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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para formulaciones de oligonucleétidos
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en general a composiciones de acidos nucleicos inmunoestimulantes y a
procedimientos de preparacién de las mismas.

Antecedentes de la invencion

El cancer es la segunda causa principal de muerte en los Estados Unidos, produciendo una de cada cuatro muertes.
En 1997, el nimero total estimado de nuevos diagnésticos de cancer de pulmén, mama, préstata, colorrectal y de
ovario era de aproximadamente dos millones. Debido a la poblacién cada vez mas envejecida en los Estados
Unidos, es razonable esperar que continlen aumentando las tasas de incidencia del cancer.

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a 14-15 millones personas solo en los Estados Unidos.

La enfermedad infecciosa es una de las principales causas de muerte en el mundo. Solo en los Estados Unidos, la
tasa de muerte debida a enfermedad infecciosa aumenté al 58 % entre 1980 y 1992. Durante este tiempo, el uso de
terapias anti-infecciosas para combatir la enfermedad infecciosa ha crecido significativamente y ahora es una
industria de multiples miles de millones de délares al afo. Incluso con estos aumentos en el uso de agentes anti-
infecciosos, el tratamiento y la prevencion de la enfermedad infecciosa sigue siendo un reto para la comunidad
médica en el mundo.

El ADN bacteriano tiene efectos inmunoestimulantes para activar los linfocitos B y los linfocitos citoliticos
espontaneos, pero no el ADN de vertebrado (Tokunaga, T., y col., 1988. Jpn. J. Cancer Res. 79:682-686; Tokunaga,
T. y col.,, 1984, JNCI 72:955-962; Messina, J.P., y col., 1991, J. Immunol. 147:1759-1764; y revisado en Krieg, 1998,
en: Applied Oligonucleotide Technology, C.A. Stein y A.M. Krieg, (Eds.), John Wiley and Sons, Inc., New York, NY,
pag. 431-448). Ahora se ha entendido que estos efectos inmunoestimulantes del ADN bacteriano son un resultado
de la presencia de dinucleétidos CpG no metilados en contextos de bases particulares (motivos CpG), que son
comunes en ADN bacteriano, pero estan metilados e infrarepresentados en ADN de vertebrado (Krieg y col., 1995
Nature 374:546-549; Krieg, 1999 Biochim. Biophys. Acta 93321:1-10). Los efectos inmunoestimulantes del ADN
bacteriano puede ser imitados con oligodesoxinucleétidos (ODN) sintéticos que contienen estos motivos CpG. Tales
ODN CpG tienen efectos altamente estimulantes sobre los leucocitos humanos y murinos, induciendo proliferacion
de linfocitos B; secrecion de citocinas e inmunoglobulinas; actividad litica de linfocitos citoliticos espontaneos (NK) y
secrecion de IFN-y; y activacion de células dendriticas (DC) y otras células presentadoras de antigeno para expresar
moléculas co-estimulantes y secretar citocinas, especialmente las citocinas similares a Th1 que son importantes en
promover el desarrollo de las respuestas de linfocitos T similares a Th1. Estos efectos inmunoestimulantes de ODN
CpG de esqueleto de fosfodiéster nativo son altamente especificos de CpG porque los efectos se reducen
espectacularmente si el motivo CpG esta metilado, se cambia a un GpC, o se elimina o altera de otro modo (Krieg y
col., 1995 Nature 374:546-549; Hartmann y col., 1999 Proc. Natl. Acad. Sci USA 96:9305-10).

En estudios previos, se creyé que el motivo CpG inmunoestimulante siguié la féormula purina-purina-CpG-pirimidina-
pirimidina (Krieg y col., 1995 Nature 374:546-549; Pisetsky, 1996 J. Immunol. 156:421-423; Hacker y col., 1998
EMBO J. 17:6230-6240; Lipford y col., 1998 Trends in Microbiol. 6:496-500). Sin embargo, ahora esta claro que los
linfocitos de ratén respondieron bastante bien a motivos CpG de fosfodiéster que no siguen esta "férmula” (Yiy col.,
1998 J. Immunol. 160:5898-5906) y lo mismo es cierto de linfocitos B humanos y células dendriticas (Hartmann y
col., 1999 Proc. Natl. Acad. Sci USA 96:9305-10; Liang, 1996 J. Clin. Invest. 98:1119-1129).

Recientemente se han descrito varias clases diferentes de oligonucleétidos CpG. Una clase es potente para activar
linfocitos B, pero es relativamente débil en inducir IFN-a y la activacion de células NK; esta clase se ha llamado la
clase B. Los oligonucleétidos CpG de clase B normalmente estdn completamente estabilizados e incluyen un
dinucledtido CpG no metilado dentro de ciertos contextos de bases preferidos. Véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n® 6.194.388; 6.207.646; 6.214.806; 6.218.371; 6.239.116; y 6.339.068. Otra clase de oligonucleétidos CpG
activan linfocitos B y células NK e inducen IFN-a; esta clase se ha llamado la clase C. Los oligonucleétidos CpG de
clase C, como primero se caracterizaron, normalmente estan completamente estabilizados; incluyen una secuencia
tipo de clase B y un palindromo rico en GC o casi palindromo. Esta clase se ha descrito en la solicitud de patente
provisional de EE.UU. en tramitacion junto con la presente 60/313.273, presentada el 17 de agosto de 2001, y el
documento US 10/224.523, presentado el 19 de agosto de 2002, y la solicitud de patente PCT PCT/US02/26468
relacionada publicada bajo el nimero de publicacion internacional WO 03/015711.

El documento US 2005/0215501 A1 describe un procedimiento de induccién de mdltiples respuestas inmunitarias
especificas de epitope administrando una vacuna que comprende un antigeno de tumor y un adyuvante a un sujeto
y posteriormente administrando al menos dos dosis de ligando de TLR, que es opcionalmente un oligonucleétido
CpG, en una cantidad eficaz para inducir multiples respuestas inmunitarias especificas de epitope. El adyuvante
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puede ser un oligonucleétido CpG.

El documento US 2006/0019923 A1 describe que los ligandos de TLR inertes pueden transformarse en ligandos de
TLR inmunoestimulantes combinandolos y administrandolos con complejos inmunoestimulantes. Los ligandos de
TLR inertes son preferentemente oligonucleotidos.

El documento WO 2004/016805 A2 describe que las propiedades inmunoestimulantes de los acidos nucleicos CpG
de clase B y de clase C y otros acidos nucleicos inmunoestimulantes estabilizados pueden mantenerse o incluso
mejorarse por la inclusién selectiva de uno o mas enlaces no estabilizados entre ciertos nucleétidos. Los enlaces no
estabilizados son preferentemente enlaces naturales, es decir, enlaces fosfodiéster o enlaces similares a
fosfodiéster.

El documento WO 2005/042018 A2 describe oligonucledtidos que contienen CpG inmunoestimulantes y analogos de
oligonucleotidos que tienen una estructura secundaria con una repeticion invertida en o préxima al extremo 3' de la
molécula. La estructura secundaria implica la formacién de estructuras complejas o de mayor orden bajo ciertas
condiciones.

Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere en parte a oligonucleétidos que contienen CpG inmunoestimulantes, en particular a
una nueva clase de oligonucleotidos inmunoestimulantes llamados la clase P. Originalmente, la estructura de los
oligonucledtidos CpG no se considerd que fuera particularmente importante para la activacion inmunitaria, pero
posteriormente se supo que los oligonucleétidos que contienen motivos poli G en uno o ambos extremos (clase A), o
oligonucleétidos con un palindromo en 3' (clase C), indujeron mayores niveles de activacién de células NK y
secrecién de IFN-o por pDC que los oligonucleétidos sin potencial para formar estructuras secundarias. Los
oligonucleétidos de clase A pueden formar estructuras de mayor orden muy complejas tales como nanoparticulas
(Kerkmann y col., J. Biol Chem. (2005) 280(9):8086-93.), y la clase C puede formar duplex intermoleculares u
horquillas. La presente invencion se refiere a la identificacion de una nueva subclase de oligonucleé6tidos CpG, que
contiene regiones formadoras de duplex tales como, por ejemplo, palindromos perfectos o imperfectos en o
proximos a ambos de los extremos 5' y 3', dandoles el potencial de formar concatémeros. Estos oligonucleétidos
denominados oligonucleétidos de clase P tienen la capacidad en algunos casos de inducir niveles mucho mas altos
de secreciéon de IFN-a que la clase C. Los oligonucleétidos de clase P tienen la capacidad de auto-ensamblarse
espontaneamente en concatémeros tanto in vitro como in vivo. Sin desear quedar ligado a teoria particular alguna
para el procedimiento de acciéon de estas moléculas, una posible hipotesis es que esta propiedad dota a los
oligonucledtidos de clase P de la capacidad para reticular mas altamente TLR9 dentro de ciertas células
inmunitarias, induciendo un patrén distinto de activaciéon inmunitaria en comparacion con las clases previamente
descritas de oligonucleétidos CpG.

Segun la invencién, el oligonucledtido inmunoestimulante contiene un dominio de activacién de TLR en 5' y al menos
dos regiones palindrémicas, siendo una region palindromica una region palindromica en 5' de al menos 6 nucleétidos
de longitud y conectada a una regién palindrémica en 3' de al menos 8 nucleétidos de longitud tanto directamente
como mediante un espaciador, que es un acido nucleico que tiene una longitud de 1-50 nucleétidos o un espaciador
de no nucleoétido, en el que el oligonucleétido incluye al menos un dinucleétido YpR, y en el que el oligonucleétido no
es T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*G*C*C*G (SEC ID N2 335). En wuna realizacion, el
oligonucleétido inmunoestimulante incluye al menos un dinucleétido CpG no metilado. En otra realizacion, el dominio
de activacion de TLR es TCG, TTCG, TTTCG, TYpR, TTYpR, TTTYpR, UCG, UUCG, UUUCG, TTT o TTTT. En otra
realizacién mas, el dominio de activacion de TLR esta dentro de la region palindrémica en 5'. En otra realizacion, el
dominio de activacion de TLR esta directamente en 5' con respecto a la region palindrémica en 5'. En otra
realizacién adicional, la region palindromica en 5' tiene al menos 8 nucledtidos de longitud. En otra realizacion, la
region palindromica en 3' tiene al menos 10 nucleétidos de longitud. En otra realizacion, la regién palindrémica en 5'
tiene al menos 10 nucledtidos de longitud. En otra realizacion maés, la regién palindrémica en 3' incluye un
dinucledtido CpG no metilado. En otra realizacion, la region palindrémica en 3' incluye dos dinucleétidos CpG no
metilados. En otra realizacion, la regiéon palindromica en 5' incluye un dinucleétido CpG no metilado. En otra
realizacién mas, la region palindromica en 5' incluye dos dinucleétidos CpG no metilados. En otra realizacion, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 25. En otra realizacion, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 30. En otra realizacién, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 35. En otra realizacién, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 40. En otra realizacién, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 45. En otra realizacién, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 50. En otra realizacion, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 55. En otra realizacion, las
regiones palindrémicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 60. En otra realizacion, las
regiones palindromicas de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 65.

En una realizacion, las dos regiones palindromicas estdn conectadas directamente. En otra realizacion, las dos
regiones palindrémicas estan conectadas mediante un enlace 3'-3'. Las dos regiones palindrémicas no se solapan.
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En otra realizacion, las dos regiones palindromicas estan conectadas por un espaciador. En una realizacion, el
espaciador es un acido nucleico que tiene una longitud de 1-50 nucledtidos. En otra realizacion, el espaciador es un
acido nucleico que tiene una longitud de 1 nucleétido. En otra realizacion, el espaciador es un espaciador de no
nucleétido. En una realizacién, el espaciador de no nucleétido es un espaciador D. En otra realizacion, el espaciador
de no nucleétido es un conector.

En una realizacion, el oligonucleétido tiene la formula 5' XP1SP,T 3' en la que X es el dominio de activacién de TLR,
P1 es un palindromo, S es un espaciador, P2 es un palindromo y T es una cola en 3' de 0-100 nucleétidos de
longitud. En una realizacién, X es TCG, TTCG o TTTCG. En otra realizacién, T tiene 5-50 nucleétidos de longitud.
En otra realizacién mas, T tiene 5-10 nucleétidos de longitud. En una realizacion, S es un acido nucleico que tiene
una longitud de 1-50 nucleodtidos. En otra realizacion, S es un acido nucleico que tiene una longitud de 1 nucleétido.
En otra realizacion, S es un espaciador de no nucleétido. En una realizacion, el espaciador de no nucleétido es un
espaciador D. En otra realizacion, el espaciador de no nucleétido es un conector. En otra realizacion, el
oligonucleotido no es un oligonucleétido antisentido o una ribozima. En una realizacién, Py es rico en Ay T. En otra
realizacién, P incluye al menos 4 T. En otra realizacién, P2 es un palindromo perfecto. En otra realizacién, P- es rico
en G-C. En otra realizacion adicional, P> es CGGCGCX{GCGCCG (SEC ID N2: 334) en la que X1 es T 0 nada.

En una realizacién, el oligonucleétido incluye al menos un enlace fosforotioato. En otra realizacion, todos los enlaces
internucleotidicos del oligonucledtido son enlaces fosforotioato. En otra realizacion, el oligonucleétido incluye al
menos un enlace similar a fosfodiéster. En otra realizacion, el enlace similar a fosfodiéster es un enlace fosfodiéster.
En otra realizacién, un grupo lipéfilo esta conjugado con el oligonucleétido. En una realizacion, el grupo lipéfilo es
colesterol.

Otro aspecto de la invencion emplea un oligonucleétido inmunoestimulante con un dominio de activacién de TLR en
5' y al menos dos regiones palindromicas, una region palindromica en 5' y una en 3', teniendo cada regién
palindromica al menos 8 nucleétidos de longitud y conectadas entre si tanto directamente como mediante un
espaciador, en el que el oligonucleétido incluye al menos un dinucleétido pirimidina-purina (YpR), y en el que al
menos una de las regiones palindromicas no es un palindromo perfecto. En una realizacion, el oligonucleétido
incluye al menos un dinucleétido CpG no metilado. En otra realizacion, el dominio de activacion de TLR es TCG,
TTCG, TTTCG, TYpR, TTYpR, TTTYpR, UCG, UUCG, UUUCG, TTT o TTTT. En otra realizacién, el dominio de
activacion de TLR esta dentro de la regién palindromica en 5'. En otra realizacion, el dominio de activacién de TLR
esta directamente en 5' con respecto a la region palindromica en 5'. En otra realizacion, la regién palindromica en 3'
tiene al menos 10 nucledtidos de longitud. En otra realizacion mas, la regién palindrémica en 5' tiene al menos 10
nucleotidos de longitud. En una realizacion, la regién palindrémica en 3' incluye un dinucleétido CpG no metilado. En
otra realizacién, la region palindromica en 3' incluye dos dinucleétidos CpG no metilados. En otra realizacion mas, la
region palindrémica en 5' incluye un dinucleétido CpG no metilado. En otra realizacién, la regién palindromica en 5'
incluye dos dinucleétidos CpG no metilados. En otra realizacién, las regiones palindrémicas incluyen al menos un
analogo de nucleétido. En otra realizacién, las regiones palindromicas forman un diplex intramolecular.

En una realizacién, el duplex intramolecular incluye al menos un par de bases de no Watson Crick. En otra
realizacién, el par de bases de no Watson Crick es G-T, G-A, G-G o C-A. En una realizacién, las regiones
palindrémicas forman duplex intermoleculares. En otra realizaciéon, al menos uno de los duplex intermoleculares
incluye al menos un par de bases de no Watson Crick. En otra realizacion, el par de bases de no Watson Crick es G-
T, G-A, G-G o C-A. En otra realizacion mas, las regiones palindrémicas contienen un desapareamiento. En otra
realizacién adicional, las regiones palindromicas contienen dos desapareamientos. En otra realizacion, las regiones
palindromicas contienen un nucleétido interviniente. En otra realizacién, las regiones palindromicas contienen dos
nucleétidos intervinientes.

En una realizacion, las regiones palindrédmicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 25. En
otra realizacién, las regiones palindromicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 30. En
otra realizacién, las regiones palindromicas de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 35. En
otra realizacién, las regiones palindromicas tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 40. En otra
realizacién, las regiones palindromicas tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 45. En otra realizacion,
las regiones palindrémicas tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 50. En otra realizacion, las regiones
palindromicas tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 55. En otra realizacion, las regiones
palindromicas tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 60. En otra realizacion, las regiones
palindrémicas tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 65.

En otra realizacion, las dos regiones palindromicas estan conectadas directamente. En otra realizacion, las dos
regiones palindrémicas estan conectadas mediante un enlace 3'-3'. Las dos regiones palindrémicas no se solapan.
En otra realizacion, las dos regiones palindrémicas estan conectadas por un espaciador. En otra realizacion, el
espaciador es un acido nucleico que tiene una longitud de 1-50 nucleétidos. En otra realizacion, el espaciador es un
acido nucleico que tiene una longitud de 1 nucleétido. En una realizacién, el espaciador es un espaciador de no
nucleétido. En otra realizacién, el espaciador de no nucleétido es un espaciador D. En otra realizacién mas, el
espaciador de no nucleétido es un conector.
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En una realizacion, el oligonucleétido tiene la férmula 5' XNSPT 3', en la que X es el dominio de activacion de TLR,
N es un palindromo no perfecto, P es un palindromo, S es un espaciador y T es una cola en 3' de 0-100 nucleétidos
de longitud. En ofra realizacion, X es TCG, TTCG o TTTCG. En otra realizacion, T tiene 5-50 nucle6tidos de longitud.
En otra realizacion, T tiene 5-10 nucledtidos de longitud. En otra realizacién, S es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1-50 nucleétidos. En otra realizacién, S es un acido nucleico que tiene una longitud de 1 nucleétido. En
ofra realizaciéon, S es un espaciador de no nucleétido. En otra realizacién, el espaciador de no nucle6tido es un
espaciador D. En otra realizacion, el espaciador de no nucleétido es un conector. En otra realizacién, el
oligonucleétido no es un oligonucleétido antisentido o una ribozima. En otra realizacién, N es rico en Ay T. En otra
realizacién, N incluye al menos 4 T. En otra realizacion, P es un palindromo perfecto. En otra realizacion, P es rico
en G-C. En ofra realizacion, P es CGGCGCX{GCGCCG (SEC ID N®: 334), en la que Xy es T o nada. En otra
realizacién, el oligonucledtido incluye al menos un enlace fosforotioato. En otra realizacién, todos los enlaces
internucleotidicos del oligonucleétido son enlaces fosforotioato. En otra realizacion, el oligonucleétido incluye al
menos un enlace similar a fosfodiéster. En otra realizacion, el enlace similar a fosfodiéster es un enlace fosfodiéster.
En otra realizacién, un grupo lipéfilo esta conjugado con el oligonucleétido. En una realizacion, el grupo lipéfilo es
colesterol.

