado.

Todavia en una realizacién adicional, se proporciona una composicién que incluye una o mas moléculas de acido
nucleico recombinantes, conteniendo dichas una o mas moléculas las secuencias de dcidos nucleicos primera y segunda
en las que (a) la primera secuencia de dcido nucleico es una regién codificante para un péptido de la subunidad A
truncada y modificada obtenida o derivada de una exotoxina de ribosilaciéon de ADP, y (b) la segunda secuencia de
dcido nucleico es una regién codificante para un péptido de la subunidad B truncada obtenida o derivada de una
exotoxina de ribosilaciéon de ADP.

En realizaciones particularmente preferidas, las secuencias que codifican las subunidades del péptido de la exo-
toxina de ribosilacién de la ADP se obtienen o se derivan de una toxina del célera (CT). En otras realizaciones
particularmente preferidas, las secuencias que codifican las subunidades del péptido de la exotoxina de ribosilacién de
la ADP se obtienen o se derivan de una enterotoxina termolabil de E. coli (LT), por ejemplo LT1 o LT2.

Las porciones de los genomas de diversas especies bacterianas enterotoxicas, particularmente las porciones que
contienen las secuencias codificantes para las exotoxinas que ribosilan ADP, generalmente son conocidas y las secuen-
cias para ellas estdn disponibles ptblicamente, por ejemplo en la World Wide Web, y/o estidn depositadas en bancos
como por ejemplo la base de datos GenBank. Por ejemplo, una entrada de GenBank para las secuencias completas
de los genes de la subunidad A y B de CT pueden encontrarse en el Locus VIBCTX-ABB (N.° de acceso D30053),
mientras que una entrada de GenBank para las secuencias completas de los genes de la subunidad A y B de LT pue-
den encontrarse en el Locus AB0O116677 (N.° de acceso AB0O11677). También pueden usarse variantes o fragmentos
activos de estas secuencias de toxinas en las composiciones y procedimientos de la presente invencién. Para una des-
cripcion general de las exotoxinas de ribosilacién de ADP, véase por ejemplo, Krueger et al. (1995) Clin. Microbiol.
Rev. 8: 34-47. Ademds, en ciertos aspectos de la invencién, una o ambos de las regiones codificantes de las subuni-
dades del péptido de la toxina pueden estar ademds modificadas genéticamente para eliminar la toxicidad del/de los
péptido(s) de la(s) subunidad(es) codificado(s) por ellas. Por ejemplo, en la técnica se conocen mutantes de toxinas
alteradas genéticamente que tienen una actividad de ribosilaciéon de ADP alterada, mutaciones en sitios de escision por
tripsina, o una actividad de unién alterada. Véase, por ejemplo, Burnette et al. (1994) “Recombinant microbial ADP-
ribosylating toxins of Bordetella pertusis, Vibrio cholerae, and enterotoxigenic Escherichia coli: structure, function
and toxoid vaccine development”, en Bioprocess Technology, Burnette et al. editores, paginas 185-203; Rappuoli et
al. (1995) Int. Archiv. Allergy Immunol. 108: 327-333; y Rappuoli et al. (1996) Ad. Exp. Med. Biol. 397: 55-60.
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Las secuencias que codifican las subunidades de las toxinas seleccionadas habitualmente estan insertadas en un vector
apropiado (por ejemplo, un esqueleto de plasmido) usando técnicas conocidas y como se ha descrito més adelante en
los Ejemplos.

La secuencia o secuencias que codifican los péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosilacién de ADP de
interés pueden obtenerse y/o prepararse usando procedimientos conocidos. Por ejemplo, pueden obtenerse preparacio-
nes sustancialmente puras usando herramientas estandar de biologia molecular. Es decir, pueden obtenerse secuencias
de polinucleétidos que codifican las subunidades de toxinas que se describen anteriormente usando procedimientos
recombinantes, como por ejemplo cribando adenotecas de ADNc para encontrar células que expresen las subunidades
de las toxinas, o derivando la secuencia codificante para las subunidades de la toxina de un vector que se sabe que la
incluye. Las secuencias que codifican las subunidades de las toxinas de diversas cepas bacterianas estan depositadas en
la American Type Culture Collection ATCC, y ademads hay otras disponibles en organizaciones para la salud naciona-
les e internacionales como por ejemplo los Centers of Disease Control (Atlanta, GA). Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., referencia anterior, para una descripcidn de las técnicas que se usan para obtener y aislar moléculas de dcido
nucleico. Las secuencias de polinucleétidos también pueden producirse sintéticamente, en lugar de clonarse.

Todavia otro procedimiento conveniente para aislar las moléculas especificas de dcido nucleico es mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Mullis et al. (1987) Methods Enzymol. 155: 335-350. Esta técnica usa
ADN polimerasa, habitualmente una ADN polimerasa termoestable, para replicar una regiéon de ADN deseada. La
region de ADN a replicar se identifica mediante los oligonucleétidos de la secuencia especificada complementaria
a los extremos opuestos y hebras opuestas del ADN deseado para cebar la reaccion de replicacion. El producto de
la primera tanda de replicacion es en si mismo una plantilla para la posterior replicacién, asi los sucesivos ciclos
de replicacion repetidos producen una amplificacién geométrica del fragmento de ADN delimitado por el par de
cebadores usado.

Una vez se han obtenido las secuencias relevantes para las subunidades de la exotoxina de ribosilacion de ADP de
interés, pueden enlazarse para proporcionar una o mas moléculas de dcido nucleico contiguas usando técnicas estandar
de clonacién o biologia molecular. Mds particularmente, después de haber obtenido la informacién de las secuencias
para la combinacién de subunidades de la toxina seleccionadas, las secuencias codificantes pueden combinarse entre
s o con otras secuencias para formar una secuencia hibrida, o manejarse por separado. En las secuencias hibridas,
las secuencias codificantes de los péptidos de las subunidades pueden posicionarse de cualquier forma las unas con
respecto a las otras, e incluirse en una tnica molécula en cualquier nimero de formas, por ejemplo, en forma de una
copia uUnica, repetidas aleatoriamente en la molécula en forma de copias multiples, o incluirse en la molécula en forma
de repeticiones multiples en tdndem u otros motivos repetidos ordenados de otros modos.

Aunque puede usarse cualquier nimero de técnicas rutinarias de biologia molecular para la construccién de dichas
moléculas de dcido nucleico recombinantes, un procedimiento conveniente supone usar uno o mas sitios de restriccién
unicos en un vector lanzadera o de clonacién (o insertar uno o mas sitios de restriccién tnicos en una secuencia
adecuada de un vector) y técnicas de clonacion estdndar para dirigir la secuencia o secuencias codificantes de los
péptidos de las subunidades a localizaciones diana particulares dentro de un vector.

De forma alternativa, pueden producirse moléculas hibridas sintéticamente en lugar de clonarlas. La secuencia de
nucledtidos puede disefiarse con los codones apropiados para la secuencia de aminodcidos particular que se desee. En
general, se seleccionardn los codones preferidos para el huésped en el que se pretenda expresar la secuencia. Después
puede ensamblarse la secuencia completa a partir de oligonucle6tidos superpuestos preparados mediante procedimien-
tos estdndar y ensamblarse formando una secuencia codificante completa. Véase, por ejemplo, Edge (1981) Nature
292: 756; Nambair et al. (1984) Science (1984) 223: 1299; Jay et al. (1984) J. Biol. Chem. 259: 6311.

Una vez se han obtenido o se han construido las secuencias codificantes de los péptidos de la exotoxina de ri-
bosilacién de ADP, pueden insertarse en uno o mas vectores adecuados que incluyen secuencias de control ligadas
operablemente a la secuencia o secuencias insertadas, proporcionando asi casetes de expresién que permiten la expre-
sién de péptidos de las subunidades de la toxina in vivo en una especie de sujeto diana.

Los promotores tipicos para la expresién en células de mamifero incluyen el promotor temprano de SV40, un
promotor de CMV como por ejemplo el promotor temprano inmediato de CMV, el promotor LTR del virus tumoral
mamario murino, el promotor tardio principal de adenovirus (Ad MLP), y otros sistemas promotores adecuadamente
eficaces. También pueden usarse promotores no viricos, como por ejemplo un promotor derivado del gen de me-
talotioneina murina, para la expresiéon en mamiferos. También pueden usarse promotores inducibles, reprimibles o
controlables de otras formas. Habitualmente, también habra secuencias de terminacién de la transcripcién y de po-
liadenilacidn, localizadas en posicion relativa 3’ de cada codén de terminacion de la traduccién. Preferiblemente,
también hay presente una secuencia para optimizar el inicio de la traduccién, en posicion relativa 5’ de cada secuencia
codificante. Los ejemplos de transcripcidn las sefiales de terminacién de la transcripcion y de poliadenilacién incluyen
las derivadas de SV40, como se ha descrito en Sambrook et al., referencia anterior, asi como una secuencia de ter-
minacién de hormona de crecimiento bovina. En el disefio del casete de expresién también pueden incluirse intrones,
que contienen sitios donantes y receptores para el ayuste.

Ademds, pueden incluirse elementos potenciadores en los casetes de expresion para aumentar los niveles de ex-
presion. Los ejemplos de potenciadores adecuados incluyen el potenciador génico temprano de SV40 (Dijkema et al.
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(1985) EMBO 1J. 4: 761), el potenciador/promotor derivado de la secuencia repetida terminal larga (LTR) del virus
del Sarcoma de Rous (Gorman et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 6777), y elementos derivados del CMV
human o murino (Boshart et al. (1985) Cell 41: 521), por ejemplo, los elementos incluidos en la secuencia del intrén
A de CMV.

Se incluye otra secuencia auxiliar que proporciona la secrecién del péptido de la subunidad de la exotoxina de
ribosilacién de ADP de una célula de 3 mamifero. Dichas secuencias directoras de la secrecion son conocidas por los
expertos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la secuencia de sefializacién directora del activador de plasminégeno
tisular (tpa).

Después de que se haya producido uno o més casetes de expresion (o construcciones de dcidos nucleicos como por
ejemplo vectores plasmidicos) adecuados que contengan las secuencias codificantes de los péptidos de las subunidades
de la exotoxina de ribosilacion de ADP de interés, los casetes de expresion pueden proporcionarse en un vector de
transfecciéon adecuado como por ejemplo un vector plasmidico de ADN o un vector virico para la administracién
posterior a un sujeto. A este respecto, pueden usarse las composiciones de polinucleétidos de la invenciéon como
composiciones adyuvantes Unicas, o pueden coadministrarse con un antigeno de interés, por ejemplo, como parte de
una composicién de vacuna de componentes miultiples. Por ejemplo, en una composicién de vacuna de componentes
multiples, las presentes moléculas de 4cido nucleico (que contienen las secuencias codificantes para los péptidos de las
subunidades de la exotoxina de ribosilacién de ADP de interés) pueden combinarse con moléculas de dcido nucleico
adicionales que codifican uno o mas antigenos que se sabe que son importante para proporcionar proteccién contra
un patégeno, por ejemplo, moléculas que contienen secuencias que codifican los antigenos HA o NA de influenza,
o moléculas que contienen secuencias que codifican los antigenos de VIH. De forma alternativa, la composicién de
vacuna de componentes multiples puede contener, ademas de los polinucledtidos que codifican las subunidades de
la toxina, el antigeno en forma de virus entero convencional, fracciones de virus, polisacdrido, o preparaciones de
vacunas con subunidades purificadas como se ha descrito en el presente documento mds adelante.

Antigenos

Las composiciones y procedimientos que se describen en el presente documento son de utilidad para actuar de
adyuvantes de una respuesta inmunitaria contra una amplia variedad de antigenos administrados de forma concomi-
tante, por ejemplo antigenos obtenidos o derivados de células o tejidos enfermos, de patégenos humanos o animales.
Para los fines de la presente invencion, un adyuvante se usa o bien para potenciar la respuesta inmunitaria contra un
antigeno especifico, por ejemplo, cuando un adyuvante se administra de forma concomitante con una composicién
de vacuna, la respuesta inmunitaria es mayor que la respuesta inmunitaria provocada por una cantidad equivalente de
la composicion de vacuna administrada sin el adyuvante, o el adyuvante se usa para dirigir un tipo o clase particular
de respuesta inmunitaria contra un antigeno administrado de forma concomitante. La administracién concomitante de
una “cantidad eficaz” de las composiciones adyuvantes de la presente invencion serd aquella cantidad que potencia
una respuesta inmunoldgica contra el antigeno administrado de forma concomitante de tal forma que, por ejemplo,
sean necesarias dosis menores o menos dosis del antigeno para generar una respuesta inmunitaria eficaz.

Tal como se usa en el presente documento, el término “administrado de forma concomitante”, como por ejemplo
cuando se “administra de forma concomitante” una composicién adyuvante que codifica una subunidad de exotoxina
de ribosilacion de ADP de acuerdo con la presente invencion con un antigeno de interés (por ejemplo, una composicién
de vacuna), se refiere o bien a la administracién simultdnea o concurrente de la composicién adyuvante y el antigeno,
por ejemplo, cuando los dos estdn presentes en la misma composicién o se administran en composiciones separadas
casi al mismo tiempo pero en diferentes sitios, asi como la administracién de la composicién adyuvante y el antigeno
en composiciones separadas en momentos diferentes, que incluyen la administracion en sitios diferentes. Por ejemplo,
la composicién adyuvante puede administrarse antes o después de la administracion del antigeno en el mismo sitio o en
uno diferente. La sincronizacién entre la administracion del adyuvante y antigeno puede variar desde aproximadamente
varios minutos de intervalo, a varias horas de intervalo, a varios dias de intervalo.

Para los fines de la presente invencion, el término “patégeno” se usa en un sentido amplio para referirse a un
agente causal especifico de una enfermedad o afeccién, e incluye cualquier agente que proporcione una fuente de una
molécula que provoca una respuesta inmunitaria. Asi, los patégenos incluyen, pero sin limitacién, virus, bacterias,
hongos, protozoos, pardsitos, células cancerosas y similares. Habitualmente, la respuesta inmunitaria es provocada
por uno o mds antigenos de péptido o carbohidrato producidos por el patdgeno. Los procedimientos para identificar
los antigenos adecuados, obtener y preparar dichas moléculas, y después determinar las dosis adecuadas, realizando
ensayos para determinar la capacidad inmundgena adecuada y tratar con dichos antigenos son notorios en la técnica.
Véase por ejemplo, Plotkin et al. (1994) Vaccines, 2* Ediciéon, W.B. Saunders, Philadelphia, PA. Los ejemplos no
limitantes de fuentes de antigenos que pueden usarse para vacunar a sujetos vertebrados, en particular, seres humanos
y mamiferos no humanos, asi incluyen virus, bacterias, hongos y otros organismos patégenos.

Los antigenos viricos adecuados incluyen, pero sin limitacion, los obtenidos o derivados de la familia de virus de
la hepatitis, que incluyen virus de la hepatitis A (HAV), virus de la hepatitis B (HBV), virus de la hepatitis C (HCV),
virus de la hepatitis delta (HDV), virus de la hepatitis E (HEV) y virus de la hepatitis G (HGV). Véase, por ejemplo, las
publicaciones internacionales n.° WO 89/04669; WO 90/11089; y WO 90114436. El genoma de HCV codifica varias
proteinas viricas, que incluyen E1 y E2. Véase, por ejemplo, Houghton et al. (1991) Hepatology 14: 381-388. Las
secuencias que contienen fragmentos gendémicos que codifican estas proteinas, asi como los fragmentos antigénicos
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de los mismos, encontrardn uso en los presentes procedimientos. De forma similar, se conoce la secuencia codificante
para el antigeno ¢ de HDV (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.® 5.378.814).

Del mismo modo, puede usarse una amplia variedad de proteinas de la familia herpesvirus como antigenos en la
presente invencion, que incluyen proteinas derivadas del virus herpes simplex (HSV) tipos 1 y 2, como por ejemplo las
glucoproteinas gB, gD y gH de de HSV-1 y HSV-2; antigenos del virus varicella zoster (VZV), del virus de Epstein-
Barr (EBV) y de citomegalovirus (CMV) que incluyen gB y gH de CMV; y antigenos de otros herpesvirus humanos
como por ejemplo HHV6 y HHV7. (Véase, por ejemplo Chee et al. (1990) Cytomegaloviruses (J.K. McDougall, ed.,
Springer-Verlag, paginas 125-169; McGeoch et al. (1988) J. Gen. Virol. 69: 1531-1574; patente de Estados Unidos n.°
5.171.568; Baer et al. (1984) Nature 310: 207-211; y Davison et al. (1986) J. Gen. Virol. 67: 1759-1816.)

Se conocen y se han reseflado antigenos del virus de la inmunodeficiencia humano (HIV), como por ejemplo las
moléculas gp120 para una multitud de cepas aisladas de HIV-1 y HIV-2, que incluyen miembros de los diversos
subtipos genéticos de HIV (véase, por ejemplo, Myers et al., Base de datos de Los Alamos, Los Alamos National
Laboratory, Los Alamos, Nuevo Méjico (1992); y Modrow et al. (1987) J. Virol. 61 : 570-578) y fragmentos genémicos
que contienen antigenos derivados u obtenidos de cualquiera de estas cepas aisladas encontrardn uso en la presente
invencién. Ademds, otras proteinas inmundgenas derivadas u obtenidas de cualquiera de las diversas cepas aisladas
de HIV encontrard uso en el presente documento, que incluyen fragmentos que contienen una o mas de las diversas
protefnas de la cubierta como por ejemplo gp160 y gp41, antigenos gag como por ejemplo p24gag y p55gag, asi como
proteinas derivadas de pol, env, tat, vif, rev, nef, vpr, vpu y de las regiones LTR de HIV.

Los antigenos derivados u obtenidos de otros virus también encontrardn uso en el presente documento, como por
ejemplo sin limitacion, antigenos de miembros de las familias: Picornaviridae (por ejemplo, poliovirus, rhinovirus,
etc.); Caliciviridae; Togaviridae (por ejemplo, virus de la rubéola, virus del dengue, etc.); Flaviviridae; Coronaviridae;
Reoviridae (por ejemplo, rotavirus, etc.); Bimaviridae; Rhabodoviridae (por ejemplo, virus de la rabia, etc.); Orthomy-
xoviridae (por ejemplo, virus influenza de los tipos A, B y C, etc.); Filoviridae; Paramyxoviridae (por ejemplo, virus
de las paperas, virus del sarampidn, virus sincitial respiratorio, virus parainfluenza, etc.); Bunyaviridae; Arenaviridae;
Retroviradae (por ejemplo, HTLV-I; HTLV-II; HIV-1 (también conocido como HTLV-III, LAV, ARV, hTLR, etc.)),
que incluyen, pero sin limitacién, antigenos de las cepas aisladas HIVyy,, HIVgg, HIVLay, HIVp A, HIVyy); HIV-
Lomoss, HIV-1yss; HIV-2, entre otros; virus de la inmunodeficiencia simio (SIV); Papillomavirus, el virus de la encefa-
litis portado por garrapatas; y similares. Véase, por ejemplo Virology, 3% Ediciéon (W.K. Joklik ed. 1988); Fundamental
Virology, 2* Edicién (B.N. Fields y D.M. Knipe, editores 1991), para una descripcion de estos y otros virus.

En algunos contextos, puede ser preferible que los antigenos viricos seleccionados se obtengan o deriven de un pa-
tégeno virico que habitualmente penetra en el cuerpo por una superficie mucosa y se sabe que provoca o estd asociado
a la enfermedad en seres humanos, como por ejemplo, pero sin limitaciéon, HIV (AIDS), virus de la gripe (gripe), virus
herpes simplex (infecciéon genital, calenturas, ETS), rotavirus (diarrea), virus paragripal (infecciones respiratorias),
virus de la polio (poliomielitis), virus sincitial respiratorio (infecciones respiratorias), virus de sarampién y paperas
(sarampion, paperas), virus de la rubéola (rubéola), y rhinovirus (resfriado comun).

Los fragmentos gendmicos que contienen antigenos bacterianos y parasitarios pueden obtenerse o derivarse de
agentes causales conocidos responsables de enfermedades que incluyen, pero sin limitacidn, difteria, tos ferina, té-
tanos, tuberculosis, neumonia bacteriana o flngica, otitis media, gonorréa, célera, tifus, meningitis, nononucleosis,
plaga, shigellosis o salmonelosis, legionela, enfermedad de Lyme, lepra, malaria, tenia, oncocerciasis, esquistosomia-
sis, tripanosomiasis, leishmania, giardiosis, amebiasis, filariasis, borelia, y triquinosis. Todavia pueden obtenerse o
derivarse otros antigenos de virus no convencionales como por ejemplo los agentes causales de kuru, enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob (CJD), encefalopatia espongiforme ovina, encefalopatia transmisible del visién y enfermedades
de consumicidén crénicas, o provocadas por particulas infecciosas de proteinas como por ejemplo priones que estin
asociados a la enfermedad de las vacas locas.

Los patégenos especificos pueden incluir M. tuberculosis, Chlamydia, N. gonorrhoeae, Shigella, Salmonella, Vi-
brio Cholera, Treponema pallidua, Pseudomonas, Bordetella pertussis, Brucella, Franciscella tulorensis, Helicobac-
ter pylori, Leptospria interrogaus, Legionella pneumophila, Yersinia pestis, estreptococos (tipos A y B), Pneumococos,
Meningococos, Hemophilus influenza (tipo b), Toxoplasma gondic, Complilobacteriosis, Moraxella catarrhalis, Do-
novanosis, y Actinomycosis; patégenos fingicos que incluyen candidiasis y aspergilosis; patégenos parasiticos que
incluyen tenia, trematodo, nematodos, amebiasis, giardiosis, criptosporidio, esquistosoma, Pneumocystis carinii, tri-
clomoniasis y triquinosis. Asi, la presente invencién también puede usarse para proporcionar una respuesta inmunitaria
adecuada contra numerosas enfermedades veterinarias, como por ejemplo enfermedades de los pies y la boca, Coro-
navirus, Pasteurella multocida, Helicobacter, Strongilus vulgaris, Actinobacillus pleuropneumonia, virus de la diarrea
virica bovina (BVDV), Klebsiella pneumoniae, E. coli, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis y brochiseptica.

En algunas realizaciones, el antigeno de interés puede ser un alérgeno. Un “alérgeno” es un antigeno que puede ini-
ciar una estado de hipersensibilidad, o que puede provocar una reaccion de hipersensibilidad inmediata en un individuo
que ya estd sensibilizado al alérgeno. Los alérgenos habitualmente son proteinas o sustancias quimicas unidas a protei-
nas que tienen la propiedad de ser alergénicos; sin embargo, los alérgenos también pueden incluir materiales organicos
o inorgdnicos, derivados de una variedad de fuentes hechas por el hombre o naturales como por ejemplo materiales
vegetales, metales, ingredientes de cosméticos o detergentes, latex, o similares. Las clases de alérgenos adecuados para
usar en los procedimientos de la invencién pueden incluir, pero sin limitacién, pdlenes, caspa de animales, herbéceas,
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mohos, polvos, antibiéticos, venenos de insectos que pican, y una variedad de alérgenos ambientales (que incluyen
sustancias quimicas y metales), farmacéuticos y alimentarios. Los alérgenos habituales de los drboles incluyen pdle-
nes de los drboles dlamo de Virginia, chopo, fresno, abedul, arce, roble, olmo, nogal americano y nogal de pecana;
los alérgenos vegetales habituales incluyen los de la cebada, ambrosia, plantago, rumex y amaranto; los alérgenos
vegetales por contacto incluyen los de avena venenosa, hiedra venenosa, ortigas; los alérgenos herbaceos habituales
incluyen los alérgenos de la hierba timotea, sorgo, Bermuda, festuca y poas; los alérgenos habituales también pueden
obtenerse de mohos u hongos como por ejemplo Alternaria, Fusarium, Hormodendrum, Aspergillus, Micropolispora,
Mucor y actinomicetos termdfilos; la penicilina y la tetraciclina son alérgenos antibidticos habituales; los alérgenos
epidérmicos pueden obtenerse del polvo de las casas u orgdnicos (habitualmente de origen flingico), de insectos como
por ejemplo los acaros (dermatphagoides pterosinyssis), o de fuentes animales como por ejemplo plumas, caspa de ga-
tos y perros; los alérgenos alimentarios habituales incluyen leche y queso (lacteos), huevo, trigo, frutos secos ejemplo,
cacahuetes), marisco (por ejemplo, crusticeos), alérgenos de guisantes, judias y gluten; los alérgenos ambientales ha-
bituales incluyen alérgenos de metales (niquel y oro), sustancias quimicas (formaldehido, trinitrofenol y trementina),
latex, caucho, fibras (algodén o lana), arpillera, tintes capilares, cosméticos, detergentes y perfumes; los alérgenos de
medicamentos habituales incluyen alérgenos de anestésicos locales y salicilatos; los alérgenos antibiéticos incluyen
alérgenos de penicilina y sulfonamida; y los alérgenos de insectos habituales incluyen los alérgenos de veneno de
abeja, avispa y hormiga, y los de secreciones de las cucarachas. Los alérgenos particularmente bien caracterizados
incluyen, pero sin limitacidn, los epitopos principal y criptico del alérgeno Der pi (Hoyne et al. (1994) Immunology
83190-195), fosfolipasa A2 del veneno de abeja (PLA) (Akdis et al. (1996) J. Clin. Invest. 98: 1676-1683), alérgeno
Bet v 1 del polen de abedul (Bauer ef al (1997) Clin. Exp. Immunol. 107: 536-541), y el alérgeno herbaceo recom-
binante multiepitépico rKBG8.3 (Cao et al. (1997) Immunology 90: 46-51). Estos y otros alérgenos adecuados estdn
disponibles comercialmente y/o pueden prepararse facilmente en forma de extractos siguiendo técnicas conocidas.

En otras realizaciones, el antigeno de interés puede ser un antigeno especifico de tumor. Para los fines de la presente
invencién, antigenos especificos de tumor incluyen, pero sin limitacion, cualquiera de los diversos MAGE (antigeno E
asociado a melanoma), que incluyen MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3 (péptido HLA-A1), MAGE 4, etc.; cualquiera de
las diversas tirosinasas (péptido HLA-A?2); ras mutante; pS3 mutante; y antigeno p97 del melanoma. Otros antigenos
especificos de tumor incluyen el péptido Ras y el péptido p53 asociado a los cdnceres avanzados, los antigenos HPV
16/18 y E6/E7 asociados a los canceres de cuello de ttero, el antigeno MUC1-KLH asociado al carcinoma de mama,
CEA (antigeno carcinoembrionario) asociado al cdncer colorrectal, los antigenos gp 100 o MART1 asociado al me-
lanoma, y el antigeno PSA asociado al cancer de préstata. La secuencia del gen p53 es conocida (véase por ejemplo,
Harris et al (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 4650-4656) y estd depositada en GenBank con el N.° de acceso M14694. Asi, las
composiciones adyuvantes de la presente invencién pueden usarse para realizar procedimientos inmunoterapéuticos
para tratar los canceres de cuello de ttero, mama, colorrectal, de prdstata, de pulmén y melanomas.

Los antigenos para usar con la presente invencion pueden obtenerse o producirse usando una variedad de pro-
cedimientos conocidos por los expertos en la técnica. En particular, los antigenos pueden aislarse directamente de
fuentes nativas, usando técnicas estdndar de purificacién. De forma alternativa, los antigenos pueden producirse por
recombinacion usando técnicas conocidas. Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Vols. I, IT y III, segunda Edicién (1989); ADN Cloning, Vols. I y IT (D.N. Glover ed. 1985). Los
antigenos para usar en el presente documento también pueden sintetizarse, basdndose en secuencias de aminodcido
descritas, mediante sintesis quimica con polimeros como por ejemplo sintesis de péptidos en fase sélida. Dichos pro-
cedimientos son conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, J. M. Stewart y J. D. Young, Solid Phase
Peptide Synthesis, 2* Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1984) y G. Barany y R. B. Merrifield, The Peptides:
Analysis, Synthesis, Biology, editores E. Gross y J. Meienhofer, Vol. 2, Academic Press, Nueva York, (1980), paginas
3-254, para las técnicas de sintesis de péptidos en fase sélida; y M. Bodansky, Principles of Peptide Synthesis, Sprin-
ger-Verlag, Berlin (1984) y E. Gross y J. Meienhofer, Editores, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, referencia
anterior, Vol. 1, para las sintesis cldsicas en solucién.

Si se desea, las secuencias de polinucleétidos que codifican los antigenos que se describen anteriormente, pueden
obtenerse usando procedimientos de recombinacién, como por ejemplo cribando adenotecas de ADNc y de ADN
gendmico de células que expresan el gen, derivando el gen a partir de un vector que se sepa que lo incluye. Ademds, el
gen deseado puede aislarse directamente de las células y tejidos que lo contienen, usando estandar técnicas, como por
ejemplo extraccién con fenol y PCR de ADNc o de ADN gendmico. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., referencia
anterior, para una descripcién de las técnicas que se usan para obtener y aislar moléculas de ADN. Las secuencias de
polinucleétidos también pueden producirse sintéticamente, en lugar de clonarse.

En aquellas composiciones en las que el componente antigénico se proporcionard mediante una secuencia de dcido
nucleico que codifica un antigeno de interés, la secuencia codificante para el antigeno seleccionado puede combinarse
con una o ambas de las secuencias codificantes para péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosilacién de
ADP para proporcionar una tinica construccién que porte las tres secuencias codificantes, combinado con sélo una de
las secuencias codificantes para una subunidad de la toxina para proporcionar, por ejemplo, una composicién de dos
plasmidos, o puede proporcionarse en una construccién distinta o bien de una tinica construccién, o de construcciones
muiltiples que porten las secuencias codificantes de las subunidades de la toxina. En cada uno de los casos anteriores,
el antigeno puede estar ligado operablemente y csu transcripcién controlada por el mismo o por diferentes elementos
de control, por ejemplo, promotores y potenciadores. En esas construcciones en las que se usa un tnico elemento
de control para dirigir la transcripcién de dos o mds secuencias codificantes, puede usarse una secuencia interna de
entrada a los ribosomas (IRES) para facilitar la transcripcion de las miltiples secuencias.
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Administracion de polinucledtidos

Los polinucledtidos (moléculas de dcido nucleico que contienen secuencias codificantes para la péptidos de las
subunidades de la exotoxina de ribosilacion de ADP seleccionada) que se describen en el presente documento pueden
administrarse mediante cualquier procedimiento adecuado. En una realizacién preferida, que se describe mds adelante,
los polinucleétidos se administran recubriendo una o mds construcciones adecuadas (por ejemplo, una o més cons-
trucciones de ADN plasmidico) que contienen las secuencias codificantes para los péptidos de las subunidades de la
exotoxina de ribosilacién de ADP de interés (y, en ciertas realizaciones, una secuencia codificante para un antigeno
de interés en la misma construccién o en una diferente) sobre particulas transportadoras nucleares y después admi-
nistrando las particulas recubiertas al sujeto o a las células. Sin embargo, los polinucleétidos de la presente invencién
también pueden administrarse usando un vector virico o usando sistemas no viricos, por ejemplo, administraciéon de
acido nucleico desnudo.