La presente invencion proporciona composiciones terapéuticas de los oligonucleétidos anteriormente mencionados.
Dicha composiciéon incluye una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleétidos inmunoestimulantes
formadores de duplex formulados en un tampo6n de baja salinidad y que incluye un soluto. En una realizacion, el
soluto es un aminodcido. En una realizacion, el amino&cido tiene una cadena lateral hidréfoba. En otra realizacion, el
aminoacido es isoleucina. En otra realizacion adicional, el aminoacido es glicina. En otra realizacién, el aminoacido
tiene una cadena lateral cargada. En otra realizacién, el soluto es un alcohol. En una realizacion, el alcohol es un
sacarido. En algunas realizaciones, el sacarido es dextrosa, fructosa, lactosa, sacarosa, ribosa, arabinosa o un
disacarido. En una realizacion, los oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex son cualesquiera de
los oligonucledtidos anteriormente mencionados. En otra realizacién, la composicién incluye al menos dos
oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes que tienen secuencias de nucleétidos
diferentes. En otra realizacion, la composicién incluye al menos dos oligonucleétidos inmunoestimulantes
formadores de duplex que tienen las mismas secuencias de nucleotidos entre si. En otra realizacién, cada
oligonucleotido inmunoestimulante formador de duplex incluye al menos una secuencia formadora de duplex. En otra
realizacién, cada oligonucledtido inmunoestimulante formador de duplex incluye al menos dos secuencias
formadoras de duplex. En otra realizacién, cada secuencia formadora de duplex tiene un valor de estabilidad del
duplex de al menos 25. En otra realizacion, cada secuencia formadora de duplex tiene un valor de estabilidad del
duplex de al menos 30. En otra realizacion, cada secuencia formadora de duplex tiene un valor de estabilidad del
duplex de al menos 35. En otra realizacién, los oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex incluyen
al menos una secuencia de poli G que tiene 4 nuclettidos G consecutivos.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento de preparacién de una mezcla sustancialmente homogénea de
oligonucleétidos, identificando oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex y formulando los
oligonucleotidos inmunoestimulantes formadores de duplex en un tampdén de baja salinidad y un soluto para producir
una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleoétidos.

Otro aspecto de la invenciébn es una composicion de una mezcla de al menos dos oligonucleétidos
inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes, en la que los al menos dos oligonucleétidos
inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes tienen cada uno un dominio de activacion de TLR en 5' que
incluye un dinucleétido CpG no metilado y una secuencia formadora de duplex en 3' de al menos 8 nucleétidos de
longitud, en la que la secuencia formadora de duplex en 3' de cada uno de los al menos dos oligonucle6tidos
inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes son complementarias entre si, y en la que los al menos dos
oligonucledtidos inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes tienen 11-100 nucledtidos de longitud. La
composicion incluye un tampon de baja salinidad y un soluto. En otra realizacién, el dominio de activacion de TLR es
TCG, TTCG o TTTCG. En una realizacién, el dominio de activacion de TLR esta conectado directamente a la
secuencia formadora de duplex en 3'. En otra realizacién, las dos regiones palindrédmicas estan conectadas
mediante un enlace 3'-3". En otra realizacion, el dominio de activacion de TLR y la secuencia formadora de duplex en
3' estan conectados mediante un espaciador. En una realizacion, el espaciador es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1-50 nucledtidos. En otra realizacion, el espaciador es un acido nucleico que tiene una longitud de 1
nucleétido. En otra realizacion mas, el espaciador es un espaciador de no nucleétido. En otra realizaciéon mas, el
espaciador de no nucleétido es un espaciador D. En otra realizacion, el espaciador de no nucleétido es un conector.
En una realizacién, el oligonucleétido incluye al menos un enlace fosforotioato. En otra realizacién, todos los enlaces
internucleotidicos del oligonucleétido son enlaces fosforotioato. En otra realizacion, el oligonucleétido incluye al
menos un enlace similar a fosfodiéster. En otra realizacién, el enlace similar a fosfodiéster es un enlace fosfodiéster.
En otra realizacion, un grupo lipéfilo esta conjugado con el oligonucleétido. En otra realizacion, el grupo lipéfilo es
colesterol.

Otro aspecto de la invencién es un uso de dicha composicién para el tratamiento de cancer administrando a un
sujeto en necesidad del mismo cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas en una cantidad eficaz
para tratar el cancer. En una realizacion, el tratamiento contra el cancer se administra al sujeto. En otra realizacién,
el tratamiento contra el cancer es quimioterapia. En otra realizacion, el tratamiento contra el cancer es radiacion. En
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otra realizacién, el tratamiento contra el cancer incluye un anticuerpo.

La composicion de la invencién puede usarse adicionalmente para tratar asma administrando a un sujeto en
necesidad del mismo cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas en una cantidad eficaz para
tratar asma. En una realizacién, un tratamiento para el asma adicional se co-administra al sujeto.

La composicién de la invencién puede usarse adicionalmente para tratar alergia administrando a un sujeto en
necesidad cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas en una cantidad eficaz para tratar alergia.
En una realizacién, un tratamiento para la alergia adicional se administra al sujeto. En una realizacion, el sujeto tiene
rinitis alérgica. En otra realizacién, el sujeto tiene alergia ocular.

La composicién de la invencién puede usarse adicionalmente para modular una respuesta inmunitaria en un sujeto
administrando a un sujeto en necesidad del mismo cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas en
una cantidad eficaz para modular una respuesta inmunitaria. En una realizacion, un inmunomodulador adicional se
administra al sujeto. En otra realizacién, la composicién se administra al sujeto para tratar enfermedad
autoinmunitaria en el sujeto. En otra realizacion, la composicién se administra al sujeto para tratar una enfermedad
inflamatoria en el sujeto. En otra realizacién, la composicién se administra al sujeto para tratar remodelacion de las
vias respiratorias en el sujeto. En otra realizacion, la composiciéon se administra sin un antigeno al sujeto. En otra
realizacién mas, la composicion se administra por una via seleccionada del grupo que consiste en oral, nasal,
sublingual, intravenosa, subcutdnea, mucosal, ocular, respiratoria, inyeccion directa y dérmicamente. En otra
realizacién, la composicién se administra al sujeto en una cantidad eficaz para inducir expresién de citocinas y/o
quimiocinas. En otra realizacion, la citocina y/o quimiocina esta seleccionada del grupo que consiste en IFN-o, IFN-
B, IL-28, IL-29, IFN-w, TNF-q, IL-10, IL-6, IFN-y, IP-10, MCP-1 y IL-12.

La composicion de la invencion puede usarse adicionalmente para tratar asma agravado por infeccion viral
administrando a un sujeto en necesidad de la misma cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas
en una cantidad eficaz para tratar el asma agravado por infeccién viral.

La composicién de la invencion puede usarse adicionalmente para tratar enfermedad infecciosa administrando a un
sujeto en necesidad de la misma cualquiera de las composiciones anteriormente mencionadas en una cantidad
eficaz para tratar la enfermedad infecciosa. En una realizacion, el sujeto tiene una infeccién viral. En una realizacién
la infeccion viral se produce por virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la gripe, virus respiratorio sincitial (VRS) o virus del papiloma humano
(VPH). En otra realizacién, un agente antiviral se co-administra al sujeto. En una realizacion, el agente antiviral esta
ligado al oligonucleétido. En otra realizacién, la composicién se administra por una via seleccionada del grupo que
consiste en oral, nasal, sublingual, intravenosa, subcutanea, mucosal, ocular, respiratoria, inyeccion directa y
dérmicamente.

La invencién también contempla un uso de cualquiera de las composiciones de la invenciéon para el tratamiento de
enfermedades descritas en el presente documento, por ejemplo, cancer, enfermedad infecciosa, asma, alergia,
trastornos inflamatorios y enfermedades autoinmunitarias.

La invencién también contempla un uso de cualquiera de las composiciones de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades descritas en el presente documento, por ejemplo, cancer,
enfermedad infecciosa, asma, alergia, trastornos inflamatorios y enfermedades autoinmunitarias.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos no pretenden estar dibujados a escala. En los dibujos, cada componente idéntico o casi
idéntico que se ilustra en las diversas figuras se representa por un nimero similar. Para fines de claridad, no cada
componente puede estar marcado en cada dibujo. En los dibujos:

La Figura 1 es dos graficas que muestran la induccion de IFN-a en relacién con la cantidad de oligonucleétido en
una comparaciéon de un oligonucleétido de clase P que contiene dos palindromos con un oligonucleétido de clase
C que contiene un palindromo en 3'. Los ejes y son la cantidad de IFN-o en pg/ml y los ejes x son la
concentracion de oligonucleétido en pM.

La Figura 2 es dos graficas que muestran la induccion de IFN-a en relacién con la cantidad de oligonucleétido en
un analisis de la eficacia de la longitud del palindromo. Los ejes y son la cantidad de IFN-o. en pg/ml y los ejes x
son la concentracién de oligonucleétido en uM.

La Figura 3 es dos graficas que muestran la induccion de IFN-a en relacién con la cantidad de oligonucleétido en
un analisis de regiones formadoras de duplex tales como palindromos imperfectos. Los ejes y son la cantidad de
IFN-o. en pg/ml y los ejes x son la concentracion de oligonucleotido en pM.

La Figura 4 es dos graficas que muestran la estimulacion de respuestas de citocinas y quimiocinas similares a
Th1 in vivo en ratones después del tratamiento con ODN de clase C convencional. La Figura 4A muestra la
induccion de IL-12 y la Figura 4B muestra la induccion de IP-10. Los ejes y representan la induccién en pg/ml y el
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eje x representa el ODN.

La Figura 5 es dos graficas que muestran la induccion de IFN-a in vivo en ratones en respuesta a ODN de clase
C y de clase P. La Figura 5A muestra la induccion de IFN-o después de la administracion subcutanea (SC) de
ODN vy la Figura 5B muestra la induccion de IFN-a después de la administracion intravenosa (IV) de ODN. Los
ejes y representan la induccion de IFN-o y los ejes x representan el ODN usado.

La Figura 6 es una grafica que muestra una comparacion de la respuesta anti-HB tras la estimulacién de ODN de
clase A, B, Cy P in vivo. El eje y representa anti-HB y el eje x representa el ODN usado.

La Figura 7 es un diagrama que representa un concatémero formado por hibridacién de un oligonucleétido de
clase P que contiene dos regiones palindromicas.

La Figura 8 es una gréafica que muestra la formacion de dimeros de SEC ID N¢: 234 en disolucion de fosfato con
varios aditivos. El eje y es el % de formacion de dimeros y el eje x indica los diferentes aditivos.

La Figura 9 es dos graficas que muestran la induccién de IFN-o in vivo en ratones en respuesta a ODN de clase
A, B, Cy P. La Figura 9A muestra la induccion de IFN-o después de la administracion SC de ODN vy la Figura 9B
muestra la induccion de IFN-o después de la administracion IV. Los ejes y representan IFN-o en pg/ml y los ejes
x representan el ODN usado.

La Figura 10 es tres gréaficas que muestran la induccién de IFN-o en relacién con la cantidad de oligonucleétido
en el analisis del efecto de la adicién de conectores. La Figura 10A muestra la induccién de IFN-a, la Figura 10b
muestra la induccién de IL-10 y la Figura 10c muestra la induccién de IL-6. Los ejes y son concentracién de
citocina en pg/ml y los ejes x son la concentracion de oligonucleétido en pM.

La Figura 11 es una gréafica que muestra la induccion de IFN-a en relacion con la cantidad de oligonucleétido en
el andlisis del efecto de la modificacion del azicar del ODN de clase P. El eje y es la concentracién de IFN-a en
pg/ml y el eje x es la concentracion de oligonucleétido en uM.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha descubierto una nueva clase de oligonucleétidos inmunoestimulantes, denominados en el presente
documento los oligonucleétidos de clase P, que puede inducir altos niveles de IFN-o. Los oligonucleétidos CpG de
clase C, que contienen un Unico palindromo en o proximo a la mitad de 3' del oligonucleétido, son conocidos por
inducir tanto proliferacion de linfocitos B fuerte como produccion de IFN-a. Los oligonucleétidos de clase P de la
divulgacion, al igual que los oligonucleétidos de clase C, inducen la activacion de linfocitos B y la produccién de IFN-
o, pero pueden producir, en algunos casos, niveles mucho mayores de IFN-a que los oligonucledtidos de clase C.
Se cree que la secuencia palindrémica en 3' de los oligonucleétidos de clase C se requiere para el perfil
inmunoestimulante especifico observado para los oligonucleétidos de clase C, lo mas probablemente debido a la
formacion de dimeros con 2 extremos 5' libres. Se cree que el extremo 5' de un ODN CpG es la regién que es mas
importante para la activacion del receptor TLR9, y dos extremos 5' libres en un Unico ODN pueden inducir la
reticulaciéon de dos receptores TLR9. La reticulacidén de receptores TLR9 puede inducir la activacién de la secrecion
de IFN-a mas fuerte mediante el bucle de retroalimentaciéon de IFNR de tipo | en células dendriticas plasmocitoides.

Sorprendentemente se descubrié que una nueva clase de oligonucleétidos, que no estan optimizados para mantener
extremos 5' libres, puede inducir IFN-a alto. Los oligonucleétidos de clase P de la divulgacién tienen dos regiones
formadoras de duplex; una cerca del extremo 5' y la otra mas préxima a o en mitad de 3' del ODN. Se cree que el
disefio de oligonucledtidos conduce a la formacién de estructuras de mayor orden complejas llamadas
concatémeros. La formacién de concatémeros puede observarse por cromatografia de exclusién por tamafo (SEC)
del oligonucleétido en disolucion bajo condiciones fisiolégicas o de sal alta. Aunque la invencién no esta limitada por
un mecanismo particular, se cree que estas estructuras pueden funcionar produciendo un alto grado de reticulacion
de TLR9, produciendo activacién incluso mas fuerte de la secrecién de IFN-a por células dendriticas plasmocitoides
mediante el bucle de retroalimentacién de IFNR de tipo |I. También es posible que estas estructuras de mayor orden
produzcan el reclutamiento de cofactores o moléculas adaptadoras adicionales al complejo de sefalizaciéon de TLR9.
Otra posibilidad es una distribucién intracelular diferente del ODN de concatémeros debido a las estructuras de
mayor orden.

Los oligonucledétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion pueden usarse para tratar enfermedades en las
que seria ventajosa la estimulaciéon inmunitaria similar a Th1 o modulaciéon inmunitaria. Aplicaciones incluyen, pero
no se limitan a, enfermedades autoinmunitarias, trastornos inflamatorios, enfermedades infecciosas, cancer, asma y
alergias. Debido a la capacidad para inducir altos niveles de IFN-o. y Th1 y citocinas similares a Th1, es de particular
interés el tratamiento de enfermedades virales, tales como hepatitis B y C, citomegalovirus (CMV), virus del
papiloma, VIH y virus del herpes simple (VHS). Los oligonucleétidos de la divulgacién también son Utiles como
adyuvantes de vacuna. Los compuestos de la presente divulgacién pueden usarse para la profilaxis y terapia, tanto
como una terapia sola como en combinacién con otros dispositivos terapéuticos o médicos.

En general, los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la divulgaciéon tienen varios dominios, que incluyen un
dominio de activacién de TLR en 5', 2 regiones formadoras de duplex y un espaciador y cola en 3' opcionales.

El término "regién formadora de duplex", como se usa en el presente documento, se define como una regién que
puede formar un duplex con otra regién formadora de duplex. Tales regiones pueden comprender palindromos,
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regiones que contienen complementariedad, palindromos imperfectos o regiones no palindrémicas que pueden
formar pares de bases de Watson-Crick intermoleculares o de no Watson-Crick con una regién complementaria de
un segundo oligonucleétido.

En algunos casos, los oligonucledtidos inmunoestimulantes pueden formar estructuras secundarias que se producen
a partir de la formacién de duplex intramoleculares. Como se usa en el presente documento, un "duplex
intramolecular" se forma cuando multiples regiones formadoras de duplex sobre una Unica molécula forman un
duplex entre si. Frecuentemente, en tales casos, las regiones se conectaran mediante un espaciador. En algunos
casos, los oligonucleétidos inmunoestimulantes pueden formar duplex intermoleculares. Como se usa en el presente
documento, un "duplex intermolecular” se forma cuando las regiones formadoras de duplex estan sobre diferentes
moléculas y forman interacciones de pares de bases entre si que conectan las moléculas. En algunos casos, se
forma un duplex intermolecular entre los dos oligonucleétidos que tienen la misma secuencia. En otros casos, el
duplex intermolecular se forma entre diferentes oligonucleétidos que tienen diferentes secuencias de nucleétidos. En
algunos casos, los oligonucledtidos inmunoestimulantes pueden formar tanto ddplex intermoleculares como
intramoleculares.

Las regiones formadoras de duplex pueden ser palindromos. Un "palindromo" y, equivalentemente, "region
palindrémica”, como se usan en el presente documento, se refieren a una secuencia de acidos nucleicos que es su
propio complemento inverso perfecto (es decir, una secuencia tal como ABCDEE'D'C'B'A'enlaque Ay A, ByB', C
y C', Dy D'y Ey E'son bases que pueden formar los pares de bases de Watson-Crick usuales, es decir, G-C, A-Ty
A-U). Como se usa en el presente documento, un "palindromo" en un sentido estricto excluye la secuencia
interviniente o estructura de no nucleoétidos intervinientes que no participa en la formacién de los pares de bases de
Watson-Crick usuales.

El palindromo puede ser un palindromo en 3' 0 5'. Los dos palindromos pueden ser iguales o pueden ser distintos.
Asi, la regién palindrémica en 5' y la region palindromica en 3' no necesitan ser complementarias entre si. De hecho,
pueden ser completamente distintas y solo emparejarse con regiones palindromicas en otros oligonucleétidos en vez
de en el mismo oligonucleétido. Alternativamente, los palindromos pueden ser un apareamiento de forma que
puedan formar una interaccion de pares de bases intramoleculares. Ambos palindromos pueden tener diversas
composiciones de base (A, T, G o C), aunque en algunas realizaciones se prefiere un mayor contenido de GC para
un palindromo (tanto en 3' como en 5').

Las dos regiones palindromicas pueden tener diferentes valores de estabilidad del duplex. El valor de estabilidad del
duplex es indicativo de la fuerza del duplex formado por el palindromo con su par en un segundo oligonucleétido en
un emparejamiento intermolecular o con él mismo o el segundo palindromo en un emparejamiento intramolecular.
Como se usa en el presente documento, la "estabilidad del duplex" es una medida de la fuerza de una regién
palindromica, que contiene complementariedad o formadora de diplex cuando forma un ddplex con su propia
secuencia complementaria. La medida de la estabilidad del diplex de una molécula bicatenaria depende de la
concentracién de hebra total, composicion de bases, temperatura, pH y sales tampdn. Puede calcularse un valor de
estabilidad del duplex por el modelo termodinamico desarrollado John SantalLucia, Jr. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
95 1460 - 1465. Este programa de plegamiento esta disponible, por ejemplo, en http:/Ina-tm.com/ o en
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/hybrid/twostate.php.

Un ejemplo de un calculo de la estabilidad del diplex se basa en una concentracién de hebra total del
oligonucledtido de 0,1 uM y concentracion de sales 140 mM (sal fisioldgica aproximada). La predicciéon de la
temperatura de fusion (Tm) es el oligonucleétido de ADN hibridado contra nucleétidos de ADN de apareamiento
perfecto en disolucién. Un ejemplo de calculo usando SEC ID N° 234 se muestra a continuacion.

SEC ID N2: 234 TCGTCGACGATCGGCGCGCGCCG

palindromo en 5' TCGTCGACGA Tm: 41 °C
palindromo en 3' CGGCGCGCGCCaG Tm: 68 °C

En el caso de modificacion de fosforotioato, la Tm predicha disminuye aproximadamente 1 °C por modificacion. Asi,
en una molécula completamente de fosforotioato, la estabilidad del diplex corregida para esta modificacién seria

palindromo en &' TCGTCGACGA Tm: 32 °C
palindromo en 3' CGGCGCGCGCCaG Tm: 57 °C

La Tm medida real variara dentro de un intervalo de 5-10 °C. Por ejemplo, la Tm medida real para SEC ID N¢: 234
fue (0,04 mg/ml de ODN en PBS):

palindromo en &' TCGTCGACGA Tm: 33,9 °C
palindromo en 3' CGGCGCGCGCCaG Tm: 65,7 °C

Aunque la formula de Santalucia es Util para calcular la estabilidad del duplex de oligonucleétidos, es artificialmente
baja para algunos oligonucleétidos que forman estructuras de horquilla. Para la prediccion de la estabilidad de
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horquillas, se usa el algoritmo Mfold para el plegamiento de acidos nucleicos y la prediccion de hibridacion como se
describe por M. Zuker Nucleic Acids Res. 31(13), 3406-15, (2003), que esta disponible en
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/dna/form1.cgi.

SEC ID N2: 237 TCGTCGACGTTCGGCGCCGTGCCG

palindromo en 3' CGGCGCCGTGCCG Tm: 73 °C para la horquilla con 4 pares de bases de Watson-Crick
palindromo en 3' CGGCGCCGTGCCG Tm: 73 °C para la horquilla con 4 pares de bases pb de Watson-Crick y
pares de bases G-T

El dimero correspondiente tiene una Tm calculada de 42 °C y estd asi menos favorecido que las estructuras
intramoleculares.

Un "duplex débil" se considera que tiene un valor de estabilidad del duplex de al menos 25 a 40. Un "duplex fuerte"
se considera que tiene un valor de estabilidad del diplex de al menos 40 a 60. Los duplex intramoleculares, tales
como horquillas, normalmente requieren menos pares de bases para obtener el mismo valor de estabilidad del
duplex en comparacion con duplex intermoleculares. Ademas, la estabilidad del duplex intramolecular (por ejemplo
estabilidad de una horquilla) es independiente de la concentracion de hebra de ODN.

En algunas realizaciones, la regién palindrémica en 5' es mas débil que la region palindromica en 3' sobre la misma
molécula. Asi, la regién palindrémica en 5' puede tener una menor estabilidad del diplex cuando se compleja
consigo misma que la region palindromica en 3', posiblemente debido a un menor contenido de GC.
Alternativamente, en algunos casos, el palindromo en 5' puede tener una mayor estabilidad del duplex que el
palindromo en 3.

Una "regién que contiene complementariedad", como se usa en el presente documento, se refiere a una region
formadora de duplex que comprende un palindromo perfecto o un palindromo imperfecto. Un palindromo imperfecto
es una secuencia de &cidos nucleicos que incluye tanto nucleétidos que pueden formar los pares de bases de
Watson-Crick usuales como los nucleétidos, andlogos de nucleétidos u otras estructuras que no participan en la
formacion de los pares de bases de Watson-Crick usuales (por ejemplo, una secuencia tal como ABCDE-S-
E'DCB'A'enlaque AyA,ByB,CyC,DyD'yEyE son bases que pueden formar los pares de bases de
Watson-Crick usuales, y S es una secuencia no palindrémica o un conector no nucleotidico o un conector abasico
(conector D)). Ejemplos de conectores no nucleotidicos incluyen, pero no se limitan a, dioles tales como 1,3-
propanodiol o dodecano-1,12-diol, ciclohexanodiol, o conectores tales como colesterol, nitroindol, trietilenglicol y
hexaetilenglicol. En ciertas realizaciones, los nucleétidos, analogos de nucleétidos, u otras estructuras que no
participan en la formacién de los pares de bases de Watson-Crick usuales, interrumpen un palindromo de otro modo
perfecto. En ciertas realizaciones, los nucleétidos que no participan en la formacién de los pares de bases de
Watson-Crick usuales pueden formar pares de bases de no Watson-Crick con otro nucleétido, por ejemplo, G-T. Un
par de bases de no Watson-Crick como se usa en el presente documento es cualquier par de bases distinto de un
par de bases de Watson-Crick, que incluye, pero no se limita a, un par de bases de Hoogsteen y un llamado par de
bases de balanceo. En ciertas realizaciones, los nucleétidos que no participan en la formacion de los pares de bases
de Watson-Crick usuales estan desapareados y no tienen base de nucle6tido o analogo de bases de nucledtidos con
los que formar un par de bases de Watson-Crick o de no Watson-Crick, por ejemplo, G opuesto al espaciador D. En
algunas realizaciones, el par de bases de no Watson Crick es G-T, G-A, G-G o C-A. G-T tiene un par de bases de no
Watson-Crick preferido debido a que tiene menos efecto desestabilizante sobre la formacion del duplex. En ciertas
realizaciones, los nucleétidos que no participan en la formacién de pares de bases pueden formar pares de bases no
estandar con otro nucleétido, por ejemplo, la diaminopiridina puede formar un par de bases con xantosina. En
algunos casos, la parte bicatenaria de la molécula también puede contener pares de bases no naturales (no
estandar) (por ejemplo, diaminopiridina emparejada con xantosina). Lutz MJ y col. (1998) Recognition of a non-
standard base pair by thermostable DNA polymerases. Bioorg Med Chem Lett 8:1149-52.

En ciertas realizaciones, la regidon que contiene complementariedad puede contener un desapareamiento. Un
"desapareamiento”, como se usa en el presente documento, se refiere a una porcion de la regién que contiene
complementariedad en la que una o0 mas bases en la secuencia no forman un par de bases de Watson-Crick usual
con su base opuesta en un duplex. Un desapareamiento puede producir un "bulto" en el que una porcion de la
region que contiene complementariedad no participa en la formacién del duplex. En algunas realizaciones, la region
que contiene complementariedad puede contener dos desapareamientos.

En una realizacién, un palindromo imperfecto es una "repeticién invertida que puede formar una estructura de
horquilla o de tallo-lazo". Este tipo de estructura puede incluir una secuencia de nucleotidos que forma un tallo u
horquilla rico en GC que tiene 3 a 10 pares de bases consecutivos de longitud, e incluye al menos una base no
apareada o desapareada. En realizaciones individuales, el tallo rico en GC tiene 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 pares de
bases consecutivos de longitud. En algunas realizaciones, el tallo rico en GC incluye al menos 2, 3 o0 4 pares de
bases de G-C. En otra realizacién, una repeticion invertida que puede formar una estructura de horquilla o de tallo-
lazo se refiere a una secuencia de nucleétidos que forma un tallo rico en AT u horquilla que tiene 2 a 10 pares de
bases consecutivos de longitud, e incluye al menos una base no apareada o desapareada. En realizaciones
individuales, el tallo rico en AT tiene 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 pares de bases consecutivos de longitud. En algunas
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realizaciones, el tallo rico en AT incluye al menos 3, 4, 5 0 6 pares de bases A-T.

En algunos casos, la al menos una base no apareada o desapareada une con puentes los extremos del tallo u
horquilla. Esto puede permitir la formacién de la estructura secundaria, proporcionando un punto flexible en la
molécula para que los tallos se emparejen con bases y formen una horquilla. Alternativamente, la(s) base(s) no
apareada(s) o desapareada(s) puede(n) estar dentro del tallo. Preferentemente, si la base desapareada esta dentro
del tallo, entonces el tallo tiene al menos 3 pares de bases de longitud. La(s) base(s) no apareada(s) o
desapareada(s) puede(n) ser cualquier nucleétido. En algunas realizaciones, la base no apareada o desapareada es
una T. Los nucleétidos no apareados en el extremo de hebras dobles también se conocen como nucleétidos
protuberantes o extremos colgantes que pueden estabilizar significativamente la formacién del duplex o la formacion
de la horquilla. Freier SM y col. (1983) Effects of 3' dangling end stacking on the stability of GGCC and CCGG double
helixes. Biochemistry 22:6198-206.

La region que contiene complementariedad normalmente tiene tanto un valor de estabilidad del duplex de al menos
20, como puede incluir menos de 5 desapareamientos/region de 10 pares de bases y/o 1-5 nucleétidos extra-
palindrémicos (formacién de bultos/intervinientes)/region de 10 pares de bases.

Las regiones formadoras de duplex pueden incluir uno o mas dominios inmunoestimulantes tales como dominios de
activacion del receptor similar a Toll 9 (TLR9). El oligonucleétido incluye al menos un dominio de activaciéon de TLR9,
posicionado en el extremo 5' de la molécula. En algunas realizaciones, el dominio de activacion de TLR9 en 5' esta
englobado parcialmente o completamente dentro de la region formadora de duplex en 5', de manera que forma parte
o toda la regién formadora de duplex. Alternativamente, el dominio de activacion de TLR9 en 5' puede ser distinto de
la region formadora de duplex en 5'. Cuando estos dos dominios son distintos, pueden conectarse directamente
entre si con un enlace internucleotidico o pueden separarse por un espaciador, tal como un conector nucleotidico o
conector no nucleotidico.

Un dominio de activacion de TLR9 incluye cualquier motivo de secuencia que sea inmunoestimulante, produciendo
un patron de estimulacion inmunitaria de acuerdo con los patrones de activacién inmunitaria observados con la
activacion del receptor TLR9. Estos motivos incluyen, pero no se limitan a, YpR, CpG, TCG, TTCG, TTTCG, TYpR,
UCG, TCG, TTYpR, TTTYpR, UUCG, UUUCG, TTT, TTTT, CpG metilado y Cpl. Los nucleotidos del motivo pueden
incluir un esqueleto semi-blando o estereoespecifico.

Las realizaciones de los oligonucleétidos CpG de la divulgaciéon pueden representarse por las siguientes férmulas:
5' XP1SP.T 3'
é‘ XNSPT 3'
é‘ XPSNT 3'
)E;' XN1SNT 3'

X es un dominio de activacion de TLR. P, Py y P2 son palindromos. S es un espaciador. T es una cola en 3'. N, N1 y
N2 son regiones que contienen complementariedad que comprenden palindromos imperfectos. En las formulas, 5' se
refiere al extremo 5' libre del oligonucleétido y 3' se refiere al extremo de 3' libre del oligonucleétido.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la divulgacion pueden incluir regiones ricas en Ay T o regiones ricas en
Gy C. Una "region rica en Ay T", como se usa en el presente documento, es una en la que los nucleétidos Ay T
sobrepasan en niumero a los nucleétidos G y C en la secuencia. Alternativamente, una "region rica en Gy C", como
se usa en el presente documento, es una en la que los nucleétidos G y C sobrepasan en nimero a los nucleétidos A
y T en la secuencia. En algunos casos, los oligonucleétidos pueden tener cuatro o mas nucleétidos G préximos al
extremo 3' de la molécula.

En algunas realizaciones, la molécula incluye una cola en 3'. La cola en 3' puede ser de cualquier longitud, pero
preferentemente tiene menos de 100 nucleotidos de longitud. Esta cola en 3' puede ser de cualquier contenido de
bases. En algunas realizaciones, la cola en 3' contiene uno o mas dominios inmunoestimulantes tales como motivos
poli T o CpG.

Puede localizarse un espaciador entre las dos regiones palindromicas. El espaciador puede ser un conector flexible
que tiene tanto un conector no nucleotidico como "nucle6tidos intervinientes", es decir, nucleétidos que no forman
duplex. En algunas realizaciones, los "nucleétidos intervinientes" segin la invencion pueden incluir de 0-100
nucleétidos. Si el espaciador es un espaciador de acidos nucleicos, puede ser cualquier nucleétido o nucleétidos. En
algunas realizaciones es un espaciador de T o rico en T. Un "conector no nucleotidico" o, equivalentemente,
"espaciador no nucleotidico" como se usa en el presente documento, se refieren a cualquier elemento conector que
no sea un nucleétido o polimero del mismo (es decir, un polinucleétido), en el que un nucleétido incluye una
nucleobase de purina o pirimidina y un fosfato de azicar. Asi, un conector no nucleotidico es cualquier conector
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conocido en la técnica, que incluye, pero no se limita a, una cadena simple de carbono, un nucleétido abasico
(espaciador D), es decir, una unidad de fosfato de azucar similar a nucleétido en la que la nucleobase esta sustituida
con un atomo de hidrégeno, un polietilenglicol, que incluye, pero no se limita a, un trietilenglicol y un hexaetilenglicol.
El espaciador puede incluir uno o mas dominios inmunoestimulantes tales como motivos poli T o CpG. En algunas
realizaciones, el conector es un enlace 3'-3' entre las regiones palindrémicas.

Las regiones palindromicas pueden conectarse directamente o indirectamente. El término "conectado directamente”,
como se usa en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido en el que los nucledsidos del palindromo
estan unidos por un enlace quimico fosfodiéster, similar a fosfodiéster o fosforotioato. Las regiones palindrémicas no
se solapan. El término "conectado indirectamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a un
oligonucledtido en el que los nucleésidos de la regién palindrémica estan conectados mediante un espaciador, como
se ha descrito anteriormente.

Los oligonucledtidos de la divulgacion incluyen al menos un dinucleétido YpR. Como se usa en el presente
documento, un "dinucleétido YpR" es uno en el que una pirimidina va seguida de una purina. En ciertas
realizaciones, la letra Y se usa para referirse a un nucleétido que contiene una citosina o una citosina modificada.
Una citosina modificada, como se usa en el presente documento, es un analogo de base de pirimidina de citosina
que se produce naturalmente o que no se produce naturalmente que puede sustituir esta base sin alterar la actividad
inmunoestimulante del oligonuclettido. Las citosinas modificadas incluyen, pero no se limitan a, 5-citosinas
sustituidas (por ejemplo, 5-metil-citosina, 5-fluoro-citosina, 5-cloro-citosina, 5-bromo-citosina, 5-yodo-citosina, 5-
hidroxi-citosina, 5-hidroximetil-citosina, 5-difluorometil-citosina y 5-alquinil-citosina sin sustituir o sustituida), 6-
citosinas sustituidas, N4-citosinas sustituidas (por ejemplo, N4-etil-citosina), 5-aza-citosina, 2-mercapto-citosina,
isocitosina, pseudo-isocitosina, analogos de citosina con sistemas de anillos condensados (por ejemplo, N,N'-
propilencitosina o fenoxazina), y uracilo y sus derivados (por ejemplo, 5-fluoro-uracilo, 5-bromo-uracilo, 5-bromovinil-
uracilo, 4-tio-uracilo, 5-hidroxi-uracilo, 5-propinil-uracilo). Algunas de las citosinas preferidas incluyen 5-metil-citosina,
5-fluoro-citosina, 5-hidroxi-citosina, 5-hidroximetil-citosina y N4-etil-citosina. En otra realizacién de la invencion, la
base de citosina esta sustituida con una base universal (por ejemplo, 3-nitropirrol, base de P), un sistema de anillos
aromaticos (por ejemplo, fluorobenceno o difluorobenceno) o un atomo de hidrégeno (espaciador D).