Vectores viricos

Se han empleado numerosos sistemas con base virica para la administracién génica. Por ejemplo, los sistemas
retroviricos son conocidos y generalmente emplean lineas de empaquetamiento que tienen una provirus defectuoso
integrado (el “cooperador”) que expresa todos los genes del virus pero no puede empaquetar su propio genoma debido
a una delecion de la sefial de empaquetamiento, que se conoce como la secuencia psi. Asi, la linea celular produce
cépsulas viricas vacfas. Las lineas productoras pueden derivarse de las lineas empaquetadoras que, ademads del coo-
perador, contienen un vector virico que incluye secuencias necesarias en cis para la replicacion y el empaquetado del
virus, conocidas como repeticiones terminales largas (LTR). La(s) molécula(s) de polinucleétidos de interés puede(n)
insertarse en el vector y empaquetarse en las cdpsulas virales sintetizadas por el cooperador retrovirico. Después el
virus recombinante puede aislarse y administrarse a un sujeto (Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
5.219.740.) Los vectores retroviricos representativos incluyen pero sin limitacién los vectores como por ejemplo los
vectores LHI, N2, INSAL, LSHL y LHL?2 que se describen por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.® 5.219.740,
asf los derivados de estos vectores, como por ejemplo el vector N2 modificado que se describe en el presente documen-
to. Los vectores retroviricos pueden construirse usando técnicas notorias en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos n.° 5.219.740; Mann et al. (1983) Cell 33: 153-159.

Se han desarrollado sistemas basados en adenovirus para la administracién de genes y son adecuados para admi-
nistrar las moléculas de 4cido nucleico que se describen en el presente documento. Los adenovirus humanos son virus
de ADN bicatenario, que penetran en las células mediante endocitosis mediada por receptores. Estos virus estdn par-
ticularmente bien adaptados para la transferencia genética porque son faciles de producir y de manipular y muestran
una gran variedad de huéspedes in vivo e in vitro. Por ejemplo, los adenovirus pueden infectar células humanas de
origen hematopoyético, linfoide y mieloide. Ademads, los adenovirus infectan las células diana en reposo y las que
estan replicandose. Al contrario que los retrovirus que se integran en el genoma del huésped, los adenovirus persisten
extracromosémicamente minimizando asi los riesgos asociados a la mutagénesis por insercion. El virus se produce
facilmente en grandes cantidades y es estable de forma que puede purificarse y almacenarse. Incluso en la forma
con replicacién competente, los adenovirus provocan tinicamente un bajo nivel de morbilidad y no estdn asociados a
enfermedades malignas en seres humanos. Por consiguiente, se han desarrollado vectores adenovirales que emplean
estas ventajas. Para una descripcion de los vectores adenovirales y sus usos véase, por ejemplo, Haj-Ahmad y Graham
(1986) J. Virol. 57: 267-274; Bett et al. (1993) J. Virol. 67: 5911-5921; Mittereder et al. (1994) Human Gene Therapy
5: 717-729; Seth et al. (1994) J. Virol. 68: 933-940; Barr et al. (1994) Gene Therapy 1 : 51-58; Berkner, K. L. (1988)
BioTecleniques 6: 616-629; Rich et al. (1993) Human Gene Therapy 4: 461-476.

Los vectores viricos adenoasociados (AAV) también pueden usarse para administrar las moléculas de polinucleé-
tidos como se ha descrito en el presente documento. A este respecto, los vectores AAV pueden derivarse de cual-
quier serotipo de AAV, que incluye sin limitacién, los vectores AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAVXT7,
etc. Los vectores AAV pueden tener uno o mas de los genes AAV de tipo silvestre eliminados total o parcialmen-
te, preferiblemente los genes rep y/o cap, pero mantienen una o mds secuencias de repeticiones terminales inverti-
das flanqueantes (ITR) funcionales. Generalmente se considera que una secuencia ITR funcional es necesaria para
el rescate, replicacién y empaquetado del virion AAV. Asi, un vector AAV incluye al menos las secuencias nece-
sarias en cis para la replicacién y el empaquetado (por ejemplo, una ITR funcional) del virus. La ITR no tiene
que ser la secuencia nucleotidica de tipo silvestre, y puede alterarse, por ejemplo, mediante la insercion, delecién
o sustitucion de nucleédtidos, en tanto en cuanto la secuencia proporcione un rescate, replicaciéon y empaquetado
funcionales.

Los vectores de expresion AAV se construyen usando técnicas conocidas para proporcionar, en forma de compo-
nentes ligados operativamente en la direccién de la transcripcién, al menos elementos de control que incluyen una
regién de inicio de la transcripcion, el ADN de interés y una regién de terminacién de la transcripcion. Los elemen-
tos de control se seleccionan para que sean funcionales en una célula de mamifero. La construccién resultante que
contiene los componentes ligados operativamente estd delimitado (5 y 3”) por secuencias ITR de AAV funcionales.
Las construcciones de AVV adecuadas para disefiarse usando técnicas notorias en la técnica. Véase por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos n.° 5.173.414 y 5.139.941; las publicaciones internacionales n.° WO 92/01070 (publicada
el 23 de enero de 1992) y WO 93/03769 (publicada el 4 de marzo de 1993); Lebkowski et al. (1988) Molec. Cell. Biol.
8: 3988-3996; Vincent et al. (1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B.J. (1992) Current
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Opinion in Biotechnology 3: 533-539; Muzyczka, N. (1992) Current Topics in Microbiol. and Immunol. 158: 97-129;
Kotin, A.M. (1994) Human Gene Therapy 5 : 793-801; Shelling y Smith (1994) Gene Therapy 1 : 165-169; y Zhou et
al. (1994) J. Exp. Med. 179: 1867-1875.

Preparaciones farmacéuticas convencionales

La formulacién de una preparacién que comprende las moléculas polinucleotidicas de la presente invencién, con o
sin la adicién de una composicion de antigenos, puede realizarse usando reacciones quimicas y metodologias estdndar
para las formulaciones farmacéuticas todas las cuales estan facilmente disponibles para las personas de experiencia
ordinaria. Por ejemplo, las composiciones que contienen uno o mas vectores adecuados pueden combinarse con uno o
mds excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables para proporcionar una preparacion liquida.

Puede haber presentes sustancias auxiliares, como por ejemplo agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tamponadoras del pH y similares, en el excipiente o vehiculo. Estos excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares
generalmente son agentes farmacéuticos que no inducen una respuesta inmunitaria en el individuo que recibe la com-
posicién, y que pueden administrarse sin toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero sin limitacién, liquidos como por ejemplo agua, solucién salina, polietilenglicol, acido hialurénico, glicerol y
etanol. También pueden incluirse las sales farmacéuticamente aceptables, en ellas, por ejemplo, sales de dcidos mine-
rales como por ejemplo clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de 4cidos organicos como
por ejemplo acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos, y similares. También se prefiere, aunque no es necesario,
que la preparacién contenga un excipiente farmacéuticamente aceptable que sirva como estabilizante, en particular
para las moléculas de péptido, proteina u otro antigeno similar a incluir en la composicion de la vacuna. Los ejemplos
de vehiculos adecuados que también actian como estabilizantes para los péptidos incluyen, sin limitacion, calida-
des farmacéuticas de dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, mannitol, sorbitol, inositol, dextrano, y similares. Otros
vehiculos adecuados incluyen, de nuevo sin limitacién, almidén, celulosa, fosfatos de sodio o calcio, acido citrico,
acido tartdrico, glicina, polietilenglicoles (PEG) de elevado peso molecular, y sus combinaciones. Hay disponible una
descripcion detallada de los excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables en REMING-
TON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991), que se incorpora al presente documento por
referencia.

También pueden incluirse ciertos facilitadores de la captacién y/o expresion de los 4cidos nucleicos (“agentes
facilitadores de la transfeccién™) en las composiciones, por ejemplo, facilitadores como por ejemplo bupivacaina,
cardiotoxina y sacarosa, y vehiculos facilitadores de la transfeccién como por ejemplo preparaciones en liposomas o
lipidos que se usan habitualmente para administrar moléculas de dcido nucleico. Los liposomas aniénicos y neutros
estan ampliamente disponibles y son notorios para administrar moléculas de acido nucleico (véase, por ejemplo,
Liposomes: A Practical Approach, (1990) RPC New Ed., IRL Press). Las preparaciones de lipidos catiénicos también
son vehiculos notorios para usar en la administracién de moléculas de dcido nucleico. Las preparaciones adecuadas
de lipidos incluyen DOTMA (cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio), disponible con la marca
Lipofectin™, y DOTAP (1,2-bis(oleiloxi)3-(trimetilamonio)propano), véase, por ejemplo, Felgner et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7416; Malone et al. (1989) Proc. Natl. Acad Sci. USA 86: 6077-6081; patentes de
Estados Unidos n.® 5.283.185 y 5.527.928, y publicacién de patente internacional n.® WO 90/11092, WO 91/15501 y
WO 95/26356. Estos lipidos catiénicos preferiblemente pueden usarse asociados a un lipido neutro, por ejemplo DOPE
(dioleilfosfatidiletanolamina). Todavia otras composiciones facilitadoras de la transfeccion que pueden afiadirse a las
anteriores preparaciones de lipidos o liposomas incluyen derivados de espermina (véase, por ejemplo, publicacién de
patente internacional n.° WO 93/18759) y los compuestos de permeabilizacién de las membranas como por ejemplo
GALA, Granlicidine S y sales biliares catiénicas (véase, por ejemplo, la publicacién de patente internacional n.® WO
93/19768).

De forma alternativa, las moléculas de dcido nucleico de la presente invencion pueden encapsularse, adsorberse o
asociarse a los vehiculos con particulas. Los vehiculos en particulas adecuados incluyen los derivados de polimeros de
polimetil metacrilato, asi como microparticulas de adecuados derivadas de poli(lactidas) y poli(lactida-co-glicolida).
Véase, por ejemplo, Jeffery ef al. (1993) Pharm. Res. 10: 362-368. También pueden usarse otros sistemas y polimeros
particulados, por ejemplo, polimeros como por ejemplo polilisina, poliarginina, poliornitina, espermina, espermidina,
asi como conjugados de estas moléculas.

Las composiciones formuladas asi habitualmente incluyen uno o mas moléculas de polinucleétidos (por ejemplo,
vector plasmidico) que contiene las secuencias codificantes para los péptidos seleccionados de las subunidades de la
exotoxina de ribosilacién de ADP en una cantidad suficiente para actuar de adyuvante de una respuesta inmunolé-
gica contra un antigeno administrado de forma concomitante. Una cantidad eficaz apropiada puede ser determinada
facilmente por un experto en la técnica. Dicha cantidad entra dentro de un intervalo relativamente amplio que puede
determinarse a través de ensayos rutinarios. Por ejemplo, puede obtenerse un efecto adyuvante adecuado usando tan
solo 0,1 ug de ADN, mientras que en otras administraciones, puede usarse hasta 2 mg de ADN. Generalmente es de
esperar que una dosis eficaz de polinucledtidos que contienen las secuencias codificantes de los péptidos de las subu-
nidades de la exotoxina de ribosilacion de ADP de interés esté en un intervalo de aproximadamente 1 ug a 1000 ug,
sin embargo, las dosis superiores e inferiores a este intervalo también pueden encontrarse eficaces. Las composiciones
asi pueden contener de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9% de las moléculas polinucleotidicas.
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Administracion de preparaciones farmacéuticas convencionales

La administracidn de las preparaciones farmacéuticas que se describen anteriormente puede realizarse en una dosis,
de forma continua o intermitente durante el transcurso del tratamiento. Es decir, una vez formuladas adecuadamen-
te, las composiciones de la presente invencién pueden administrarse a un sujeto in vivo usando una variedad de vias
y técnicas. Por ejemplo, pueden proporcionarse las preparaciones liquidas en forma de una solucidn, suspensioén o
emulsién y administrarse por inyeccion parenteral, subcutdnea, intradérmica, intramuscular, intravenosa usando una
aguja y jeringuilla convencionales, o usando un sistema de inyeccién de liquidos a chorro. Las preparaciones liquidas
también pueden administrarse por via tépica a la piel o a tejidos mucosos, o proporcionarse en forma de un spray fina-
mente atomizado adecuado para la administracién respiratoria o pulmonar. Otros modos de administracién incluyen
la administracién oral, supositorios y técnicas de administracion transdérmica activa o pasiva.

De forma alternativa, las composiciones pueden administrarse ex vivo, por ejemplo se conoce la administracién
y reimplante de células transformadas en un sujeto (por ejemplo, transfecciéon mediada por dextrano, precipitacién
con fosfato célcico, electroporacién, y microinyeccion directa a los nicleos). Sin embargo, la administracién lo més
habitualmente serd mediante una aguja y jeringuilla convencionales para las composiciones liquidas y las paras sus-
pensiones liquidas que contienen composiciones particuladas. Los procedimientos para determinar los medios y dosis
de administracién mds eficaces son notorios para los expertos en la técnica y variardn dependiendo del vehiculo de
administracion, la composicion de la terapia, las células diana, y el sujeto que se esté tratando. Las administracio-
nes unicas y multiples pueden realizarse con el nivel y el patrén de dosis que seleccione el médico a cargo. Deberia
entenderse que una tnica construccién de vector polinucleotidico puede portar mas de una region codificante de subu-
nidades y/o region codificante de antigenos. De forma alternativa, también pueden administrarse a un sujeto vectores
separados (por ejemplo, vectores viricos, pldsmidos, o cualquier combinacién de los mismos), donde cada uno expre-
sa uno o mas péptido(s) de la subunidad(es) y/o antigeno(s) de la toxina derivada de cualquier patégeno como se ha
descrito en el presente documento.

Ademds, también se pretende que los polinucleétidos administrados mediante los procedimientos de la presente
invencién se combinen con otras composiciones y terapias adecuadas. Por ejemplo, para aumentar mds una respues-
ta inmunitaria en un sujeto, las composiciones y procedimientos que se describen en el presente documento pueden
combinarse con la administracién de sustancias auxiliares (por ejemplo, otros adyuvantes), como por ejemplo agentes
farmacolégicos, citocinas o similares. Las sustancias auxiliares pueden administrarse, por ejemplo, en forma de protei-
nas u otras macromoléculas al mismo tiempo, antes o después de la administracién de las moléculas polinucleotidicas
que se han descrito en el presente documento. Las composiciones con moléculas de 4cido nucleico también pueden
administrarse directamente al sujeto o, de forma alternativa, administrarse ex vivo, a las células derivadas del sujeto,
usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Particulas recubiertas

En una realizacién, se administran construcciones de polinucledtido que contienen las secuencias codificantes
para los péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosilacién de ADP seleccionados, y otros componentes
auxiliares (como por ejemplo secuencias codificantes para uno o mds antigenos) usando particulas portadoras. los
procedimientos para la administracién mediada por particulas para administrar dicho 4cido nucleico son conocidos en
la técnica. Asi, una vez preparados y purificados de forma adecuada, las construcciones de vectores plasmidicos que
se describen pueden recubrirse sobre particulas portadoras (por ejemplo, vehiculos nucleares) usando una variedad de
técnicas conocidas en la técnica. Las particulas portadoras se seleccionan a partir de materiales que tienen una densidad
adecuada con en el intervalo de tamafios de particulas que habitualmente se usan para la administracion intracelular
a partir de un dispositivo de administracién de particulas apropiado. El tamafio de particula portadora éptimo, por
supuesto, dependera del didmetro de las células diana.

Para los fines de la presente invencidn, pueden usarse particulas transportadoras nucleares de tungsteno, oro, platino
e iridio. Se prefieren las particulas de tungsteno y oro. Las particulas de tungsteno estdn facilmente disponibles en
tamafios medios de 0,5 a 2,0 um de didmetro. Aunque dichas particulas tienen una densidad éptima para usar en los
procedimientos de administracion de particulas, y permiten un recubrimiento muy eficaz con ADN, el tungsteno puede
ser potencialmente téxico para ciertos tipos celulares. Por consiguiente, las particulas de oro o de oro microcristalino
(por ejemplo, oro en polvo A1570, disponible de Engelhard Corp., East Newark, NJ) también encontraran uso con los
presentes procedimientos. Las particulas de oro proporcionan uniformidad de tamafio (disponible de Alpha Chemicals
en tamafios de particula de 1-3 um, o disponibles en Degussa, South Plainfield, NJ con un intervalo de tamafios de
particula que incluyen 0,95 ym) y toxicidad reducida.

Se conocen numerosos procedimientos que han sido descritos para recubrir o precipitar ADN o ARN sobre parti-
culas de oro o tungsteno. La mayoria de dichos procedimientos generalmente combinan una cantidad predeterminada
de oro o tungsteno con ADN plasmidico, CaCl, y espermidina. La solucién resultante se agita en un vdrtice continua-
mente durante el procedimiento de recubrimiento para asegurar la uniformidad de la mezcla de reaccién. Después de la
precipitacion del dcido nucleico, las particulas recubiertas pueden transferirse a membranas adecuadas y dejarse secar
antes de usar, recubrirse sobre superficies de un médulo o casete de muestra, o cargarse en un casete de administracion
para usar en un dispositivo de administracién de particulas adecuado.
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Los antigenos peptidicos también pueden recubrirse sobre las mismas o similares particulas transportadoras nu-
cleares. Por ejemplo, los péptidos pueden unirse a una particula transportadora simplemente mezclando los dos com-
ponentes en una proporcion determinada empiricamente, mediante precipitacién con sulfato de amonio u otros proce-
dimientos de precipitacion en disolventes familiares para los expertos en la técnica, o mediante acoplamiento quimico
del péptido a la particula transportadora. El acoplamiento de los restos de L-cisteina a oro ha sido descrito anterior-
mente (Brown et al., Chemical Society Reviews 9: 271-311 (1980)). Otros procedimientos incluirfan, por ejemplo,
disolver el péptido en etanol absoluto, agua, o una mezcla de alcohol y agua, afiadir la solucién a una cantidad de
particulas transportadoras, y después secar la mezcla en un chorro de aire o gas nitrégeno mientras se agita en un
vértice. De forma alternativa, el antigeno puede secarse sobre particulas transportadoras centrifugando a vacio. Una
vez secas, las particulas recubiertas pueden resuspenderse en un disolvente adecuado (por ejemplo, acetato de etilo o
acetona), y triturarse (por ejemplo, mediante ultrasonidos) para proporcionar una suspension sustancialmente unifor-
me. Las particulas transportadoras nucleares recubiertas con el antigeno después pueden combinarse con particulas
transportadoras nucleares que portan las construccion(es) de los péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosi-
lacién de ADP y administrarse en una tnica etapa de inyeccion de las particulas, o administrarse por separado a partir
de las composiciones de subunidades de las toxinas.

Administracion de particulas recubiertas

Tras su formacion, las particulas transportadoras nucleares recubiertas con las preparaciones de acido nucleico de
la presente invencidn, solas o combinadas por ejemplo, con preparaciones de antigenos, se administran a un sujeto
usando técnicas de administracién mediada por particulas.

En la técnica se conocen diversos dispositivos de administracion de particulas adecuados para las técnicas de admi-
nistraciéon mediada por particulas, y todos son adecuados para usar en la practica de la invencién. Los actuales disefios
de dispositivos emplean una descarga explosiva, eléctrica o gaseosa para impulsar las particulas transportadoras nu-
cleares recubiertas hacia las células diana. Las particulas recubiertas pueden estar a su vez unidas de forma que se
puedan soltar a una Idmina portadora movible, o unidas de forma que se puedan soltar a una superficie por la que pasa
un chorro de gas, levantando las particulas de la superficie y acelerandolas hacia la diana. Un ejemplo de un dispositivo
de descarga gaseosa se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.204.253. Un dispositivo de tipo explosivo se
describe en la patente de Estados Unidos n.® 4.945.050. Un ejemplo de un aparato de aceleracién de particulas del
tipo de descarga eléctrica se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.120.657. Otro tipo de aparato de descarga
eléctrica adecuado para usar en el presente documento se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.149.655. La
descripcion de todas estas patentes se incorpora a la presente memoria por referencia en su totalidad.

Las particulas recubiertas se administran al sujeto a tratar de una forma compatible con la formulacién de la dosis,
y en una cantidad que serd eficaz para provocar el efecto adyuvante/respuesta inmunitaria deseados. La cantidad de la
composicién a administrar que, en el caso de las moléculas de dcido nucleico estd generalmente en el intervalo desde
0,001 a 1000 pg, mas habitualmente de 0,01 a 10,0 ug de moléculas de dcido nucleico por dosis, y en el caso de las
moléculas de péptido o proteina es de 1 ug a 5 mg, mas habitualmente de 1 a 50 ug de péptido, dependiendo del sujeto
a tratar. La cantidad exacta necesaria variard dependiendo de la edad y el estado general del individuo que esté siendo
inmunizado y de la secuencia de nucleétidos o péptido particular que se seleccione, asi como de otros factores. La
cantidad eficaz apropiada puede ser determinada facilmente por un experto en la técnica después de leer la presente
memoria descriptiva.

Composiciones con particulas

De forma alternativa, los polinucleétidos que portan las secuencias que codifican los péptidos de las subunidades
de la exotoxina de ribosilacion de ADP, asi como uno o més restos de antigenos seleccionados, pueden formularse
en forma de una composicién con particulas. De forma mas particular, la formulacién de particulas que comprende
una o mas moléculas polinucleotidicas puede realizarse usando reacciones quimicas y metodologias estdndar para las
formulaciones farmacéuticas todas las cuales estan facilmente disponibles para las personas de experiencia razonable.
Por ejemplo, puede combinarse una o mas construcciones de vectores y/o componentes antigénicos con uno o mas
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables para proporcionar una composicién de vacuna. Puede haber
presentes sustancias auxiliares, como por ejemplo agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras del
pH y similares, en el excipiente o vehiculo. Estos excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares generalmente son
agentes farmacéuticos que en si mismos no inducen una respuesta inmunitaria en el individuo que recibe la compo-
sicién, y que pueden administrarse sin toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero sin limitacidn, liquidos como por ejemplo agua, solucién salina, polietilenglicol, dcido hialurénico, glicerol y
etanol. Pueden incluirse en las sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de dcidos minerales como por
ejemplo clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de dcidos orgdnicos vehiculos adecuados
que también actian como estabilizantes para los péptidos incluyen, sin limitacion calidades farmacéuticas de dextro-
sa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, inositol, dextrano y similares. Otros vehiculos adecuados incluyen,
de nuevo sin limitacién, almidoén, celulosa, fosfatos de sodio o calcio, dcido citrico, dcido tartdrico, glicina, polieti-
lenglicoles (PEG) de elevado peso molecular, y sus combinaciones. Hay disponible una descripcion detallada de los
excipientes, vehiculos, estabilizantes y otras sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables en REMINGTON’S
PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991).
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Las composiciones incluirdn una cantidad de los polinucleétidos que codifican el péptido de la subunidad de la
toxina que es suficiente para proporcionar el efecto adyuvante deseado contra un antigeno administrado de forma con-
comitante, tal como se define anteriormente. Una cantidad eficaz apropiada puede ser determinada facilmente por un
experto en la técnica. Dicha cantidad entrard dentro de un intervalo relativamente amplio, generalmente en el inter-
valo de aproximadamente 0,001 ug a 25 mg o mds de la construccién del acido nucleico de interés, y las cantidades
especificas adecuadas pueden determinarse a través de pruebas rutinarias. Las composiciones pueden contener de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9% de la(s) molécula(s) de dcido nucleico. Si se incluye un compo-
nente antigeno en la composicién, o se usan los procedimientos para proporcionar una composicion de antigeno con
particulas, el antigeno estard presente en una cantidad adecuada como se describe anteriormente. Después las compo-
siciones se preparan en forma de particulas usando técnicas estandar, como por ejemplo mediante evaporacién simple
(secado al aire), secado en vacio, secado por pulverizacidn, liofilizacidn, liofilizacién por pulverizacion, recubrimiento
en spray, precipitacion, formacién de particulas en fluidos supercriticos y similares. Si se desea, las particulas resultan-
tes pueden densificarse usando las técnicas que se describen en la publicacion de patente internacional de propiedad
compartida n.° WO 97/48485.

Los envases monodosis o multidosis, en los que las particulas pueden envasarse antes del uso, pueden comprender
un envase sellado herméticamente que incluya una cantidad adecuada de las particulas que comprenda una construc-
cioén de 4cido nucleico adecuada y/o un antigeno seleccionado (por ejemplo, para proporcionar un composicién de
vacuna de componentes multiples). Las composiciones con particulas pueden envasarse en forma de una formulacién
estéril, y el envase sellado herméticamente puede disefiarse por lo tanto para que mantenga la esterilidad de la formu-
lacién hasta su uso en los procedimientos de la invencion. Si se desea, los envases pueden adaptarse para su uso directo
en un dispositivo de administracién de particulas. Dichos envases pueden tomar forma de cdpsulas, sobres de papel de
aluminio, saquitos, casetes y similares. En el presente documento se describen los dispositivos de administracion de
particulas apropiados (por ejemplo, las jeringuillas sin agujas).

El envase en el que se empaquetan las particulas puede rotularse ademds de forma que identifique la composicién
y proporcione informacién relevante sobre las dosis. Ademads, el envase puede rotularse con una nota de la forma
prescrita por una agencia gubernamental, por ejemplo la Food and Drug Administration, donde la nota indique la
autorizacién de la agencia segun la Ley Federal de la fabricacidn, uso o venta del adyuvante, antigeno (o composicién
de vacuna) contenido en él para la administracién a seres humanos.

Las composiciones con particulas después pueden administrarse usando una técnica de administracion transdér-
mica. Preferiblemente, las composiciones con particulas se administrardn mediante un procedimiento de inyeccién en
polvo, por ejemplo, se administrardn con un sistema de jeringuilla sin agujas como por ejemplo los que se describen en
las publicaciones de patente internacional de propiedad compartida n.°. WO 94/24263, WO 96/04947, WO 96/12513,
y WO 96/20022.

La administracién de particulas con tales sistemas de jeringuilla sin agujas habitualmente se practica con particulas
que tienen un tamafio aproximado que generalmente varia en el intervalo de 0,1 a 250 um, preferiblemente que varia en
el intervalo de aproximadamente 10-70 um. Las particulas de un tamafio mayor a aproximadamente 250 ym también
pueden administrarse con los dispositivos, siendo el limite maximo el punto en el que el tamafio de las particulas
provocaria un dafio impropio a las células de la piel. La distancia real que penetraran las particulas administradas a la
superficie diana depende del tamafio de la particula (por ejemplo, el didmetro nominal de las particulas asumiendo una
geometria basicamente esférica), de la densidad de las particulas, de la velocidad inicial a la que la particula impacta
sobre la superficie, y de la densidad y viscosidad cinematica del tejido epitelial diana. A este respecto, las densidades
optimas de las particulas para usar en la inyeccién sin agujas generalmente varia entre aproximadamente 0,1 y 25
g/cm® preferiblemente entre aproximadamente 0,9 y 1,5 g/cm?, y las velocidades de inyeccién generalmente varian
entre aproximadamente 100 y 3.000 m/seg, o mds. Con una presién gaseosa apropiada, las particulas que tienen un
didmetro medio de 10-70 um pueden acelerarse a través de la boquilla a velocidades cercanas a las supersénicas de un
flujo de gas propulsor.

Las composiciones que contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de las moléculas en polvo que se han des-
crito en el presente documento pueden administrarse a cualquier tejido diana adecuado mediante los dispositivos de
administracién de particulas que se describen anteriormente. Por ejemplo, las composiciones pueden administrarse al
musculo, piel, cerebro, pulmén, higado, bazo, médula 6sea, timo, corazoén, linfa, sangre, hueso, cartilago pancreas,
rifidn, vesicula, estdmago, intestino, testiculos, ovarios, dtero, recto, sistema nervioso, ojo, gldndulas y tejidos conjun-
tivos. Para las moléculas de 4cido nucleico, la administracién preferiblemente se realiza, y las moléculas se expresan
en células diferenciadas terminalmente; sin embargo, las moléculas también pueden administrarse a células no dife-
renciadas o parcialmente diferenciadas como por ejemplo células hematopoyéticas y fibroblastos epiteliales.

Si se desea, estos sistemas de jeringuilla sin agujas pueden proporcionarse en una forma previamente cargada
que contenga una dosis adecuada de las particulas que comprenden las secuencias codificantes de los péptidos de
las subunidades de la exotoxina de ribosilaciéon de ADP de interés. La jeringuilla cargada puede envasarse en un
contenedor herméticamente sellado, que puede ademds estar rotulado como se describe anteriormente.

Asi, puede usarse el procedimiento para obtener particulas con acido nucleico que tengan un tamafio que varie en
el intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 250 um, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproxi-
madamente 150 um, y lo més preferiblemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 ym; y una densidad de
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las particulas que varie en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 g/cm® y una densidad aparente
de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0 g/cm?, o superior.

De forma similar, pueden obtenerse particulas de los antigenos seleccionados que tengan un tamafo que varie en el
intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 250 um, preferiblemente de aproximadamente 0,1 a aproxima-
damente 150 um, y lo mds preferiblemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 ym; una densidad de las
particulas que varie en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 g/cm®, y una densidad aparente pre-
feriblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0 g/cm?®, y lo mas preferiblemente de aproximadamente
0,8 a aproximadamente 1,5 g/cm®.

Potenciacion de las respuestas inmunitarias

En otra realizacion de la invencidn, se proporciona un procedimiento para potenciar una respuesta inmunitaria con-
tra un antigeno de interés administrado de forma concomitante. En esencia, el procedimiento supone (a) administrar
un antigeno de interés a un sujeto, (b) proporcionar una composicién adyuvante de acuerdo con la presente invencion,
en el que dicha composicién contiene una o mas moléculas de dcido nucleico que contienen secuencias codificantes
seleccionadas para péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosilaciéon de ADP, y (c) administrar de forma
concomitante la composicidn adyuvante al sujeto, mediante lo cual los péptidos de las subunidades de la toxina son
expresados a partir de sus respectivas secuencias codificantes en una cantidad suficiente para provocar una respuesta
inmunitaria potenciada contra el antigeno coadministrado. Como se describe en detalle en el presente documento an-
teriormente, las secuencias codificantes estan ligadas operablemente a la misma o a diferentes secuencias reguladoras
para proporcionar uno o mas casetes de expresion. Estos casetes de expresion después se proporcionan en un vector
adecuado, por ejemplo una construccién de vector plasmidico o un vector virico.