La letra R se usa para referirse a una purina, que incluye, por ejemplo, G y A. En algunas realizaciones, R es Z, en
la que Z se usa para referirse a guanina o una base de guanina modificada. Una guanina modificada como se usa
en el presente documento es un analogo de base de purina de guanina que se produce naturalmente o que no se
produce naturalmente que puede sustituir esta base sin alterar la actividad inmunoestimulante del oligonucleétido.
Las guaninas modificadas incluyen, pero no se limitan a, 7-deazaguanina, 7-deaza-7-guanina sustituida (tal como 7-
deaza-7-alquinil (C2-C6)guanina), 7-deaza-8-guanina sustituida, hipoxantina, N2-guaninas sustituidas (por ejemplo,
N2-metil-guanina), 5-amino-3-metil-3H,6H-tiazolo[4,5-d]pirimidina-2,7-diona, 2,6-diaminopurina, 2-aminopurina,
purina, indol, adenina, adeninas sustituidas (por ejemplo, N6-metil-adenina, 8-oxo-adenina), 8-guanina sustituida
(por ejemplo, 8-hidroxiguanina y 8-bromoguanina) y 6-tioguanina. En otra realizacién de la invencién, la base de
guanina esta sustituida con una base universal (por ejemplo, 4-metil-indol, 5-nitro-indol y base de K), un sistema de
anillos aromaticos (por ejemplo, bencimidazol o dicloro-bencimidazol, amida de acido 1-metil-1H-[1,2,4]triazol-3-
carboxilico) o un atomo de hidrégeno (espaciador D).

En ciertas realizaciones de la invencidn, los oligonucleétidos inmunoestimulantes incluyen un motivo YpR que tiene
un dinucledtido CpG. Un dinucledtido CpG puede estar metilado o no metilado. Un oligonucleétido
inmunoestimulante que contiene al menos un dinucleétido CpG no metilado es una molécula de acido nucleico que
contiene una secuencia de dinucleétidos de citosina-guanina no metilada (es decir, una citidina en 5' no metilada
seguida de guanosina en 3'y ligada por un enlace fosfato) y que activa el sistema inmunitario; un oligonucleétido
inmunoestimulante tal es un oligonucleétido CpG. Los oligonucleétidos CpG se han descrito en varias patentes
concedidas, solicitudes de patente publicadas, y otras publicaciones, que incluyen las patentes de EE.UU. n?
6.194.388; 6.207.646; 6.214.806; 6.218.371; 6.239.116; y 6.339.068. Un oligonucleétido inmunoestimulante que
contiene al menos un dinucleétido CpG metilado es un oligonucleétido que contiene una secuencia de dinucleétidos
de citosina-guanina metilada (es decir, una citidina en 5' metilada, seguida de una guanosina en 3' y ligada por un
enlace fosfato) y que activa el sistema inmunitario.

En algunas realizaciones, el oligonucleoétido tiene una de las estructuras mostradas en la Tabla 1:

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos

T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T*T*T*T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T*T*T SEC ID N2: 1
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T-T-T-T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-T-T SECID N2: 2
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T SEC ID N2: 3
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T*T*T*T-T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T*T*T SEC ID N¢: 4
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T-T-T-T-T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T-T-T SECID N2: 5
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-T-C-G-T-C-G-A-C-G-A SEC ID N2: 6
C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G SECID N%: 7
G*A*G*A*"A*C*G*C*'T*C*G*A*C*C*T*T*C*G*A*T*biot SEC ID N°: 8
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A*G*C'T*C*C* A T*G*G*'T*G*C*T*C*A*C*'T*G SECID N%: 9

T*C*T*C*C*C*A*G*C*G*'T*G*C*G*C*C*A'T SEC ID N°: 10
T'C*C*A'T*G*A*C*G*'T*T*C*C*T*G*A*C*G*T*T SEC ID N¢: 11
T*C*C*A*G*G*A*C*'T*'T*C*T*C*T*C*A*G*G*T*T SEC ID N%: 12
T*C*C*A*C*G*A*C*G*'T*'T*T*T*C*G*A*C*G*'T*T SEC ID N2: 13
TC e T e G T T T TG A C G T T"T'T*G*A*C*G*T*T SEC ID N¢: 14
T*C*C'T*G*A*C*G* T"T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*C SEC ID N°: 15
TC*'G C G TG CGTTTTGTCGTTTTGACGTT SEC ID N°: 16
T*C*G*C*G*A*C*G*'T*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 17
dig-C*C*G*G*C*C*G*G*C*C*G*G*C*C*G*G*C*C*G*G SEC ID N°: 18
dig-C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G*C*G SEC ID N2: 19
T"C*C*A*G*G*A*C*'T*'T*C* T*C*T*C*A*G*G*T*'T*T*T*T*T SEC ID N¢°: 20
G'T*G*CT*C*G*A*G*G* A" T*G*C*G*C*T*T*C*G*C SEC ID N¢: 21
G*C*C*G*A*G*G'T*C*C* A* T*G*'T*C*G*'T*A*C*G*C SEC ID N¢: 22
T-C-G-C-G-T-G-C-G-T-T-T-T-G-T-C-G-T-T-T-T-G-A-C-G-T-T SEC ID N2: 23
A*C*C*G*A'T*A*C*C*G*G*T*G*C*C*G*G*T*G*A*C*G*G*C*A*C*C*A*C*G SEC ID N2: 24
A*C*C*G*A'T*A*A*C*G*T"T*G*C*C*G*G*T*G*A*"C*G*G*C*A*C*C*A*C*G SEC ID N°: 25
A*C*C*G*A'T*"G*A*C*G*T*C*G*C*C*G*G*T*G*A*C*G*G*C*A*C*C*A*C*G SEC ID N°: 26
C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 27
T CGATCEGTTTTTCGEGTGCGEGTTTTT SEC ID N¢: 28
T"C*G*T*C*C*A*G*G*A*C*'T*T*C*T*C*T*C*A*G*G*T*T SEC ID N2: 29
T"C*G'T*C*G'T*C*C*A*G*G*A*C*T*'T*C* T*C*T*C*A*G*G*'T*T SEC ID N°: 30
T*C*G*T"G*A*C*G*G*G*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*C SEC ID N¢: 31
A*C*G*A*C*G*T*C*G*T*C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N2: 32
G*G*G-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N: 33
G*G*G*G*A*C*G*A*C*G'T*C*G'T*G*C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 34
C*C-A*C-G*A*C-G*T*C-G*"T*C-G-A-A-G*A*C-G*A*C-G*'T*C-G*'T-G*G SEC ID N°: 35
C'T-G*C*A*G-C*T-G-C*A*G-C*T-G-C*A*G-C*T-G*C*A*G SEC ID N°: 36
C*G*G-C*C-G*C*T-G*C*A-G-C*G-G*C*C-G*C*T-G*C*A*G SEC ID N¢: 37
CA'T'GAC G TT T T'T*GA TG TT SEC ID N¢: 38
AT GACGTTTTTGATGTT SEC ID N¢°: 39
T'GA*C* G T'T' T T'T*G*"A*T*G*'T*T SEC ID N°: 40
AT GACGTTTTTGATGTTGT SEC ID N°: 41
TC*C AT G'A*C-G-T'T"T"T*'T*G*A* T*G*T*T SEC ID N¢: 42
T*C*C*A'T*G*A-C-G-T'T*'T*"T*T*G*A*T*G*'T*T SEC ID N2: 43
T'C*C A" T*G*'A*C* G T T* T T*'T*G*A*T-G-T*T SEC ID N°: 44
T'C*C*A'T*G*A*C-G-T'T"T*T*'T*G*A*T-G*T*T SEC ID N¢: 45
T"C*C*A'T*G*A-C-G-T"T*'T*T*"T*G*A*T-G*T*T SEC ID N°: 46
AT GAC-GTT'T'TTGA TG T TG T SEC ID N¢: 47
AT GACGTTTTTGAT-GTTGT SEC ID N¢: 48
A TG AC-G'T' T T'T*'T*G*A*T-G* T T*G*T SEC ID N°: 49
AT*G*A-C-G-T'"T"T*'T*'T*G*A-T-G-T*T*G*T SEC ID N¢°: 50
TC*C A TG C' G T T'T*'T* T*"G*A*"A*T*G*T*T SEC ID N¢: 51
TC*CA'T*G*A*C* G T*C* T"T*'T*G*A*T*G*'T*C SEC ID N¢: 52
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-C-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-col SEC ID N2: 53
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G-C-C-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N°: 54
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N°: 55
D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N°: 56
D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-col SEC ID N¢: 57
G*G*G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G*G*C*C-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-C*C*C SEC ID N¢: 58
C*C*C-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G*G*G SEC ID N¢: 59
C*C*C*C-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G*G*G*G SEC ID N°: 60
TCGATCGTTTT-T-C-G TG CCGTTTTT SEC ID N2: 61
TC*GATCGTTT-T-T-C-G-T*"G*C* G T*T*"T*T*T SEC ID N¢: 62
TC*G AT CGTT-T-T-T-C-G-T-G*C*G* T*T*T*T*T SEC ID N2: 63
T"C*G*A*T*C*G-T-T-T-T-T-C*G*T*G*C*G*T*T*T*T*T SEC ID N°: 64
AT-G*A*C-G'T*'T*'T*T*T-G*A*C-G*'T*T SEC ID N¢°: 65
A*C-G*A*C-G*T"'T*'T*T*T-G*A*T-G*T*T SEC ID N¢: 66
A*C-G*A*C-G*T*'T*T*T*C-G*A*C-G*'T*T SEC ID N¢: 67
AT-GAT-G'T'T'T*T*'T-G*A*T-G*'T*T SEC ID N¢: 68
AT-G*A*C-G'T'T'T*T*G-A*T*G-T*T SEC ID N°: 69
AT-G*A*C-G'T*'T*'T*G*'T-G*A*T-G*T*T SEC ID N°: 70
T'T-G*A*C-G'T*'T*T*T*T-G*A*T-G*T*T SEC ID N2: 71
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AT-GATGTTTTT-GATGTT SEC ID N%: 72
AT-GA'GCTTTTGTATGTT SEC ID N%: 73
T'C'G'A'C'G' T T T'T'C'G*G'C'G*G*C*C*'G*C*C*G SEC ID N®: 74
T"C'C'T'G'A'C’'G'T'T'T'T"C*G*G*'C*G*"G*C*C*G*C*C*G SECIDN% 75
T'C'C'T'G’A'C'G*'T'T'C'G*G*C*G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N% 76
T'C'C'AT'G'A'C'G'T'T'C*G'G'C*G*C*G*C*G*C*C*C SEC ID N 77
T"C'C'T'G'A'C*'G*'T'T"C'G'G’'C*'G*C*G*"C*G*'C*C SEC ID N°: 78
T"C'G'A*C*'G*'T'T"T-T-C-G-G-C*G*C*G*C*G'C*C*G SEC ID N%: 79
T"C*'G*A*C'G'T'T"'T-T-C-G-G-C*'G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N 80
T"C*'G*A*C'G'T'C*'G-A-C-G-T-T-A-G-G-GT-T-A'G'G'G SEC ID N2 81
AC'G'A'C*G'T'C*'G-T-T-AG-G-G-T-T-A'G'G'G SEC ID N 82
G'T'C-G'G'C-G'T'T-G’'A'C SEC ID N 83
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-D-D-D-D-C-G-G-C-C-G-C-C-G SEC ID N°: 84
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-D-D-D-D*C*G*G*C*C*G*C*C*G SEC ID N 85
T-C-G-T-C-G-A'C*G'A'C'G'T'C'G*'T'C’G SEC ID N 86
T-C-G-T-C-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-D-D-D-D SEC ID N2 87
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T"T'T"T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-teg SEC ID N 88
A*C*G*A*C*G*'T*C*G*T*D*D*D*D*A*C*G*A*C*G*T*C*G*T*D*D*D SEC ID N°: 89
D'D'D*A*C*G*A*C*G'T°'C*G*T'D’'D*D*'D*A*C*G*A*C*G* T*C*G*T"'D'D’D SEC ID N% 90
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T'T"T"T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N2 91
A-C-G-AC-GT-C-GT-T'T"T"T-A-C-G-AC-G-T-C-G-T-T"T'T SEC ID N% 92
A*C-G-A-C-G-T-C-G-T-T"T"T*T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T"T*T SEC ID N°: 93
A*C-G-A-C-G-T-C-G-T-T"T*T*T-A-C-G-A-C-G-T-C-G*T SEC ID N 94
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-L SEC ID N% 95
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-L-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-L SEC ID N% 96
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-teg-teg-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-teg SEC ID N2 97
C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-D-D-D SEC ID N°: 98
A-C-G-A-C-G-T-C-G-D-D-D-D-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N°: 99
C-G-A-C-G-T-C-G-D-D-D-D-C-G-A-C-G-T-C-G-D-D-D SEC ID N% 100
T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-A-D-D-D SEC ID N 101
A-C-G-T-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-A-C-G-T-D-D-D SEC ID N%: 102
T-C-G-T-C-G-A-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-T-C-G-A-C-G-A-D-D-D SEC ID N°: 103
T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N2 104
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-T-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N% 105
A-C-G-A-C-G-T-T-D-D-D-D-A-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N% 106
A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-D-D-D SEC ID N% 107
G-G-C-G-G-C-C-G-D-D-D-D-C-G-G-C-C-G-C-C-D-D-D SEC ID N°: 108
G-C-G-G-C-C-G-G-D-D-D-D-C-C-G-G-C-C-G-C-D-D-D SEC ID N 109
A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N% 110
D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D SEC ID N% 111
A*C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-A-A-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-T SEC ID N% 112
T*C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-A-A-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-T-D-D-T SEC ID N% 113
C*C*A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-C-G-A-A-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T"G’G SEC ID N%: 114
T'C'CAD'GACGTTTTTGATGTT SEC ID N% 115
T'C'CATGACGTTD TTGATGTT SEC ID N% 116
T'C'CAJGAC G TTTTTGATGTT SEC ID N% 117
T'C'CATGAC G TTITTGEATGTT SEC ID N% 118
T'C'CATGAC G T T T T T'GA TG T T*cy3 SEC ID N% 119
JIIPPPGACET T T T TGATGTT SEC ID N% 120
T'C'CAVGACETTITTGATGETT SEC ID N 121
T'C*C'A'D'G'A'C*'G T T'D' T T*G* A T*G*T*T SEC ID N%: 122
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-rU SEC ID N 123
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-1G SEC ID N2 124
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-rA SEC ID N% 125
D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-rU SEC ID N 126
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-rA2-rA2-rA2-TA_| SEC ID N% 127
T'C'G*A T'G*A*C* G T'T"C*C'T"G*A*C*G* T*T SEC ID N°: 128
T-T-T-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-rU SEC ID N 129
(T*C-G-A-C-G-T-C-G-T-)(vitE-)dob-teg SEC ID N% 130
T'C*'G*A*C-G'T'T'T'T"C-G'G*'C*G*G*C*C-G*C*C'G SEC ID N 131
T"C'G'A'C-G'T'T'T'T'C-G*'G'C'G*C*G'C-G’C*C'G SEC ID N%: 132
T'C-G'C-G’A'C-G'T'T'C-G'G'C*G'C-G'C'G’C*'C'G SEC ID N2 133
T"C*G*'C-G*A*C*G*'T'T"C-G'G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N2 134
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T'C*G’C-G'A'C'G'T'T'C'G*G’C-G'C*G'C*G'C*'C’G SEC ID N 135
T'C*G’C-G*A'C'G’'T'T’'C*'G*G*C*G*C-G*'C*G*C*C*G SEC ID N°: 136
T'C'G’C'G’A'C-G’'T'T'C’'G*G’C*G*C-G*'C*G*C*'C*G SEC ID N2 137
T'C*G’C*G’'A'C-G’'T'T'C’'G*G*C-G*'C*G*'C*G*C*C*G SEC ID N°: 138
T'C*G’C-G*A*C'G*'T"'T'C-G'G'C*G'C-G*C*G*C*C*G SEC ID N2 139
T'C*G'C*G*A'C-G’'T"'T'C-G'G'C*G'C-G*C*G*C*C*G SEC ID N2 140
T'C*G’C'G’A'C-G’'T'T'C*'G'C*G*'C-G'C’'G’C’G SEC ID N2: 141
D'CCATGACGETTTTTGATGTT SEC ID N®: 142
TD'CATGACGETTTTTGATGETT SEC ID N 143
TCDATGCACGETTTTTGCATGETT SEC ID N2 144
TCCDTGACGTTTTTGATETT SEC ID N 145
TCCATGACGTTTTDGATETT SEC ID N2 146
TCCATGACGTTTDTGATETT SEC ID N®: 147
T'C'GA'A'C-GTT'C'G’G'C’G'C’G'C’'G*C’'C*G SEC ID N°: 148
T'C'GT'CGAAC-GTTC GG C G C G C'G'C’'CG SEC ID N2 149
T'C'GTCGAACGTTCEEC G C TG C G C'CG SEC ID N2 150
T'C'G’C'GA'C-G'T'T'C'G'T'T'G'C*'G'C*'G'C*G'C*'C*G SEC ID N2: 151
T'A'C'G'T'C-G*'T'T'C'G*'G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N2 152
TT'C'G’C'G*A*C-G*'T'T'C'G'G*C*G*C*G*C*'G*C*'C'G SEC ID N2 153
T'C'G’G'C’'G'C’'G'C’'G’C’'C-G'T'C' G’ C'G'A'C'G'T SEC ID N2: 154
TAGCGTGECECTTTTGACGTTTTTTT SEC ID N2 155
TA'GC-GAGCGTTTTGACGTT T T T T'T SEC ID N2 156
TTGCGAGCETTTTGACGTTTTTTT SEC ID N®: 157
ATGC-GTGECETTTTGACGTTTTTTT SEC ID N2 158
TTACGTGCETTTTGACETTT T T TT SEC ID N2 159
TTGCATGCETTTTGACETTT T T TT SEC ID N2 160
TTGCGTACGTTTTGACGTT T T T T T SEC ID N®: 161
TTGCGTGCATTTTGACGT T T T T T T SEC ID N°: 162
TTGCGTGECEGATTTGACGT T T TTTT SEC ID N 163
TTGCGCGCETTTTEACET T T TTTT SEC ID N2 164
TTG'CGTGCGCTTTGACGTTT T T TT SEC ID N2 165
TTGCGTGECETTTCGACGTT T T T T'T SEC ID N°: 166
T'C'GT'C-G'A*A'C' G T'T'C-G'G'C’'G*'C* T"G'C*G’C*'C*G SEC ID N2 167
T'C'GT'C-G'A*A'C' G T'T’'C-G'G'C-G'C'T"G*C*G*C*C*G SEC ID N°: 168
T'C'GT'C-G'A*A'C' G T'T’'C-G'G'C'G'C'T"G'C-G*C*C*G SEC ID N2 169
T'C'GT'C'G*A'A'C-G'T'T'C*'G*G*C-G*C* T"G*'C*G*'C*'C*G SEC ID N 170
T'C'GT'C-G'G'A'C'G T'T'C-G'G'C*G'C'T"G'C’G'C’C’G SEC ID N 171
T'C'G’C'G’A'C-G'T'T'C'G'T'T'G*'C-G'C'G*C*G*C*'C’G SEC ID N 172
T'C*G’C-G'A'C'G'T'T'C-G'T'T"G*C-G*C*G*C*'G*C'C'G SECID N%: 173
T'C-G'C'G'A'C'G'T'T'C-GT'T"G'C'G*C-G*C*'G*C'C'G SEC ID N2 174
T'C'G’C*G'A'C-G’'T'T'T'T'G*C*G*C-G*C*G*C SEC ID N% 175
T'C'G’C'G’A'C-G’'T’'C'G*T'T'G*C-G'C*G'C*G*C*C*G SEC ID N 176
T'C*G’C*G’A'C-G’'T'T'C'G*A*A*G'C-G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N 177
T'C*G’C*G'A'C-G*A'A'C' G T'T'G'C-G'C*G*C*G*C*'C*G SECID N%: 178
T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D SEC ID N% 179
TCGTCGETTAGCTCETTAGCTCETT SEC ID N2 180
TCGTCGTTACGTAATTACGTCGETT SEC ID N2: 181
TCGTCGTTACGTCETTACGTAATT SEC ID N°: 182
TC G TCETTACGETAATTACGTAATT SEC ID N°: 183
T'C'GA'C'GT'C'G-ACGTGACCGGG SEC ID N®: 184
(T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-)2dob-but SEC ID N2 185
(T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T)2dob-col SEC ID N°: 186
(T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-T-)2dob-col SEC ID N2: 187
T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-T-cO-T-T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-T-but SEC ID N°: 188
T"C*G’C-G*‘A*C*G*'T'T'C-G'G'C*G’'C-G*C*'T'G*C*C*G SEC ID N2 189
T'C*G’C-G*'A'C'G’'T'T'C-G’G’'C*G’C-G’'T’'C*G*C*C*G SEC ID N%: 190
T'C'G’C-G*'A'C'G’'T'T'C-G'G’'C’G*G*C-T"C*'G*C*C*G SEC ID N2 191
T'C'G’C*'G-A'C'G’'T'T'C-G'G'C’G’'C-G’'T"C*'G*C*C'G SEC ID N% 192
T'C'G’C'G-A'C'G*'T'T'C-G'G'C'G'G'C-T"C*'G*C*C'G SEC ID N 193
T'C*G-C'G'A'C'G*'T'T'C-G'G'C'G'C-G’'T"C*'G*C*C'G SEC ID N2 194
T'C*G-C'G'A’C'G’'T'T'C-G'G’'C'G’G*C-T"C*G*C*C*G SEC ID N%: 195
(T-C-G-A-C-G-T-C-G-T-)(VitE-) SEC ID N°: 196
T'C-G'A'C-G'T'C-G’A*C'G'T"G'A'C'G'G’G SEC ID N2 197
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T'C'GACGTCGACGTGACGEGG SEC ID N°: 198
T'C'GA'C'G'T'C'G'A'C' G T'G*A'C’'G'T°C SEC ID N2 199
T'C'GACG T CGACGTGACG SEC ID N2 200
(T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-)(vitE-) SEC ID N2: 201
TCGTCGETTACGETAACTACGETCGETT SEC ID N2 202
TC G TCGETTACGETAACGACGTCGTT SEC ID N 203
TCGTCGTTACGTAACGACGACGEGTT SEC ID N2 204
TCGTCGTTAGCTAATTAGCTCGETT SEC ID N2 205
TCGTCGETTACGETAATTAGCTCGTT SEC ID N2 206
C'C'CATGACGETTCCTGACGETT SEC ID N2 207
G'CCATGACGTTCCTGACGETT SEC ID N2 208
A'CCATGACGETTCCTGACGETT SEC ID N2 209
TG'GATGACGTTCCTGACGTT SEC ID N2 210
TTTATGACGTTCCTGEACGETT SEC ID N2 211
TAAATGACGTTCCTEACGETT SEC ID N 212
C'CATGACGETTCCTGACGETT SEC ID N% 213
CATGACGTTCCTGACGETT SEC ID N®: 214
AT GACGTTCCTGACGETT SEC ID N2 215
TGACGTTCCTGACGETT SEC ID N 216
T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-D-D-D-D-T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-col SEC ID N2 217
teg-iA-IG-iC-i T-IG-iC-iA-IG-iC-T-D-D-D-D-T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-col SEC ID N 218
T*C-G'C-G'A*C-G’'T"'T’C-G*G*C-G*C-G*C-G*C*C-G SEC ID N 219
T°C-G'T'C-G’A*C-G*'T'T'C-G*G'C*G*C-G*C*'G*C*C*G SEC ID N2 220
T"C-G'G*A*C-G*'T'T'C-G’G*'C'G*C-G*C*'G*C*C'G SEC ID N2 221
T'C-G'G*A'C-G'T'T'C-G’G*C'G*C*G*C*'C*G SEC ID N2 222
T"C-G'C-G'A'C-G’'T"'T'C-G'G'C'G'C*G'C*'C’G SEC ID N%: 223
T*C-G'C-G'A*C-G’'T*'T*C-G*C-G’C-G'C-G’C-G SEC ID N2 224
T"C-G'A*C-G'T'T"C-G*G*C*G*C-G*'C*G'C*C*G SEC ID N2: 225
T'C-G'A'C-G'T'T'C-G*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N®: 226
T"C-G'C-G'A'C-G’'T"'T'C-G'G'C*G'C*'C’G SEC ID N2 227
T*C-G'C-G’A*C-G'T"'T’'C-G*'G*'C*C*G SEC ID N2: 228
T'C-G'A'C-G'T'T"C-G*G*C*G*C*C*G SEC ID N2: 229
T°C-G'T'C-G’A*C-G’'T"'T'C-G*G*'C*G-C*'G*C*C*G SEC ID N2 230
T"C-G'T'C-G*A*C-G*T'T'C-G*G'C-G*C*C'G SEC ID N2 231
T"C-G*‘A'C-G'A*C-G'T'T"C-G*G*C*G*C-G'C*G'C*'C’G SEC ID N2 232
T*C-G*A*C-G'T"C-G*T*'T'C-G*G'C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N2 233
T°C-G'T'C-G'A*C-G’A'T"C-G*G*C*G*C-G*'C*G'C*'C’G SEC ID N2 234
T"C-G'T'C-G'A*C-G*A'T"C-G*G’*C*G-C*G*'C*C’G SEC ID N2 235
T"C-G'T'C-G*A*C-G*T'T'C-G*C’C*G*C-G'C'G'G'C'G SEC ID N°: 236
T"C-G'T'C-G*A*C-G*T'T'C-G*G'C*G’C’C-G*'T'G*C*C'G SEC ID N2 237
T*C-G'T'C-G’A*C-G*'T'T'C-G'A*C'T"C-G*A*G'T'C’G SEC ID N2: 238
T'C-GT'C-G'T'TA'C-GTA'AC-GA'C'GA'C-GTT SEC ID N2 239
T'CGT'C-GTTACGTAACGACGACGTT SEC ID N2: 240
T'C'GACGTCGACGTGACGETT SEC ID N2 241
T'C'GTCGACGETTCEGEC G C'GC'CG SEC ID N%: 242
T'C"GT'C'GA'C'G' A T'C'G'G*'C*'G*'C*G*'C*G*C*C*G SEC ID N2: 243
A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-D-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-D-D-D-irU SEC ID N®: 244
T*C-G'T'C-G'A*C-G*A'T"C-G*G*C*G*C*C-G*T"G’C*C’G SEC ID N2: 245
T"C-G'T'C-G*A*C-G*A*C-G*G’C*G*C*C-G'T"G'C’'C’G SEC ID N®: 246
T*C-G'T'C-G*A*C-G*A*C-G*C*'G*C*C-G'T"G’'C’G SEC ID N2 247
T'C'GT'CGACGATC GG C G CCGTGCCG SEC ID N2: 248
T'C*G'T’'C-G*'A*C-G'A'T'C-G'G'C’G’C’'C-G*'T'G*C*C*G SEC ID N2: 249
T'C'G’'T’'C-G'A*C'G*A'T"C-G'G*C*'G*C'C-G’'T"G*C’C*G SEC ID N2 250
T'C'GT'C'G*A'C'G'A-T-C'G'G'C'G*C'C'G' T"G'C*'C’G SEC ID N2 251
T"C*G'T"C-G'A*C-G'A*'T*'C-G'G'C*G'C-G*C*G*C*C*G SEC ID N2 252
T'C*G'T’'C-G'A*C*'G*A'T"C-G*'G*C*G*C-G'C*G*C*'C*G SEC ID N2 253
T'C"GT'C'G*A'C'G'A-T-C'G'G*C*G*C*G*C*'G*C*C*G SEC ID N2 254
T'C'GACGTCG-ACGTGACGETT SEC ID N2 255
T'C'G'A'C-G'T'C'G*A'C-G'T'G*A'C’'G* T'T SEC ID N®: 256
T'C'G'A'C-G'T'C'G*A'C’ G T-G'A'C'GT'T SEC ID N2 257
T'C'GT'C-G'A'C'G*A'C-G'T'G* T'C'G*A'T SEC ID N2: 258
T'C'GA'C’'G-T'C'G*A'C’'G-T'G*A'C’'G'T'T SEC ID N2: 259
T'C'G'A-C'G’ T'C'G-A'C'G'T'G-A*C'G'T'T SEC ID N2 260
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T*C*G*'T*C*G*A-C*G*A*'T*C*G*G*C*G-C*C*G*'T*G*C*C*G SEC ID N¢: 261
T*C*G*T*C*G*A-C*G*A*C*G*G*C*G*C-C*G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 262
T*C*G*T*C*G*A*C-G*A*C*G*G*C*G*C*C-G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 263
T*C*G*T*C-G*A*C-G*A*'T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G"T SEC ID N°: 264
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*'T*T*C-G*G*C*G*C*C-G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 265
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*'T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G*T SEC ID N¢: 266
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G*T SEC ID N¢: 267
T*C*G*T*C*G*A-C*G*C*G*G*C*G-C*C*G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 268
T*C*G*'T*C-G*A*C*G*A-A*G*'T*C-G*A*C*G*A*'T SEC ID N¢: 269
T*C*G*'T*C-G*A*C*G*A*G*A-A*T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*'T SEC ID N¢: 270
T*C*G*'T*C-G*'T*A*C-G*G*C*G*C*C-G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 271
T*C*G*T*C*G*A*C-G*A*T*C*G*G*C-G*C*C*G* T*G*C*C*G SEC ID N¢: 272
T*C*G*T*C*G*A-C*G*A*T*C*G*G*C*G-C*C*G* T*G*C*C*G SEC ID N¢: 273
T*C*G*'T*C*G*A-C*G*A*'T*C*G-G*C*G*C-C*G*'T*G*C*C*G SEC ID N2: 274
T*C*G*'T*C*G*A-C*G*A*C*G*G*C*G*C-C*G*T*G*C*C*G*'T SEC ID N¢: 275
T*C*G*'T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G*T SEC ID N¢: 276
T*C*G*T*C*G*A-C*G*A*T*C*G*G*C*G-C*C*"G*T*G*C*C*G*'T SEC ID N¢: 277
T*C*G*T*C*G*A*C-G*A*C*G*G*C*G*C-C*G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 278.