En un aspecto, el procedimiento supone administrar la composicién polinucleotidica a un sujeto usando técnicas
estdndar de administracidn génica que son conocidas en la técnica. Véase por ejemplo, las patentes de Estados Unidos
n.° 5.399.346, 5.580.859, 5.589.466. Habitualmente, la composicién de vacuna polinucleotidica estd combinada con
un excipiente o vehiculo de vacuna para proporcionar una preparacion liquida (como se ha descrito en el presente do-
cumento anteriormente) y después se usa como solucion, suspension o emulsidn inyectable para la administracién por
inyeccién parenteral, subcutdnea, intradérmica, intramuscular, intravenosa usando una aguja y jeringuilla convencio-
nales, o usando un sistema de inyeccién de liquidos a chorro. Se prefiere que la composicién se administre a la piel o al
tejido mucoso del sujeto. Las preparaciones liquidas también pueden administrarse por via tdpica a la piel o a tejidos
mucosos, o proporcionarse en forma de un spray finamente atomizado adecuado para la administracidn respiratoria o
pulmonar. Otros modos de administracién incluyen la administracién oral, supositorios y técnicas de administracién
transdérmica activa o pasiva. Las composiciones polinucleotidicas de forma alternativa pueden administrarse ex vivo a
células derivadas del sujeto, después de lo cual las células se vuelven a implantar en el sujeto. Después de introducirla
en el sujeto, la secuencia de dcido nucleico se expresa proporcionando los péptidos de las subunidades de la exotoxina
de ribosilacién de ADP in sifu en una cantidad suficiente para potenciar una respuesta inmunitaria contra el antigeno
administrado de forma concomitante en el sujeto vacunado. Esta respuesta inmunitaria mejorada puede caracterizarse
como una respuesta humoral (anticuerpos) mejorada, una respuesta celular (CTL) mejorada, o caracterizarse como
que mejora tanto la respuesta humoral como la celular contra el antigeno administrado de forma concomitante.

En ciertas realizaciones preferidas, la respuesta inmunitaria mejorada se caracteriza por una respuesta inmunitaria
de tipo Thl (celular) aumentada contra el antigeno administrado de forma concomitante, en lugar de una respuesta
de tipo Th2. A este respecto, la respuesta inmunitaria de tipo Th1 aumentada puede cualificarse por uno o mds de los
siguientes: mayores cantidades de linfocitos T cooperadores CD4+ y/o CTL CD8+ que producen interferén-y; mayor
actividad de los CTL especifica de antigeno; mayores cantidades de anticuerpos especificos de antigeno de la subclase
que habitualmente estdn asociados a la inmunidad celular (por ejemplo, IgG2a).

Se prefiere que las composiciones adyuvantes con polinucleétidos de la presente invencién se administren en
forma de particulas. Por ejemplo, las composiciones pueden administrarse usando un dispositivo de administracién
de particulas como se ha descrito en detalle en el presente documento anteriormente. En ciertas realizaciones, las
composiciones polinucleotidicas pueden recubrirse sobre particulas transportadoras nucleares usando una variedad de
técnicas conocidas en la técnica y administrarse usando un procedimiento de administracién mediado por particulas.
Las particulas portadoras se seleccionan a partir de materiales que tienen una densidad adecuada con en el intervalo
de tamafios de particulas que habitualmente se usan para la administracion intracelular a partir de un dispositivo de
administracién de particulas. El tamafio de particula portadora éptimo, por supuesto, dependera del didmetro de las
células diana.

De forma alternativa, estos procedimientos pueden modificarse mediante la administracién concomitante al sujeto
de componentes adicionales o auxiliares. Por ejemplo, puede administrarse una composicién de vacuna secundaria,
en la que la composicién secundaria puede comprender una vacuna con 4cido nucleico, o la composicién de vacuna
secundaria puede comprender una vacuna convencional como por ejemplo un virus entero, un virus fraccionado o una
vacuna de subunidades. La composicién de vacuna secundaria puede combinarse con las composiciones de polinu-
cledtidos de los péptidos de las subunidades de la exotoxina de ribosilaciéon de ADP formando una tnica composicion,
o la composicién de vacuna secundaria puede administrarse por separado en el mismo sitio o en uno diferente, o bien
al mismo tiempo, o secuencialmente o con un intervalo de tiempo significativo como por ejemplo en una etapa de
refuerzo algunos dias después de que se haya administrado la composicién inicial.
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Como anteriormente, la composicién de vacuna secundaria y/u otro componente exotoxina auxiliar pueden ad-
ministrarse mediante inyeccién usando o bien una jeringuilla convencional, o usando un sistema de administracién
mediada por particulas como también se ha descrito anteriormente. La administracién habitualmente serd por via sub-
cutdnea, epidérmica, intradérmica, intramucosa (por ejemplo, nasal, rectal y/o vaginal), intraperitoneal, intravenosa,
oral o intramuscular. Otros modos de administracién incluyen la administracién tépica, oral y pulmonar, supositorios
y aplicaciones transdérmicas. El tratamiento con las dosis puede ser una pauta de dosis Unica o una pauta de dosis
multiples.

Seccién experimental

A continuacién se incluyen ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencién. Los
ejemplos se ofrecen tinicamente con fin ilustrativo y no se pretende que limiten el alcance de la presente invencién en
modo alguno.

Se han realizado esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los nimeros que se usan (por ejemplo, canti-
dades, temperaturas, etc.) pero, por supuesto, deberia tenerse en cuenta algtin error experimental y desviacion.

Ejemplo 1
Desarrollo de vectores de expresion que codifican las subunidades Ay B de CT

Se usé ADN gendmico de Vibrio cholerae como plantilla para las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
para generar fragmentos de ADN que contenian las secuencias codificantes para las subunidades A y B de la toxina
del coélera (CT). Para la generacién por PCR del fragmento que codifica la subunidad A (CTA), se usaron los dos
siguientes cebadores de oligodesoxirribonucleétidos:

Cebador 1:  5’-GGA GCT AGC AAT GAT GAT AAG TTA TAT CGG-3’ (SEC.ID.N.>: 7); y

Cebador 2:  5°-CCT GGA TCC TCA TAA TTC ATC CTT AAT TCT-3’ (SEC. ID. N.*: 8).

Para facilitar la insercién en un vector de expresion, los Cebadores 1 y 2 contienen secuencias adicionales en sus
extremos 5’ (fuera de la regiéon de homologia con la secuencia codificante de CTA) que incluyen sitios de reconoci-
miento para Nhel y BamHI, respectivamente. Los cebadores 1 y 2 se disefiaron para dirigir la generaciéon por PCR
de un fragmento de la secuencia codificante de la subunidad A empezando por el nucleétido de la posicién 164 y
terminando en el nucledtido de la posicién 886 (N.° de acceso de GenBank D30053). Esta region engloba toda la
secuencia codificante para el péptido de la subunidad A maduro pero no incluye la secuencia que codifica el péptido
de sefializacion bacteriano que se encuentra en el extremo amino del péptido de la pre-subunidad A.

Para la generacion por PCR del fragmento que codifica la subunidad B (CTB), se usaron los dos siguientes ceba-
dores de oligodesoxirribonucledtidos:

Cebador 3:  5’-GGA GCT AGC ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT-3’ (SEC.ID.N.: 9); y

Cebador 4:  5’-CCT GGA TCC TTA ATT TGC CAT ACT AAT TGC-3’ (SEC. ID. N.%: 10).

Para facilitar la insercién en un vector de expresion, los Cebadores 3 y 4 contienen secuencias adicionales en sus
extremos 5’ (fuera de la regién de homologia con la secuencia codificante de CTB) que incluyen sitios de reconoci-
miento para Nhel y BamHI, respectivamente. Los cebadores 3 y 4 se disefiaron para dirigir la generacién por PCR
de un fragmento de la secuencia codificante de la subunidad A empezando por el nucleétido de la posicion 946 y
terminando en el nucleétido de la posicién 1257 (N.° de acceso de GenBank D30053). Esta region engloba toda la
secuencia codificante para el péptido de la subunidad B maduro pero no incluye la secuencia que codifica el péptido
de sefializacién bacteriano que se encuentra en el extremo amino del péptido de la pre-subunidad B.

Ademids de las dos reacciones PCR que se describen anteriormente, se realizé una tercera reacciéon PCR para
generar una secuencia codificante para una forma modificada de la subunidad A de CT en la que se habia eliminado el
motivo KDEL de cuatro aminodacidos del extremo C. Esta reaccién usaba el Cebador 1 (SEC. ID. N.%: 7) y el siguiente
cebador:

Cebador 5:  5’-CCT GGA TCC TCA AAT TCT ATT ATG TGT ATC-3’ (SEC.ID. N.%: 11).
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Todas las reacciones PCR se realizaron usando DNA polimerasa Pfu Turbo (obtenida de Strategene, La Jolla, CA)
junto con el tampén de reaccién para PCR que proporcionaba el fabricante. Las condiciones para la PCR fueron las
siguientes: 95°C durante 2 minutos, 30 ciclos de (95°C durante 1 min., 55°C durante 2 min. 15 seg., 72°C durante 1
min.), 72°C durante 5 min., y mantener a 4°C.

Después de completar las reacciones PCR, los fragmentos recién sintetizados se digirieron con las enzimas Nhel
y BamHI para generar extremos cohesivos, y los fragmentos individuales se insertaron en el vector de expresion
pWRG7054 escindido con Nhel y BamHI produciendo los siguientes clones: pPJV2002, pPIV2003, y pPJV2006
que codifican CTA, CTB, y CTA modificado (menos KDEL), respectivamente. El vector de clonacién progenitor
pWRG7054 contiene el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano con la secuencia del intrén A
asociada. Ademads, en pWRG7054 se incluye la secuencia codificante para el péptido de sefializacion del activador
de plasmindgeno tisular humano para permitir la secrecién de las células de mamifero de cualquier proteina cuya
secuencia codificante esté insertada en el sitio Nhel con el marco de lectura apropiado. Véase, por ejemplo, Chapman
et al. (1991) Nuc. Acids Res. 19: 3979-3986, y Burke ez al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 12574-12578.)

Los mapas de restriccién y las secuencias completas de los pldsmidos pPIV2002, pPJV2003, y pPJV2006 se
representan en las Figuras 1, 2, y 3, respectivamente.

Ejemplo 2
Desarrollo de vectores de expresion que codifican las subunidades A y B de la enterotoxina termoldbil de E. coli

Se us6 ADN genémico de la cepa EO78:H11 de E. coli (American Type Culture Collection n.° 35401)como plantilla
para las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para generar fragmentos de ADN que contenian las secuencias
codificantes para las subunidades A y B de la enterotoxina termolabil (LT).Para la generacién por PCR del fragmento
que codifica la subunidad A, se usaron los dos siguientes cebadores de oligodesoxirribonucledtidos:

Cebador 6: 5’-GGA GCT AGC AAT GGC GAC AAA TTA TAC CGT-3’ (SEC.ID.N.*: 12); y

Cebador 7:  5’-CCT GGA TCC TCA TAA TTC ATC CCG AAT TCT-3’ (SEC.ID. N.°: 13).

Para facilitar la insercién en un vector de expresion, los Cebadores 6 y 7 contienen secuencias adicionales en sus
extremos 5’ (fuera de la regién de homologia con la secuencia codificante de LTA) que incluyen sitios de reconoci-
miento para Nhel y BamHI, respectivamente. Los cebadores 6 y 7 se disefiaron para dirigir la generacién por PCR
de un fragmento de la secuencia codificante de la subunidad A empezando por el nucleétido de la posicion 145 y
terminando en el nucledtido de la posicién 887 de la secuencia que se encuentra en la base de datos de GenBank (N.°
de acceso AB011677). Esta region engloba toda la secuencia codificante para el péptido de la subunidad A maduro
pero no incluye la secuencia que codifica el péptido de sefializacion bacteriano que se encuentra en el extremo amino
del péptido de la pre-subunidad A.

Para la generacion por PCR del fragmento que codifica la subunidad B, se usaron los dos siguientes cebadores de
oligodesoxirribonucleétidos:

Cebador 8: 5’-GGA GCT AGC GCT CCC CAG TCT ATT ACA GAA-3’ (SEC.ID.N.*: 14); y

Cebador 9:  5’-CCT GGA TCC CTA GTT TTC CAT ACT GAT TGC-3’ (SEC. ID. N.%: 15).

Para facilitar la insercién en un vector de expresion, los Cebadores 8 y 9 contienen secuencias adicionales en sus
extremos 5’ (fuera de la region de homologia con la secuencia codificante de LTB) que incluyen sitios de reconoci-
miento para Nhel y BamHI, respectivamente. Los cebadores 8 y 9 se disefiaron para dirigir la generaciéon por PCR
de un fragmento de la secuencia codificante de la subunidad B empezando por el nucledtido de la posicién 927 y
terminando en el nucledtido de la posicion 1238 de la secuencia que se encuentra en la base de datos de GenBank (N.°
de acceso AB011677). Esta region engloba toda la secuencia codificante para el péptido de la subunidad B maduro
pero no incluye la secuencia que codifica el péptido de sefalizacidn bacteriano que se encuentra en el extremo amino
del péptido de la pre-subunidad B.

Ademads de las dos reacciones PCR que se describen anteriormente, se realizé una tercera reacciéon PCR para
generar una secuencia codificante para una forma modificada de la subunidad A de LT en la que se habia eliminado el
motivo RDEL de cuatro aminodcidos del extremo C. Esta reaccion usaba el Cebador 6 (SEC. ID. N.°: 12) y el siguiente
cebador:

Cebador 10:  5’-CCT GGA TCC TCA AAT TCT GTT ATA TAT GTC-3’ (SEC.ID. N.°: 16).
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Todas las reacciones PCR se realizaron usando DNA polimerasa Pfu Turbo (obtenida de Strategene, La Jolla, CA)
junto con el tampén de reaccion para PCR que proporcionaba el fabricante. Las condiciones para la PCR fueron las
siguientes: 95°C durante 2 minutos, 30 ciclos de (95°C durante 1 min., 55°C durante 2 min. 15 seg., 72°C durante 1
min.), 72°C durante 5 min., mantener a 4°C.

Después de completar las reacciones PCR, los fragmentos recién sintetizados se digirieron con las enzimas Nhel
y BamHI para generar extremos cohesivos, y los fragmentos individuales se insertaron en el vector de expresion
pWRG7054 escindido con Nhel y BamHI produciendo los clones pPJV2004, pPJV2005, y pPJV2007 que codifican
LTA, LTB, y LTA modificado (menos RDEL), respectivamente.

Los mapas de restriccidon y las secuencias completas de los plasmidos pPJV2004, pPJV2005, y pPIV2007 se
muestran en las figuras 4, 5 y 6, respectivamente.

Ejemplo 3

Potenciacion de la respuesta de anticuerpos especificos de antigeno a una vacuna de ADN usando vectores plasmidi-
cos que codifican CTA y/o CTB

Se empled un vector de vacunacion con vector de ADN que codificaba la proteina M2 del virus influenza A para
analizar los efectos adyuvantes de los vectores adyuvantes pPJV2002, pPJV2003, y pPJV2006 en el contexto de la
vacunacién con ADN mediada por particulas. La vacunacién con ADN mediada por particulas se realiz6 precipitando
el vector de vacunacién con ADN de M2, con o sin diversas combinaciones de los vectores adyuvantes pPJV2002,
pPIV2003 y pPIV2006, sobre particulas microscépicas de oro y acelerando las particulas de oro recubiertas hacia el
interior de la epidermis de ratones usando un dispositivo de administracién de particulas Powder Ject® XR-1 (Pow-
derJect Vaccines, Inc. Madison, WI).

Mas particularmente, se usé la secuencia del segmento de ARN n.° 7 (que codifica la proteina M2) de la cepa del
virus influenza A/Kagoshima/10/95 (H3N2) como modelo para disefiar cebadores de PCr para facilitar el clonado de
la secuencia codificante de M2 a partir de A/Sydney/5/97 (H3N2). Se usé la secuencia A/Kagoshima para el disefio
de los cebadores dado que todavia no se ha determinado la secuencia del segmento 7 del ARN de A/Sydney. Era de
esperar que el alto grado de conservacion entre las secuencias de M2 facilitara el uso de cebadores disefiados a partir
de una cepa virica diferente.

Dado que M2 es traducido a partir de un ARN ayustado, se considerd necesario que las posiciones de los nucle6-
tidos 27 a 714 en la region codificante del segmento 7 del ARN fueran eliminadas en el ayuste. Por consiguiente,
se generd un conjunto de cebadores de PCR y se disefié para generar la secuencia codificante de M2 completa pero
asegurdndose de que el intrén habia sido eliminado limpiamente del clon de la secuencia codificante de M2 resultante.
Los cebadores de la PCR que se usaron para generar el clon de la secuencia codificante de M2 de longitud completa
fueron los siguientes:

Cebador 11:  5°-CCC AAG CTT CCA CCA TGA GCC TTC TAA CCG AGG
TCG AAA CAC CTA TCA GAA ACG AAT GGG AGT GC-3’ (SEC.ID.N.°: 17); y

Cebador 12:  5’-CCC GGA TCC TTA CTC CAG CTC TAT GCT G-3’ (SEC.ID. N.°: 18).

El cebador 11 (SEC. ID. N.°: 17) contiene secuencias adicionales en su extremo 5’ que incluyen un sitio de reco-
nocimiento para HindIII y una secuencia de consenso de Kozak para facilitar el inicio de la traduccién del ARNm.
También, el cebador 12 (SEC. ID. N.°: ) contiene secuencias adicionales en su extremo 5’ que incluyen una secuencia
de reconocimiento para BamHI.

Se aislé ARN virico de una muestra de A/Sydney/5/97 (H3N2) que se desarroll6 en huevos de pollo con embrién.
El proceso de aislamiento del ARN virico empled técnicas estandar conocidos por los expertos en la técnica. El ARN
de este virus se usé en una reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) usando un kit de
RT-PCR obtenido de Stratagene (La Jolla, GA). La etapa de reaccién con RT se completé afiadiendo 5,9 ul de agua sin
ARNasas a un tubo de reaccién. A este tubo se afiadi6 1,0 ul de 10X tampén MML V-RT y 1,0 ul de mezcla de dNTP
también del kit, 1 ul de ARN de A/Sydney/5/97 y se afnadieron 0,6 ul (0,6 ug) del Cebador 11 (SEC. ID. N.°: 17). La
reaccion se calenté a 65°C durante 5 minutos para desnaturalizar el ARN, después de que se afiadieran 0,5 ul de la
transcriptasa inversa del kit. La reaccién se incubé a 37°C durante 15 minutos para completar la etapa de transcripcién
inversa.

La etapa de reaccién de la PCR se complet6 por la adicién de los siguientes componentes a un nuevo tubo de
reaccion: 40 ul de agua; 5 u de 10X tampoén ultra HF del kit; 1,0 pl de mezcla de dNTP del kit; 1,0 ul de Cebador
11 (SEC. ID. N.°: 17) (1,0 ug); 1,0 ul del Cebador 12 (SEC. ID. N.%: 18) (1,0 ug); 1 ul de la mezcla de reaccién de
transcriptasa inversa anterior; y 1 ul Turbo PFU polimerasa del kit. La reaccién PCR se realizé usando el siguiente
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esquema de incubacién: 1 minuto a 95°C; seguido de 30 ciclos de (30 seg. a 95°C, 30 seg. a 46°C, 3 min a 68°C),
seguido de 10 minutos a 68°C. Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 2%
revelando una tnica banda de ADN del tamafio esperado de aproximadamente 300 pb.

La banda de aproximadamente 300 pb se aisl6 del gel y se digiri6 con HindIIl y BamHI para generar los extremos
cohesivos necesarios para su insercion en el vector de expresion de vacunacién con ADN pWRG7077 (Schmaljohn
et al. (1997) J. Virol. 71 : 9563-9569). El ADN de pWRG7077 se digiri6 parcialmente con HindIIl y completamente
con BamHI para facilitar la insercién del inserto que codifica M2. La necesidad de una digestién parcial con HindIII
del vector se debia a la presencia de un segundo sitio HindIII en el marcador de resistencia a Kanamicina de este
plasmido. El vector de vacunacién con ADN de M2 resultante se denominé pM2-FL. El vector pM2-FL contiene el
promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (hGMV) y su secuencia de intrén A asociada para dirigir
la transcripcién de la secuencia codificante de M2. Este vector también incluye una secuencia de poliadenilacién del
gen de la hormona de crecimiento bovina.

El pldsmido pM2-FL después se precipitd sobre particulas de oro de 2 micrémetros sélo el vector, o las muestras de
vector mezclado con vector adyuvante (es decir, el vector plasmidico con M2 se combiné con los vectores adyuvantes
pPIV2002, pPIV2003, y/o pPJV2006). Especificamente, el ADN plasmidico (vector de M2 solo o vector de M2 mds
uno o mds vectores adyuvantes) se mezclé con particulas de oro de 2 micrémetros (Degussa, Lote 65-0) en un tubo de
centrifugado pequefio que contenia 400 ul de espermidina 50 mM. La proporcién entre ADN y oro variaba desde 2,5
ug de ADN por mg de oro a 4,0 ug de ADN por mg de oro, y un tnico lote contenia 26 mg de oro. El ADN se precipit
sobre las particulas de oro mediante la adicién de un volumen 1/10 de 10% de CaCl, durante la agitacién continuada
del tubo en una mezcladora giratoria. Los complejos de ADN y oro se lavaron tres veces con etanol absoluto, y
después se inyectaron en un tubo TEFZEL® (McMaster-Carr) alojado en una maquina giratoria de recubrimiento en
tubos (PowderJect Vaccines, Inc., Madison WI) que recubre el interior del tubo con el complejo de oro y ADN. Esta
maquina giratoria con tubos se describe en la patente de Estados Unidos n.® 5.733.600. Véase la solicitud de patente
PCT PCT/US95/00780 y las patentes de Estados Unidos n.°. 5.780.100; 5.865.796 y 5.584.807. Después de que se
hubo completado el procedimiento de recubrimiento, los tubos se cortaron en forma de “cartuchos” de 1,25 cm (0,5
pulgadas) adecuados para cargar en un dispositivo de administracién de particulas.

Se generaron las siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo en ratones con adyuvante de vacuna de
ADN.

Formulacién n.° 1: vector de ADN pM2-FL solo, 2,5 ug de ADN por mg de oro, 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 2: vector de ADN pM2-FL precipitado sobre un lote de oro (2 ug ADN de pM2-FL por mg de
oro), vectores de ADN pPJV2002 y pPJV2003 coprecipitados sobre un segundo lote de oro (1,75 ug de cada vector
adyuvante de ADN por mg de oro), los lotes de oro se mezclaron igual, 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 3: vector de ADN pM2-FL, vectores de ADN pPJV2002 y pPJV2003 todos coprecipitados sobre
un udnico lote de oro (2 ug ADN de pM2-FL por mg de oro, y 1 ug cada uno de pPJV2002 y pPJV2003 por mg de
oro), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 4: vector de ADN pM2-FL, vectores de ADN pPJV2006 y pPJV2003 todos coprecipitados sobre
un unico lote de oro (2 ug ADN de pM2-FL por mg de oro, y 1 ug cada uno de ADN de pPJV2006 y pPJV2003 por
mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 5: vector de ADN pM2-FL y pPJV2002 coprecipitados sobre un tinico lote de oro (2 ug ADN de
pM2-FL por mg de oro, y 1 ug de ADN de pPJV2002 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho; y

Formulacién n.° 6: vector de ADN pM2-FL y pPJV2003 coprecipitados sobre un tnico lote de oro (2 ug ADN de
pM2-FL por mg de oro, y 1 ug de ADN de pPJV2003 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho.

Estas formulaciones de vacunas de ADN después se administraron a seis grupos de ratones de la manera siguiente.
Cada grupo experimental contenia 7 animales y cada animal recibié dos inmunizaciones con la formulacién respec-
tiva con un periodo de descanso de 4 semanas entre inmunizaciones. Cada inmunizacién estaba constituida por dos
administraciones en tdndem a la epidermis abdominal (un cartucho por administracién) usando un dispositivo de ad-
ministracién de particulas Powder J ect® XR-1 (PowderJect Vaccines Inc., Madison, WI) con una presion de helio de
2758 kPa (400 psi). Se recogieron muestras de suero 4 semanas después de la inmunizacién (primaria justo antes del
refuerzo) y dos semanas después de la segunda inmunizacion o de refuerzo.

Las muestras de suero individuales se analizaron para determinar las respuestas de anticuerpos especificos contra
M2 usando un ensayo ELISA en el que placas de 96 pocillos se recubrieron previamente con un péptido M2 sintético
formado por la siguiente secuencia:

SLLTEVETPIRNEWECR (SEC. ID. N.°: 19). Se recubrieron placas ELISA con el péptido M2 toda la noche a 4°C
usando el péptido en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a una concentracién de 1 ug/ml. Al dia siguiente,
las placas se bloquearon leche desnatada al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas después
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se lavaron tres veces con tampdn de lavado (solucién salina tamponada con Tris 10 mM, 0,1% de Brij-35). Después
se afladieron las muestras de suero diluidas a los pocillos y las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron tres veces con tampoén de lavado y se afiadieron 100 ul de un anticuerpo secundario
y las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario estaba formado por un
anticuerpo marcado con biotina de cabra contra IgG de ratén (H+L) (Southem Biotechnology) que se diluy6 1:8000
en BSA/PBS/Tween-20 al 0,1%. Las placas después se lavaron tres veces, y se afladi6 un conjugado de estreptavidina
y peroxidasa de rdbano (Southern Biotechnology) diluido a 1:8000 en PBS/Tween-20 al 0,1% y la placa se incub6
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados adicionales, se afiadieron 100 ul de sustrato TMB
(Bio Rad, Hercules, CA) y se dej6 que se formara el color durante 30 minutos a temperatura ambiente. La formacién
de color se terminé mediante la adicién de H,SO, 1 N y las placas se leyeron a 450 nm. Las titulaciones de las
diluciones limite se determinaron identificando la dilucién mads alta de suero que todavia proporcionaba un valor de
absorbancia de dos veces el valor de la absorbancia de ruido de fondo obtenida usando una muestra de control no
1Inmunitaria.

Las titulaciones limites de los anticuerpos para los animales individuales de cada grupo y la media geométrica de
las valoraciones para cada grupo experimental se muestran en la Tabla 1 mas adelante.

TABLA 1

N.°de Titulaciones Media geométrica de
formulacion individuales las titulaciones
1 24.300 99.781
24.300
72.900
218.700
218.700
218.700
218.700
2 72.900 186.934
72.900
218.700
218.700
218.700
656.100
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24.300

186.934

72.900

72.900

218.700

656.100

656.100

656.100

24.300

350.211

218.700

656.100

656.100

656.100

656.100

656.100

656.100

*

262.645

72.900

218.700

218.700

218.700

656.100

656.100

24,300

409,722

72.900

218.700

218.700

1.968.300

1.968.300

5.904.900

* (muerto)

Como puede observarse, todos grupos experimentales inmunizados con una formulacién que contenia uno o mas
de los vectores adyuvantes que codificaban CT (Formulaciones n.° 2-6) mostraron una media geométrica de titulacién
mayor tras la inmunizacién de refuerzo con respecto a los animales de control inmunizados con el vector de M2

(Formulacién n.° 1) solo.
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Ejemplo 4

Potenciacion de las respuestas celulares especificas de antigeno a una vacuna de ADN que codifica el antigeno super-
ficial de la hepatitis B (HBsAg) usando vectores plasmidicos adyuvantes que codifican los péptidos de las subunidades
CT-AyCT-B

Se construyé un vector plasmidico del antigeno superficial de la hepatitis B (HBsAg) de la manera siguiente.
Para generar la region codificante de HbsAg, la construccién pAMG6 (obtenida de la American Type Culture Collection
“ATCC”) se cortd con Ncol y se traté con nucleasa de judia mung para eliminar el codén inicial del antigeno X. E1 ADN
resultante después se corté con BamHI y se traté con ADN polimerasa de T4 para dejar el ADN con extremos romos
y crear un casete de expresion de HBsAg. El casete de expresion de HBsAg estd presente en el fragmento de 1,2 kB.
La construccién del plasmido pPJV7077 (Schmaljohn et al (1997) J. Virol. 71: 9563-9569) que contenia el promotor
temprano inmediato de CMV humano (cepa Towne) de longitud completa (con potenciador) se corté con HindIII y
Bg/ll, y después se traté con ADN polimerasa de T4 y fosfatasa alcalina de ternero para crear ADN con extremos
romos, y el casete de expresion de HBsAg se 1igd en el pladsmido proporcionando la construcciéon pWRG7128.

El plasmido pWRG7128 se precipité sobre particulas de oro siguiendo el procedimiento que se describe en el
Ejemplo 3 anteriormente, de nuevo usando 2 pug de ADN por mg de oro. Los vectores plasmidicos adyuvantes que
expresaban los genes de las subunidades CTA y CTB (pPJV2002 y pPJV2003, respectivamente) se mezclaron y se
precipitaron sobre particulas de oro con cada plasmido a 1 ug de ADN por mg de oro de tal forma que la cantidad
total también era de 2 ug de ADN por mg de oro. Las particulas de oro recubiertas con pWRG7128 y las recubiertas
con pPIV2002 y pPJV2003 se mezclaron 1:1 y después se cargaron en tubos TEFZEL® como anteriormente. Para la
inmunizacién, se administraron longitudes de 0,5 pulgadas de tubo que representaba 1 g de ADN (0,5 ug de plasmido
pWRG7128 y 0,25 ug de cada uno de los plasmidos pPJV2002 y pPJV2003) a la epidermis de ratones Balb/c usando
el dispositivo de administracién de particulas PowderJect® XR-1 usando las mismas condiciones de administracién
que se describen anteriormente en el Ejemplo 3. Para los controles, los ratones se inmunizaron con particulas de
oro recubiertas solo con pWRG7128 (1 ug de ADN/0,5 mg de oro por administracién). A los ratones (4 por grupo
experimental) se les administré inmunizacién y refuerzo a las 4 semanas, después se sacrificaron a las 2 semanas
del refuerzo. Se evaluaron las respuestas inmunitarias para determinar los niveles de anticuerpos en suero mediante
ELISA. Ademds, se cuantificaron las respuestas inmunitarias celulares usando un ensayo de ELISPOT para cuantificar
la secrecion de IFN-y especifica de CDS.

Se analizaron las muestras de suero de ratones individuales para determinar los anticuerpos especificos para HB-
sAg usando un ensayo ELISA. Para el ELISA, se recubrieron placas de microtitulacién Falcon Pro Sind toda la noche
a 4°C con HBsAg purificado (BioDesign) a 0,1 ug por pocillo en PBS (solucién salina tamponada con fosfato, BioW-
hittaker). Las placas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) con leche en polvo al 5%/PBS después
se lavaron 3 veces con tamp6n de lavado (solucién salina tamponada con Tris 10 mM, 0,1% de Brij-35), y las muestras
de suero diluidas en tamp6n de dilucién (2% de leche seca/PBS/0,05% de Tween 20) se afiadieron a la placa y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadi6 un anticuerpo biotinilado
de cabra contra ratén (Southern Biotechnology) diluido 1:8000 en tamp6n de dilucién a la placa y se incub6 durante 1
h a temperatura ambiente. Tras la incubacion, las placas se lavaron 3 veces, después de lo cual se afadi6é un conjugado
de estreptavidina y peroxidasa de rdbano (Southern Biotechnology) diluido 1:8000 en PBS y la placa se incub6 1 h
mads a temperatura ambiente. Después de tres lavados adicionales, las placas se lavaron 3 veces, después se afiadi6 una
solucién de sustrato de TMB (BioRad) y la reaccién se terminé con H,SO,4 1 N después de 30 minutos. La densidad
optica se ley6 a 450 nm. Las titulaciones limite se calcularon comparando las muestras con un patrén de titulacién
conocida.

Para los inmunoensayos celulares, se cultivaron in vitro suspensiones de una unica célula de esplenocitos del bazo
de los animales inmunizados en presencia de un péptido correspondiente a un epitopo de CD8 conocido en ratones
Balb/c. El péptido se disolviéo en DMSO (10 mg/ml) y se diluy6 a 10 ug/ml en cultivo. La secuencia del péptido era
IPQSLDSWWTSL (SEC. ID. N.°: 20).

Para los ensayos ELISPOT de IFN-y, se recubrieron placas de filtracién con membrana Millipore Multiscreen con
50 ul de 15 pug/ml de antisuero contra IFN-y (Pharmingen) en tampdn carbonato 0,1 M estéril (pH 9,6) toda la noche a
4°C. Las placas se lavaron 6 veces con PBS estéril y después se bloquearon con medio de cultivo tisular que contenia
suero bovino fetal (FBS) al 10% durante 1-2 h a temperatura ambiente. Se eliminé el medio y los esplenocitos se
dispensaron en los pocillos con un total de 1x109 células por pocillo. Para los pocillos a los que se afiadieron menos
de 1 x 10° células de los animales inmunizados, se usaron las células de los animales no expuestos para llevar el total
a1 x 10°, Las células se incubaron toda la noche en una incubadora de cultivo tisular en presencia del péptido como
se describe anteriormente. Después las placas se lavaron 2 veces con PBS y 1 vez con agua destilada. Después se
realizaron 3 lavados con PBS. Se afiadié un anticuerpo monoclonal biotinilado contra IFN-y (Pharmingen) a la placa
(50 w1 de una solucién de 1 pg/ml en PBS) y se incubd durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6
veces con PBS después de lo cual se afladieron 50 ul de un conjugado de estreptavidina y fosfatasa alcalina (1:1 000
en PBS, Pharmingen) y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces con PBS y
se afadi6 un sustrato con color para fosfatasa alcalina (BioRad) y la reaccion se dejo proseguir hasta que aparecieron
puntos oscuros. La reaccion se terminé lavando con agua 3 veces. Las placas se secaron al aire y se contaron los puntos
con un microscopio.
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Para los ensayos ELISA para IFN-vy, las células se cultivaron toda la noche en placas de cultivo tisular de 96 pocillos
de fondo redondo en presencia del péptido. Se tomaron muestras del sobrenadante y se usaron para la determinacién de
los niveles de IFN-y. Se recubrieron placas de alta unién (Costar) con 100 ul de 0,5 pg/ml de anticuerpo contra IFN-y
de ratén (Pharmingen) en tampdn de bicarbonato pH 9,6. Las placas se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente
con medio de cultivo tisular que contenia 10% de FBS después se lavaron 3 veces con un tampén de lavado de TBS.
Las muestras de sobrenadante obtenidas de las células cultivadas se diluyeron en medio de cultivo tisular y se cargaron
en la placa y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con tamp6n de lavado y
se afiadi6 un anticuerpo secundario (0,5 ug/ml de anticuerpo de rata contra IFN-y de ratén en PBS, Pharmingen) a las
placas y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces, y se afiadié un conjugado de
estreptavidina y peroxidasa de rabano (1:2000 en PBS, Southern Biotechnology) durante 1 h a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron 3 veces, después se afiadié una solucion de sustrato de TMB (BioRad) y la reaccidn se termind
con H,SO, 1 N. La densidad 6ptica se ley6 a 450 nm.

Los resultados del ELISA se resumen a continuacion en la Tabla 2.

TABLA 2
. Titulaciones Titulaciones
Formulacion o )
individuales medias
40.000
84.000
pWRG7128 55.000
41.000
54.000
WRG7128 28.000
P ’ 14.000
pPJV2002 y 23.000
PJV2003 27.000
P 23.000

Como puede observarse, se encontré que los niveles de anticuerpos en los ratones de control inmunizados con
pWRG7128 eran mas elevados que los inmunizados con pWRG7128 combinado con los vectores adyuvantes de CT
(pPJV2002 y pPJV2003). La titulacién limite media para los animales de control fue de 55.000, mientras que la
titulaciéon media en los animales inmunizados con la formulacién adyuvante fue de 23.000. Sin, el grupo que recibi6 la
formulacion adyuvante en realidad recibi6 1/2 de la cantidad de pWRG7128 que los controles, lo que puede justificar
la reduccidn en las titulaciones de anticuerpos.

Las respuestas inmunitarias celulares medidas en los dos grupos de ratones indican una potenciacion significativa

de las respuestas celulares por los vectores adyuvantes CT. De forma mds particular, los resultados del ensayo ELISA
de IFN-y especifico de CD8 se incluyen a continuacién en la Tabla 3.
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TABLA 3
ELISA para IFN-y
Formulacion | Namero de células/pocillo
pWRG7128 1,0x10° 0,5x10° 0,1x10°
0,77 0,213 0,001
0,828 0,121 0,027
1,35 0,312 0,006
1,25 0,323 0,007
(Media) 1,05 0,242 0,01
1,96 1,19 0,079
PWRGT128, 2,30 1,70 0,263
PRIV2002Y 1y 183 0377
pPJV2003 ’ ' :
2,44 2,33 0.898
(Media) 2,23 1,76 0,404

En este ensayo ELISA para IFN-y, el ntimero de células por pocillo representa el niimero de células recuperado de
los animales inmunizados plaqueadas por pocillo. El niimero total de células por pocillo es constante (por ejemplo 1 x
10°) y esté suplementado con las células de animales no expuestos. Los valores son las lecturas de DO medida a 450
nm. Los valores de DO maés altos en el ELISA encontrados para las células de los ratones tratados con la formulacién
adyuvante de CT son indicativos de una mayor cantidad de IFN-y segregado por estas células en respuesta al antigeno.
Las células de ratones no expuestos no di6 un valor de DO cuantificable en el ELISA para IFN-y.

De forma mads particular, los resultados del ensayo ELISPOT de IFN-y especifico de CDS se incluyen a continua-
cion en la Tabla 4.

TABLA 4
ELISPOT para IFN-y
Formulacion Numero de células
positivas/1 x 10° células
pWRG7128 510
410
530
590
(Media) 510
1.480
pWRG7128,
2.300
pPJV2002 y 5500
pPJV2003 ]
3.500
(Media) 2.445
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En este ensayo de ELISPOT para IFN-y, los nimeros son la media de pocillos duplicados y corresponden al nimero
de células positivas por cada 1 x 10° células. Las células de los ratones no expuestos no produjeron puntos en este
ensayo de ELISPOT. Ademas, cuanto mayor es el niimero de ELISPOT que se encontraba en los animales tratados con
la formulacién adyuvante con CT, indica una mejor respuesta comparando con los animales que recibieron el antigeno
(pWRG7128) solo.

Los datos anteriores demuestran que las composiciones adyuvantes novedosas de la presente invencién tienen una
potente capacidad de potenciar las respuestas inmunitarias celulares contra un antigeno coadministrado, en este caso
un HBsAg expresado a partir de una vacuna de ADN.

Ejemplo 5

Potenciacion de respuestas inmunitarias humorales y celulares contra el antigeno gp120 de HIV-1 usando la admi-
nistracion simultdnea de un vector con el antigeno gp120 y vectores adyuvantes con CTA/CTB

Se construy$ un vector plasmidico que codificaba gp120 de HIV-1 de la manera siguiente. El vector se construy6
a partir de un esqueleto del pldsmido Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA), el promotor temprano inmediato del cito-
megalovirus humano (hCMV) (Fuller et al. (1994) Aids Res. Hum Retrovirus 10: 1433) y el sitio de poliadenilacién
tardio del virus SV40. El promotor del hCMV estaba contenido en un fragmento Accll de 619 pares de bases (pb) que
se extendia 522 pb aguas arriba y 96 pb aguas abajo del sitio de iniciacién de la transcripcion temprano inmediato.
El sitio de poliadenilacién tardio del virus SV40 estan contenido en un fragmento BamHI-Bgnl de aproximadamente
800 pb derivado de pSV2dhfr (anteriormente disponible en Bethesda Research Laboratories, n.° de catdlogo 5369 SS).
Inicialmente, se construy6 un pldsmido que codificaba gp160 de HIV-1, denominado “pC-Env”. Este plasmido con-
tenfa un fragmento Kpnl-Xhol de 2565 pb de LAV-1 gy (N.° de acceso de ATCC 53069, N.° de acceso de GenBank
K02013), que se inicia en la secuencia que codifica el aminodcido de la posiciéon n.° 4 del extremo amino de gp160
madura. El fragmento de la secuencia que codifica env se colocé inmediatamente aguas abajo, y fusionado en marco
con un fragmento sintético de 160 pb que codifica el péptido de sefializacion de la glucoproteina D (gD) del virus
herpes simplex y ninguno de los aminodcidos del extremo amino de gD madura como se ha descrito anteriormente
(Fuller et al. (1994) Aids Res. Hum Retroviruses 10: 1433).

El plasmido que codifica gp120 de HIV-1, denominado “pCIA-Env/T” en el presente documento, se construyd
después de la manera siguiente. El plasmido pCIA-Env/T codifica una forma truncada de gp160 de HIV-1, y es idéntico
a la construccién pC-Env pero las secuencias que codifican env estdn truncadas en el sitio HindIII en el nucleétido de
la posicion 8188. Esto produce un producto de traduccion de gp 160 truncado, donde el punto de truncado estd 128
restos aminoacidicos aguas abajo del sitio de procesamiento de gp120/gp41.

Se construyé un segundo vector plasmidico que codifica rev de HIV-1, denominado “pC-rev” en el presente docu-
mento, de la manera siguiente. Este vector contenia tres regiones discontinuas del provirus LAV-1ygy (nucleétidos de
las posiciones 678-1085, 5821-6379, y 8188-8944) situados directamente entre el promotor del hCMV vy la secuencia
de poliadenilacién tardia del virus SV40 como se describe anteriormente. Las tres regiones discontinuas contienen el
principal donante de ayuste en 5°, el primer exén del gen rev, y el segundo exén del gen rev, respectivamente.

Se usé una tercera construccién de vector plasmidico denominada “pWRG7054” como vector vacio de control en
el estudio. La construcciéon pWRG7054 contenia una region codificante de SIV nef, el promotor temprano inmediato
del hCMYV con la regién del intrén A, una secuencia directora de TPA y la secuencia de poliadenilacién de la hormona
de crecimiento bovina. La construccion del plasmido pWRG7054 se describe en el presente documento més adelante
en el Ejemplo 6.

Se generaron las siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo en ratones con adyuvante de vacuna de
ADN.

Formulacién n.° 1: Vector de control vacio (pWRG7054 sin el inserto de gp120), 2,5 ug ADN por mg de oro, 0,5
mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 2: Vector de control vacio (pWRG7054), vector de ADN de gp120 (pCIA-EnvT), y el vector de
ADN de rev (pC-rev) (para permitir la expresion de la molécula gp120 de HIV-1), todos coprecipitados sobre un tinico
lote de oro (1,25 ug de cada uno de ADN de pWRG7054 y ADN de pCIA-EnvT por mg de oro, y 0,125 ug de pC-rev
por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 3: Vector de control vacio (pWRG7054), vectores de ADN con CTA (pPJV2002) y CTB
(pPJV2003) todos coprecipitados sobre un tnico lote de oro (1,25 ug de ADN de pWRG7054 por mg de oro, y 1
g cada uno de ADN de pPJV2002 y pPJV2003 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 4: vector de ADN de gp120 (pCIA-EnvT), vector de ADN de rev de HIV-1 (pC-rev), vectores de
ADN de CTA (pPJV2002) y CTB (pPJV2003) todos coprecipitados sobre un tinico lote de oro (1,25 ug de ADN de
pCIA-EnvT por mg de oro, 0,125 ug de ADN de pC-rev por mg de oro, y 1 ug cada uno de ADN de pPIV2002 y
pPJV2003 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho; y
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Formulacién n.° 5: vector de ADN de gp120 (pCIA-EnvT), vector de ADN de rev de HIV-1 (pC-rev), vectores
de ADN de CTA-KDEL (pPJV2006) y CTB (pPJV2003) todos coprecipitados sobre un tnico lote de oro (1,25 ug
de ADN de pCIA-EnvT por mg de oro, 0,125 ug de ADN de pC-rev por mg de oro, y 1 ug cada uno de ADN de
pPIV2006 y pPJV2003 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho.

Los vectores plasmidicos pWRG7054, pCIA-EnvT, pC-rev, pPJV2002, pPJV2003 y pPJV2006 se precipitaron
sobre particulas de oro siguiendo el procedimiento que se describe en el Ejemplo 3 anteriormente, de nuevo usando
2 ug de ADN por mg de oro. Las particulas de oro recubiertas se cargaron en un tubo TEFZEL®, usando de nuevo
los procedimientos que se describen en el Ejemplo 3 anterior. Para la inmunizacién, se usaron dos longitudes de tubos
de 1,25 cm (0,5 pulgadas) para administrar una carga total de 1,0 mg de oro a la epidermis de ratones Balb/c hembra
de 5-6 semanas usando un dispositivo de administracién de particulas funcionando en las mismas condiciones de
administracién que se describen anteriormente en el Ejemplo 3 2758 kPa (400 psi) de helio).

Cada uno de los cinco grupos experimentales (uno por cada formulacién de vacuna de ADN) estaba formado por
4 animales, y cada animal recibié inmunizaciones primarias y de refuerzo con sus formulaciones respectivas, a las 0
y 5 semanas. Cada inmunizacién estaba constituida por dos administraciones en tdndem a la epidermis abdominal (un
cartucho por administracién) usando un dispositivo de administracién de particulas Powder Ject® XR-1 (PowderJect
Vaccines Inc., Madison, WI).

Se analizaron las respuestas de anticuerpos en suero contra el antigeno gp120 de HIV usando un ensayo ELISA
en especimenes recogidos la semana 5 y la semana 6,5 (después de la inmunizacién primaria y del refuerzo, res-
pectivamente). Para el ELISA, se recubrieron placas Costar high binding EIA con 0,3 ug/pocillo de gp120 de HIV
recombinante (Intracel) en 50 ul de PBS incubando toda la noche a 4°C. Las placas, se lavaron tres veces y se blo-
quearon con 2% de BSA en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadieron diluciones seriadas de suero
a las placas recubiertas, y se incubaron a 37°C durante una hora. Después de lavar, las placas se incubaron con una
dilucién 1:1500 de anticuerpo de cabra contra IgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (H+L) (BioRad), seguido
de desarrollo del color con p-nitrofenilfosfato (PNPP) (BioRad) y lectura de la DO a 405 nm.

Los resultados del ELISA se resumen mds adelante en la Figura 7. Como puede observarse, se produjo un aumento
de aproximadamente 20 veces de las respuestas inmunitarias especificas contra gp120 en los grupos que recibieron
vectores adyuvantes (Formulacién n.° 4 que contenia los vectores pPJV2002 y pPJV2003, o la Formulacién n.° 5 que
contenia los vectores pPJV2006 y pPJV2003) combinados con el vector gp120 comparado con el grupo que recibi6 el
vector gp120 sin adyuvante (Formulacién n.° 2, pCIA-EnvT).

Tras recoger las muestras de suero posteriores al refuerzo, se sacrificaron los animales y se extrajeron los bazos
de cada raton. Los esplenocitos se aislaron aplastando los bazos, pasando las células a través de un colador de células
de 70 um y lisando los hematocitos con tampén de lisis ACK (BioWhittaker). Los esplenocitos se lavaron 3 veces
con RPMI-5% de FCS vy se volvieron a suspender a una concentracién de 1 x107 células/ml en RPM 1-10% de FCS
suplementado con antibiéticos, piruvato sédico y aminoacidos no esenciales.

La cantidad de IFN-y especifico de antigeno segregado por los esplenocitos se determiné usando un ELISA in
situ. Se recubrieron placas Costar de unién alta con 10 ug/ml de anticuerpo monoclonal (mAb) de captura contra IFN-
gamma de ratén (Pharmingen, San Diego, CA) en 50 ul de tampén de bicarbonato (pH 9,6). Después de incubar toda
la noche a 4°C, los pocillos se lavaron 5 veces con PBS y Tween-20 al 0,05% y se bloquearon con 200 ul de complete
medio R10 a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afiadieron 1 x10° esplenocitos a cada pocillo y se estimularon
en medio solo (control negativo), o en medio con 1 ug/ml de un péptido gp120 de HIV que tenia la siguiente secuencia:
RIQRGPGRAFVITGK (SEC. ID. N.°: 21). Después de una incubacién de 24 horas a 37°C en CO, al 5%, las placas
se lavaron 2 veces con agua desionizada (DI) para lisar las células, después se lavaron 3 veces con PBS y Tween 20 al
0,05%, y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 50 ul por pocillo de 1 ug/ml de mAb de deteccién
biotinilado contra IFN-y de ratén (Pharmingen). Las placas después se lavaron 5 veces y se incubaron durante 1 hora
con 50 ul por pocillo de una dilucién 1:8000 de solucién de estrepavidina-peroxidasa de rabano (HRP) (Southern
Biotechnology). Las placas se lavaron otra vez 5 veces y se consiguié el revelado colorimétrico mediante la adicién
de sustrato TMB (BioRad, Hercules, CA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se terminé con la
adicion de 4cido sulftrico 1 N. La absorbancia a 450 nm se ley6 con un lector de placas 6ptico.

Los resultados de este estudio se resumen mds adelante en la Figura 8. Esta figura muestra el nivel relativo de
produccion de IFN-y especifico de antigeno en los 5 grupos diferentes de pruebas de vacunas que recibieron las
formulaciones que se describen anteriormente (Formulaciones n.° 1-5). Es importante observar que los dos grupos de
inmunizacién que recibieron el vector con gp120 (pCIA-EnvT) combinado con los vectores adyuvantes con CT (es
decir, la Formulacién n.° 4 que contenia los vectores pPJV2002 y pPJV2003, y la Formulacién n.° 5 que contenia los
vectores pPIV2006 y pPIV2003) presentaron niveles de IFN-y significativamente mayores que el grupo de gp120 sin
adyuvante (Formulacién n.° 2 que contenia el vector de control vacio y pCIA-EnvT), (P <0,000001 y P = 0,0068,
respectivamente). Estos datos demuestran la capacidad de las presentes combinaciones de vectores adyuvantes con
CT de aumentar notablemente la inmunidad celular especifica de antigeno contra un antigeno de HIV en un modelo
animal.
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Ademads de un aumento en el nivel de produccién de IFN-y, también aumentd notablemente el nimero de esple-
nocitos especificos del péptido gp120 de HIV que producian IFN-y, segiin se determiné mediante un procedimiento
ELISPOT. En el ensayo ELISPOT, se recubrieron placas de nitrocelulosa (Millipore) con un anticuerpo de captura de
IFN-v, se lavaron y se bloquearon como se describe anteriormente para el ELISA in sifu para IFN-y de linfocitos T
cooperadores. Los esplenocitos se afiadieron a pocillos previamente recubiertos con un niimero de células inicial de 1
x 10° células/pocillo, y se estimularon en medio solo (control negativo) o en medio que contenfa 1 ug/ml de un péptido
que contenia el epitopo de CTL para gp120 de HI'V inmunodominante y que tiene la siguiente secuencia: RGPCRAFV-
TI (SEC. ID. N.°: 22). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C en CO, al 5%, se lavaron 2 veces con agua DI,
3 veces con PBS, y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 50 ul por pocillo de 1 ug/ml de mAb de
deteccion contra IFN-y de ratén (Pharmingen). Las placas después se lavaron 5 veces y se incubaron durante 1 hora
con 50 ul por pocillo de una dilucién 1:1000 de solucién de estrepavidina y fosfatasa alcalina (ALP) (Mabtech). Las
placas se lavaron de nuevo 5 veces y se logré el revelado colorimétrico mediante la adicién de sustrato de ALP sobre
membrana (BioRad, Hercules, CA) hasta que se formaron puntos (2-30 minutos, temperatura ambiente). La reaccién se
detuvo lavando con agua DI, y las placas se secaron al aire toda la noche. Los puntos se enumeraron con un microscopio
a 40 aumentos. S6lo se valoraron los puntos grandes con bordes borrosos como células formadoras de puntos (SFC).

Los resultados de este ensayo de ELISPOT se representan en la figura 9 que muestra los niveles relativos de
esplenocitos que producen IFN-y en los 5 grupos de prueba de vacunas diferentes (que recibieron las Formulaciones n.°
1-5, respectivamente). Es importante observar que los dos grupos de inmunizacién que recibieron el vector con gp120
(pCIA-EnvT) combinado con los vectores adyuvantes con CT (es decir, la Formulacién n.° 4 que contenia los vectores
pPJV2002 y pPJV2003, y la Formulacién n.° 5 que contenia los vectores pPJV2006 y pPJV2003) presentaron un
nimero significativamente mayor de células que producian IFN-y que el grupo de gp120 sin adyuvante (Formulacién
n.° 2 que contenia el vector de control vacio y pCIA-EnvT), (P <0,000001 y P = 0,0032, respectivamente). Estos datos
demuestran la capacidad de las presentes combinaciones adyuvantes con CT de aumentar notablemente la inmunidad
celular especifica de antigeno contra un antigeno gpl120 de HIV coadministrado en un modelo animal. Ademads, la
mayor produccidon de IFN-y que se observa en estos estudios indica que el uso de las combinaciones de vectores
adyuvantes con CT de la presente invencién proporciona una respuesta inmunitaria de tipo Th1 robusta en los animales
inmunizados.

Ejemplo 6

Potenciacion de las respuestas de anticuerpos contra los antigenos nuclear y superficial de la hepatitis B usando la
administracion simultdnea de un vector que codifica HBcAg y HBsAg con vectores adyuvantes con CTA/CTB

Se construy6 un vector plasmidico que contenia secuencias codificantes tanto para el antigeno nuclear de la hepa-
titis B (HBcAg) como para el antigeno superficial de la hepatitis B (HBsAg) de la manera siguiente. Las secuencias
codificantes de HBcAg y HBsAg se obtuvieron ambas del clon pAM6 de HBV (N.° de acceso de ATCC 45020). Para
generar la region codificante de HBsAg, la construcciéon pAM®6 se corté con Ncol y se tratd con nucleasa de judia
mung para eliminar el codén inicial del antigeno X. El ADN resultante después se corté con BamHI y se traté con
ADN polimerasa de T4 para dejar el ADN con extremos romos y crear un casete de expresion de HBsAg. El casete de
expresion de HBsAg estd presente en el fragmento de 1,2 kB. La construccion del plasmido pPJV7077 (Schmaljohn
et al (1997) J. Virol. 71: 9563-9569) que contenia el promotor temprano inmediato de CMV humano (cepa Towne)
de longitud completa (con potenciador) se corté con HindIIl y Bg/II, y después se traté con ADN polimerasa de T4
y fosfatasa alcalina de ternero para crear ADN con extremos romos, y el casete de expresion de HBsAg se ligd en el
plasmido proporcionando la construccion pWRG7128.

Para generar la regién codificante de HBcAg, se cort la construccién pAM6 para crear un casete de expresion
de HBcAg, después de lo cual se truncé la secuencia HBcAg mediante mutagénesis dirigida al sitio para eliminar la
region rica en argininas del extremo C de la particula del antigeno nuclear (cuya delecién no interfiere con la formacién
de las particulas). La secuencia de HBcAg truncada después se clond en una construccion de plasmido que contenia
el promotor del factor de elongacién humano (“hELF”, Mizushima et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18: 5322) para
proporcionar una construccién del vector con HBcAg.

Los casetes de expresién que contenian: (a) el promotor/potenciador del CMV, la regién 5’ no traducida del del
intrén A, y el péptido de sefializacion del activador de plasmindgeno tisular humano (hTPA) (“CMV-IA-TPA”); o (b)
la secuencia poliA de la hormona de crecimiento bovina (bGHpA) se obtuvieron cada una a partir de la construccién
del vector JW4303 (donacién del Dr. Harriet Robinson, Universidad de Massachusetts) y se inserté en un esqueleto
plasmidico. La construccidn resultante se corté con Nhel, se cargd con polimerasa y después se corté con BamHI para
generar un fragmento de vector que contenia el origen de replicacién de pUC 19, el gen de resistencia a la ampicilina
y la secuencia de bGHpA. El esqueleto del pldsmido se cort6 una segunda vez con Sall, se cargd con polimerasa, y se
corté con BamHI para liberar un fragmento del vector que contenian el fragmento del vector CMV-IA-TPA. Los dos
fragmentos del vector se ligaron proporcionando una construcciéon denominada pWRG7054.

La construccién pWRG7054 se corté con Nhel, se cargd con polimerasa, y se corté con BamHI para producir un
fragmento de vector. La construccion del vector con HBcAg se corté con Neol, se cargé con polimerasa, y se cortd
con BamHI para producir un fragmento de inserto. Estos dos fragmentos aislados se ligaron después generando una
construccién denominada pWRG7063.
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PEL-Bos se corté con EcoRI y se desfosforil6 con fosfatasa intestinal de ternero para producir un fragmento de
vector. El plasmido pWRG7063 se cort6 con HindIII, se cargd con polimerasa, y se corté con EcoRI para producir un
fragmento de inserto que contenia el péptido de sefializacién de hTPA, la secuencia del antigeno HBcAg y la regién
bGHpA. Estos dos fragmentos se ligaron para proporcionar una construccién denominada pWRG7145.

La construccién pWRG7128 se cort6 con EcoRI y se desfosforil6 con fosfatasa intestinal de ternero para producir
un fragmento de vector que contenia la regién codificante de HBsAg con transcripcion controlada por el promotor del
hCMV. La construccién pWRG7145 se corté con Mfel y EcoRI para producir un fragmento de inserto compuesto por
el promotor/intrén de hELF, la secuencia del péptido de sefializacion de hTPA, la secuencia del antigeno de HBcAG y
la region bGHpA. Estos fragmentos después se ligaron para proporcionar la construccién del plasmido pPJV7193 que
contenia las secuencias codificantes de HBcAg y HBsAg.

Después se generaron las siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo en cerdos con adyuvante de
vacuna de ADN.

Formulacién n.° 1: Control, el vector con HBcAg/HBsAg (pWRG7193) solo, 2 ug de ADN por mg de oro, 0,5 mg
de oro por cartucho; y

Formulacién n.° 2: El vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193), los vectores de ADN con CTA-KDEL (pPJV2006) y
CTB (pPJV2003) todos coprecipitados sobre un tnico lote de oro (1,0 ug de ADN de pWRG7193 por mg de oro, y
0,5 ug cada uno de ADN de pPJV2006 y pPJV2003 por mg de oro), 0,5 mg de oro por cartucho.

El plasmido pWRG7193 o solo o con los vectores adyuvantes pPJV2006 y pPJV2003 se precipitd sobre particulas
de oro siguiendo los procedimientos que se describen en el Ejemplo 3 anteriormente, de nuevo a una concentracién
final de 2 ug de ADN por mg de oro. Las particulas de oro recubiertas se cargaron en un tubo TEFZEL®, usando
de nuevo los procedimientos que se describen en el Ejemplo 3 anterior. Dos grupos experimentales (de 5 cerdos do-
mésticos cada uno) recibieron dos inmunizaciones con la Formulacién n.° 1 y la Formulacién n.° 2, respectivamente,
donde las dos inmunizaciones tenian un intervalo de 6 semanas entre ellas. Cada inmunizacién consistia en dos dis-
paros en tdndem a 3.447,5 kPa (500 psi) en la zona de la ingle usando un dispositivo de administracién de particulas
PowderJect® XR-1 en el que cada disparo utilizaba un tnico cartucho. Asi, en el grupo de control (Formulacién n.° 1),
cada inmunizacidn consistia en la administracién de un total de 1 mg de oro y 2 ug del vector de vacunacién con ADN
pWRG7193. De forma similar en el grupo de prueba con adyuvante (Formulacién n.° 2), cada inmunizacién consistia
en una administracién total de 1 mg de oro, 2 ug del vector de vacunacién con ADN pWRG7193, y 1 ug de cada uno
de los vectores adyuvantes pPIV2006 y pPIV2003. Se extrajeron muestras de sangre de cada animal en el momento
de la inmunizacién de refuerzo (semana 6) y 2 semanas después de la inmunizacién de refuerzo (semana 8).

La deteccion de las respuestas especificas de anticuerpo para el antigeno nuclear se realizé de la manera siguiente:
se recubrieron placas ELISA con el antigeno nuclear de la hepatitis B (Biodesign) a 100 ng/ml en PBS. Después de
recubrir toda la noche a 4°C, las placas se bloquearon leche desnatada al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas después se lavaron 3 veces con PBS que contenia 0,05% de Tween-20. Se realizaron diluciones
seriadas de las muestras de suero de los cerdos en leche desnatada al 2%//PBS/0,01% de Tween-20 y se afiadieron a
las placas de ELISA. Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 2 horas, las placas se lavaron 3 veces
con PBS/0,05% de Tween-20. El anticuerpo secundario consistia en uno de cabra contra IgG de cerdo conjugado a
peroxidasa de rdbano (Kirkegaard y Perry) que se diluy6 1:2000 en 2% de leche desnatada/PBS/0,01% de Tween-20,
y se afiadi a las placas durante a 1 hora de incubacién a temperatura ambiente. Las placas después se lavaron 5 veces
con PBS/0,05% de Tween-20 y se afiadieron 100 ul de sustrato TMB. La formacién del color se realizé durante 15
minutos y se terminé mediante la adicién de 100 ul de N,SO,.Las placas se leyeron a 450 nm. La figuras 10 y 11
muestran la media geométrica de los valores de absorbancia a las 6 y 8 semanas, respectivamente, para cada uno de
los dos grupos de cerdos a 4 diluciones de suero diferentes. Estos datos demuestran una marcada potenciacion de las
titulaciones de anticuerpo contra el antigeno nuclear de la hepatitis B después del uso de los vectores adyuvantes con
CT pPJV2006 y pPIJV2003.