T*C-G*'T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C*C-G*'T*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 279

T*C-G*'T*C-G*A*C-G*'T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G*T SEC ID N¢: 280
T*C*G*'T*C-G*A*C*G*A-A*G*'T*C-G*A*C*G*A*'T SEC ID N¢: 281
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*"G*A-A*T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*T SEC ID N¢: 282
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*C-G*'T*G*T*C*G*A"T SEC ID N¢: 283
T*C*G*A*C-G*T*C*G*A-A*G*A*C-G*'T*C*G*A*'T SEC ID N¢: 284
T*C*G*A*C-G*T*C*G*A*G*A-A*T*C*G*A*C-G*T*C*G*A*'T SEC ID N¢: 285
T*C*G*'T*C-G*A*C-G*A*C*G*G*C*G-A*A*G*C*C*G SEC ID N¢: 286
T*C*G*T*C-G*A*C-G*A*C*G*G*C*G-A*"A*G*C*C*G"T SEC ID N¢: 287
T*C*G*T*C*G-A*C*G*A*C*G-T*"G*T*C*G*A"T SEC ID N¢: 288
T"C*G'T*C*G*A*C*G*A*C*G*'T*"G*'T*C*G*A*T SEC ID N¢: 289
T*C*G*A*C-G*'T*C*G*A*C-G*T*G*A*C*G-T*T*G*T SEC ID N¢: 290
T*C<G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G-but SEC ID N¢: 291
T*C-G*'T*C<G*A*C-G*A*'T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G-but SEC ID N¢: 292
T*C-G*'T*C-G*A*C*G*A*'T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G-iT SEC ID N¢: 293
iT-T*C-G*T*C-G*A*C*G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G-iT SEC ID N2: 294
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*A*C*G*C-G*C*G*T*C*G SEC ID N¢: 295
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*A*T*C-A*A*C*G*C-G*C*G ' T*'T*G SEC ID N¢: 296
T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*A*C-G*T*G*C*C*G SEC ID N¢: 297
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*A"T-A"T*G*C*C*G SEC ID N¢: 298
T*C-G*'T*C-G*A*C-G*A*T*G-C*C*G*C*G-C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 299
T"C*G'T*C*G*A*C*G*A*T*G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 300
T*C-G*'T*C*G*A*C*G*A*T*G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 301
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*T*G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 302
T*C-G*'T*C*G*A*C*G*A*T*G*C*C*G*C*G*C*'T*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 303
TC-G'T*C*G'T*A*C*G*A* T*G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 304
TC-G'T*C*G'T*A*C*G*A* T*G*C*C*G*C*G*C*'T*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 305
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A*T-G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 306
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A*'T-G-C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C SEC ID N¢: 307
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G-IT SEC ID N¢: 308
TC-G'T*C*G*A*C*G*A*'T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G-iT SEC ID N¢: 309
T"C*G*T*C*G*A*C*G*A*'T*C-G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G-iT SEC ID N2: 310
T*C-G*'T*G-C*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 311

T*Z-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 312

T*C-G*'T*Z-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 313

T*C-G*'T*C-G*A*Z-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N°: 314

T*C-G*'T*C-G*A*C-G*A*T*Z-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 315
T*C-G*A*C*G*T*C-G*A*C*G*T*C-G*A*C*G SEC ID N°: 316
T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-C-G-T-C-G-A-C-G SEC ID N°: 317
T*C*G*A*C*G*'T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G SEC ID N¢: 318

T"C-G'T*C*G*A*C*G*T*'T*C*G*G*C*G*C*C*G*'T*G*C*C*G-iT SEC ID N¢: 319

T"C*G*'T*C-G*A*C*G*T*'T*C*G*G*C*G*C*C*G*'T*G*C*C*G-iT SEC ID N¢: 320

T*C*G*T*C*G*A*C*G*'T*T-C-G*G*C*G*C*C*G*"T*G*C*C*G-iT SEC ID N¢: 321
G*C*C*G*C*G-C*G*C*G*G-CHiT iA*IG-IC*IA*IG-IC* T*iG-IC*iT SEC ID N¢: 322
C*G*G*C*G*C-G*C*G*C*C-G*iT*iA*IG-IC*IA*IG-iIC*iT*iG-iC*iT SEC ID N¢: 323
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G*C*C*G*C*G*C*G*C*G*G*C T iA*IG*IC*IA*IG-IC* T iG*IC*T SEC ID N¢: 324
C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G T iIA*IG*IC*iA*IG-iIC T iG*IC*iT SEC ID N¢: 325
C*G*G*C*G*C*C-G*'T*G*C*C*G T T iG*IC*IA*IG-IC* T*iIG*IC*iT SEC ID N¢: 326
G*C*C*G*T*G-C*C*G*C*G*G-CHT*T*iIG*IC*IA*IG-iIC*iT*iG*iC*iT SEC ID N¢: 327
C*G*G*C*G*C*C*G*'T*G*C*C*G T T iIG* IC*A*IG-iIC*iT*iG*iIC*IT SEC ID N¢: 328
G*C*C*G*T*G*C*C*G*C*G*G*CHiT T iIG* IC*A*IG-iIC*iT*iG*IC*IT SEC ID N¢: 329
T*C*G*G*C*G*C-G*C*G*C*C-G* A" T iIA*IG-IC*IA*IG-IC*i T*iG-IC*iT SEC ID N¢: 330
T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G* AT iIA*IG*IC*iIA*IG-iIC*iT*iG*iC*iT SEC ID N¢: 331
T*C*G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G* T T*iG*IC*iIA*IG-IC* I T*IG*iC*iT SEC ID N¢: 332
T*C*G*G*C*G*C*C*G*'T*G*C*C*GHiT T iIG* IC*A*IG-iIC*iT*iG*IC*iT SEC ID N¢: 333
CGGCGCXIGCGCCG SEC ID N¢: 334