Ademds de las elevadas respuestas humorales al antigeno nuclear de la hepatitis B, se observé una elevacion cuan-
tificable de las respuestas de anticuerpos especificos para el antigeno superficial de la hepatitis B en el grupo de prueba
con adyuvante ademds. Se cuantificaron los anticuerpos especificos del antigeno superficial en las muestras de suero
de los animales individuales usando un kit de ensayo comercial (AUSAB, Abbott Laboratories). Este kit permite cuan-
tificar las respuestas de anticuerpo en términos de miliunidades internacionales (mIU/ml) usando un panel estidndar.
La media geométrica de las titulaciones de anticuerpos contra el antigeno superficial del grupo de control (Formu-
lacién n.° 1) y del grupo de prueba con adyuvante (Formulacién n.° 2) fue de 285 y 662 mIU/ml, respectivamente,
demostrando la capacidad de los presentes plasmidos adyuvantes (pPJV2006 y pPJV2003) de aumentar las respuestas
inmunitarias contra un antigeno codificado por un vector distinto.
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Ejemplo 7

Potenciacion de la respuesta celular de tipo Thl a una vacuna de ADN usando vectores plasmidicos que codifican
subunidades CT o LT

Se empleo el vector de vacunaciéon con ADN pM2-FL que codifica la proteina M2 del virus influenza A para
analizar los efectos adyuvantes de os vectores adyuvantes pPJV2002, pPJV2003, pPJV2004, pPJV2005, pPIV2006
y pPJV2007 en el contexto de la vacunacién con ADN mediada por particulas. La vacunacién con ADN mediada
por particulas se realiz6 precipitando el vector de vacunacién con ADN de M2, con o sin diversas combinaciones de
los vectores adyuvantes sobre particulas microscopicas de oro y acelerando las particulas de oro recubiertas hacia el
interior de la epidermis de ratones usando un dispositivo de administracién de particulas Powder Ject® XR-1 (Powder-
Ject Vaccines, Inc. Madison, WI). La construccién del vector plasmidico de ADN pM2-FL se describe en el presente
documento anteriormente en el Ejemplo 3.

Como anteriormente, el plasmido pM2-FL después se precipitd sobre particulas de oro de 2 micrémetros sélo el
vector, o las muestras de vector mezclado con vector adyuvante. Especificamente, el ADN plasmidico (vector pM2-
FL solo o vector pM2-FL mds uno o mds vectores adyuvantes) se mezclé con particulas de oro de 2 micrometros
(Degussa) en un tubo de centrifugrado pequefio que contenia espermidina. La precipitacion se realizé siguiendo las
metodologias del Ejemplo 3, y las particulas de oro recubiertas se recubrieron después sobre la superficie interna de
un tubo TEFZEL® como también se ha descrito en el Ejemplo 3. El tubo después se cortd en cartuchos de 1,25 cm
(0,5 pulgadas) adecuados para cargar en el dispositivo de administracién de particulas.

Se generaron las siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo en ratones con adyuvante de vacuna de
ADN.

Formulacién n.° 1: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector plasmidico vacio pWRG7054 antes de la pre-
cipitacion sobre el mismo lote de oro, 2,1 ng de ADN total por mg de oro (0,1 ug de pM2-FL y 2,0 ug de pWRG7054),
0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 2: vector de ADN pM2-FL combinado con los vectores de ADN de CTA y CTB (pPJV2002 y
pPJV2003) antes de la precipitacion sobre un tnico lote de oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de cada
vector adyuvante de ADN por mg de oro, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 3: vector de ADN pM2-FL combinado con los vectores de ADN de CTA-KDEL y CTB (pPJV2006
y pPJV2003) todos coprecipitados sobre un unico lote de oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de cada
vector adyuvante de ADN por mg de oro, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 4: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de CTA-KDEL (pPJV20006) y
suplementado con el vector plasmidico vacio pWRG7054 todos combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de
oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPJV2006, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de
oro por cartucho;

Formulacién n.° 5: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de CTA (pPJV2002) y suplementado
con el vector plasmidico vacio pWRG7054, todos los ADN combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de oro,
2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPJV2002, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro
por cartucho;

Formulacién n.° 6: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de CTA (pPJV2003) y suplementado
con el vector plasmidico vacio pWRG7054, todos los ADN combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de oro,
2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPJV2003, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro
por cartucho;

Formulacién n.° 7: vector de ADN de pM2-FL combinado con los vectores de ADN de LTA y LTB (pPJV2004 y
pPJV2005) antes de la precipitacién sobre un tnico lote de oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de cada
vector adyuvante de ADN por mg de oro, 0,1 g de pM2-FL), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 8: vector de ADN pM2-FL combinado con los vectores de ADN de LTA-RDEL y LTB (pPJV2007
y pPJV2005) todos coprecipitados sobre un tnico lote de oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de cada
vector adyuvante de ADN por mg de oro, 0,1 g de pM2-FL), 0,5 mg de oro por cartucho;

Formulacién n.° 9: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de LTA-RDEL (pPJV2007) y
suplementado con el vector plasmidico vacio pWRG7054 todos combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de
oro, 2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPIV2007, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de
oro por cartucho;

Formulacién n.° 10: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de LTA (pPJV2004) y suplementado
con el vector plasmidico vacio pWRG7054, todos los ADN combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de oro,
2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPJV2004, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro
por cartucho; y
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Formulacién n.° 11: vector de ADN pM2-FL combinado con el vector de ADN de LTB (pPJV2005) y suplementado
con el vector plasmidico vacio pWRG7054, todos los ADN combinados y coprecipitados sobre un tnico lote de oro,
2,1 ug de ADN total por mg de oro (1,0 ug de pPJV2005, 1,0 ug de pWRG7054, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de oro
por cartucho.

Estas formulaciones de vacunas de ADN después se administraron a once grupos de ratones de la manera si-
guiente. Cada grupo experimental contenia 8 animales y cada animal recibié dos inmunizaciones con su formulacién
respectiva con un periodo de descanso de 4 semanas entre inmunizaciones. Cada inmunizacién estaba constituida por
dos administraciones en tdndem a la epidermis abdominal (un cartucho por administracién) usando un dispositivo de
administracién de particulas Powder Ject® XR-1 (PowderJect Vaccines Inc., Madison, WI) con una presién de helio
de 2758 kPa (400 psi). Las muestras de suero se extrajeron dos semanas después de la inmunizacién segunda o de
refuerzo.

Se ensayaron las muestras de suero individuales para determinar los anticuerpos especificos de M2, las respuestas
para ambas subclases IgG1 e IgG2a usando el ensayo ELISA del Ejemplo 3 anterior para determinar la titulacién de
IgG total, excepto que se empled un conjugado de anticuerpo secundario especifico para IgG1 o IgG2a. El anticuerpo
de cabra contra IgG1 de ratén conjugado con biotina se obtuvo de Southern Biotechnology Associates, Inc. (n.° de
catdlogo 1070-08, concentracion de 0,5 mg/ml) y se usé a una dilucién de 1/8000. El anticuerpo de cabra contra IgG2
de rat6n conjugado con biotina se obtuvo de la misma fuente (n.° de catdlogo 1080-08, concentracién de 0,5 mg/ml) y
también se usé a una dilucién de 1/8000.

Se determiné la media geométrica de las titulaciones de anticuerpos para IgG1 e IgG2a especificas de antigeno

M2 para cada grupo experimental, y se calcularon las proporciones entre IgG1 e 1gG2a. Estos datos se resefian a
continuacién en la Tabla 5.

TABLA 5

Proporcion entre IgG1 e
lgG2a
160,99

3,44
13,59
63,20

2,63
30,97

0,02

0,50

9,00

4,53
27,00

N.¢ de formulacion

—n|
o3 o o N o o AW N -

Como puede observarse con referencia a la Tabla 5, la adicién de las subunidades A o B, o de las diversas combi-
naciones de subunidades A y B a la formulacién de vacuna de ADN de M2 produjo reducciones significativas en la
proporcién entre IgG1 e 1gG2a que provocaba la vacuna de ADN de M2 (pM2-FL) en ausencia de adyuvante (Formu-
lacién n.° 1). La mayor reduccidn en la proporcion provino del uso de las combinaciones de los vectores de LTA mas
LTB, y LTA-RDEL mas LTB (Formulaciones n.° 7 y n.° 8, respectivamente). En ambas de estas, el uso de los adyu-
vantes de polinucleétidos de la presente invencién provocé mayores titulaciones de IgG2a que de IgG1 especificas del
antigeno M2, que es una caracteristica de una respuesta inmunitaria de tipo Thl en los ratones.

Los resultados del los grupos experimentales que recibieron las Formulaciones n.° 1, n.° 2 y n.° 7 se representaron

en términos del logaritmo de la proporcién entre IgG1 e IgG2a en la figura 12. Como puede observarse en esa figura,
al emplear el adyuvante de la composicion de vacuna de ADN de pM2-FL con los vectores adyuvantes CTA mas CTB
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(Formulacién n.° 2) provocé un descenso de orden de magnitud 2 en la proporcién entre IgG1 e 1gG2a con respecto
a la composicién de vacuna con pM2-FL sin adyuvante (Formulacién n.° 1). Ademads, se observé otro descenso de
orden de magnitud 2 en esta proporcién cuando el ADN de la vacuna con pM2-FL se complement6 con los vectores
adyuvantes de LTA mds LTB (Formulacién n.° 7).

Ejemplo 8
Adicion de secuencias codificantes de péptidos de sefializacion a vectores adyuvantes que codifican CT o LT

Las construcciones de los vectores que contenian las subunidades de las toxinas CTA, CTB, LT A y LTB
(pPIV2002, pPIV2003, pPIV2004, y pPIV2005, respectivamente) se modificaron para eliminar las secuencias co-
dificantes de los péptidos de sefalizacién tpa, y se construyé un vector de vacunacién con ADN dual que codificaba
los antigenos superficial y nuclear de la hepatitis B para usar en los siguientes experimentos.

Las condiciones de PCR estandar que se usaron para la construcciéon/modificacién de los vectores fueron las
siguientes: 1x tampén nuclear de PCR con MgCl, 1,5 mM (Promega Corp., Madison, WI); 0,400 uM de cada cebador;
200 uM de cada dNTP (USB Inc., Cleveland, OH); 2,5 ug de polimerasa Taq (Promega Corp., Madison, WI); 1,0 ng de
ADN plantilla; agua hasta 100 ul; y una capa de recubrimiento de aceite mineral (Aldrich Chemical Inc., Milwaukee
WI). Un termociclador PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham, MA) se programé para funcionar con la siguiente rutina:
4 minutos a 95°C; 30 ciclos de (1 minuto a 95°C/1 minuto 15 segundos a 55°C/1 minuto a 72°C); 10 minutos a 72°C;
mantener a 4°C. Los productos de la amplificacién se eliminaron de la reaccién PCR usando el kit de purificacion de
PCR QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia CA) antes de escindir con las enzimas de restriccién (New England Biolabs,
Beverly, MA). Todos los productos de la PCR se secuenciaron después de clonar para asegurar la fidelidad de la
amplificacion.

Mais especificamente, se construy6 un vector de vacunacién con ADN dual que codificaba los dos antigenos su-
perficial y nuclear de la hepatitis B de la manera siguiente. La construcciéon pWRG7128 (Ejemplo 4) que contenia la
secuencia codificante del antigeno superficial se modificé usando una serie de técnicas estdndar de biologia molecular
para proporcionar la construccion dual (antigenos superficial y nuclear). Inicialmente, la construccion pWRG7128 se
modificé para eliminar la regién de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina y sustituirla por la regién
de poliadenilacién de beta-globina de conejo. Se ligé un primer fragmento de insercién que contenia el promotor del
CMYV con las secuencias del exén 1 y exén 2, y un segundo fragmento de insercidon que contenia una segunda regioén
de poliadenilacién de beta-globina de conejo en la construccion pWRG7128 modificada, y se inserté un adaptador
construido hibridando oligonucleétidos sintéticos entre los sitios Sph1 y Pstl localizados inmediatamente aguas arriba
del promotor del CMV insertado.

El plasmido mpSmpCC (GlaxoSmithKline, Reino Unido) se sometié a PCR con los siguientes cebadores: 5’-GCC
GCT AGC ATG GAC ATT GAC CCT TAT AAA GA-3’ (SEC. ID. N.*: 23) y 5’-CCA GGA TCC TTA ACA TTG
AGA TTC C-3’ (SEC. ID. N.°: 24) para generar una secuencia codificante con el antigeno nuclear adw?2 de la hepatitis
B. Este producto de la PCR se corté con Nhel y BamHI para generar un fragmento de insercion, que después se
modificé para que incluyera un sitio Bgl2 aguas abajo y se insert6 en un vector de clonacién. El vector de clonacién
se cortd con Pstl y EcoR1 para generar un fragmento de insercidn con el antigeno nuclear; el plasmido pWRG7128
modificado se cort6 con Pstl y Mfel para generar un fragmento de vector, y el fragmento del insercion del antigeno
nuclear se ligé en el fragmento de vector, produciendo la construccién de pldsmido dual con los antigenos superficial
y nuclear.

Las construcciones de vectores que contenian las subunidades de la toxina CTA, CTB, LTA y LTB (pPJV2002,
pPIV2003, pPIV2004, y pPIV2005, respectivamente) se modificaron para eliminar las secuencias codificantes del
péptido de sefializacion tpa meramente escindiendo las secuencias codificantes de tpa usando enzimas de restriccién
para producir las siguientes construcciones: CTA sin TPA, CTB sin TPA, LTA sin TPA, y LTB sin TPA, respectiva-
mente.

El plasmido dual con los antigenos superficial y nuclear se combiné con ADN plasmidico irrelevante (para un
control sin adyuvante) o con las construcciones de vectores de las subunidades de la toxina y se precipité sobre
particulas de oro de 2 micrémetros. Especificamente, el ADN plasmidico (vector plasmidico dual con los antigenos
superficial y nuclear) mds dos vectores adyuvantes (para proporcionar una combinacién de CTA/CTB o LTA/LTB)
se mezcld con particulas de oro de 2 micrometros (Degussa) en un pequefio tubo de centrifugadora que contenia
espermidina. La precipitacion se realiz6 siguiendo las metodologias del Ejemplo 3, y las particulas de oro recubiertas se
recubrieron después sobre la superficie interna de un tubo TEFZEL® como también se ha descrito en el Ejemplo 3. El
tubo después se cortd en cartuchos de 1,25 cm (0,5 pulgadas) adecuados para cargar en el dispositivo de administracién
de particulas.

Asi, se generaron las siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo en ratones con adyuvante de vacuna
de ADN:

Formulacién n.° 1: (“sin adyuvante”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear,
1 ug de vector plasmidico de ADN irrelevante;
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Formulacién n.° 2: (“CT”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 0,5 ug de
vector plasmidico de ADN pPJV2002 (CTA), 0,5 ug de vector plasmidico de ADN pPJV2003 (CTB);

Formulacién n.° 3: (“CT sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear,
0,5 ug de vector plasmidico de ADN de CTA sin TPA, 0,5 ug de vector plasmidico de ADN con CTB sin TPA;

Formulacién n.° 4: (“CTA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 1 ug de
vector plasmidico de ADN de pPJV2002 (CTA);

Formulacién n.° 5: (“CTA sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear,
1 ug de vector plasmidico de ADN de CTA sin TPA;

Formulacién n.° 6: (“CTB”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 1 ug de
vector plasmidico de ADN de pPJV2003 (CTB);

Formulacién n.° 7: (“CTB sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear,
1 ug de vector plasmidico de ADN de CTB sin TPA;

Formulacién n.° 8: (“LT”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 0,5 ug de
vector plasmidico de ADN de pPJV2004 (LTA), 0,5 ug de vector plasmidico de ADN de pPJV2005 (LTB);

Formulacién n.° 9: (“LT sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 0,5
ug de vector plasmidico de ADN de LTA sin TPA, 0,5 ug de vector plasmidico de ADN de LTB sin TPA;

Formulacién n.° 10: (“LTA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 1 ug de
vector plasmidico de ADN pPJV2004 (LTA); Formulacién n.° 11: (“LTA sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN
dual con antigenos superficial y nuclear, 1 ug de vector plasmidico de ADN de LTA sin TPA;

Formulacién n.° 12: (“LTB”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear, 1 ug de
vector plasmidico de ADN pPJV2005 (LTB); y

Formulacién n.° 13: (“LTS sin TPA”) 1 ug de vector plasmidico de ADN dual con antigenos superficial y nuclear,
1 ug de vector plasmidico de ADN de LTS sin TPA.

En un primer estudio, se administraron varias de las formulaciones de vacuna de ADN que se describen anterior-
mente a cinco grupos de ratones usando el dispositivo de administracién de particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect
Vaccines Inc., Madison, WI). Cada grupo experimental contenia 5 animales y cada animal recibi6 dos inmunizaciones
con la formulacién respectiva con un periodo de descanso de cuatro semanas entre inmunizaciones. Las Formulaciones
que se analizaron fueron las siguientes: Formulacién n.° 1 (sin adyuvante); la Formulacién n.° 2 (CT); la Formulacién
n.° 3 (CT sin TPA); la Formulacién n.° 8 (LT); y Formulacién n.° 9 (LT sin TPA). Todos los animales se sacrificaron
dos semanas después de la segunda inmunizacidn, y se recolectaron los bazos para usarlos en los ensayos ELISPOT
de IFN-y e IL-4. Para los inmunoensayos celulares, se cultivaron in vitro suspensiones de una unica célula de esple-
nocitos del bazo de los animales inmunizados en presencia de un péptido correspondiente a un epitopo de linfocito T
(o bien del antigeno superficial o del nuclear) en en ratones. El péptido se disolvié en DMSO (10 mg/ml) y se diluy6
a 10 ug/ml en cultivo.

Para los ensayos ELISPOT, se recubrieron placas de filtracién con membrana Millipore Multiscreen con 50 ul
del antisuero apropiado (15 pg/ml de antisuero contra IFN-y o contra IL-4, Pharmingen) en tampén carbonato 0,1 M
estéril (pH 9,6) toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron 6 veces con PBS estéril y después se bloquearon con medio
de cultivo tisular que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10% durante 1-2 h a temperatura ambiente. Se eliminé el
medio y los esplenocitos se dispensaron en los pocillos con un total de 1x10° células por pocillo. Para los pocillos a
los que se afiadieron menos de 1 x 10° células de los animales inmunizados, se usaron las células de los animales no
expuestos para llevar el total a 1 x 10°. Las células se incubaron toda la noche en una incubadora de cultivo tisular
en presencia del péptido como se describe anteriormente. Después las placas se lavaron 2 veces con PBS y 1 vez
con agua destilada. Después se realizaron 3 lavados con PBS. Se afiadié un anticuerpo monoclonal biotinilado contra
IFN-y o contra IL-4 (Pharmingen) a la placa (50 ul de una solucién de 1 ug/ml en PBS) y se incubé durante 2 h a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6 veces con PBS después de lo cual se afiadieron 50 ul de un conjugado de
estreptavidina y fosfatasa alcalina (1:1 000 en PBS, Pharmingen) y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron 6veces con PBS y se afiadi6 un sustrato con color para fosfatasa alcalina (BioRad) y la reaccién
se dejo proseguir hasta que aparecieron puntos oscuros. La reaccién se terminé lavando con agua 3 veces. Las placas
se secaron al aire y se contaron los puntos con un microscopio.

Se evalud el efecto adyuvante de las secuencias codificantes de las subunidades de la toxina segregadas o no se-
gregadas determinando las respuestas en ELISPOT de IFN-y e IL-4 a los dos antigenos superficial y nuclear de la
hepatitis B "“sAg” y “cAg”) codificados por la construccién dual de antigenos superficial y nuclear, y estos resultados
se compararon como se indica en las figuras 13A-13D. Como puede observarse, los vectores adyuvantes segregados
(que contenian la secuencia de sefializacién) con CT y LT (Formulaciones n.° 2 y n.° 8, respectivamente) produjeron
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aumentos significativos (P < 0,05) en las respuestas de IFN-y a ambos antigenos superficial y nuclear, y en la respuesta
de IL-4 al antigeno superficial (véanse las figuras 13A, 13B y 13C). Con respecto a las respuestas de IL-4 al antigeno
nuclear, la falta de efecto adyuvante por los vectores de LT (Formulaciones n.° 8 y n.° 9) es coherente con las observa-
ciones de que la toxina LT es mds adyuvante de las respuestas Th1 que la toxina CT. Y lo mas importante, los vectores
CT y LT que carecen de las secuencias de sefializacion (Formulaciones n.° 3 y n.° 9, respectivamente) mostraron un
efecto adyuvante mas débil, que se observa particularmente en los datos ELISPOT de IFN-y para los dos antigenos
superficial y nuclear (véanse las figuras 13A y 13C, donde se produjo un descenso estadisticamente significativo en la
actividad adyuvante gracias a la delecion de las secuencias de sefializacion.

Finalmente, la diferencia claramente observable del efecto adyuvante entre los segregados (Formulaciones n.° 2
y n.° 8) y los no segregados (Formulaciones n.° 3 y n.° 9) ayuda a establecer que los efectos adyuvantes observados
no se deben a los motivos CpG incluidos en los vectores adyuvantes dado que los vectores que contenian sefial y los
que no contenian sefial no tienen ninguna diferencia en el contenido en ADN bacteriano (CpG) sin embargo muestran
diferencias significativas en su capacidad de aumentar las respuestas de IFN-y especificas del antigeno superficial.

En un segundo estudio, se administraron las formulaciones de vacuna de ADN que se describen anteriormente a
ocho grupos de ratones usando el dispositivo de administracién de particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines
Inc., Madison, WI). Cada grupo experimental contenia 5 animales y cada animal recibié dos inmunizaciones con la
formulacidn respectiva con un periodo de descanso de cuatro semanas entre inmunizaciones. Las Formulaciones que se
analizaron fueron las siguientes: Formulacién n.° 1 (sin adyuvante); Formulacion n.° 2 (CT); Formulacién n.° 4 (CTA);
Formulacién n.° 5 (CTA sin TPA); Formulacién n.° 6 (CTB); Formulacién n.° 7 (CTB sin TPA); Formulacién n.° 8 (LT);
Formulacién n.° 10 (LTA); Formulacién n.° 11 (LTA sin TPA); Formulacién n.° 12 (LTB); y Formulacién n.° 13 (LTB
sin TPA). Todos los animales se sacrificaron dos semanas después de la segunda inmunizacién, y se recolectaron los
bazos para usarlos en los ensayos ELISPOT de IFN-y e IL-4 que se describen en el presente documento anteriormente.

Como resultado de este segundo estudio (no se muestran datos), se observé de nuevo que no existia ningiin efecto
adyuvante discernible que pudiera atribuirse al contenido en CpG de los diversos pldsmidos adyuvantes. Aunque en
general no se observé ningiin efecto adyuvante estadisticamente relevante con los diversos vectores adyuvantes de las
subunidades de las toxinas, los vectores con las subunidades LT (Formulaciones n.° 10-13) si mostraron efecto adyu-
vante en la respuesta de IFN-y e IL-4 al antigeno superficial (SAg) que se vio influenciada por la presencia/ausencia
de la secuencia de sefializacion de la secrecion.

Ejemplo 9

Vectores plasmidicos adyuvantes que codifican los péptidos de las subunidades CTA/CTB o LTA/LT en un estudio de
exposicion virica

Para evaluar la capacidad de los vectores plasmidicos adyuvantes de la presente invencidon de proporcionar un
efecto protector en un modelo de exposicion a virus Herpes Simplex de tipo 2 (HSV-2), se realizé el siguiente estudio.
Se construy6 una vacuna de ADN que codificaba un antigeno de HSV-2 y después se combiné con diversas combi-
naciones de los presentes vectores plasmidicos adyuvantes para proporcionar composiciones de vacuna. Después de
la inmunizacién, los animales inmunizados fueron expuestos al virus HSV-2, y se determind el efecto protector de las
diversas composiciones de vacuna.

Con respecto a la construccion del plasmido antigénico de ADN, se usaron técnicas estandar de PCR para la
construccion del pldsmido. Las condiciones estdndar de PCR que se usaron para la construccién del vector fueron
las siguientes: 1x tampdn nuclear de PCR con MgCl, 1,5 mM (promega Corp., Madison, WI); 0,400 uM de cada
cebador; 200 uM de cada dNTP (USB Inc., Cleveland, OH); 2,5 ug de polimerasa Taq (Promega Corp., Madison,
WI); 1,0 ng de ADN plantilla; agua hasta 100 ul; y una capa de recubrimiento de aceite mineral (Aldrich Chemical
Inc., Milwaukee WI). Un termociclador PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham, MA) se programé para funcionar con
la siguiente rutina: 4 minutos a 95°C; 30 ciclos de (1 minuto a 95°C/1 minuto 15 segundos a 55°C/1 minuto a 72°C);
10 minutos a 72°C; mantener a 4°C. Los productos de la amplificacion se eliminaron de la reaccién PCR usando el kit
de purificacién de PCR QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia CA) antes de escindir con las enzimas de restriccién (New
England Biolabs, Beverly, MA). Todos los productos de la PCR se secuenciaron después de clonar para asegurar la
fidelidad de la amplificacién.

Mis especificamente, se construy6 un vector plasmidico de vacunacion con ADN que codificaba el antigeno ICP27
temprano de HSV-2 de la manera siguiente. HSV es un virus de ADN bicatenario que tiene un genoma de aproxima-
damente 150-160 kpb. El genoma virico estd empaquetado en una nucleocdpside icosahédrica que estd envuelto en
una membrana. La membrana (o cubierta) incluye al menos 10 glucoproteinas codificadas por el virus, de las cuales
las mds abundantes son gB, gC, gD, y gE. El genoma virico también codifica mds de otras 70 proteinas, que incluyen
un grupo de aproximadamente cinco antigenos de ICP. Estas proteinas tempranas se sintetizan temprano en el ciclo de
replicacidn virico, al contrario que las glucoproteinas de la cubierta que sélo se producen de forma tardia en el ciclo
vital del virus. Para una revisioén de la estructura y organizacién moleculares de HSV, véase, por ejemplo, Roizman y
Sears (1996) “Herpes simplex virus and their replication” en Relds Virology, 3" ed., Fields et al. editores, Lippincott-
Raven Publishers, Filadelfia, PA. El antigeno ICP27 de HSV-2 puede obtenerse facilmente a partir del genoma de
HSV-2, por ejemplo la regién gendmica que cubre desde aproximadamente el nucledtido 114589 al 134980 de del
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genoma de HSV-2, o un fragmento EcoRI que cubre los nucleétidos 110931 a 139697 del genoma de HSV-2. La se-
cuencia del genoma de HSV-2 estd disponible en fuentes publicadas, por ejemplo la secuencia depositada en GenBank
con el numero de acceso NC_001798.

Para construir el vector de ICP27 que se usé en el presente estudio, la regién codificante de ICP27 se sometié a
PCR a partir del genoma de HSV-2usando los siguientes cebadores: 5’-GCC ACT CTC TTC CGA CAC-3’ (SEC. ID.
N.%: 25)y 5’-CAA GAA CAT CAC ACG GAA C-3’ (SEC. ID. N.°: 26) para obtener un fragmento de nucleétidos que
contenia las secuencias de nucledtidos 114523-116179 (GenBank) de HSV-2 que corresponden a la region codificante
de ICP27. El fragmento ICP27 después se clond en la region de clonacién mdltiple del vector pTarget (Promega Corp.,
Madison, WT).

Se combinaron las construcciones de los vectores plasmidicos adyuvantes que contenian las subunidades de las
toxinas CTA, CTB, LTA y LTB (pPJV2002, pPJV2003, pPIV2004, y pPIV2005, respectivamente) para proporcionar
los adyuvantes CTA/CTB (pPJV2002 + pPJV2003) y LTA/LTB (pPJV2004 + pPJV2005). El pldsmido con el antigeno
ICP27 se combiné con los pares de construcciones de subunidades de las toxinas y se precipitd sobre particulas de oro
de 2 micrémetros. Especificamente, el ADN plasmidico (vector plasmidico con el antigeno ICP27) mas dos vectores
adyuvantes (para proporcionar una combinacién de CTA/CTB o LTA/LTB) se mezcl6 con particulas de oro de 2
micrémetros (Degussa) en un pequefio tubo de centrifugadora que contenia espermidina. La precipitacién se realizé
siguiendo las metodologias del Ejemplo 3, y las particulas de oro recubiertas se recubrieron después sobre la superficie
interna de un tubo TEFZEL® como también se ha descrito en el Ejemplo 3. El tubo después se cort en cartuchos de
1,25 cm (0,5 pulgadas) adecuados para cargar en el dispositivo de administracion de particulas. Asi, se generaron las
siguientes formulaciones de ADN y oro para un ensayo de exposicion a HSV-2:

Formulacién n.° 1: (sin adyuvante) 2 ug vector plasmidico de ADN con el antigeno ICP27;

Formulacién n.° 2: (“CT alto”) 900 ng de vector plasmidico de ADN con el antigeno ICP27, 50 ng de pPJV2002
(CTA), 50 ng de pPJV2003 (CTB);

Formulacién n.° 3: (“CT bajo”) 500 ng de vector plasmidico de ADN con el antigeno ICP27, 250 ng de pPJV2002
(CTA), 250 ng de pPJV2003 (CTB);

Formulacién n.° 4: (“LT alto) 900 ng de vector plasmidico de ADN con el antigeno ICP27, 50 ng de pPJV2004
(LT A), 50 ng de pPJV2005 (LTB); y

Formulacién n.° 5: (“LT bajo”) 500 ng de vector plasmidico de ADN con el antigeno ICP27, 250 ng de pPJV2004
(LTA) , 250 ng de pPJV2005 (LTB).

En el estudio, se administraron las formulaciones de vacuna de ADN que se describen anteriormente a cinco grupos
diferentes de ratones usando el dispositivo de administracién de particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines
Inc., Madison, WI). Cada grupo experimental contenia 5 animales y cada animal recibié dos inmunizaciones (disparo
unico aplicado en el abdomen) con la formulacién respectiva con un periodo de descanso de cuatro semanas entre
inmunizaciones. Un sexto grupo de ratones se establecié como control negativo (sin exposicion), y no recibi6é ninguna
vacunacidn. Se sacrificaron 4 ratones de cada grupo 2 semanas después de la segunda inmunizacién y se usaron para
los ensayos ELISPOT de IFN-y (no se muestran los datos).