T*C_G'T*C_G*A*C_G*'T*'T*C_G*G*C*G*C_G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 335
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 336
T"C*G*'T*C*G*A*C*G*A*J*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 337
T"C*G*T*C*G*A*C*G*A*'L*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 338
T"C*G*'T*C*G*A*C*G*A*D*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 339
G*G*G-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G*G*G*G*G*G SEC ID N¢: 340
T*C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G*G*G*G SEC ID N¢: 341
T*C*C*A*G*G*A*C*T*T*C*T*C*T*C*A SEC ID N¢: 342
TC e T e e T T TT C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 343
T*C*G*'T*C-mG* MmA*C*'mG*mA*T*C* mG*mG*C* mG*C*mG*C*mG*C*C*3mG SEC ID N¢: 344
T"C*'mG T*"C*'mG*MA*C* mG*MA ' T*C*mG* mG*C*mG*C* mG*C*mG*C*C*3mG | SEC ID N 345
T*C*G*T*C-mG*MmA*C-mG" mA*T*C-mG*'mG*C* mG*C-mG*C*mG*C*C*3mG SEC ID N¢: 346
T*C-mG*T*C-mG*MA*C-mG*mA*T*C-mG* mG*C*mG*C-mG*C*mG*C*C*3mG SEC ID N¢: 347

Simbolos usados en la Tabla 1:
* Enlace internucleotidico estabilizado
- Enlace fosfodiéster

col Colesterol
VitE Vitamina E
biot Biotina

teg Trietilenglicol

dig Digoxigenina
but butirato

J 1,3-propano-diol

L hexaetilenglicol

D Espaciador D (1'2'-didesoxirribosa, Glen Research. Sterling, VA)
mN nucledsido de 2'-O-metilo

iN Nucleétido inverso (orientacion inversa: cambiados 3'y 5')

dob- | doble

Z 5-metil-desoxicitidina

rN ribonucledsido

Cy3 Cloruro de bis-hidroxipropil-3,3,3',3'-tetrametil-4,5-bencindocarbocianina (Glen Research)

Como se trata anteriormente, la medida de la estabilidad del duplex de una molécula bicatenaria depende de la
concentracion de hebra total, composicion de base, temperatura, pH y sales tampén. Bajo condiciones fisiol6gicas,
se prefiere la formacion de un duplex con respecto a los estiramientos no apareados de bases. Si mas de una
secuencia palindromica, que contiene complementariedad o formadora de dlplex esta presente en una molécula, se
preferird la posible agregacién de varias moléculas bajo condiciones fisiolégicas. La agregacién conduce a una
mezcla compleja de estructuras de oligonucleotidos de mayor orden que son dificiles de analizar y también crean un
problema con respecto a la coherencia de lote a lote de las soluciones de dosificacion del medicamento final. Para
prevenir tal agregacion, podrian usarse elevacion de la temperatura, pH o reducciéon de las sales tampén. Sin
embargo, cuando las moléculas se formulan para el tratamiento previsto de animales o seres humanos, no puede
usarse elevacion de la temperatura, pH o reduccién de sales tampén, ya que tienen que mantenerse las condiciones
fisiologicas (temperatura ambiente, valor osmético fisiol6gico o pH neutro). La invencién proporciona composiciones
para tratar estos problemas.

Asi, la invencién se refiere a una composicion de oligonucleétidos formadores de duplex que se formulan de un
modo que se reduzca la agregacién in vitro, sin inhibir el auto-ensamblaje in vivo en concatémeros. Se ha
descubierto que pueden usarse un tampén de baja salinidad y un soluto para mantener los oligonucleétidos
formadores de duplex en un estado sustancialmente homogéneo, o no agregado. En estas formulaciones
farmacéuticas, los compuestos son mas utiles y mas practicos para el desarrollo terapéutico y son mas aceptables
para las agencias reguladoras debido a que las estructuras son mas faciles de analizar y es mas simple producir
lotes mas coherentes para la dosificacion. Tales formulaciones son mas Utiles para diluciones de dosificacién
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farmacéutica debido a que evitan los complejos concatémeros que complican el analisis de farmacos y reducen la
coherencia de lote a lote.

En algunas realizaciones se usan moléculas que contienen dos o mas regiones palindromicas o de formacién de
duplex con temperaturas de fusién significativamente diferentes. Bajo ciertas condiciones, puede prevenirse la
formacion del duplex mas débil (es decir, aquel con menor estabilidad del ddplex), mientras que se mantiene la
formacion del duplex mas fuerte, de manera que in vitro, los compuestos formaran duplex en lugar de concatémeros,
pero puede mantenerse la actividad in vivo.

Asi, los oligonucledtidos inmunoestimulantes de la divulgacion pueden usarse en composiciones adecuadas para
administracion a un sujeto. Los oligonuclettidos formadores de dlplex pueden usarse en la preparacion de una
solucién de dosificacion de oligonucleétidos que comprende disolver dichos oligonucleétidos en un tampdén hipo-
osmolal, tal como un tampén de baja salinidad, y afadir un soluto. Un "soluto", como se usa en el presente
documento, es un componente que, cuando se afade a la solucién en la concentracion apropiada, produce una
formulacion aproximadamente isoténica en la que los oligonucledtidos estan presentes en una forma
sustancialmente homogénea. En algunas realizaciones, el soluto es un componente formador isotdnico. Ejemplos de
solutos adecuados incluyen, pero no se limitan a, alcoholes tales como aminoacidos y sacaridos. Aminoacidos utiles
como solutos pueden tener una cadena lateral hidréfoba, tal como isoleucina o cadena lateral cargada, tal como
lisina. En algunas realizaciones, el aminoacido es glicina. Los sacéridos incluyen, pero no se limitan a, dextrosa,
fructosa, lactosa, sacarosa, ribosa, arabinosa o un disacarido.

Como se usa en el presente documento, el término "sustancialmente homogénea" se refiere a una solucién en la
que la mayoria de las moléculas no estan presentes en concatémeros de alto peso molecular. Asi, al menos el 50 %
de las moléculas en la solucién no son parte de un concatémero de alto peso molecular. Los oligonucleétidos que no
son parte del concatémero pueden estar presentes en forma monomérica o dimérica.

En algunas realizaciones, la composicion incluye oligonucledtidos que tienen todos la misma secuencia. Asi,
multiples copias de la misma secuencia de oligonucleétidos estan presentes en la composicién. Alternativamente, la
composicién puede comprender una mezcla de oligonucledtidos de diferentes secuencias que tienen al menos una
secuencia formadora de dlplex en comuin con otros oligonucleétidos en la mezcla. Normalmente, una composicion
que incluye diferentes secuencias de oligonucleétidos incluye al menos dos oligonucleétidos diferentes que tienen
secuencias formadoras de duplex complementarias, de forma que las secuencias formadoras de duplex en los
oligonucleétidos diferentes son complementarias entre si y pueden formar pares de bases. Los apareamientos de
bases pueden ser un apareamiento de bases perfecto o pueden incluir imperfecciones, tales como bultos o
desapareamientos.

Por supuesto, oligonucleotidos adicionales que no participan en la formacién del concatémero pueden incluirse en la
composiciéon si la composicién incluye un Unico oligonucleétido con secuencias formadoras de duplex que son
capaces de apareamiento de bases con secuencias formadoras de duplex en el oligonucleétido de la misma
secuencia o0 multiples secuencias de oligonucleétidos.

Las composiciones de la invencién son ampliamente aplicables a la formulacién de oligonucleétidos. No se limitan a
la formulacién de oligonucleétidos inmunoestimulantes. Por ejemplo, las composiciones de la invencion pueden
usarse para formular ADN terapéutico, tal como oligonucledtidos antisentido o ARN, tal como oligonucleétidos de
ARNip. En algunas realizaciones, las composiciones son Utiles para formular oligonucleétidos inmunoestimulantes.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes generalmente tienen una longitud en el intervalo de entre 6 y 100
nucleétidos. En algunas realizaciones, la longitud esta en el intervalo de 6-40, 13-100, 13-40, 13-30, 15-50 o 15-30
nucleétidos, o cualquier intervalo de nimeros enteros entremedias.

Los términos "acido nucleico” y "oligonucleétido" se usan indistintamente para significar multiples nucleotidos (es
decir, moléculas que incluyen un azucar (por ejemplo, ribosa o desoxirribosa) ligados a un grupo fosfato y a una
base organica intercambiable, que es tanto una pirimidina sustituida (por ejemplo, citosina (C), timina (T) o uracilo
(U)) como una purina sustituida (por ejemplo, adenina (A) o guanina (G)). Como se usa en el presente documento,
los términos "acido nucleico" y "oligonucleétido" se refieren a oligoribonucledtidos, ademas de a
oligodesoxirribonucleétidos. Los términos "acido nucleico" y "oligonucleétido" deben también incluir polinucledsidos
(es decir, un polinucle6tido menos el fosfato) y cualquier otro polimero que contenga base organica. Pueden
obtenerse moléculas de acidos nucleicos a partir de fuentes de acido nucleico existentes (por ejemplo, ADN
gendmico o ADNc), pero son preferentemente sintéticas (por ejemplo, producidas por sintesis de acidos nucleicos).

Los términos "acido nucleico" y "oligonucledtido", como se usan en el presente documento, deben englobar
moléculas de acidos nucleicos y oligonucleétidos, ademas de analogos de oligonucleétidos. Los términos
"oligodesoxinucleétido” y, equivalentemente, "ODN", como se usan en el presente documento, deben englobar
oligodesoxinucleétidos no modificados, ademas de analogos de oligodesoxinucleotidos.

Los términos "&acido nucleico” y "oligonuclettido" también engloban acidos nucleicos u oligonucleétidos con
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sustituciones o modificaciones, tales como en las bases y/o azucares. Por ejemplo, incluyen acidos nucleicos que
tienen aziucares de esqueleto que estan covalentemente unidos a grupos organicos de bajo peso molecular distintos
de un grupo hidroxilo en la posicion 2'y distintos de un grupo fosfato o grupo hidroxi en la posicion 5'. Asi, los acidos
nucleicos modificados pueden incluir un grupo ribosa 2'-O-alquilado. Ademas, los acidos nucleicos modificados
pueden incluir azlcares tales como arabinosa o 2'-fluoroarabinosa en lugar de ribosa. Asi, los acidos nucleicos
pueden ser de composicién del esqueleto heterogénea, conteniendo asi cualquier posible combinacién de unidades
poliméricas ligadas juntas tales como péptido-acidos nucleicos (que tienen un esqueleto similar a péptido con bases
de acido nucleico). En algunas realizaciones, el oligonucleétido puede tener una o mas modificaciones, en las que
cada modificacion se localiza en un puente internucleosidico de fosfodiéster particular y/o en una unidad de B-D-
ribosa particular y/o en una posicién de base de nucledsido natural particular en comparacion con un oligonucleétido
de la misma secuencia que esta compuesto por ADN natural. Otros ejemplos se describen mas abajo en mas
detalle.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion pueden englobar diversas modificaciones
quimicas y sustituciones, en comparacion con ARN y ADN natural, que implican un puente internucleosidico
fosfodiéster, una unidad de B-D-ribosa y/o una base de nucleésido natural (tal como adenina, guanina, citosina,
timina o uracilo). Ejemplos de modificaciones quimicas son conocidas para el experto y se describen, por ejemplo,
en Uhlmann E y col. (1990) Chem Rev 90:543; "Protocols for Oligonucleotides and Analogs" Synthesis and
Properties & Synthesis and Analytical Techniques, S. Agrawal, Ed, Humana Press, Totowa, USA 1993; Crooke STy
col. (1996) Annu Rev Pharmacol Toxicol 36:107-29; y Hunziker J y col. (1995) Mod Synth Methods 7:331-417. Un
oligonucledtido segun la divulgacion puede tener una o mas modificaciones, en las que cada modificacion se localiza
en un puente internucleosidico de fosfodiéster particular y/o en una unidad de B-D-ribosa particular y/o en una
posicion de base de nucledsido natural particular en comparacién con un oligonucleétido de la misma secuencia que
esta compuesto por ADN o ARN natural.

Por ejemplo, los oligonucleétidos pueden incluir una 0 mas modificaciones y en los que cada modificacién esta
seleccionada independientemente de:

a) la sustitucion de un puente internucleosidico de fosfodiéster localizado en el extremo 3' y/o 5' de un nucledsido
con un puente internucleosidico modificado,

b) la sustitucién del puente de fosfodiéster localizado en el extremo 3' y/o 5' de un nucledsido con un puente
defosfo,

¢) la sustitucion de una unidad de fosfato de azucar del esqueleto de fosfato de azlcar con otra unidad,

d) la sustitucién de una unidad de B-D-ribosa con una unidad de azUcar modificada, y

e) la sustitucion de una base de nucle6sido natural con una base de nucledsido modificada.

Ejemplos mas detallados de la modificacién quimica de un oligonucleétido son los siguientes.

Los oligonucleétidos pueden incluir enlaces internucleotidicos modificados, tales como aquellos descritos en a o b
anteriormente. Estos enlaces modificados pueden ser parcialmente resistentes a la degradacion (por ejemplo, estan
estabilizados). Una molécula de oligonucleétido estabilizada debe significar un oligonucleétido que es relativamente
resistente a la degradaciéon in vivo (por ejemplo, mediante una exo- o endo-nucleasa) resultante de tales
modificaciones.

Los oligonucledtidos que tienen enlaces fosforotioato, en algunas realizaciones, pueden proporcionar maxima
actividad y proteger al oligonucleétido de la degradacion por exo- y endo-nucleasas intracelulares. Un puente
internucleosidico de fosfodiéster localizado en el extremo 3' y/o 5' de un nucledsido puede sustituirse con un puente
internucleosidico modificado, en el que el puente internucleosidico modificado se selecciona, por ejemplo, de
puentes fosforotioato, fosforoditioato, NR'R?-fosforamidato, boranofosfato, a-hidroxibencilfosfonato, éster fosfato-
(C1-C21)-0O-alquilico, éster fosfato-[aril (Cs-C12)-(C4-C21)-O-alquilico], alquil (C4-Cs)fosfonato y/o aril (Ce-C12)fosfonato,
(C7-C12)-a-hidroximetil-arilo (por ejemplo, se desvela en el documento WO 95/01363), en el que arilo (Cs-C12), arilo
(Ce-C20) y arilo (Ce-C14) estan opcionalmente sustituidos con halégeno, alquilo, alcoxi, nitro, ciano, y en las que R' y
R® son, independientemente entre si, hidrégeno, alquilo (C4-C1s), arilo (Ce-Ca), aril (Ce-C1s)-alquilo (C1-Cs),
preferentemente hidrégeno, alquilo (C+1-Cs), preferentemente alquilo (C1-C4) y/o metoxietilo, o R y R? forman, junto
con el atomo de nitrégeno que llevan, un anillo heterociclico de 5-6 miembros que puede contener adicionalmente
otro heterodtomo del grupo O, Sy N.

La sustitucion de un puente de fosfodiéster localizado en el extremo 3' y/o 5' de un nucledsido con un puente defosfo
(se describen puentes defosfo, por ejemplo, en Uhimann E y Peyman A en "Methods in Molecular Biology", vol. 20,
"Protocols for Oligonucleotides and Analogs", S. Agrawal, Ed., Humana Press, Totowa 1993, Capitulo 16, pag. 355y
siguientes), en la que un puente defosfo se selecciona, por ejemplo, de los puentes defosfo formacetal, 3'-
tioformacetal, metilhidroxilamina, oxima, metilendimetil-hidrazo, dimetilensulfona y/o grupos sililo.

Una unidad de fosfato de azlcar (es decir, un puente internucleosidico de B-D-ribosa y de fosfodiéster que juntos

forman una unidad de fosfato de azulcar) del esqueleto de fosfato de azucar (es decir, un esqueleto de fosfato de
azUcar esta compuesto por unidades de fosfato de azlcar) puede sustituirse con otra unidad, en la que la otra
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unidad es, por ejemplo, adecuada para construir un oligémero "derivado de morfolino" (como se describe, por
ejemplo, en Stirchak EP y col. (1989) Nucleic Acids Res 17:6129-41), es decir, por ejemplo, la sustitucién con una
unidad derivada de morfolino; o para construir un acido nucleico de poliamida ("PNA"; como se describe, por
ejemplo, en Nielsen PE y col. (1994) Bioconjug Chem 5:3-7), es decir, por ejemplo, la sustitucion con una unidad de
esqueleto de PNA, por ejemplo, por 2-aminoetilglicina. El oligonucleétido puede tener otras modificaciones del
esqueleto de hidrato de carbono y sustituciones, tales como acidos nucleicos peptidicos con grupos fosfato
(PHONA), acidos nucleicos bloqueados (LNA) y oligonucleotidos que tienen secciones del esqueleto con conectores
de alquilo o conectores de amino. El conector de alquilo puede estar ramificado o no ramificado, sustituido o sin
sustituir, y ser quiralmente puro o una mezcla racémica.

Una unidad de B-ribosa o una unidad de B-D-2'-desoxirribosa puede sustituirse con una unidad de azucar
modificada, en la que la unidad de azlUcar modificada se selecciona, por ejemplo, de B-D-ribosa, o-D-2'-
desoxirribosa, L-2'-desoxirribosa, 2'-F-2'-desoxirribosa, 2'-F-arabinosa, 2'-O-alquil (C4-Ce)-ribosa, preferentemente la
2'-0O-alquil (C4-Cg)-ribosa es 2'-O-metilribosa, 2'-O-alquenil (C2-Ce)-ribosa, 2'-[O-alquil (C4-Ce)-O-alquil (C+-Ce)]-
ribosa, 2'-NH.-2'-desoxirribosa, [B-D-xilo-furanosa, o-arabinofuranosa, 2,4-didesoxi-B-D-eritro-hexo-piranosa y
analogos carbociclicos (descritos, por ejemplo, en Froehler (1992) J Am Chem Soc 114:8320) y/o de azlcar de
cadena abierta (descritos, por ejemplo, en Vandendriessche y col. (1993) Tetrahedron 49:7223) y/o analogos de
bicicloazucar (descritos, por ejemplo, en Tarkov My col. (1993) Helv Chim Acta 76:481).

En algunas realizaciones, el azlcar es 2'-O-metilribosa, particularmente para uno o ambos nucleétidos ligados por
un enlace internucleosidico fosfodiéster o similar a fosfodiéster.

Las moléculas de &acidos nucleicos inmunoestimulantes de la presente divulgacién pueden incluir esqueletos
quiméricos. Para los fines de la presente invencién, un esqueleto quimérico se refiere a un esqueleto parcialmente
estabilizado, en el que al menos un enlace internucleotidico es fosfodiéster o similar a fosfodiéster, y en el que al
menos otro enlace internucleotidico es un enlace internucleotidico estabilizado, en el que el al menos un enlace
fosfodiéster o similar a fosfodiéster y el al menos un enlace estabilizado son diferentes. Como se ha informado que
los enlaces boranofosfonato estan estabilizados con respecto a enlaces fosfodiéster, para los fines de la naturaleza
quimérica del esqueleto, los enlaces boranofosfonato pueden clasificarse bien como similares a fosfodiéster o bien
como estabilizados, dependiendo del contexto. Por ejemplo, un esqueleto quimérico podria incluir en una realizacién
al menos un enlace fosfodiéster (fosfodiéster o similar a fosfodiéster) y al menos un enlace boranofosfonato
(estabilizado). En otra realizacion, un esqueleto quimérico podria incluir enlaces boranofosfonato (fosfodiéster o
similares a fosfodiéster) y fosforotioato (estabilizados). Un "enlace internucleotidico estabilizado" debe significar un
enlace internucleotidico que es relativamente resistente a la degradacion in vivo (por ejemplo, mediante una exo- o
endo-nucleasa), en comparacién con un enlace internucleotidico fosfodiéster. Enlaces internucleotidicos
estabilizados preferidos incluyen, sin limitacion, fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonato y metilfosforotioato.
Otros enlaces internucleotidicos estabilizados incluyen, sin limitacién: péptido, alquilo, defosfo, y otros como se han
descrito anteriormente.

En particular, los enlaces internucleotidicos fosfodiéster o similares a fosfodiéster implican "dinucleétidos internos".
Un dinucleétido interno en general debe significar cualquier par de nucleétidos adyacentes conectados por un enlace
internucleotidico, en el que ningln nucleétido en el par de nucleétidos es un nucleétido terminal, es decir, ningin
nucleotido en el par de nucleétidos es un nucleétido que defina el extremo 5' o 3' del oligonucleétido. Asi, un
oligonucleétido lineal que tiene n nucleétidos de longitud tiene un total de n-1 dinucleétidos y solo n-3 dinucleétidos
internos. Cada enlace internucleotidico en un dinucleétido interno es un enlace internucleotidico interno. Asi, un
oligonucledtido lineal que tiene n nucleétidos de longitud tiene un total de n-1 enlaces internucleotidicos y solo n-3
enlaces internucleotidicos internos. Por tanto, los enlaces internucleotidicos fosfodiéster o similares a fosfodiéster
dispuestos estratégicamente se refieren a enlaces internucleotidicos fosfodiéster o similares a fosfodiéster
posicionados entre cualquier par de nucleétidos en la secuencia de acidos nucleicos. En algunas realizaciones, los
enlaces internucleotidicos fosfodiéster o similares a fosfodiéster no estan posicionados entre ningin par de
nucleétidos mas préximos al extremo 5' o 3.

Un enlace internucleotidico fosfodiéster es el tipo de enlace caracteristico de acidos nucleicos encontrado en la
naturaleza. El enlace internucleotidico fosfodiéster incluye un atomo de fésforo flanqueado por dos atomos de
oxigeno de puente y unido también por dos atomos de oxigeno adicionales, uno cargado y el otro no cargado. El
enlace internucleotidico fosfodiéster es particularmente preferido cuando es importante para reducir la semivida en
tejido del oligonucleétido.

Un enlace internucleotidico similar a fosfodiéster es un grupo de puente que contiene fésforo que es quimicamente
y/o diaestereoméricamente similar a fosfodiéster. Las medidas de la similitud a fosfodiéster incluyen susceptibilidad
a la digestion con nucleasa y capacidad para activar RNasa H. Asi, por ejemplo, los oligonucleétidos de fosfodiéster,
pero no de fosforotioato, son susceptibles a la digestion con nucleasa, mientras que tanto los oligonucleétidos
fosfodiéster como fosforotioato activan RNasa H. En una realizacién preferida, el enlace internucleotidico similar a
fosfodiéster es enlace boranofosfato (o equivalentemente boranofosfonato). Patente de EE.UU. n® 5.177.198;
patente de EE.UU. n® 5.859.231; patente de EE.UU. n° 6.160.109; patente de EE.UU. n® 6.207.819; Sergueev y col.,
(1998) J Am Chem Soc 120:9417-27. En otra realizacion preferida, el enlace internucleotidico similar a fosfodiéster
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es Rp fosforotioato diaestereoméricamente puro. Se cree que el Rp fosforotioato diaestereoméricamente puro es
mas susceptible a la digestion con nucleasa y es mejor en la activacion de RNasa H que el Sp fosforotioato
mezclado o diaestereoméricamente puro. Los estereoisomeros de oligonucleodtidos CpG son el objeto de la solicitud
de patente en tramitacion junto con la presente U.S. 09/361.575 presentada el 27 de julio de 1999 y la solicitud
publicada PCT PCT/US99/17100 (WO 00/06588). Debe observarse que para los fines de la presente invencion, el
término "enlace internucleotidico similar a fosfodiéster" excluye especificamente enlaces internucleotidicos
fosforoditioato y metilfosfonato.

Esqueletos modificados tales como fosforotioatos pueden sintetizarse usando técnicas automatizadas que emplean
tanto quimicas de fosforamidato como de H-fosfonato. Los aril- y alquil-fosfonatos pueden prepararse, por ejemplo,
como se describe en la patente de EE.UU. n® 4.469.863; y alquilfosfotriésteres (en los que el resto de oxigeno
cargado esta alquilado como se describe en la patente de EE.UU. n? 5.023.243 y la patente europea n® 092.574)
pueden prepararse por sintesis en fase solida automatizada usando reactivos comercialmente disponibles. Se han
descrito procedimientos de preparacion de otras modificaciones y sustituciones del esqueleto del ADN. Uhlmann E y
col. (1990) Chem Rev 90:544; Goodchild J (1990) Bioconjugate Chem 1:165. También se conocen procedimientos
de preparacién de oligonucle6tidos quiméricos. Por ejemplo, patentes concedidas a Uhlmann y col. han descrito
tales técnicas.

Pueden sintetizarse oligonucleétidos modificados en el esqueleto mixtos usando un sintetizador de ADN
comercialmente disponible y quimica de fosforamidito convencional (F. E. Eckstein, "Oligonucleotides and Analogues
- A Practical Approach” IRL Press, Oxford, UK, 1991, y M. D. Matteucci y M. H. Caruthers, Tetrahedron Lett. 21, 719
(1980)). Después del acoplamiento, los enlaces PS se introducen por sulfurizacion usando el reactivo de Beaucage
(R. P. lyer, W. Egan, J. B. Regan y S. L. Beaucage, J. Am. Chem. Soc. 112, 1253 (1990)) (0,075 M en acetonitrilo) o
disulfuro de fenilacetilo (PADS), seguido de remate con anhidrido acético, 2,6-lutidina en tetrahidrofurano (1:1:8;
v:viv) y N-metilimidazol (16 % en tetrahidrofurano). Esta etapa de remate se realiza después de la reaccién de
sulfurizacion para minimizar la formacion de enlaces fosfodiéster (PO) no deseados en las posiciones en las que un
enlace fosforotioato debe localizarse. En el caso de la introduccion de un enlace fosfodiéster, por ejemplo, en un
dinucleotido CpG, el producto intermedio fosforo-lll se oxida mediante tratamiento con una solucién de yodo en
agua/piridina. Después de la escision del soporte sélido y la desproteccion final mediante tratamiento con amoniaco
concentrado (15 h a 50 °C), los ODN se analizan por HPLC sobre una columna GenPak™ Fax (Millipore-Waters)
usando un gradiente de NaCl (por ejemplo, tampén A: NaH,PO4 10 mM en acetonitrilo/agua =1:4/v:v pH 6,8; tampon
B: NaH:PO4 10 mM, NaCl 1,5 M en acetonitrilo/agua = 1:4/v:v; 5 al 60 % de B en 30 minutos a 1 ml/min) o por
electroforesis en gel capilar. EI ODN puede purificarse por HPLC o por FPLC sobre una columna Source High
Performance (Amersham Pharmacia). Se combinan las fracciones homogéneas de HPLC y se desalan mediante
una columna C18 o por ultrafiliracién. Los ODN se analizan por espectrometria de masas de MALDI-TOF para
confirmar la masa calculada.

Los &cidos nucleicos de la divulgacién también pueden incluir otras modificaciones. Estos incluyen analogos de ADN
no iénico, tales como alquil- y aril-fosfatos (en los que el oxigeno del fosfonato cargado esta sustituido con un grupo
alquilo o arilo), fosfodiéster y alquilfosfotriésteres, en los que el resto de oxigeno cargado esta alquilado. También se
ha mostrado que los acidos nucleicos que contienen diol, tales como tetraetilenglicol o hexaetilenglicol, en cualquiera
0 ambos extremos, son sustancialmente resistentes a la degradacion con nucleasas.

Los &cidos nucleicos también incluyen purinas y pirimidinas sustituidas tales como propinopirimidina en C-5 y bases
modificadas de 7-deaza-7-purina sustituida. Wagner RW y col. (1996) Nat Biotechnol 14:840-4. Las purinas y
pirimidinas incluyen, pero no se limitan a, adenina, citosina, guanina, timina y uracilo, y otras nucleobases que se
producen naturalmente y no naturalmente, restos aromaticos sustituidos y sin sustituir.

Una base modificada es cualquier base que es quimicamente distinta de las bases que se producen naturalmente
normalmente encontradas en ADN y ARN tales como T, C, G, A y U, pero que comparten estructuras quimicas
basicas con estas bases que se producen naturalmente. La base de nucledsidos modificada puede seleccionarse,
por ejemplo, de hipoxantina, uracilo, dihidrouracilo, pseudouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-aminouracilo, 5-alquil
(C1-Cg)-uracilo, 5-alquenil (C»-Cg)-uracilo, 5-alquinil (C2-Ce)-uracilo, 5-(hidroximetil)uracilo, 5-clorouracilo, 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-hidroxicitosina, 5-alquil (C1-Cg)-citosina, 5-alquenil (C2-Cg)-citosina, 5-alquinil (C2-Cg)-
citosina, 5-clorocitosina, 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, N>-dimetilguanina, 2,4-diamino-purina, 8-azapurina, una 7-
deaza-purina sustituida, preferentemente 7-deaza-7-purina sustituida y/o 7-deaza-8-sustituida, 5-hidroximetilcitosina,
N4-alquilcitosina, por ejemplo, N4-etilcitosina, 5-hidroxido-oxicitidina,  5-hidroximetildesoxicitidina,  N4-
alquildesoxicitidina, por ejemplo, N4-etildesoxicitidina, 6-tiodesoxiguanosina, y desoxirribonucledsidos de nitropirrol,
C5-propinilpirimidina y diaminopurina, por ejemplo, 2,6-diaminopurina, inosina, 5-metilcitosina, 2-aminopurina, 2-
amino-6-cloropurina, hipoxantina u otras modificaciones de una base de nucledsidos natural. Esta lista pretende ser
a modo de ejemplo y no debe interpretarse que es limitante.

En férmulas particulares descritas en el presente documento pueden incorporarse bases modificadas. Por ejemplo,
una citosina puede sustituirse con una citosina modificada. Una citosina modificada como se usa en el presente
documento es un analogo de base de pirimidina de citosina que se produce naturalmente o que no se produce
naturalmente que pueden sustituir esta base sin alterar la actividad inmunoestimulante del oligonucleétido. Las
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citosinas modificadas incluyen, pero no se limitan a, citosinas 5-sustituidas (por ejemplo, 5-metil-citosina, 5-fluoro-
citosina, 5-cloro-citosina, 5-bromo-citosina, 5-yodo-citosina, 5-hidroxi-citosina, 5-hidroximetil-citosina, 5-difluorometil-
citosina y 5-alquinil-citosina sin sustituir o sustituida), citosinas (por ejemplo, 6-hidroxi-citosina), citosinas (por
ejemplo, N4-etil-citosina), 5-aza-citosina, 2-mercapto-citosina, isocitosina, pseudo-isocitosina, analogos de citosina
con sistemas de anillos condensados (por ejemplo, N,N'-propilencitosina o fenoxazina), y uracilo y sus derivados
(por ejemplo, 5-fluorouracilo, 5-bromo-uracilo, 5-bromovinil-uracilo, 4-tio-uracilo, 5-hidroxi-uracilo, 5-propinil-uracilo).
Algunas de las citosinas preferidas incluyen 5-metil-citosina, 5-fluoro-citosina, 5-hidroxi-citosina, 5-hidroximetil-
citosina y N4-etil-citosina. En otra realizaciéon de la invencion, la base de citosina esta sustituida con una base
universal (por ejemplo, 3-nitropirrol, base de P), un sistema de anillos aromaticos (por ejemplo, fluorobenceno o
difluorobenceno) o un atomo de hidrégeno (espaciador D).

Una guanina puede sustituirse con una base de guanina modificada. Una guanina modificada como se usa en el
presente documento es un analogo de base de purina de guanina que se produce naturalmente o que no se produce
naturalmente que pueden sustituir esta base sin alterar la actividad inmunoestimulante del oligonucleétido. Las
guaninas modificadas incluyen, pero no se limitan a, 7-deazaguanina, 7-deaza-7-guanina sustituida (tal como 7-
deaza-7-alquinil (C»>-Cs)guanina), 7-deaza-8-guanina sustituida, hipoxantina, N2-guaninas sustituidas (por ejemplo,
N2-metil-guanina), 5-amino-3-metil-3H,6H-tiazolo[4,5-d]pirimidina-2,7-diona, 2,6-diaminopurina, 2-aminopurina,
purina, indol, adenina, sustituido adeninas (por ejemplo, N6-metil-adenina, 8-oxo-adenina), 8-guanina sustituida (por
ejemplo, 8-hidroxiguanina y 8-bromoguanina) y 6-tioguanina. En otra realizacion de la invencion, la base de guanina
esta sustituida con una base universal (por ejemplo, 4-metil-indol, 5-nitro-indol y base de K), un sistema de anillos
aromaticos (por ejemplo, bencimidazol o dicloro-bencimidazol, amida del acido 1-metil-1H-[1,2,4]triazol-3-carboxilico)
0 un atomo de hidrégeno (dSpacer).

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes también pueden contener uno o mas enlaces inusuales entre los restos de
nucleé6tidos o de analogos de nucleétidos. El enlace internucleosidico usual es el enlace 3'5'. Todos los otros
enlaces se consideran enlaces internucleosidicos inusuales, tales como los enlaces 2'5', 5'5', 3'3', 2'2' y 2'3". Asi, la
nomenclatura 2' con respecto a 5' se elige segun el atomo de carbono de ribosa. Sin embargo, si se emplean restos
de azucar no naturales, tales como analogos de azlcar de anillos expandidos (por ejemplo, hexanosa, cilohexeno o
piranosa) o andlogos de azlcar bi- o triciclicos, entonces esta nomenclatura cambia segin la nomenclatura del
monomero. En analogos de 3'-desoxi-B-D-ribopiranosa (también llamados p-DNA), los mononucleétidos estan
conectados, por ejemplo, mediante un enlace 4'2".

En principio, pueden producirse enlaces entre diferentes partes de un oligonucleétido o entre diferentes
oligonucledtidos, respectivamente, mediante todas las partes de la molécula, en tanto que esto no interfiera
negativamente con el reconocimiento por su receptor. Segun la naturaleza del acido nucleico, el enlace puede
implicar el resto de azlcar (Su), la nucleobase heterociclica (Ba) o el esqueleto de fosfato (Ph). Asi, son posibles
enlaces del tipo Su-Su, Su-Ph, Su-Ba, Ba-Ba, Ba-Su, Ba-Ph, Ph-Ph, Ph-Su y Ph-Ba. Si los oligonucleétidos se
modifican adicionalmente por ciertos sustituyentes no nucleotidicos, el enlace también puede producirse mediante
las partes modificadas de los oligonucleétidos. Estas modificaciones incluyen también &cidos nucleicos modificados,
por ejemplo, PNA, LNA, o analogos de oligonucleétidos de morfolino.

Los enlaces estan compuestos preferentemente de C, H, N, O, S, B, P y halégeno, que contienen 3 a 300 atomos.
Un ejemplo con 3 atomos es un enlace acetal (ODN1-3'-O-CH»-O-3'-ODN2; Froehler y Matteucci) que conecta, por
ejemplo, el grupo 3'-hidroxi de un nucleétido con el grupo 3'-hidroxi de un segundo oligonucleétido. Un ejemplo con
aproximadamente 300 atomos es PEG-40 (tetracontapolietilenglicol). Enlaces preferidos son fosfodiéster,
fosforotioato, metilfosfonato, fosforamidato, boranofosfonato, amida, éter, tioéter, acetal, tioacetal, urea, tiourea,
sulfonamida, base de Schiff y enlaces disulfuro. Otra posibilidad es el uso de Solulink BioConjugation System
(TriLink BioTechnologies, San Diego, CA).

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la divulgacién también pueden conjugarse con un grupo lipéfilo. Un
"grupo lipéfilo" como se usa en el presente documento es un grupo funcional quimico con una afinidad quimica por
moléculas de lipido o no polares. En algunas realizaciones, el grupo lipéfilo es colesterol.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion son Utiles para inducir una respuesta inmunitaria
similar a Th1. Se cree que son de uso particular en cualquier afeccion que se exija para administracién prolongada o
repetida del oligonucleétido inmunoestimulante para cualquier fin. Por consiguiente, los oligonucleotidos
inmunoestimulantes de la presente divulgacion son utiles como adyuvantes para vacunacion, y son utiles para tratar
enfermedades que incluyen cancer, enfermedad infecciosa, alergia y asma.