Dos semanas después de la segunda inmunizacién, todos los ratones que quedaban (grupo B1) se expusieron a 1
x10° UFP del virus H5V2, cepa MS, mediante instalacién intranasal. La grafica de supervivencia que representa los
resultados del estudio de exposicion se representa en la figura 14. Como puede observarse, 100% de los animales no
expuestos sucumbid en los 4 dias posteriores a la exposicion. Los animales no expuestos se representan en la grafica
mediante la curva (e). Ademads, 100% de los animales que recibieron el vector plasmidico con el antigeno ICP27 solo
(Formulacién n.° 1) murieron en los 7 posteriores a la exposicion. Los animales que recibieron la Formulacién n.° 1
se representan en la grafica mediante la curva (V). Por el contrario, el 25% (2/8) de los animales que recibieron el
plasmido con ICP27 con el adyuvante de CT a dosis baja (Formulacién n.° 3) fueron protegidos contra la exposicién
virica, y 38% (3/8) de los animales que recibieron el ICP27 con el adyuvante de CT a dosis elevada (Formulacién n.°
2) fueron protegidos contra la exposicién virica. Los animales que recibieron la Formulacién n.° 3 se representan en la
grafica mediante la curva (m). Los animales que recibieron la Formulacién n.° 2 se representan en la grafica mediante la
curva (4). Finalmente, tanto la vacuna de ICP27 con adyuvante de LT a dosis baja (Formulacién n.° 5) como la vacuna
de ICP27 con adyuvante de LT a dosis altas (Formulacién n.° 4) proporcionaron una proteccién completa (100%) a
los animales inmunizados. Los animales que recibieron la Formulacién n.° 5 se representan en la grafica mediante la
curva (A). Los animales que recibieron la Formulacién n.° 4 se representan en la grafica mediante la curva (O).

Por consiguiente, se han descrito las moléculas polinucleotidicas adyuvantes novedosas, las composiciones que
comprenden esas moléculas adyuvantes, y técnicas de inmunizacién convencionales y con dcidos nucleicos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién adyuvante que comprende: (i) una primera secuencia de dcido nucleico; (ii) una segunda
secuencia de dcido nucleico; y (iii) vehiculos nucleares, en la que: (a) dicha primera secuencia de 4cido nucleico es una
region codificante de la subunidad A truncada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP bacteriana;
(b) dicha segunda secuencia de 4cido nucleico es una regidn codificante de la subunidad B truncada obtenida o derivada
de una exotoxina de ribosilacién de ADP bacteriana; (c) dichas secuencias de dcidos nucleicos primera y segunda
recubren los vehiculos nucleares y estdn ligadas operablemente, o cada una esta ligada operablemente a un promotor
activo en una célula de mamifero; y (d) cada una de dichas regiones codificantes de las subunidades truncadas tiene
una delecion en 5°, codifica un péptido de una subunidad que no tiene un péptido de sefializacidon bacteriana en el
extremo amino y estd ligada operablemente a una secuencia directora para su secrecion desde una célula de mamifero.

2. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la regién codificante de la subunidad A truncada
ha sido modificada genéticamente ademds para eliminar un motivo KDEL o RDEL del extremo C del péptido de la
subunidad codificado por ella.

3. Una composicién adyuvante que comprende: (i) una primera secuencia de 4cido nucleico; (ii) una segunda
secuencia de dcido nucleico; y (iii) vehiculos nucleares, en la que: (a) dicha primera secuencia de dcido nucleico es
una regién codificante de la subunidad A modificada obtenida o derivada de una exotosina de ribosilacién de ADP
bacteriana; (b) dicha segunda secuencia de dcido nucleico es una regién codificante de la subunidad B obtenida o
derivada de una exotoxina de ribosilaciéon de ADP bacteriana; (c) dichas secuencias de dcidos nucleicos primera y
segunda recubren los vehiculos nucleares y estdn ligadas operablemente, o cada una estd ligada operablemente a un
promotor activo en una célula de mamifero; y (d) cada una de dicha regién codificante de la subunidad A modificada
modificada y dicha regién codificante de la subunidad B codifican cada una un péptido de la subunidad maduro, y con
la condicién adicional de que la regién codificante de la subunidad A modificada ha sido modificada genéticamente
de forma que se elimine un motivo KDEL o RDEL del extremo C en el péptido de la subunidad codificado por ella y
estd ligada operablemente a una secuencia directora para la secrecién desde una célula de mamifero.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la regién codificante de la subunidad A modi-
ficada y la regién codificante de la subunidad B han sido truncadas cada una mediante una delecién en 5’ por la cual
cada una de dichas regiones codificantes de las subunidades truncadas codifica un péptido de una subunidad que no
tiene un péptido de sefializacidn bacteriana en el extremo amino.

5. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la exotoxina de
ribosilacién de ADP bacteriana es una enterotoxina termolabil (LT) de E. coli.

6. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que ademds comprende un
antigeno de interés.

7. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que ademds comprende una
tercera secuencia de dcido nucleico que codifica un antigeno de interés.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7, en la que el antigeno es de un patégeno bacteriano, un
patdgeno virico, un patégeno parasitario, un alérgeno o un antigeno especifico de tumor.

9. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el antigeno es de un influenzavirus, un virus
Herpes simplex (HSV), virus de la hepatitis, o papillomavirus.

10. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademds comprende
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la composi-
cion con particulas es adecuada para la administracion transdérmica mediante un dispositivo de administracién de
particulas.

12. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la particula
transportadora nuclear tiene un didmetro medio de 0,1 a 10 ym.

13. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la particula
transportadora nuclear comprende un metal.

14. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que el metal es oro.
15. Una composicién adyuvante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para usar para poten-

ciar una respuesta inmunitaria en un sujeto vertebrado contra un antigeno de interés mediante la administracién del
antigeno de interés y la composicion al sujeto.
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16. Una composicién adyuvante de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el antigeno de interés y la compo-
sicién se administran en el mismo sitio del sujeto.

17. Una composicién adyuvante de acuerdo con la reivindicacion 15 6 16, en la que el antigeno de interés y la
composicién se administran al mismo tiempo.

18. Una composicion adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que la composicion ademds comprende
el antigeno de interés.

19. Una composicién adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que la composicién comprende una
tercera secuencia de dcido nucleico que codifica el antigeno de interés.

20. Una composicién adyuvante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en la que el
antigeno de interés es de un patégeno bacteriano, un patégeno virico, un patégeno parasitario, un alérgeno o un
antigeno especifico de tumor.

21. Una composicién adyuvante de acuerdo con la reivindicacién 20, en la que el antigeno es un influenzavirus, un
virus Herpes simplex (HSV), virus de la hepatitis, o papillomavirus.

22. Una composicion adyuvante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, en la que las parti-
culas transportadoras nucleares se administran al sujeto usando una técnica de administraciéon mediada por particulas.

23. Una composicién adyuvante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, en la que el sujeto
es un ser humano.

24. Productos que contienen una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un
antigeno de interés en forma de una preparacién combinada para el uso simultdneo, por separado o secuencial para
potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto vertebrado contra dicho antigeno.

25. Un dispositivo de administracion de particulas para la administracién transdérmica que se carga con una com-
posicion con particulas como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

26. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 25 que es una jeringuilla sin agujas.

27. Un envase monodosis o multidosis herméticamente sellado adaptado para usar en un dispositivo de adminis-
tracién de particulas, comprendiendo dicho envase una composicién adyuvante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13.

28. Uso de unas secuencias de dcidos nucleicos primera y segunda como se define en una cualquiera de las reivindi-

caciones 1 a 5 para la fabricacién de un medicamento para potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto vertebrado
contra un antigeno de interés mediante la administracién del antigeno de interés y el medicamento al sujeto.
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Molecula: pPJV2002, 5500 pb, ADN circular

Nombre del archivo. pPJV2002.cmb,

Descripcion. Ligado del frag de CTA cortado en Nhe Bam en el vector 7054 en Nhe Bam
Notas

Caracteristicas de la molécula.

Tipo Inicio Fin Nombre Descripcion
REGION 2242 3060 CMvVpro

REGION 3061 3884 Intrén A

GEN 3906 3696 TPAsigCDS'

GEN 3975 4697 CDS CTA

REGION 4805 5101 bGHpA

Enzimas (15 sitios)

Sall 2241, Mscl 2266, Spel 2356, Sacll 3008,

Nisl 3105, Pstl 3879, Hindlll 3894, Nhel 3968,

Clal 4553, BamHI 4698, Balll 4805, EcoRlI 5100
Figura 1-1
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GACGAAAGGG
CTTAGACGTC
TCTAAATACA
AATATTCGAAA
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATICTCA
GCATCGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCQCTGA
CATATATACT
TCCTTTTTGA
CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCARCTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTIGCT
GGTTGGACTC
CGIGCACACAH
AGCATTGAGA
GCAGGGTCCG
ATAGTCCTGT
GGAGGCGAAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGALCCCCCG
CTTTCCATTIG
AAGTGTATCA
TGCCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTTGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTIGGCTT
CCTATAGGTG
ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGLCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG
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CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCARATATG
AAGGAAGAGT
TIGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCT
GGTATTATCC
GRATGACTTG
ARAGAGAATTA
CACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTCAT
TAATCTCATG
AGAAARGATC
AACAAARAAA
TTTTCCGARG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTTA
RAGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATCGAAR
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAR
ATGCAGCTGG
TGTGACTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGOGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGCATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATIG
CATAACATGS
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

CGCCTATTIT
TTTCGGGGARA
TATCCGCTCA
ATGAGTATIC
GTTTTIGCTC
CGAGTGGGTT
GAAGAARCGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTIGCTG
GGAGGACCGCA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCARC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCAAAATCC
ARARGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTIGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGUATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGARG
CGCACGAGGS
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCARAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACICTG
ACAACCCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG
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TATAGGTTAR
ATGIGCGCGG
TGAGACAATA
AACATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTS
TTGCAGCACT

GTCAGGCAAC

AGCATIGGTA
ATTTTTAATT
CTTARCCTGA
CTTGAGATCC
CAGCGATGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGARAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTIT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATTG
ATIGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGARCGCGGR
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTIC
TATTTTTACA
CCCCCCTGCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAR
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAARCTCGGT
AGARAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTITTTG
GARTGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGCATGAA
ACTGTCAGAC
TARARGGATC
GCTTTTCGTTC
TTTTTITCTG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCO
CGATRAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGTC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
ARCGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAARGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGAR
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GCCCCCCTCS
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CYCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATCGGGTC
CCCAGTTTIT
CATCSGCTCT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAAAATGAGC

ATAATGGTTT
TGTTTATITT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTAAAAGATG
AGCGGTAAGCA
ARAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAARCG
CTATTAACTG
GCGGATAARC
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTCTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG

GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGIGTTGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCRTGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCAA
AGTGAACCGT
CCGGCACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATRGCTTAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAMACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



1661
3721
3781
3841
3g0l
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
<441
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4741
4801
4861
4921

4981.

5041
5101
5161
5221
5381
5341
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5461

GGCTCGCRCC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCGTTTCGGC
TAAAGCAGTC
AAATGRAATAT
ATGATGGATA
TATTGTCTGG
ACGTTAATGA
TAGGTGGGAT
ATGAACAATT
CTCCAGCAGC
AAGAGCCGTG
GTAATACTTG
CTAARAGTTAA
TTAAGGATGA

TGCCCCTCCC
TAAAATGAGG
GTGGSGCAGG
CTGGGCTCTA
AATTCACTGG
AARTCGCCTTG
GATCGCCCTT
CTCCTTACGC
TCTGATGCCG
CGGGCTTIGTC
ATGTGTCAGA
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GTGGCAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCARTGAAG
TAGCAATGAT
AGGTGGTCTT
CARCCTTTAT
TGTTTCCACC
TCATTCTACT
TGTATTAGGG
TCCATACTCC
ACATCGTAAT
AGATGGTTAT
GATTCATCAT
CGATGAAAAA
AAGACAAATA
ATTATGAGGA
TGAGGGACAG
ACGTATGATC
CCGTGCCTTC
ARATTGCATC
ACAGCAAGGG
TGGCTTCTGA
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
ATCTGTGCGG
CATAGTTAAG
TGCTCCCGGC
GGTTTTCACC

TGGAARGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTICCATG
AGAGGGCTCT
GATARGTTAT
ATGCCAAGAG
GATCATGCAA
TCAATTAGTT
TATTATATAT
GCATACAGTC
CARATATATG
AGGGGCTACA
GGATIGGCAG
GCACCGCCGG
ACCCAAAGTC
TTTTCAGGCT
TCCTCGCAAT
AAATACRRTC
AGCCTCGACT
CTTGACCCTG
CCATIGTCTG
GGAGGATTGG
GGOGGAAAGA
ACARCGTCGT
CCCTTTCGCC
GCGCAGCCTG
TATTTCACAC
CCAGCCCOGA
ATCCGCTTAC
GTCATCACCS
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ARGGCAGCGG
GTRACTCCCG
GCTGCCGCGC
GGTCTTTTCT
GCTGTGTGCT
ATCGGGCAGA
GACAGAGTGA
GAGGARCTCA
TGAGARGTGC
ATGTTATAGC
CTCATCCAGA
GATGGTATCG
GAGATAGATA
GTTTCCCTCC
GTTGIGGGAA
TAGGTGTAAA
ATCAATCTGA
CCCTRGGAGG
RAGGGGCAGTA
GTGCCTTCTA
GAAGGTGCCA
AGTAGGTGTC
GAAGACAATA
ACCAGCTTGGG
GACTGGGAAR
AGCTGGCGTA
AATGGCGAAT
CGCATATGGT
CACCCGCCAA
AGACAAGCTG
AAACGCGCGA

CAGAAGAAGA
TTGCGGTGCT
GOGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
TTCTAGACCT
GTACTTTGAC
GACGGGATTT
CCACTTAGTG
CACTGCACCC
TGAACAAGAA
AGTTCATTTT
TTACAGTAAC
GGAGCATAGA
TGCTCCAAGA
ATTCCTTGAC
TATTGATACA
ATTAGGCARG
TATGAATACT
GTTGCCAGCC
CTCCCACTGT
ATTCTATTCT
GCAGGCATGC
GCTCGRCAGC
ACCCTGGCGT
ATAGCGAMGA
GGCGCCTGAT
GCACTCTCAG
CACCCGCTGA
TGACCGTCTC

PCOAGGCAGC
GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCAAGCTTG
GGAGCAGTCT
CCTGATGAAA
CGRGGTACTC
GTTAGGCACG
GGTCARACTA
AACATGTTTA
GTTTCTGCTT
GGGGTGCTTG
TTAGATATTG
GCTTGGAGGG
TCATCGATGA
GAATACCAAT
CATAATAGAA
GGCTTGAGCT
CCATGGAGAA
ATCTGTTGTT
CCTTTCCTAA
GGGGGGTGGG
TGGGGATGCG
TCGACTCTAG
TACCCAACTT
GGCCCGCACC
GCGATATTTT
TACAATCTGC
CGCGCCCTAA
CGGGAGCTGC
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Molécula: pPJV2003, 5089 pb, ADN circular
Nombre del archivo: pPJV2003.cmb,
Descripcién: Ligado del frag de CTB cortado en Nhe Bam en el vector 7054 en Nhe Bam

Notas:

Caracteristicas de la molecula

Tipo
REGION
REGION
GEN
GEN
REGION

Enzimas (16 sitios)

Pcil
Sacll
Nhel

Inicio Fin Nombre Descripcion

2242 3060 CMVpro

3061 3884 Intron A

3906 3696 TPAsigCDS'

3975 4286 CDS CTB

4394 4690 bGHpA
1876, Sall 2241, Mscl 2266, Spel 2356
3009, Nsil 3106, Pstl 3879, Hind!l! 3894
3969, BamHlI 4287, Balll 4394, Xbal 4685

Figura 2-1

45



61
121
181
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361
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a8l
541
601
661
721
781
841
01
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1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2151

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001
3061
3131
3181
3241
3301
3362
3421
3481
3541
3601

CACGAAAGGG
CTTAGACGTC
TCTAARTACA
ATATTGAAA
TTIGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGACGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGRCC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATRTATACT
TCCITITTGA

CACACCCCGT.

GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TEGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CITTCCATTG

AAGTGTATCA -

TGGCATTATG
TTAGTCATCG
OGGTTTCACT
TAGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATOGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTIGGCTT

CCTATAGGTG

ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGLT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAARTATG
ARGGARGAGT
TIGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
AAGAGRATTA
GACAACGATC
ARCTCGCCTT.
CACCACGATG
TACTCTACCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT

TAATCYCATG -

AGARARGATC
AACAARARAA
TTTTCCGRAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGITA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
ARGCGCCACG
AACAGGAGAC
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAR
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCSCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCRACGGGA
GGOGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGTA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATIC

.CATAACATGG

AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG
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CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTOCTC
CGAGTGGGTT
GRAGAACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GRTCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCARC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAARACTTC
ACCAAARTCC
AAAGGATCTT
CCACOGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGARG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCIG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTOAGCG
GTCGACATAA
GTRCATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGECCCOCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAAAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCOGCT
ACCATTATTC
CTCTTTGCCA
ACGGACICTG
ACAACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAC
TGGCAGTAGS

TATAGGTTAA
ATGTGCGCGA
TGAGACAATR
AACATTTCCG
ACCCAGARAC
ACATCGAARCT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATARCCAT
AGGAGCTARC
AACCGGAGCT
TGGCAACARC
AATTAATACA
CGQCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTRACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGARAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGLCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATTG
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTO
TGTCGTAATA
TATATAARGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGGA
ACCCCTTIGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCOGTGCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT
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TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATRA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCARC
GAGCACTTIT
GCAACTCGAT
AGAAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTITG
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCACAC
TAARRGGRTC
GTTTTCGTTC
TTTTTTTCTA
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGARACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCIGTG
ARCGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACNGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCTICG
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCARTGG
ACGTCARTGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT

GGATGGGGTC

CGCAGTTTTT
CATGGGCTICT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAAAATGRGC

ATAATGGTTT
TSTTTATTTT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTAAMAGATG
AGCGGTAAGA
RARAGTTCTIGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
COCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATARCTGTCC
CCTACATACC
TGTCITACCG *
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCTIT
TGCTCCTCAC
CTGGCCTTTT
GATARCCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCOTTGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTIGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTIGTTT
GTTGACGCAA
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTTCC
ATOCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3901
Joel
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

4681.

4741
4801
4861
4921
4981
5041

GGCTCGCACC
TGAGTTGTTQ
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCGTTTCGGT
ARATATATAC
AGATGGCTAT
AARCATATAGA
ATCTTACTGA
TTGCCOGCAAT
GCTTGAGCTC
CATGGAGAARA
TCTGTTGTIT
CTTTCCTAAT
GGGGGTGGGE
GGGGATGCGT
CGACTCTAGA
ACCCAACTTA
GCCCGCACCG
CGGTATTTTC
ACAATCTGCT
GCGCCCTGAC
GAGAGCTGCA

ES 2332261 T3

GTOMFSCAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCAATGARG
T2GCACACCT
GCTAAATGAT
CATTACTTIT
TTCACRARAA
AGCTAAAGTC
TAGTATGGCA
ACGCTCTTGT
CCCAGATCTA
GCCCCTCCCC
NABATGAGGA
TGGGGCAGGA
TGGGCTCTAT
ATTCACTGGC
ATCGCCTTGC
ATCGCCCTTC
TCCTTACGCA
CTGATGCCGC
GGGCTTIGTCT
TGTGTCAGAG

TGGAAGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCTCT
CAARATATTA
ARGATATTTT
AAGAATGGTG
AARGCGATTS
GAAAAGTTAT
AATTAAGGAT
GAGGGACAGA
CGTATGATCA
CGTGCCTTCC
AATIGCATCS
CAGCAAGGGG
GGCTTCTGAG
CGTCGTTTTA
AGCACATCCC
CCAACAGTTG
TCTGTGCGGT
ATAGTTAAGC
GCTCCCGGCR
GTTTTCACCG

AAGGCAGCGE™

GTAACTCCCG
GCTGCCSCGC
GGICTTTTCT
GCTGTGTGCT
CTGATTTGTA
CGTATACAGA
CAATTTTTCA
AARGGATGRA
GCTATATGGAA
CCTOGCARTC
AATACAATCA
GCCTCGACTG
TTGACCCTGG
CATIGTCTGA
GAGGATTGGG
GCCGAMAGAN
CARCGTCGTG
CCTTTOGCCA
CGCAGCCTGA
ATTTCACACC
CAGCCCCGAC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA

FIGURA 2-3
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UAGRAGEACHIIGCCAGCCAGT
TTGCGGTGCT GTTRAACGGTG
GCGCCACCAG ACATARTAGC
GCAGTCACCG TCCAAGCTIG
GCTGCTGTGT GGAGCAGTCT
TGCAGRATAC CACRACACAC
ATCTCTAGCT GGAAAAAGAG
ARGTAGAAGTA CCAGGTAGTC
GGATACCCTG AGGATTGCAT
TRATARARRACG CCTCATGCGR
CCTAGGAGGA TTAGGCAAGG
GGGGCAGTAT ATGRATACYC
TGCCTECTRG TTGCCAGCCA
AAGGTGCCAC TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA TTCTATICTG
AAGACAATARG CAGGCATGCT
CCAGCTGGGG CTCGACAGCT
ACTGGGAARA CCCTGGCGTT
GCTCGCGTAN TAGCGAAGAG .
ATGGCGAATG GCGCCTGATG
QCATATGGTG CACTCTCAGT
ACCCGCCARC ACCCGCTGAC
GACAAGCTGT GACCGTCTCC
ARCGCGCGA



Molécula: pPJV2006, 5488 pb, ADN circular

4791.8¢gW,
469 Bamy),

45530,

MeaNnel

3354 Horay -
Wmn.Pso

ES 2332261 T3

$243Nan
5249 K31,
S24% Ehevy

5080.E0R!,

1000

TPAsSigCDS'

3oaMs
3009 Aach

Nombre del archivo. pPJV2006.cm5,
Descripcion Ligado del frag de PCR CTA-KDEL cortado con Nhe Bam en el vector 7054 en

Nhe Bam
Notas:

Caracteristicas de la moléecula.

Tipo
REGION
REGION
GEN
GEN
REGION

Enzimas (15 sitios)

Sall 2241,
Nis! 3105,
Clal 4553,

Inicio
2242
3061

3906
3975
4793

Mscl
Pstl
BamHI

Fin

3060
3884
3696
4685
5089

2266,
3879,
4698,

CTA-KDEL CO?) PJV2006

5488 bps

Nombre
CMVpro

Intron A
TPAsigCDS'
CDS CTA-KEDL
bGHpA

Spel 2356,
Hindlll 3894,
Bglll 4796.

Figura 3-1
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Descripcion
Sacll 3008,
Nhel 3969,
EcoRl 5088.



A1
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

21
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1321
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

2521

2581
2641
2701
2761
2821
2881

2941

3o0l
J06L
Jla2l
3181
3241
33101
3lel
3421
3481
3541
3601

GACGARAGGG
CTTAGRCGTC
TCTAARTACA
AATATTGARR
TTGCGGCATT
CTGARAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGOGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTITTTGA
CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTIGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA

ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG
ARGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTTGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCIT
CCTATAGGTG
ATTACTARATC
TCTGTCCTTC
TTTACAARATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTIG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAAATATG
AAGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
AAGAGAATTA
GACAACGATC
ARCTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGARAAGATC
AACAARAAAR
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTOTTA
ARGACGATAG
GCCCAGCTTG
ARGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGARGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCOGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTRCAT
CTATTACCAT
CACGGGQATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGRGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
RGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACARGGCCG

ES 2332261 T3

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATIC
GTTTITTGCTC
CGAGTGGATT
GAAGRACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCARAATCC
AARGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
ARCGCCAGCA
TICTTICCTG

GATACCGCTC'

GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT

TTATTARTAG -

TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCARGTCTC
CTTTCCAARA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACTCTG
ACRACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

FIGURA 3-
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TATAGGTTAA
ATGTGCGCGG
TGAGACAATA
ARCATTTICCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTARAC
AACCGGAGCT
TGGCAACARC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTTAATT

CTTAACGTGA "

CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCALCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACACGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG

TACGCAAACC

TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATTG
RTTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTRAAC
ATTGRACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGGA
ACCCCTTIGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCCGTGCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGICT

2

TGTCATGATA
AACCCCTATT
RCCCTOATAA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGAARAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTITTG
GAATGARGCC
GTTGCGCARA
CTGGRTGBAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTTTCGTTC
TTTTTTICTG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTCTIGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAARGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCTCG
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTARA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTITT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATGGGGTC
CGCAGTTTTIT
CATGGGCTICT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAAAATGAGC

ATAATGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCART
ATTCCCITTIT
GTAAAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGRC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTARTCT
GATCAAGAGC
ARTACTGTCC
CCTACATRACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTTT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACQGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTIGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCARA
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



AGA
TATTTTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCAATGAAG
TAGCAATGAT
AGGTGGTICTT
CAACCTTTAT
TETITCCACT
TCATTCTACT
TGTATTAGGG
TCCATACTCC
ACATCGTAAT
AGATGGTTAT
GATTCATCAT
CGATGARAAA
AMGACAAATA
CTCGCAATCC
ATACAATCAG
CCTOGACTGT
TGACCCUTGGA
ATTCTCTGAG
AGGATTIGGGA
CGBGRAAGARC
AACGTCGTGA
CTTTCGCCAG
GCAGCCTGAR
TTTCACACCG
AGCCCCGACA
CCGCTTACRS
CATCACCGAR

GGCTCBCACC GTG
TGAGTIGTTC
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCOTTTCGGC
TARAGCAGTC
AMATGAATAT
ATGATGGATA
TATICTCTGO
ACGTTAATCA
TAGGTGGGAT
ATGAACAATT
CTCCAQCAGC
RAGAGCCGTG
GTAATACTTG
CTAAARGTTAA
TTTGAGGATC
AGGGACAGAA
GTATGATCAG
GTGCCTTICCT
ATTGCATCGC
AGCAAGGGGS
GCTTCTGAGS
GTCGTTITAC
GCACATCCCC
CRACAGTTGC
CTGTGCGGTA
TAGTTAAGCC
CTCCCGGTAT
TTTTCACCGT

ES 2332261 T3

TGGAAGACTT
AGAGTCRGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCTCT
GATAAGTTAT
ATGCCARGAG
GATCATIGCAA
TCAATTAGTT
TATTATATAT
GCATACAGTC
CAAATATATG
AGGGGCTARCA
GGATTGGCAG
GCACCGCCGG
ACCCAAMGTC
TTTTCAGGCT
CTAGGAGGAT
GGGCAGTATA
GCCTTCTAGT
AGGTGCCALT
TAGGTGTCAT
AGACRATAGC
CAGCTGOGGEC
CTGGGRAAALC
CITGGCGTAAT
TGQGOGARTGG
CATATIGGTIGC
CCCGCCAACA
ACRAGCTGTG
ACGCGCGA

GTRACTCCCG
GCTGCCGOGE
GGTCTTTICT
GCTGTGTGCT
ATCGGGCAGA
GACAGAGTGA
GRGGAACTCA
TGRGARGTGT
ATGTTATAGC
CTCATCCAGA
GATGGTATCE
GAGATAGATA
GTTTCCCTCE
GTTGTCOGAA
TAGGTGTAAA
ATCAATCTGA
TAGGCARGGS
TGAATACTCC
TCCCAGCCAT
CCCACTGTCC
TCTATTCTGG
AGGCATGCTG
TCGACAGCTC
CCTGGCGTTA
AGCGARGAGG
COCCTGATGC
ACTCTCAGTA
CCCGCTGACG
ACCGTCTCCG

FIGURA 3-3
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AAGCCAGCGGOABAR __aGf

TTGCGGTGT.
GOGCCRCCAG
GCAGTCACCG
GCIGCTGTGT
TTICTAGACCT
GTACTTIGAC
GRCGGGATTT
CCACTTAGTG
CACTGCACCC
TCAACAAGAA

GCAGGEAGC
-TTRACGGTG
ACATAATACC
TCCARGCTTIG
GGAGCAGTCT
CCTGATGAAA
CGAGGTACTC
GTTAGGCACG
GGTCAARCTA
ARACATGITTA
GTTTCTGCTT

AGTTCATTTT
TTACAQTAAC
GGAGCATAGA
TGCTCCAAGA
ATTCCTTGAC
TATTGATACA
CTTGAGCTCA
ATGGAGAANC
CTGTTGTTTIG
TTICCTARTA
GGGGTGGGET
GGGATGCGGT
GACTCTAGAA
CCCARCTTAA
CCCGCACCGA
GGTATTTTICT
CAATCIGCTC
CGCCCTGACG
GGAGCTGCAT

SOGGTECTTC
TTAGATATIC
CCTTGGAGEA
TCATCGATGA
GAATACCAAT
CATAATAGAA
CGCTCTIGTG
CCAGATCTAC
CCCCTCOCCC
RARTGAGGARA
GGGGCAGGAC
GGGCTCTATG
TTCACTEGCC
TCGCCTTGCA
TCECCCTTICC
CCTTACGCAT
TGATGCCGCA
GGCTTGTCTG
GTGTCAGRAGG



ES 2332261 T3

3081 Nart,
5281 Kasl,
S1LBhel}

«30%.Bg11
2638 Bareii

L7ACOS
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4C00
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»newNra
3e9.Pu”

EINETTY

Molécuta pPJV2004, 5500 pb, ADN circular
Nombre del archivo: pPJV2004 cmb,

Descripcion: Ligado del inserto Nhe-Bam de LTA en el vector 7054 en Nhe Bam
Notas.
Caracteristicas de la molécula:

Tipo inicio Fin Nombre Descripcion
REGION 2242 3060 CMVpro

REGION 3061 3884 Intron A

GEN 3906 3696 TPAsigCDS'

GEN 3975 4697 CDSLTA

REGION 4805 5101 BGHpA

Enzimas (13 sitios)

Pcil 1876, Sall 2241, Mscl 2266, Spel 2356
Sacll 3008, Nsil 3106, Psti 3879, Nhel 3969
BamHI 4698, Bglll 4805, Ehel 5261, Kasl 5261
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61
121
181
241
Jol
Jel
421
481
541
601
661
721
781
841
901
861

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15861
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1381
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3i81l
3241
33ol
RET-DE
3421
3481
3541
3601

GACCAAAGGO
CTTAGACGTC
TCTAAATACR
AATATTGAAR
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATCGACAGT
ACTTACTICT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTTTTIGA
CAGACCCCGT
CCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTICTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTIGT
GGGGGOGGRG
GCTGGCCTITT
TTACCOGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CCGCTICGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTIG
AAGTGTATCA
TGCCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTTGACT
TGGCACCAAR
ATGGGCGATA
CAGATCGCCT
TCCRGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTIGGCTT
CCTATAGGTG

. ATTACTAATC

TCTGTCCTTC
TTTRCAAATT
GCGTGGGATC
CGGQGGAGCT
CAGCTCCTTIG
CAGTGTGCCG

ES 2332261 T3

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAAATATG
AAGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TT>TCCCCCC
GGTATTATCC
GRATGACTTG
AAGAGRATTA
GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TRATCICATG
AGAMAAGATC
AACARARAAA
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTIGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTITG
AAGCGCCACG
AACRGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGRAR
TGCTCACATG
TGRGTGAGCT
CGGRAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTICA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCTC
CGAGTGGGTT
GAACAACGTT
CATATTGACG
GTTGAGTRCT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAARACTTC

ACCAAAATCC.

ARAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCCAACGA
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAR
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAR
GTACATTTAT
TTATTAATAC
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
COGGCTCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAARA
GTCGGRASGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTARTAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATIC
CTCTTTIGCCA
ACGGACTCTG
ACRACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

TATAGGTTAA
ATGTGCGCGG
TGAGACAATA
AACKTTTICCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATARACCAT
AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCARCAAC
ARTTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCARC
AGCATTGGTA
ATTTTITAATT
CTTAACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGRGC
TCAAGRACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAARGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGLCG
TACGCAARCC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACARTT
ATCAATATIG
ATTGGCTCAT
TAATCAATIA
ACGGTARATG
CGTRTGTTICC
TACGGTAARC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TITTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTICC
GGAACGCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CARCTATCTC
TATTTTTACA
CCCCoGTGCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTICT

FIGURA 4-2
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TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCARCTCGGT
AGAAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTITTG
GAATGRAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGARTGGAG
GTTTATTIGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAARAGGATC
GTTTTCGTTIC
TTTTTTTCTG
TIGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CQATAAQTCG
GTCGGGCTGA
ACTGACATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTGTGR
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAARTATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCICG
CATRGTARCG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAARTGG
ACGTCAATGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATGAGGTC
CGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GARAATGAGC

ATANTGGTTT
TGTTTATTIT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTARAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTRCGGATG
ACTGCGGCCA
CACARCATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGRAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCAT
CGCGTAARTCT
GATCAAGRGC
AATACTGTCC
CCTACATRCC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACACCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTTIT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAARCCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTGGC
AGTGAGOGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACQCAA
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGQCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTTCC
ATGCCARTAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCCO
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
€981
5041
5101
5161
5221
5281
$341
5401
5461

GGCTCGAACC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACRGACTA
CAATCATGGA
TCGTTTCGGC
TARAACGTTC
AAATGAATAT
ATGACGGATA
TATTATCAGG
ATGTTAATGA
TAGGTGGAAT
ATGAACGATT
CTCCGGCRGA
AAGPACCCTG
GTGATACTTG
CAAPAGTTAAR
TTCGGGATGA
CRCGCTCTTG
ACCCAGATCT
TGCCCCTCCC
TAARATGAGG
GTGGGGCAGS
GTGGGCTCTA
AATTCACTGG
ARTCGCCTTIG
GATCGCCCTT
CTCCTTACGC
TCTGATGCCG
CGGGCTTATC
ATGTGTCAGA

ES 2332261 T3

GTGAR®LCAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCAATGARG
TAGCAATGGC
CGGAGGTCTT
TAATCTTTAT
TGTTTCCACT
ATATTCCACT
TGTATTAGGC
ACCATATTCT
ACATCGTAAC
GGATGGTTAC
GATTCATCAT
TAATGAGGAG
GAGGCAGATA
ATTATGAGGA
TGAGGGACAG
ACGTRTGATC
CCGTGCCTTC
AARTTGCATC
ACAGCAAGGG
TGGCTTCTGA
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCARCAGTT
ATCTGTGCGG
CATAGITARG
TQCTCCCOEC
GGTTTTCACC

TGGARGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCTCT
GACAMATTAT
ATGCCCAGAG
GATCACGCGA
TCTCTTAGTT
TACTATATAT
GTATACAGCC
CAGATATATG
AGGGAATATA
AGATTAGCAG
GCACCACAAG
ACCCAGCAATC
TTTTCAGACT
TCCTCGCAAT
AAATACAATC
AGCCTCGACT
CTTGACCCTG
GCATTGTCIG
GGAGGATTGG
GGCGGAAAGA
ACAACGTCGT
CCCTTTCGCC
GCGCAGCCTG
TATTTCACAC
CCAGCCCCGA
ATCCGCTTAC
GTCATCACCG

FIGURA 4-
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AAGGCAGCGG
GTAACTCCCG
GCTGCCGLCGC
GGTCTTTICT
GCTGTGIGCT
ACCGTGCTGA
GGCATAATGA
GAGGAACACA
TGAGAAGTGC
ATGTTATAGC
CTCACCCATA
GATGGTATCG
GAGACCGGTA
GTTTCCCACC

.GTTGTGGAAA

TGAGCACAAT
ATCAGTCAGA
CCCTAGGAGG
AGGGGCAGTA
GTGCCTITCTA
GAAGGTGCCA
AGTAGGTGTIC
GARGACAATA
ACCAGCTGGG
GACTGGGAAA
AGCTGGCGTN
AATGGCGAAT
CGCATATGGT
CRCCCGCCAA
AGACAAGCTG
AAACGCGCGA

3

CAGRAGAACAECCRCCCAGS

TTGCGGTGCT
GCGCCACCAG
GCAGTCRCCG
GCTGCIGTGT
CTCTAGACCC
GTACTTCGAT
AACCGGCTTT
TCACTTAGCA
GACAGCACCA
TGAACAGGAG
TATTAATTTT
TTACRGAART
GGATCACCAA
TTCATCAAGA
ATATCTCAGG
GGTTGACATA
ATTAGGCAAG
TATGARATACT
GITGCCAGCC
CTCCCACTGT
ATTCTATTCT
GCAGGCATGC
GCTCGACAGC
ACCCTGGCGT
ATAGCGAAGA
GGCQGCCTGAT
GCACTCTCAQ
CACCCGCTGA
TGACCATCTC

GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCAAGCTTG

AATATGTTITA
GTTIICIGCGT
GGTGTGATTG
CTGAATATAG
GCTTGGAGAG
ACAATTACAG
AAATATCAAT
TATAACAGRA
GGCTTGAGCT
CCATGGAGRA
ATCIGTTGTT
CCTTTCCTAA
GGGGGGTGGG
TGGGGATGCG.
TCGACTCTARG
TACCCAACTT.
GGCCCGCACC
GCGGTATTTT
TACAATCIGC
CGOGCCCTGA
CGGGAGCTGC
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Molécula pPJV2005. 5089 pb. ADN circular
Nombre del archivo: pPJV2005 cm5,
Descripcion. Ligado del frag Nhe Bam de LTB en el vector 7054 en Nhe Bam

Notas

Caracteristicas de la molécula

Tipo
REGION
REGION
GEN
GEN
REGION

Enzimas (19 sttios)

Pcil 1876,
Sacli 30089,
Nhei 3969.

Inicio Fin Nombre Descripcion

2242 3060 CMVpro

3061 3884 Intron A

3906 3696 TPAsigCDS'

3975 4286 CDSLTB

4394 4690 bGHpA

Sall 2241, Mscl 2266, Spel 2356

Nsil 31086, Pstl 3879, Hindlll 3894

Clal 4061, Smal 4130, Munl 4258
Figura 5-1
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141

1201
1261
1321
1181
1441
1501
1561
1621

1681
1741

1801

1861

1921
1381

2041

2101
2161
2221

2281
2331

2401
2361
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
1301
1361
3421
3481
3541
3601

GACGRARGGG
CITAGACGTC
TCTAAATACA
RATATTIGARAR
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGCGCGC
ACTATICTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGARCTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTTTTTGA
CRGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TXCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGAR
GCAGCGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAQG
GCTGGCCTTIT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAR
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATIGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CITTCCATTG
AAGTGTATCA
TGCGCATTATG
TTAGTCATCG
CGOTTTGACT
TGGCACCAAR
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT

. CCTATAGGTG

ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTU
CAGTGTGCCG

ES 2332261 T3

CCTCGIGATA
AGGTGGCACT
TICAAATATG
AAGGAAGAGT
TIGCCTTCCT
GTTGGSTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
ARGAGAATTA
GRCARCGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGIGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGAAARGATC
AACAARAARAA
TTTTCCGARG
GCOGTRGTTA
AMTCCIGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
ARGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGL
CCTATGGARAA
TGCTCACATG
TGAGIGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGCTGAGTTAG
GTTGIGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAR
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCTC
CGAGTGGGTT
GAAGAACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAL
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCAAAATCC
AAAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTRACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGRAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGRCATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
COGGCCCCET
SACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCRAAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGLT
ACCATTATTG
CICTTTIGCCA
ACGGACTCTG
ACARCGCCCT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGA

FIGURA 5-2
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TATAGGTTAA
ATGTGCGCGG
TGAGACAATA

CATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAARC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGEGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATIGGTA
ATTTTIAATT
CTTARCGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGRACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCC
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACARTT
ATCARIATIG
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTAAATG
CGTRTGTTCC
TACGGTARAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACRA
CCCCCGTGCC
GTGTTCCGGA
CCATGACCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTATCT

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGAAAAGCART
GAGTGATAAC
CGCTTTTIIG
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGRG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAARGGATC

GTTTTCGTTC

TTTTTTTCIG
TIGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGR
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACCGCC
ATTTTIGTGA
TTTACGOTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGCCTCRTT
GCCCGCCTICG
CATAGTAACG
TGCCCACTTS
ATGACGGTRR
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGS
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTTT
ATAGANGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTAAC
TATTGGCTAT
GGATGGGGTC
CGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
AGOGGCTCAT
AGCRCARTGC
GAARATGAGC

ATAAIGGTIT
TGTTTATTTT
ATGCTTCAAT
ATTCCCITTT
GTRAAAGATG
AGCGGTAAGA
ARAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CITACGGATG
ACTGCGGCCA
CACARACATGG
ATACCRAACG
CTATTRACTG
GCGGATARAG
GATAAATCTG
GAQTAAGCCCT
CGARATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACOG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCTTT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTITT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCSTTGGC
AGTGAGCGCA
TTIATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCRATAGGGA
GCRAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTCGATAG
GAGTTTGTTT
GTTIGACGCAA
AGTGRACCGT
COGGGACCGA
CRAGRGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTICC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATR
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3301
3961
3021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4581
5041

GGCTCGCACC
TGRGTTGITG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CARTCATGSGA
TCETTTOGGC
AARTATATAC
AARTGGTTAT
AACATATAGA
ATCTGACCGA
TTGCGGCAAT
GCTTGAGCTC
CATGGAGAAA
TCTGTTGTTT
CTTTCCTAAT
GGCGETGGEG
GGGGATGCGG
CGACTCTAGA
ACCCAACTTA
GCCCGCACCG
CGOTATTTTC
ACAATCTGCT
GCGCCCTGAC
GGGAGCTGCA

ES 2332261 T3

STONSGCAGA
TATTCTGATA
TLGTCTGAGC
RCAGACTGIT
TGCAATGAAG
TAGOGCTCCC
GATARRTGAC
CATTACATTT
CTCCCAAAAA
GACCAAAATT
CAGTATGGAA
ACGCTCTTGT
CCCAGATCTA
GCCCCTCCCC
AAAATGAGGA
TGGGGCAGGA
TGGGCTCTAT
ATTCACTGGC
ATCGCCTTGC
ATCGCCCTTC
TCCTTACGCA
CTGATGCCGC
GGACTIGTICT
TGIGTCAGRG

TGGAAGACTT
AGAGTCAGRG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCICT
CAGTCTATTA
AAGATACTAT
AAGAGCGGCG
AAAGCCATIG
GATAAATTAT
AACTAGGGAT
GAGGGACAGA
CGTATGATCA
CGTGCCTTCC
ARTTGCATCG
CAGCARGGGG
GGCTTICTGAG
CGTICGTTTTA
AGCACATCCC
CCAACAGTIG
TCTGTGCGGT
ATAGTTAAGC
GCTCCCGGCA
GTTTTCACCS

AAGGCAGCGE CAGAAGAXKGXWUCAGGTAGC

GTAACTCCCG
GCTGCCGCGC
GGTCTTTYICT
GCTGTGTGCT
CAGAACTATIG
CATATACGGA
CAACATTTCR
AAAGGATGAA
GTGTATGGAR
CCTCGCAATC
AATACAATCA
GCCTCGACTG
TTGACCCTGG
CATTGTCTGA
GAGGATTGRG
GCGGARAGAA
CAACGTCGTG
CCTTTCGCCA
CGCAGCCTGA
ATTTCACACC
CAGCCCCGAC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA

FIGURA 5-3
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TDGCGGTGCT
GCSCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTIGCIGTGT
TTCGGAATAT
ATCGATGGCA
GGTCGAAGTC
GGACACATTA
TAATARAAACC
CCTAGGAGGA
GGGGCAGTAT
TGCCTTCTAG
RAGGTGCCAC
GTAGGTGTCA
ARGACAATAQ
CCAGCTGGGG
ACTGGCAARA
GCTGGCGTAA
ATGGCGAATG
GCATATGGTG
RCCCGCCAAC
GACAAGCTGT
ARCGCGCGA

GTTAARCGGTG
RCRTAATAGC
TCCAAGCTTIG
GGRGCAGTCT
CGCARCACAC
GGCAMAAGAG
CCGGGCAGTC
AGAATCACAT
CCCAATTCRA
TTRGGCAAGG
ATGAATACTC
TTGCCAGCCA
TCCCACTGTT
TTCTATTCTG
CAGGCATGCT
CTCGACAGCT
CCCTGGOGTT
TAGCGAACAC
GCOGCCTGATG
CACTCTCAGT
ACCCGCTGAC
GRCCGTCTICC
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Molécula: pPJV2007, 5488 pb, ADN circular

Nombre del archivo' pPJV2007.cm5,

Descripcion: Ligado del frag de PCR Nhe Bam de LTA-KDEL en el vector 7054 en Nhe Bam
Notas

Caracteristicas de la molécula:

Tipo Inicio Fin Nombre Descripcion
REGION 2242 3060 CMVpro

REGION 3061 3884 intron A

GEN 3906 3696 TPAsigCDS'

GEN 3975 4685 CDS LTA-KEDL

REGION 4793 5089 bGHpA

Enzimas (14 sitios)

Pcil 1876, Sall 2241, Mscl 2266, Spel 2356

Sacli 3009, Nsil 3106, Psti 3879, Nhel 3969

BamHI 4686, Balll 4793, EcoRl 5008, Ehel 5249
Figura 6-1
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61
121
181
241
301
361
421
481
541

GACGRRACGSG
CTTAGACGTC
TCTAAATACA
AATATTGAAR
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATCTCGGCSEC
ACTATTCTCA
GCATCACAGT
ACTTACTTCT
GCGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGARACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTAA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTTTTTGA
CAGACCCOGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCIGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTIT
TTACCGCCTIT
CAGTGAGCGA
CCATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTIGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG
AAGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCC
CGGTTTGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCCGCCT
TCCAGOCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT
CCTATAGGTG
ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACRAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

ES 2332261 T3

CCTCGTGATA
ASGTGGTACT
TTCAMATATG
ARGGARGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTCCA
TT'TTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
AAGAGRATTA
GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTCGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
RGAAAAGATC
ARCAARANAA
TTTTCCGRAG
GCCGTAGTTA
AARTCCTGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAR
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATOCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATIGACTAG
AGTTCCCCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
CCGGCCCEGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTARCAG
CACAAGGCCU

CGCCTATTIT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCTC
CGAGYGGGTT
GAAGAARCGTT
CCTATTGACG
GTTIGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAARCTIC
ACCAAAATCC
AAAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGACT
GGCCACCACT
CCAGTIGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTITCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTICCTG
GATALCCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATRG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTCGAGTATT
CCGGCCCeCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAAAA
GTGGGAGGCTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGQACTCTG
ACAACGCOGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

FIGURA 6-2
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TATAGGTTAA
ATGTGCGOGG
TGAGACAATA
ARCATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGARCT
TTCCRATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
ARCOGGAGCT
TGGCARCAAC
ARTTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATIGGIA
ATTTTTAATT
CTTAACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCO
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGO
TTCAGCGICO
ACGCCGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACARTT
ATCAATATTC
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTAARTG
CGTATGTTCC
TACGGTARAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGARCCCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCOGTGEC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTICGCCCTT
GCTGGTGARA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGAAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTTS
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAR
CTGGATGGAG
GTTTATIGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGQATC
GTITTICGTTC
TTTTTTITCIG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GCUAAACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCTOG
CATACTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATSG
ACGTCAATGG
ACCCOGCCCC
GAGCTCGTTT
ATAGRAGACA
TTCCCCGIGC
CTCTTATGCA
TAGGTAATE)
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATGGAGTC
CCGCAGTTITIT
CATGGGCICT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GARAAARTGAGC

ATARTGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCRAT
ATTCCCTTTIT
GTARAAGATC
AGCGGTAAGA
AAAGTTCIGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGS
ATACCAARCG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGARATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTTT
GCTCGTCAG
CTGGCCITTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTIGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTARCATC
ATGGCOCGCC
CATCTACGTA
GCCTGGATAG
GAGTTIGTTT
GTTGACGCAA
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGIGAC
TGCTATACTG
TATAGCTITAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
1901
3961
4021
408
4141
a20:
4267
4322
1381
4341
4501
4561
4621
4681
4741

4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
$221
5281
5341
5401
5461

GGCTCGCACC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGOA
TCGTTTCGSC
TRAAAACGTTC
AARATGRATAT

- ATGACGGATA

TATTATCAGG
ATGTTAATGA
TAGGTGGAAT
ATGRACGATT
CTCCGGCAGR
AAGAACCCTG
GTGATACTTG
CARARGTTAA
TTTGAGGATC
AGGGACAGAA
GTATGATCAG
GTGCCTTCCT
ATTGCATCGC
AGCARGGGGG
GCTTCTGRAGG
GTCGTTTTAC
GCACATCCCC

CAACAGTTGC.

CTGIGCGGTA
TAGTTAAGCC
CTCCCGGCAT
TTTTCACCGT

ES 2332261 T3

cTeWCAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTIGTT
TGCAATGARG
TAGCAATGGC
CGGAGGTCTIT
TAATCTTTAT
TGTTTCCACT
ATATTCCACT
TGTATTAGGC
ACCATATICT
ACATCGTAAC
CGATGGTTAC
GATTCATCAT
TARTGAGGAG
GAGGCAGATA
CTCGCAATCC
ATACAATCAG
CCTCGACTGT
TGACCCTGGA
ATIGICTOAG
AGGATTGGGA
CGGAAAGAAC
AACCTCGTGA

CTITCGCCRG.

GCAGCCTGAA
TTTCACRCCS
AGCCCCGACA
CCGCTTACRG
CATCACCGAA

TGGAAGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGCGGCTCT
GACAAATTAT
ATGCCCAGAT
GATCACGCGA
TCTCTTAGTT
TACTATATAT
GTATACAGCC
CAGATATATG
AGGGAATATA
AGATTAGCAG
GCACCACAAG
ACCCAGRATC
TTTTCRGACT
CTAGGAGGAT
GGGCAGTATA
QCCTTCTACT
AGGTGCCACT
TAGGTGTCAT
AGACAATAGT
CAGCTGGGGC
CTGGGARAAC
CTGGCGTAAT
TGGCGAATGG
CATATGGTGC
CCCGCCAACA
ACAAGCIGTG
ACGCGCGA

FIGURA 6-3
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ARGGCAGCGG
GTAACTCCCG
GCTGCC3CGC
GGTCTTTTCT
GCTGTGTGCT
ACCGTGCTGA
GGCATAATGA
GAGGAACACA
TGRGAAGTGC
ATGTTATAGC
CTCACCCATA
GATGGTAICG
GAGACCGGTA
GTTTCCCACC
GTTGTGGAAA
TGAGCACAAT
ATCRGTCAGA
TAGGCAAGEG
TGAATACTCC
TGCCAGCCAT
CCCRCTGTCC
TCTATTCTGG
AGGCATGLTG
TCGACAGCTC
CCTGGCGTTA
RGCGARGAGG
CGCCTGATGC
ACTCTCAGTA
CCCRCTGALG
ACCGTCTCOG

CAGRAG ARG GCALGCAGC™

TTGCGGTGCT
GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
CTCTRGACCC
GTACTTCGAT
AACCGGCTTT
TCACTTAGCA
GACAGCACCA
TGAACACGAG
TGTTAATTTT
TTACAGRRAT
GGATCACCAA
TTCATCARGA
ATATCTCAGG
GGTTGACATA
CTTGAGCTCA
ATGGAGAARC
CTGTTGTTIG
TTTCCTAATA
GGGGTAGGGT
GGGATGCGET
GACTCTAGAA
CCCAACTTAA
CCOGCACCGA
GGTATTTITCT
CARTCTGCTC
CGCCCTAACG
GGAGCTGCAT

GTTAACGGTG
ACATARTAGC
TCCAAGCTTG
GGAGCAGTCT
CCRGATGAAR
AGAGGARCTC
GTCAGATATG
GGACAGTCTA
ARTATGTTTA
GTTTCTGCGT
GGTGTGATTG
CTGAATATAG
GCTTGGAGAG
ARCAATTACAG
ARATATCAAT
TATAACAGAA
CGCTCTTGTG
CCAGATCTAC
ccecreecce
ARATGAGGAA
GGGGCAGGAC
GGGCTCTATG
TTCACTGGCC
TCGCCTTGCA
TCGCCCTICC
CCTTACGCAT
TGATGCCGCA
CGCTTGTCTG -
GIGTCAGAGG



Log de la titulacion reciproca
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EmpVec gp120+ CTA/B+ gp120+ gp120+ Sin exposicion
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proporcion log IgG1: 1gG2a
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Figura 12
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B. ELIPSPOT de IL-4 contra Ag s
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N.° de animales supervivientes
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Proteccion contra la exposiciéon a HSV-2 en ratones
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> HAYNES, Joel R.
ARRINGTON, Joshua

<120> ADYUVANTES DE ACIDOS NUCLEICOS

<130> APF41.40

<140>

<141> 26-11-2001

<160> 22

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 5500

<212> ADN

<213> plasmido pPJV2002

<400> 1

gacgaaaggyg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttactecct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctetttga
cagaccceccgt
gctgcttgeca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
dggggcggag

cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttect
gttgggtgca
ttttcgcccece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgecett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgce
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcceccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgac
cctatggaaa

cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgcee
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggceaac
tcggcceectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttececgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccageca

tataggttaa
atgtgcgcgyg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggectggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggcctt

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgecectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcece
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgtte
tttttttetrg
ttgtttgecg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc

ataatggttt
tgtttatctt
atgcttcaat
attcectett
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgcecgecatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgecgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcegtcag
ctggcctttt

60
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180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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gctggecttt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cgygctcgtat
accatgatta
ttgtatctat
tgacattgat
ccatatatgg
acgaccccceg
ctttccattg
aagtgtatca
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgccer
tcecageectee
gtaagtaccg
rtttrggete
cctataggtg
attactaatc
tctgtecttce
tttacaaatt
gcgtgggatce
cggcggaget
cagctcettg
cagtgkgccg
ggctegeacce
tgagttgttg
gagggcagtg
tgacagacta
caatcatgga
tegtitegge
taaagcagtc
aaatgaatat
atgatggata
tattgtctgg
acgttaatga
taggtgggat
atgaacaatt
ctccagcage
aagagccgtg
gtaatacttg
ctaaagttaa
ttaaggatga
cacgctcttg
acccagatct
tgcccectece
taaaatgagg
gtggggcagg
gtgggcrcta
aattcactgg
aatcgecetty
gatcgceett
ctcecrracge
tctgatgccg
cgggctigtc
atgtgtcagea

tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagcecta
atcataatat
tattgactag
agttccgegt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgcceagt
cccagracat
cltattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggcceggga
cctatagact
ggggcctata
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgcgaa
tccacatccg
ctcctaacag
cacaaggccg
gtgacgcaga
tattctgata
tagtctgagc
acagactgtt
tgcaatgaag
tagcaatgat
aggtggtctt
caacctttat
tgtttececace
tcattctact
tgtattaggg
tccatactcc
acatcgtaat
agatggttat
gattcatcat
cgatgaaaaa
aagacaaata
attatgagga
tgagggacag
acgtactgatc
ccgtgecttce
aaattgcatc
acagcaagygyg
tggcttotga
ccgtegtttt
cagcacatce
cccaacagtt
atctgtgcgg
catagttaaqg
tgctecegge
gottttcacc
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ttctttectg
gateccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gtcgacataa
gtacattrat
ttattaatag
tacataactt
tcaataacga
gtggagtatt
ccggecccct
gaccttacgg
ggtgatccgg
tcecaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
ctataggcac
caccceceget
accattattg
ctctttgeca
acqgactcetg
acaacgccgt
tctegggtac
agccctggtce

tggaggccag’

tggcggtagg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgtt
cctttccatg
agagggcrct
gataagttat
atgccaagag
gaccatgcaa
tcaattagtt
tactatatat
gcatacagtc
caaatatatg
aggggctaca
ggattggcag

gcaccgeegg
accraaagtc

ttttcaggcet
tcctecgeaat
aaatacaatc
agcctcgact
ctktgaccctg
gcattgtctyg
ggaggattgg
ggcggaaaga
acaacgtegt
cectteegee
gcgcagectg
tatttcacac
ccagcceccga
atcegettac
gtcatcaccg

cgttatcccce
gccgragecy
tacgcaaacc
ttccegactg
aggcaccceca
gataacaatt
atcaatattg
attvggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttcc
tacggtaaac
attgacgtca
gactttecta
ttttggcagt
caccceceattg
tgtcgtaata
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
acccctttgg
ccttatgcta
accactcccce
caactatctce
tatctttaca
cceccgtgcee
gtgttccgga
ccatgcctcece
acttaggcac
gtatgtgtct
aaggcagcgg
gtaactcccg
gctgcegcege
ggtcttttct
gctgtgtgct
atcgggcaga
gacagagtga
gaggaactca
tgagaagtge
atgrtatagc
cecatccaga
gatggtatcg
gagatagata
gtttcectee
gttgtgggaa
taggtgtaaa
atcaatctga
ccctaggagg
aggggcagta
gtgccttcta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
accagctggg
gactgggaaa
agcrggegta
aatggcgaat
cgcatatggt
cacccgecaa
agacaagctg
aaacgcgcga

tgattctgtg
aacgaccgay
gcctctceccec
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
gctattggcee
gtccaatatg
cggggtcatt
gcccgcecteg
catagtaacg
tgcccacttg
atgacggtaa
cttggcagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
accccgceccece
gagctcegtit
atagaagaca
ttcececegtge
ctcttatgca
taggrcgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagttttt
catgggctct
agecggctcat
agcacaatgc
gaaaatgagc
cagaagaaga
ttgcggtgct
gcgccaccag
gcagtcaccg
gctgctgtgt
ttctagacct
gtactttgac
gacgggattt
ccacttagtg
cactgcaccc
tgaacaagaa
agttcatttt
ttacagtaac
ggagcataga
tgctccaaga
attccttgac
tattgataca
attaggcaag
tatgaatact
gttgcecagcce
ctcccactgt
attctattct
graggcatge
grtcgacage
accctggegt
atagcgaaga
ggcgcctgat
gcactctcag
cacccgctga
tgaccgtctc

gataaccgta
cgcagegagt
gcgagttggce
agtgagcgca
tttatgectte
aacagctatg
attgcatacg
accgccatgt
agttcatagc
tgaccgececa
ccaataggga
gcagtacatc
atggcccgcec
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgtet
gttgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
tgctatactg
tatagcttag
gatactttcce
atgccaatac
ccatttatta
attaaacata
tctceggtag
ggtcgetegg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcage
gttaacggtg
acataatagc
tccaagettyg
ggagcagtct
cctgatgaaa
cgaggtactc
gt taggcacg
ggtcaaacta
aacatgttta
gtttctgett
ggggtgcttg
ttagatattg
gcttggaggq
tcatcgatga
gaataccaat
cataatagaa
ggcttgagct
ccatggagaa
atctgttgrt
cctttectaa
ggg99g9gtagy
tggggatgceg
tcgactctag
tacccaactt
ggcccgeacc
gcggtatttt
tacaatctgc
cgcgecctga
tgggagctge
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gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcegt
agatcgctga
catatatact
tcctbttttga
cagaccccgt
gctgcttgca
taccaactct
ttctagtgta
tegetctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
g99gggcggag
gctggeccttt
ttaccgecett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat

cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgcctteet
gttgggtgca
ttttcgeccee
ggtattatcc
gaatgacttg
aegagaatta
gacaacgatc
aactcgcectt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcge
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgcecacyg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga

cgcctatitt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgcetce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgcectg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tccecggeaac
tcggccecttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccacceact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteceegaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagca
ttetitteetg
gataccgcetce
gagcgcccaa
cacygacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg

tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacattrccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactce
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttrccagga
ttgagcgtcg
acgecggectt
cgttatcecec
geegeageeg
tacgcaaacc
ttcecegactg
aggcaccceca
gataacaatt

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgccectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tctttttctg
trgtttgecg
gcagatacca
tgtagcacceg
cgataagtcg
grtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgkga
tttacggttc
tgattectgtg
aacgaccgag
gcctctecece
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga

ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgeatac
cttacggatg
actgcgceca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcece
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaagceg
tggtatcttt
tgcetcgtecag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcegagt
gcgegttgge
agtgagcgea
tttatgcettce
aacagctatg

60
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360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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1620
1680
1740
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1920
1980
204C
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2160
2220
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accalgatta
ttgkbatctat
tgacattgat
ccatatatgg
acgaccccecg
ctttccattg
aagtgtatca
tggcattatg
ttagtcateg
cggtttgact
tggcaccdaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagectcce
gtaaygtaccg
tttttggett
cctataggtg
attactaatc
tetgtecttc
tttacaaatt
gecgtgggatce
cggecggaget
cagctccttg
cagtgtgccg
ggctegceace
tgagttgttg
gagggcagtg
tgacagacta
caatcatgga
tcgtttegge
aaatatatac
agatggctat
aacatataga
atcttactga
ttgccgeaat
gcttgagetc
catggagaaa
tectgttgttt
ctttcctaat
gggggtgagg

ggggatgcgg
cgactctaga

acccaactta
gceccgecacceqg
cggtattttc
acaatctgcect
gcgecectgac
gggagctgca

cgccaaycta
atcataatat
tattgactag
agttecgegt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacyg
ggagacgcca
gcggcecggga
cctatagact
ggggcctata
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgegaa
tccacatccg
ctccetaacag
cacaaggccyg
gtgacgcaga
tattctgata
tagtctgage
acagactgtet
tgcaatgaag
tagcacacct
gctaaatgat
cattacttitt
ttcacaaaaa
agctaaagtc
tagtatggca
acgetctegt
cccagatcecta
gccectecece
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
attcactggc
atcgcettge
atcgcceccttc
tccttacgcea
ctgatgccge
gggettgtct
tgtgtcagag
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gicgacataa
g-acatttat
ttattaatag
tacataactt
tcaataatga
gtggagtatt
ccggcccecct
gaccttacgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgcectgt
acggtgcatc
ctataggcac
caccecceget
accattattg
ctctttgeca
acggactctg
acaacgcecegt
tctcgggtac
agccctggte
tggaggccag
tggcggtagg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcget
cctttccatg
agagggetcet
caaaatatta
aagatatttt
aagaatggtg
aaagcgattg
gaaaagttat
aattaaggat
gagggacaga
cgtatgatca
cgtgccttce
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
cgtcgtttta
agcacatccc
ccaacagttg
tctgtgeggt
atagttaagc
gctceceggea
gttttcaccg

atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttcc
tacggtaaac
attgacgtca
gactttecta
ttttcgcagt
caccccattg
tgtcgtaata
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
accectttgg
ccttatgcta
accactceern
caactatcte
tatttttaca
ceceecgtgee
gcgttccgga
ccatcectece
acttaggcac
gtatgtgtct
aaggcagcgyg
gtaactcceceg
gckgeegege
ggtcttttet
gctgtgtget
ctgatttgtg
cgtatacaga
caatttttca
aaaggatgaa
gtgtatggaa
cctegcaate
aatacaatca
gcctcgactg
ttgaccectgyg
cattgtctga
gaggattggyg
gcggaaagaa
caacgtceytg
cctttcgeea
cgcagcctga
atttcacacc
cagccccgac
tcegettaca
tcatcaccga

gctattggcece
gtccaatatg
cggggtcatt
gccegecteg
catagtaacyg
tgcccacttyg
atgacggtaa
cttggcagta
acaccaatgg
acqgtcaatgg
aceccegeecc
gagctcgttt
ztagaagaca
ttcececygkge
ctcttatgca
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagtttett
catgggctct
agcggctcat
agcacaatgce
gaaaatgagc
cagaagaaga
ttgeggtget
gcgccaccag
gcagtcaccyg
actgectgtgt
tgcagaatac
atctctagcet
agtagaagta
ggatacecctg
taataaaacg
cctaggagga
ggggcagtat
tgccttcoctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggyg
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgega

attgcatacg
accgeccatgt
agttcatage
tgaccgcececa
ccaataggga
gcagtacatce
atggecccgcc
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
gttgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
tgctatactg
tatagcttag
gatactttce
atgccaatac
ccatttatta
attaaacata
tcteceggtag
ggtcgetegg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcagce
gttaacggtg
acataatagc
tccaagcettyg
ggagcagtct
cacaacacac
ggaaaaagag
ccaggtagtc
aggattgcat
cctcatgcga
ttaggcaagg
atgaatactc
ttgccagcca
tcecactgte
ttctattctg
caggcatgct
ctegacaget
ccectggegtt
tagcgaagag
gcgcctgatg
cactctecagt
acccgctgac
gaccgtctcc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
S089

<210>3

<211> 5488

<212> ADN

<213> Plasmido pPJV2006
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<400> 3

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggecatt
ctgaagéatca
tccttgagac
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgr
acgagcgtga
ccgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctrtttga
cagaccccgt
gctgcrtgeca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctcetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcatttgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggccttt
ttaccgccett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggetegtat
accatgatta
ttgtatctat
tgacattgat
ccatatatgg
acgaccceecyg
ctttccattg
aagtgtatca
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcect
tccagectcece

cctegtgats
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttcct
gttgggtgca
ttttcgeccec
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgccett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgce
gegtgggrcr
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttegce
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagcta
atcataatat
tattgactag
agttccgegt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggecggga

ES 2332261 T3

cgcctattre
tttcggggaa
tatccgetca
atgagtattc
gttttktgcere
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacyg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tLcecocggcaac
tcggeccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgcetac
gtaactggcet
ggccaccact
ccagtggcta
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttecetg
gataccgctc
gagcgccecaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gtcgacataa
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
tcaataatga
gtggagtatt
cecggceccect
gaccttacqgg
ggtgatgcgg
tccaagtctce
ctttccaaaa
gtgggaggte
tccacgctgt
acggtgcatt

tatagyttaa
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
tcataaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
ctraacgtga
cttgagatcc
cagcggtgge
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggecgcageqg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegtcg
acgcggcctt
cgttatceccce
gccgcageceg
tacgcaaacc
ttcccgacty
aggcacccca
gataacaatt
atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttce
tacggtaaac
attgacgtca
gacctttceta
ttttggecagt
caccccattg
tgtcgtaata
tatataagca
tttgacctece
ggaacgcgga

rgtcatgata
aacccctett
accctgataa
tgtcgcectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcacettett
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttteg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtee
tttttttctg
ttgrtegeeg
gcagatacca
tagtagcacceg
cgataagtcg
gtecgggetge
acrgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcce
atttttgtga
cttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag
gccectetecce
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
gctattggece
gtccaatatg
cggggtcatt
gcccgectceg
catagtaacg
tgcccacttg
atgacggtaa
cttggcagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
accceecgeecce
gagetegttt
atagaagaca
ttcccegtge

ataatggtrte
tgtttatttt
atgcttcaat
attccetett
gtaaaagatg
agcggtaaga
2aagttrergce
cgcecgecatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacqg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcecgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagecgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctette
gataaccgta
cgcagegagt
gcgecgttggce
agtgagcgca
tttatgettc
aacagctatg
attgcatacg
accgccatgt
agttcatagce
tgaccgecca
ccaataggga
gcagtacatc
atggccegece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttet
gttgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
12560
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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gtaagtaccg
ttlttggectt
cctataggtg
attactaatc
tctgtectte
tttacaaatt
gcgtgggatc
cggcggagct
cagctccectlig
cagtgtgececg
ggclLcgcacc
tgagttgttyg
gagggcagtg
tgacagacta
caatcatgga
tcgtttecggce
taaagcagtc
aaatgaatat
atgatggata
tattgtctgg
acgttaatga
taggtgggat
atgaacaatt
ctccagcagce
aagagccgtg
gtaatacttg
ctaaagttaa
tttgaggatc
agggacagaa
gtatgatcag
gtgccttcct
attgcatcgc
agcaaggggyg
gcttclgagg
gtcgttttac
gcacatcccce
caacagttgc
ctgtgcggta
tagttaagec
ctceeggeat
ttttcaccgt

cctatagact
ggggcctata
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgcgaa
tccacatccg
ctcctaacag
cacaaggccg
gtgacgcaga
tattctgata
tegtctgagc
acagactgtt
tgcaatgaag
tagcaatgat
aggtggtctt
caacctttat
tgtttecace
rcattctact
tgtactagqg
tccarcactcce
acatcgtaat
agatggttat
gattcatcat
cgatgaaaaa
aagacaaata
ctcgcaatce
atacaatcag
cctcgactgt
zgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
aacgtcgtga
ctttcgccag
gcagcctgaa
tttcacaccg
agccccgaca
ccgcttacag
catcaccgaa

ES 2332261 T3

ctataggcac
cacccecceget
accattactg
ctctttgcca
acggactctg
acaacgccgt
tctcgggrac
agcectggtce
tggaggccag
tggcggtagg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgt=
cctttecatg
agagggecict
gataagttat
atgccaagag
gatcatgcaa
tcaattagtt
tattatatat
gcatacagtc
caaatatatg
aggggctaca
ggattggcag
gcaccgccgg
acccaaagtc
ttttcagact
ctaggaggat
gggcagtata
gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctqgaggce
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
catatggtgc
cccgccaaca
acaagctgtg
acgcgcga

accceccetttagg
ccttatgecta
accactcccec
¢caactatctc
tatttttaca
ccececgtgec
gtgttccgga
ccatgcctcce
acttaggcac
gtatgtgtct
aaggcagceyg
gtaactcecg
gctgccgege
ggtcttitct
gctgtgtget
atcgggcaga
gacagagtga
gaggaactca
tgagaagtgc
atgttaragc
ctcatccaga
gatggtatcg
gagatagata
gtttcectece
gttgtgggaa
taggtgtaaa
atcaatctga
taggcaaggg
tgaatactcc
tgccagccat
cccactgtce
tctattctgg
aggcatgctg
tcgacagcectc
cctggegtta
agcgaagagg
cgcctgatge
actctcagta
cccgetgacg
accgtctccg

ctcttatgca
taggtgatgg
tattggtoac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagttttt
catgggctct
agcggctcat
agcacaatge
gaaaatgagc
cagaagaaga
ttgcggtgcet
gcgecacecag
gcagtcaccg
gctgctgtgt
ttctagacct
gtacttrgac
gacgggattt
ccacttagtg
cactgcacce
tgaacaagaa
agttcatttt
ttacagtaac
ggagcataga
tgctccaaga
attccttgac
tattgataca
cttgagctca
atggagaaac
ctgttgtttg
cttcctaata
ggggtggggt
gggatgcggt
gactctagaa
cccaacttaa
ccecgecaccga
ggtattttct
caatctgctc
cgcecctgacg
ggagctgcat

tgctatactg
tatagcttag
gatactttcc
atgccaatac
ccatttatta
attaaacata
tctcecggtag
ggtcgctegg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcagce
gttaacggtg
acataatagc
tccaagcttg
ggagcagtct
cctgatgaaa
cgaggtactc
gttaggcacg
ggtcaaacta
aacatgttta
gtttctgett
ggggtgcttg
ttagatattg
gcttggagog
tcatcgatga
gaataccaat
cataatagaa
cgctcttgtg
ccagatctac
cceectcececcce
aaatgacgaa
¢gggcaggac
gggctctatg
ttcactggcc
tcgececttgea
tcgcccttec
ccttacgcat
tgatgccgca
ggcttgtctg
gtgtcagagg

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4220
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5488

<210>4

<211> 5500

<212> ADN

<213> Plasmido pPJV2004

<400> 4

60

120
180
240

tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgececett

ataatggttt
cgtttatttt
atgcttcaat
attccectcote

cctcgtgata cgcctatttt tataggttaa
aggtggcact tttcggggaa atgtgcgcgg
ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata
aaggaagagt atgagtattc aacatttccg

gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
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trgcgycatt
ctgaagatza
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acrtacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
rtgcaggacce
gagccagtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcecttgca
taccaactct
ttctagtgta
tcgetctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
¢ggggcggag
gctggececttt
ttaccgecett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat
accatgatta
ttgtacctat
tgacactgat
ccatatatgg
acgaccccecg
ctttccattg
aagtgtatca
tggcattatg
ttagtcactcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagectcec
gtaagtaccg
tttttggctt
cctataggtg
attactaatc
tctgtcecttce

ttgeettect
gttgggtgca
ttktcgcccce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcecett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcgc
gcgtgggtcet
acgttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta

aatcctgtta

aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagigagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagcta
atcataatat
tattgactag
agttccgegt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgceca
gcggceeggga
cctatagact
ggggcctata
tgggtcattg
cataacatgg
agagactgac

ES 2332261 T3

gttttigetc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggyg
cctgtagcaa
tcececggeaac
tcggccettce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgcectc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gtcgacataa
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
tcaataatga
gtggagtatt
ccggececcecct
gaccttacgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ccttccaaaa

gtgggaggtc.

tccacygcetge
acggtgcatt
ctataggcac
caccceegcet
accattattg
ctctttgcca
acggactctg

acccagaaac
acatcgaact
ctccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
acgagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cugelbgyely
ttgeagceact
gtcaggcaac
agcattggta
atctttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgcggcctt
cgttatcccce
gccgcecagecyg
tacgcaaacc
ttcccgactg
aggcacccca
gataacaatt
atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttcc
tacggtaaac
attgacgtca
gactttecta
ttttggcage
caccccattg
tgtcgtaata
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcecgga
accccertigg
ccttatgcta
accactccce
caactatctc
tatttttaca

gctggtgaae
goatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcce
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgcect
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
tttecttctg
ttgtttgeceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gectectcece
gaaagcegggce
ggctttacac
tcacacagga
gctattggcc
gtccaatatg
cggggtcatt
gccegecteg
catagtaacg
tgcccactig
atgacggtaa
cttggecagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
acccecgececece
gagcregttt
atagaagaca
ttcccegtge
ctcttatgca
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc

gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgecgecatac
cttacggatg
actgeggecea
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
¢cctacarace
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtyg
ccggtaagceg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggecrttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgctte
aacagctatg
attgcatacg
accgccatgt
agttcatagce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacate
atggcccgece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
gttgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
tgctatactg
tatagcttag
gatactttcce
atgccaatac
ccatttatta

300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
21C0
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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tttacaaatt
gcgtgggatc
cggcggagct
cagctccttyg
cagtgtgccyg
ggctcgcacce
tgagttgttg
gagggcagig
tgacagacta
caatcatgga
tegttrcgge
taaaacgtic
aaatgaatat
atgacggata
tattatcagg
atgttaatga
taggtggaat
atgaacgatt
ctccggcecaga
aagaaccctg
gtgatacttg
caaaagttaa
ttcgggatga
cacgctcttg
acccagatct
tgcecectecc
taaaatgagg
gtggggcagg
gtgggctcta
aattcactgg
aatcgecttg
gatcgeccett
ctccttacgce
tectgatgceeg
cgggcecttgtc
atgtgtcaga

cacatataca
tccacgcecgaa
tccacatceg
ctcctaacag
cacaaggccg
gtgacgcaga
tattctgata
tagtctgagce
acagactgtt
tgcaatgaag
tagcaatggc
cggaggtctt
taatctttat
tgtctccact
atattccact
tgtattaggce
accatattct
acatcgtaac
ggatggttac
gattcatcat
taatgaggag
gaggcagata
attatgagga
tgagggacag
acgtatgatc
ccgtgectte
aaattgcatc
acagcaaggyg
tggcttcectga
ccgtcecgtttt
cagcacatcc
cccaacagtt
atctgtgeqgg
catagttaag
tgctececegge
ggttttcacc
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aceacgecgt
tctcgggtac
agccecctggtce
tggaggccag
tggcggtagg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgtc
cctttecatyg
agagggctcrt
gacaaattat
atgcccagag
gatcacgcga
tctcttagte
tactatatat
gtatacagcc
cagatatatg
agggaatata
agattagcag
gcaccacaag
acccagaatce
ttttcagact
tcctegecaat
aaatacaatc
agcctcgact
cttgaccctg
gcattgtctg
ggaggattgg
ggcggaaaga
acaacgtcgt
ccectttecgece
gcgecagcectg
tatttcacac
ccagccccga
atccgcecttac
gtcatcaccg

cceceegtgec
gtgtticcgga
ccatgcetcece
acttaggcac
gtatgtgtct
aaggcagcgg
gtaactcecg
gctgccgcege
ggtettttct
gctgtgtgcet
accgtgctga
ggcataatga
gaggaacaca
tgagaagtgc
atgttatagc
ctcacccata
gatggtatcg
gagaccggta
gtttcccacc
gttgtggaaa
tgagcacaat
atcagtcaga
ccctaggagg
aggggcagta
gtgccttcta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
accagectggg
gactgggaaa
agctggegta
aatggcgaat
cgcatatggt
cacecgececaa
agacaagcetyg
aaacgcgega

cgcagttttt
catgggetct
agcggctcat
agcacaatgc
gaaaatgagc
cagaagaaga
ttgcggtget
gcgeccaccag
gcagtcaccg
gctgctgtgt
ctctagacce
gtacttcgat
aaccggettt
tcacttagca
gacagcacca
tgaacaggag
tgttaattte
ttacagaact
ggatcaccaa
ttcatcaaga
atatctcagg
ggttgacata
attaggcaag
tatgaatact
gttgccagcecce
ctcccactgt
attctattct
gcaggcatgc
gctcgacage
accctggegt
atagcgaaga
ggcgcctgat
gecactctcag
cacccgcetga
tgaccgtete

attaaacata
tcteeggotag
ggtcgcicegg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcagc
gttaacagtg
acataatagc
tccaagcttg
ggagcagtct
ccagatgaaa
agaggaactc
gt.cagatatg
ggacagtcta
aatatgttta
gtttctgegt
ggtgtgateg
ctgaatatag
gctlggagag
acaattacag
aaatatcaat
tataacagaa
ggcttgagcet
ccatggagaa
atctgttgtt
cctttectaa
gggaggtggg
tggggatgceg
tcgactctag
tacccaactt
ggcccgeacc
gcggtatttt
tacaatctgce
cgcgeccctga
cgggagctgce

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5500

<210> 5

<211> 5089

<212> ADN

<213> Plasmido pPJV2005

<400> 5

gacgaaaggyd
cttagacgtc
tctaaataca
datattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeccttece
gttgggtgca
ttttcgecce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta

cgectatett
tttcggggaa
tatccgcectca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg

tataggttaa
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttceg
acccageaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
Cccataaccat

tgtcatgata
aacccctate
accctgataa
tgtegeeett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac

ataatggttt
tgtttactee
atgcttcaat
attcccetrtt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgcegcatac
cttacggatg
actgcggceca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
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acctactrce
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
cataratact
tcctrtttga
cagaccccege
gctgcecttgceca
taccaactct
ttctagtgta
tcgctetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggectit
ttaccgcctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat
accatgatta
ttgtatctat
tgacattgat
ccatatatgg
acgacccecceceg
cttteccattg
aagtgtatca
tgqgcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagectcee
gtaagtaccg
tttttggctt
cctataggtg
attactaatc
tctgtecette
tttacaaatt
gcgtgggate
cggcggagct
cagcteettg
cagtgtgecyg
ggetegeace

gacaacgatc
aactcgcecctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgecge
gcgtyggtet
agttalctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaad
tttrccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccecagettg
aagcgeccacyg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagcta
atcataatat
tattgactag
agttccgegt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggecggga
cctatagact
ggggectata
tgeggttattg
cataacatga
agagactgac
cacatataca
tccacgecgaa
tccacatccg
ctcctaacag
cacaaggccg
gtgacgcaga

ES 2332261 T3

ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tceceggceaac
tcggeccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttccetg
gataccgctc
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gtcgacataa
gtacatrtat
ttattaatag
tacataactt
tcaataatga
gtggagtatt
ccggccecccect
gaccttacgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
ctataggcac
caccceceget
accattattg
ctctttgcca
acggaccctg
acaacgccgt
tctcgggtac
agccctggtce
tggaggccag
tggcggtagg
tggaagactt

aggagctaac
aaccggagceet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctg
ttgcagcackt
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtgge
rcagcagagce
t.caagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggceccte
cgttatcccce
gccgcagcecg
tacgcaaacc
ttccecgactg
aggcacccca
gataacaatt
atcaatattg
attggctcat
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttcce
tacggtaaac
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaata
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
acccctrtgg
ccttatgcta
accactcccec
caacteétctc
tatttttaca
ccececegtgec
gtgttccgga
ccatgcctce
acttaggcac
gtatgtgtct
aaggcageag

cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gittattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgttc
trctettectg
ttgtttgceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcggactga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtyg
aacgaccgag
gcctctccee
gaaagcgggc
ggctttacac
tcacacagga
gctattggcc
gtccaatatg
cggggtcatt
gccecgectcg
catagtaacg
tgcccactetg
atgacggtaa
cttgycagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
accecegecce
gagctcgttt
atagaagaca
ttccecgtge
ctcctatgca
taggtgatgg
tattagtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagtttttl
catgggectct
agcggctcat
agcacaatgce
gaaaatgagc
cagaagaaga

cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagcect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaact
gatcaagagc
aatactgtcce
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtte
ctacagcgtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggeccetet
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegetgge
agtgagcgca
tttatgcttc
aacagctatg
attgcatacg
accgceccatgt
agttcatagc
tgaccgcecca
ccaataggga
gcagtacatc
atggcccgcece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
grtgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
tgctatactg
tatagcttag
gatactttce
atgccaatac
ccatttatta
atlaaacata
tctecggtag
ggtcgectcgg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcage

660

720

780

840

300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



20

25

tgayttgtrg
gagggcagltg
tgacagacta
caatcatgga
tegtttcegge
saatatatac
aaatggttat
aacatataga
atctgaccga
ttgcecgcaat
gcttgagcece
catggagaaa
tctgtigttt
ctttccteat
999g99tg9ggg
ggggatgcgg
cgactctaga
acccaactta
gcccgeaccg
cggtatttte
acaatctgct
gcgeectgac
gggagctgca

tattctgata
tagtctgagc
acagactgtt
tgcaat.gaag
tagcgctcec
gataaatgac
cattacattt
ctccecaaaaa
gaccaaaatt
caqgtatggaa
acgctcttgt
cccagatcta
gcececreece
acaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
attcactggc
atcgccttge
atcgcecttce
tccttacgca
ctgatgccegc
gggettgtct
tgtgtcagag

ES 2332261 T3

agaegtcagag
agrtactcgtt
ccrrteccatg
agagggecect
cagtctacta
aagatactat
aagagcggcg
aaagccatctg
gataaattat
aactagggat
gagggacaga
cqtatgatca
cgtgecctrec
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
cgtcgtttta
agcacatccee
ccaacagttg
tctgtgeggt
atagttaagc
gctcecggea
gttttcaccg

gtaactcccg
gcigccgege
ggicttttcet
gctgtgtgct
cagaactatg
catatarcgga
caacatttca
aaaggatgaa
gtgtatggaa
cctecgceaatc
aatacaatca
gcctcgactg
ttgaccrctag
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
caacgtegty
ce¢tttecceca
cgcaccecetga
atttcacacc
cagceeccgac
tccgectitaca
tcatcaccga

ttgcggogcet
gcgccaccag
gcagtcaccg
gcteoctgtgt
ttccgaatat
atcgatygca
ggtcgaagtc
ggacacatta
taataaaacc
cctaggagga
guggcagtat
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagaceatag
ccagctgggg
actgygaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcga

agttaacggtg
dacataatagc
tccaagcttg
agagcagtct
cgcaacacac
ggcaaaagag
ccgggcagtc
agaatcacat
cccaattcaa
ttaggcaagg
atgaatactc
ttgccagecca
tcccactgtce
ttctattctg
caggcatgct
ctecgacaget
ccctggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg
cactctcagt
acccgctgac
gaccgtctcc

3760
2840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5089

<210> 6

<211> 5488

<212> ADN

<213> Plasmido pPJV2007

<400> 6

35

40

45

50

55

60

65

gacgaaaggg
cttagacgtc
“ctaaataca
aatattgaaa
ttgcggcatt
ctgaagatca
tcckttgagag
tatgtggcgc
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcgt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccecegt
gctgcttgca
taccaactct

cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgca
ttttcgeecc
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctagct
acttctgcegc
gcgegggtct
agtcatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttticcgaag

cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgctca
atgagtattce
gtttttgctce
cgagtgggtet
gqaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtageaa
tcceggceaac
tcggecccttce
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgcetac
gtaactggct

tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcqaact
ttccaatgat
¢ccgggcaaga
caccagtcac
ccatvaaccat
aggagctaac
aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggctggerg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc

10

tgtcatgarca
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcccett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgeretrteg
gaatgaagcc
gt.tgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttce
ttetrtectg
ttgtttgecg
gcagatacca

ataatggtte
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgeatac
cttacggatg
actgecggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
¢cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgecgraatct
gatcaagagc
aatactgtcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattyaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggeccecttt
ttaccgcctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaat:taa
cggctcgoat
accatgatta
ttgtatczat
tgacattgat
ccatatatgg
acgaccceccecg
ctttccattg
aagtgtartca
tggcatctatg
ttagtcatcg
cggttigact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgect
tccagecectcc
gtaagtaccg
ctccttggett
cctataggtg
attactaatce
tctgtecctte
tttacaaatt
gcgtgggate
cggeggaget
cagcteccttg
cagtgtgccg
ggctcgcacc
tgagtrgrtg
gagggcagtg
tgacagacta
caatcatgga
tegtttegge
taaaacgttc
daatgaatat
atgacggata
tattatcagg
atgttaatga
taggtggaat
atgaacgatt
ctcecggcaga

gccgtagtta
aatcctgtea
aagacgatag
gcccagcettg
daagcgccacyg
dacaggagag
cgggtrtcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
cgaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagrrag
gttgtgtgga
cgccaagceta
atcataatat
tattgactag
agttccgcgt
cccakttgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgecea
gcggccggga
cctatagact
ggggcctata
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgcgaa
tccacatccg
ctcctaacag
cacaaggccg
gtgacgcaga
tattctgata
tagtctgagce
acagactgtt
tgcaatgaag
tagcaatggce
cggaggtctt
taatctttat
tgtttccact
atattccact
tgtattaggc
accatattct
acatcgtaac
ggatggttac

ES 2332261 T3

ggccaccact
ccagtggctyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaayg
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagcea
ttctttcctg
gataccgctc
gagcgceccaa
cacgacaggt
ctcactecatt
attgtgagcg
gtcgacataa
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
tcaataatga
gtggagtatt
cecggeececcet
gaccttacgg
ggtgatgcgg
tccaagtctce
ctttccanaa
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
ctataggcac
caccceceget
accattattg
ctctttgcea
acggactctg
acaacgcecegt
tctcgggtac
agceccectggte
tggaggccag
tggcggtagg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgtt
cctttccatg
agagggctct
gacaaattat
atgcccagat
gatcacgcga
tctcttagtt
tactatatat
gtatacagcc
cagatatatg
agggaatata
agattagcag

tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgtcg
acgcggecett
cgttatccce
gccgcagcecg
tacgcaaace
ttcececgactg
aggcacccca
gataacaatt
atcaatacttg
attggctcac
taatcaatta
acggtaaatg
cgtatgttcc
tacggtaaac
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgraata
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
accectttgg
ccttatgeta
accactcccec
caactatctc
tatttttaca
cceecgtgece
gtgrtccgga
ccatgecctee
acttaggcac
gtargtgtct
aaggcagcgyg
gtaactcceg
gctgcecgcege
ggtctittet
gctgtgtgct
accgtgctga
ggcataatga
gaggaacaca
tgagaagtgc
atgttatagc
ctcacccata
gatggtatcg
gagaccggta
gtttcccacce

11

tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggcetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggtic
Ltgallclygtg
aacgaccgag
gcereteece
gaaagcgqgce
ggctttacac
tcacacaygga
gctattggcc
gtccaatatg
cggggtcatt
gcccgcecetcg
catagtaacg
Tgcccacectg
atgacggtaa
cttggcagta
acaccaatgg
acgtcaatgg
acceegeeccec
gagctcgttt
atagaagaca
ttceceegtge
ctcttatgca
taggtgatgqg
tattggtgac
tattggcctat
ggatggggtc
cgcagtettt
catgggctct
agcggctcat
agcacaatgce
gaaaatgagc
cagaagaaga
ttgcggtgcet
gcgccaccayg
gcagtcaccyg
gctgctgtgt
cTctagaccce
gt-acttcgat
aaccggcettt
tcacttagca
gacagcacca
tgaacaggag
tgttaatcttt
ttacagaaat
ggatcaccaa

cctacatacc
tgtctraceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagcecg
rggtatcttt
rgctcqgtcag
ctggectttt
galaaccygta
cgcagcgagt
gcgegitgge
agtgagcgca
tttatgecttc
aacagctatg
attgcatacg
accgccatgt
agttcatage
tgaccgccocca
¢ccaataggga
gcagtacatc
atggcccgece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
gttgacgcaa
agtgaaccgt

ccgggaccga

caagagtgac
tgctatactg
tatagcttag
gatactttee
atgccaatac
ccatttatta
attaaacata
tctcecggtag
ggtcgetceogg
ccaccaccac
tcggagattg
tgcaggcagce
gttaacggtg
acataatagce
tccaagettg
ggagcagtct
ccagatgaaa
agaggaactc
gtcagatatg
ggacagtcta
aatatgttta
gtttcrgegt
ggtgtgattg
ctgaatatag
gcttggagag

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
432'0
4380
44490
4500
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aagaaccctyg
gtgatacttg
caaaagttaa
tttgaggatc
agggacagaa
gtatgatcag
gtgccttect
attgcatcge
agcasggagyg
gctoctgagyg
gtcgttttac
gcacatccecce
caacagttgc
ctgtgcggta
tagttaagcc
ctceceggeat
ttttcaccgt

gattcatcat
taatgaggag
gaggcagata
ctcgcaatcce
atacaatcag
cctcgactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
aacgtegtga
ctttcgececag
gcagcctgaa
tttcacaccg
agcccecgaca
ccgcttacag
catcaccgaa

ES 2332261 T3

gcaccacaag
acccagaatc
tttrcagact
ctaggaggat
gggcagtata
gccrtctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctggggce
ctgggaaaac
ckggcgtaat
tggcgaatgg
catatagtgc
cccgecaaca
acaagctgtg
acgcgcecga

gttgtggaaa
tcegcacaat
atcagtcaga
taggcaaggg
tgaatactce
tgccagcecat
cccactgtcce
tctattctgg
aggcatgctg
tcgacagerce
cctggegtta
agcgaagagg
cgcctgatgce
actctcagta
ccecgcetgacg
accgtctecyg

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 7

ggagctagca atgatgataa gttatatcgg 30

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccion sintética

<400> 8

cetggatect cataattcat cottaattct 30
<210>9
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 9

ggagctagea cacctcaaaa tattactgat 30
<210> 10
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

12

ttcatcaaga
atatcrtcagqg
ggttgacata
cttgagctca
atggagaaac
ctgttgrttyg
tttcctaata
ggggtggggt
gggatgeggt
gactcragaa
cccaacttaa
cccgcaccga
ggtatzcect
caatectgctc
cgecctgacyg
ggagctgcat

acaattacag
aaatatcaat
tataacagaa
cgeicttatg
ccagatctac
cececetecece
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
trtcactggeoc
tcgcetigca
tcgeccttcece
cctiacgceat
tgacgccgca
ggcttgtctg
gtgtcagagg

4550
1620
46890
4740
4800
4850
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5488
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<220>

<223> Descripcidn de secuencia artificial: construccion sintética

<400> 10

cctggatect taatitgeca tactaattge 30
<210> 11
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 11
cetggatect caaattetat tatgtgtate 30

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 12
ggagctagea atggegacaa attataccqt 30

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 13

cctggatect cataattcat cccgaattct 30

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 14
ggaqgctagcg ctecccagtc tattacagaa 30

<210> 15
<211> 30
<212> ADN

13



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332261 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: construccion sintética

<400> 15

cciggateec tagttttcea tactgattge 30
<210> 16
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 16

cctggatect caaattctgt tatatatgle 30
<210> 17
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 17

cccaaqcecttc caccatgagce cttcoctaaccg aggtcgaaac acctatcaga aacgaatggg 60

agtygc

<210> 18

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 18
cccggatcct tactccagct ctatgetg 28

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

14
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<400> 19

Ser Leu Lot Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Glu Cys

1 5
Arg
<210> 20
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2332261 T3

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccion sintética

<400> 20

Ile Pro Gln Ser Leu 2sp Ser Trp Trp Thr Ser Leu
10

1 5

<210> 21
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccion sintética

<400> 21

10

15

Arg Ile Gln Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Ile Thr Gly Lys

1 5

<210> 22
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: construccidn sintética

<400> 22

Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile

1 5

15

10

15
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