El cancer es una enfermedad que implica el crecimiento incontrolado (es decir, division) de células. Algunos de los
mecanismos conocidos que contribuyen a la proliferacion incontrolada de células cancerosas incluyen
independencia de factores de crecimiento, fallo en detectar la mutacion gendmica y sefalizacion inapropiada de
células. La capacidad de las células cancerosas para ignorar los controles del crecimiento normal puede producir un
aumento de la tasa de proliferacion. Aunque las causas del cancer no se han establecido firmemente, hay algunos
factores que se sabe que contribuyen, o al menos predisponen a un sujeto, al cancer. Tales factores incluyen
mutaciones genéticas particulares (por ejemplo, mutacioén del gen BRCA para cancer de mama, APC para cancer de

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526 879 T3

colon), exposicion a agentes sospechosos de ser causantes del cancer, o carcinégenos (por ejemplo, asbestos,
radiacion UV) y disposicion familiar para canceres particulares tales como cancer de mama.

El cancer puede ser un cancer maligno o no maligno. Los canceres o tumores incluyen, pero no se limitan a, cancer
de las vias biliares; cancer cerebral; cancer de mama; cancer del cuello uterino; coriocarcinoma; cancer de colon;
cancer de endometrio; cancer de eséfago; cancer gastrico; neoplasias intraepiteliales; linfomas; cancer de higado;
cancer de pulmén (por ejemplo, células pequefas y células no pequefias); melanoma; neuroblastomas; cancer oral;
cancer de ovario; cancer de pancreas; cancer de prostata; cancer rectal; sarcomas; cancer de piel; cancer testicular;
cancer de tiroides; y cancer renal, ademas de otros carcinomas y sarcomas. En una realizacién, el cancer es
leucemia de células pilosas, leucemia mielégena crénica, leucemia cutanea de linfocitos T, mieloma multiple, linfoma
folicular, melanoma maligno, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células renales, carcinoma de
prostata, carcinoma de células de la vejiga o carcinoma de colon.

Un sujeto que tiene un cancer es un sujeto que tiene células cancerosas detectables. Un "sujeto en necesidad" de
tratamiento para el cancer es un sujeto que tiene células cancerosas detectables o es un sujeto en riesgo de
desarrollar un cancer.

Un sujeto en riesgo de desarrollar un cancer es uno que tiene una probabilidad superior a la normal de desarrollar
cancer. Estos sujetos incluyen, por ejemplo, sujetos que tienen una anomalia genética que se ha demostrado que
esta asociada a una mayor probabilidad de desarrollar un cancer, sujetos que tienen una disposicion familiar a
cancer, sujetos expuestos a agentes causantes del cancer (es decir, carcinégenos) tales como tabaco, asbestos u
otras toxinas quimicas, y sujetos previamente tratados para el cancer y en aparente remision.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG también pueden administrarse conjuntamente con un tratamiento
contra el cancer tradicional. "Tratamiento contra el cancer tradicional”, como se usa en el presente documento, se
refiere a medicamentos para el cancer, radiacion y procedimientos quirdrgicos. Como se usa en el presente
documento, un "medicamento para el cancer" se refiere a un agente que se administra a un sujeto con el fin de tratar
un cancer. Como se usa en el presente documento, "tratar cancer" incluye prevenir el desarrollo de un cancer,
reducir los sintomas del cancer y/o inhibir el crecimiento de un cancer establecido. En otros aspectos, el
medicamento para el cancer se administra a un sujeto en riesgo de desarrollar un cancer con el fin de reducir el
riesgo de desarrollar el cancer. Diversos tipos de medicamentos para el tratamiento del cancer se describen en el
presente documento. Con el fin de esta memoria descriptiva, los medicamentos para el cancer se clasifican como
agentes quimioterapéuticos, agentes inmunoterapéuticos, vacunas para el cancer, terapia hormonal y modificadores
de la respuesta bioldgica. En algunas realizaciones, el medicamento para el cancer puede ligarse al oligonucle6tido
inmunoestimulante.

Adicionalmente, la presente invencion pretende englobar el uso de mas de un medicamento para el cancer junto con
los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG. Como un ejemplo, cuando corresponda, los oligonucleétidos
inmunoestimulantes CpG pueden administrarse con tanto un agente quimioterapéutico como un agente
inmunoterapéutico o un agente antiangiogénico. La combinaciéon de los ODN CpG de clase P y un agente
antiangiogénico puede incluir multiples combinaciones con una o varias de otras terapias contra el cancer.
Alternativamente, el medicamento para el cancer puede englobar un agente inmunoterapéutico y una vacuna contra
el cancer, o un agente quimioterapéutico y una vacuna contra el cancer, o un agente quimioterapéutico, un agente
inmunoterapéutico y una vacuna contra el cancer, todos administrados a un sujeto con el fin de tratar un sujeto que
tiene un cancer o en riesgo de desarrollar un cancer. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende ademas un
anticuerpo.

El agente quimioterapéutico puede seleccionarse del grupo que consiste en metotrexato, vincristina, adriamicina,
cisplatino, cloroetilnitrosoureas que no contienen azulcar, 5-fluorouracilo, mitomicina C, bleomicina, doxorubicina,
dacarbazina, taxol, fragilina, meglamina GLA, valrubicina, carmustaina y poliferposan, MMI270, BAY 12-9566,
inhibidor de la RAS farnesil transferasa, inhibidor de la farnesil transferasa, MMP, MTA/LY231514,
LY264618/lometexol, glamolec, Cl-994, TNP-470, Hycamtin/topotecan, PKC412, Valspodar/PSC833,
Novantrone/mitroxantrona, Metaret/suramina, batimastat, E7070, BCH-4556, CS-682, 9-AC, AG3340, AG3433,
Incel/VX-710, VX-853, ZD0101, ISI641, ODN 698, TA 2516/marmistat, BB2516/marmistat, CDP 845, D2163,
PD183805, DX8951f, Lemonal DP 2202, FK 317, Picibanil/OK-432, AD 32/valrubicina, Metastron/derivado de
estroncio, Temodal/temozolomida, Evacet/doxorubicina liposdmica, Yewtaxan/paclitaxel, Taxol/paclitaxel,
Xeload/capecitabina, Furtulon/doxifluridina, Cyclopax/paclitaxel oral, taxoide oral, SPU-077/cisplatino, HMR
1275/flavopiridol, CP-358 (774)/EGFR, CP-609 (754)/inhibidor del oncogén RAS, BMS-182751/platino oral, UFT
(Tegafur/uracilo), Ergamisol/levamisol, eniluracilo/776C85/potenciador de 5FU, Campto/levamisol,
Camptosar/irinotecan, Tumodex/ralitrexed, Leustatin/cladribina, Paxex/paclitaxel, Doxil/doxorubicina liposémica,
Caelyx/doxorubicina liposémica, Fludara/fludarabina, Pharmarubicin/epirubicina, DepoCyt, ZD1839, LU 79553/bis-
naftalimida, LU 103793/dolastaina, Caetyx/doxorubicina liposémica, Gemzar/gemcitabina, ZD 0473/anormed, YM
116, semillas de yodo, inhibidores de CDK4 y CDK2, inhibidores de PARP, D4809/dexifosamida,
Ifes/Mesnex/ifosamida, Vumon/tenip6sido, Paraplatin/carboplatino, Plantinol/cisplatino, Vepeside/etopésido, ZD
9331, Taxotere/docetaxel, profarmaco de guanina arabinédsido, analogo de taxano, nitrosoureas, agentes alquilantes
tales como melfelan y ciclofosfamida, aminoglutetimida, asparaginasa, busulfano, carboplatino, clorambucilo,
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cisplatino, HCI de citarabina, dactinomicina, HCI de daunorubicina, fosfato sédico de estramustina, etopésido (VP16-
218), floxuridina, fluorouracilo (5-FU), flutamida, hidroxiurea (hidroxicarbamida), ifosfamida, interfer6n alfa-2a, alfa-
2b, acetato de leuprolida (analogo del factor de liberacion de LHRH), lomustina (CCNU), HCI de mecloretamina
(mostaza de nitrébgeno), mercaptopurina, mesna, mitotano (o,p'-DDD), HCI de mitoxantrona, octreotida, plicamicina,
HCI de procarbazina, estreptozocina, citrato de tamoxifeno, tioguanina, tiotepa, sulfato de vinblastina, amsacrina (m-
AMSA), azacitidina, eritropoyetina, hexametilmelamina (HMM), interleucina 2, mitoguazona (metil-GAG; metilglioxal
bis-guanilhidrazona; MGBG), pentostatina (2'-desoxicoformicina), semustina (metil-CCNU), tenipdsido (VM-26) y
sulfato de vindesina, pero no se limita a éstos.

El agente inmunoterapéutico o antiangiogénico puede seleccionarse del grupo que consiste en Rituxan, Ributaxin,
Herceptin, Quadramet, Panorex, IDEC-Y2B8, BEC2, C225, Oncolym, SMART M195, ATRAGEN, Ovarex, Bexxar,
LDP-03, ior t6, MDX-210, MDX-11, MDX-22, OV103, 3622W94, anti-VEGF, anti-CTLA-4, Avastin, anti-EGFR, Iressa,
Zenapax, MDX-220, MDX-447, MELIMMUNE-2, MELIMMUNE-1, CEACIDE, Pretarget, NovoMAb-G2, TNT, Gliomab-
H, GNI-250, EMD-72000, LinfoCide, CMA 676, Monopharm-C, 4B5, ior egf.r3, ior c5, BABS, anti-FLK-2, MDX-260,
ANA Ab, SMART 1D10 Ab, SMART ABL 364 Ab 3 InmuRAIT-CEA, pero no se limita a éstos.

La vacuna contra el cancer puede seleccionarse del grupo que consiste en EGF, vacunas antiidiotipicas contra el
cancer, antigeno Gp75, vacuna para el melanoma GMK, vacuna de conjugado de gangliésido MGV, Her2/neu,
Ovarex, M-Vax, O-Vax, L-Vax, STn-KHL theratope, BLP25 (MUC-1), vacuna idiotipica liposémica, Melacine, vacunas
de péptido o de antigeno recombinante de proteina, vacunas de toxina/antigeno, vacuna basada en MVA, PACIS,
vacuna de BCG, TA-VPH, TA-CIN, DISC-virus, conjugados de uno o mas antigenos asociados al tumor con otras
proteinas o moléculas inmunoestimulantes, e InmuCyst/TheraCys, pero no se limita a éstos.

El uso de oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG conjuntamente con agentes inmunoterapéuticos tales como
anticuerpos monoclonales puede aumentar la supervivencia a largo plazo mediante varios mecanismos que incluyen
potenciamiento significativo de ADCC (como se trata anteriormente), activacién de células NK y un aumento en los
niveles de IFN-a. Los acidos nucleicos, cuando se usan en combinacién con anticuerpos monoclonales, sirven para
reducir la dosis del anticuerpo requerida para lograr un resultado biolégico.

En los casos cuando el oligonucleétido CpG se administra con un antigeno, el sujeto puede exponerse al antigeno.
Como se usa en el presente documento, el término "expuesto a" se refiere a tanto la etapa activa de poner en
contacto el sujeto con un antigeno como la exposicion pasiva del sujeto al antigeno in vivo. Procedimientos para la
exposicion activa de un sujeto a un antigeno son muy conocidos en la técnica. En general, un antigeno se administra
directamente al sujeto mediante cualquier medio tal como administraciéon intravenosa, intramuscular, oral,
transdérmica, mucosa, intranasal, intratraqueal o subcutanea. El antigeno puede administrarse sistémicamente o
localmente. Procedimientos de administracion del antigeno y el oligonucleétido inmunoestimulante CpG se describen
mas abajo en mas detalle. Un sujeto se expone pasivamente a un antigeno si un antigeno esta disponible para la
exposicion a las células inmunitarias en el cuerpo. Un sujeto puede exponerse pasivamente a un antigeno, por
ejemplo, por entrada de un patdgeno extrafio en el cuerpo o por el desarrollo de una célula tumoral que expresa un
antigeno extrafo sobre su superficie.

Los procedimientos en los que un sujeto se expone pasivamente a un antigeno pueden ser particularmente
dependientes del momento exacto de la administracion del oligonucleétido inmunoestimulante CpG. Por ejemplo, en
un sujeto en riesgo de desarrollar un cancer o una enfermedad infecciosa o una respuesta alérgica o asmatica, al
sujeto puede administrarsele el oligonucleétido inmunoestimulante CpG regularmente cuando ese riesgo es el
mayor, por ejemplo, durante la estacion de alergia o después de la exposicion a un agente causante del cancer.
Adicionalmente, el oligonucledtido inmunoestimulante CpG puede administrarse a viajeros antes de viajar a paises
extranjeros en los que estan en riesgo de exposicion a agentes infecciosos. Asimismo, el oligonucledtido
inmunoestimulante CpG puede administrarse a soldados o civiles en riesgo de exposicién a guerra bacteriolégica
para inducir una respuesta inmunitaria sistémica o en la mucosa al antigeno cuando y si el sujeto se expone a ella.

Un antigeno, como se usa en el presente documento, es una molécula que puede provocar una respuesta
inmunitaria. Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, células, extractos celulares, proteinas, polipéptidos,
péptidos, polisacaridos, conjugados de polisacaridos, miméticos de péptidos y no péptidos de polisacaridos y otras
moléculas, moléculas pequefias, lipidos, glicolipidos, hidratos de carbono, virus y extractos virales y organismos
multicelulares tales como parasitos y alérgenos. El término antigeno incluye ampliamente cualquier tipo de molécula
que sea reconocida por un sistema inmunitario del huésped como extrafia. Los antigenos incluyen, pero no se
limitan a, antigenos del cancer, antigenos microbianos y alérgenos.

Un antigeno del cancer, como se usa en el presente documento, es un compuesto, tal como un péptido o proteina,
asociado a un tumor o superficie de célula cancerosa y que puede provocar una respuesta inmunitaria cuando se
expresa sobre la superficie de una célula presentadora de antigeno en el contexto de una molécula del MHC. Los
antigenos del cancer pueden prepararse a partir de células cancerosas tanto preparando extractos en bruto de
células cancerosas, por ejemplo, como se describe en Cohen PA y col. (1994) Cancer Res 54:1055-8, purificando
parcialmente los antigenos, por tecnologia recombinante, como por sintesis de novo de antigenos conocidos. Los
antigenos del cancer incluyen, pero no se limitan a, antigenos que se expresan recombinantemente, una porcién
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inmunogénica de los mismos, o un tumor completo o célula cancerosa. Tales antigenos pueden aislarse o
prepararse recombinantemente o por cualquier otro medio conocido en la técnica.

Como se usa en el presente documento, los términos "antigeno del cancer" y "antigeno de tumor" se usan
indistintamente para referirse a antigenos que se expresan diferencialmente por células cancerosas y pueden asi
explotarse con el fin de elegir como diana células cancerosas. Los antigenos del cancer son antigenos que pueden
estimular posiblemente aparentemente respuestas inmunitarias especificas de tumor. Algunos de estos antigenos
estan codificados, aunque no se expresan necesariamente, por células normales. Estos antigenos pueden
caracterizarse como aquellos que normalmente son silenciosos (es decir, no se expresan) en células normales,
aquellos que se expresan solo en ciertas etapas de diferenciacion y aquellos que se expresan temporalmente tales
como antigenos embrionarios y fetales. Otros antigenos del cancer estan codificados por genes celulares mutantes,
tales como oncogenes (por ejemplo, oncogén ras activado), genes supresores (por ejemplo, p53 mutante), o
proteinas de fusion resultantes de deleciones internas o translocalizaciones cromosémicas. Todavia otros antigenos
del cancer pueden codificarse por genes virales tales como aquellos llevados sobre virus tumorales de ARN y ADN.

Los sintomas del asma incluyen episodios recurrentes de sibilancias, dificultad al respirar y opresién en el pecho, y
tos, resultante de la obstruccion del flujo de aire. La inflamacién de las vias respiratorias asociada al asma puede
detectarse mediante la observacion de varios cambios fisiolégicos, tales como denudacion del epitelio de las vias
respiratorias, deposicion de colageno debajo de la membrana basal, edema, activacion de mastocitos, infiltracién de
células inflamatorias, que incluyen neutrdfilos, eosinéfilos y linfocitos. Como resultado de la inflamacion de las vias
respiratorias, los pacientes con asma frecuentemente experimentan hipersensibilidad de las vias respiratorias,
limitacién del flujo de aire, sintomas respiratorios y cronicidad de la enfermedad. Las limitaciones del flujo de aire
incluyen broncoconstriccion aguda, edema de las vias respiratorias, formacion de tapdn mucoso y remodelacion de
las vias respiratorias, caracteristicas que frecuentemente conducen a obstruccion bronquial. En algunos casos de
asma puede producirse fibrosis de la membrana subbasal, conduciendo a anomalias persistentes en la funcién
pulmonar.

La investigacion durante varios afos pasados ha revelado que el asma probablemente resulta de complejas
interacciones entre células inflamatorias, mediadores, y otras células y tejidos residentes en las vias respiratorias.
Los mastocitos, eosindfilos, células epiteliales, macréfagos y linfocitos T activados desempefian todos una funcion
importante en el proceso inflamatorio asociado al asma (Djukanovic y col., Am. Rev. Respir. Dis; 142:434-457;
1990). Se cree que estas células pueden influir en la funcién de las vias respiratorias mediante la secrecién de
mediadores previamente formados y recientemente sintetizados que pueden actuar directamente o indirectamente
sobre el tejido local. También se ha reconocido que las subpoblaciones de linfocitos T (Th2) desempefian una
funcién importante en la regulacién de la inflamacion alérgica en las vias respiratorias liberando citocinas selectivas
y estableciendo cronicidad de la enfermedad (Robinson, y col. N. Engl. J. Med.; 326:298-304; 1992).

El asma es un trastorno complejo que se produce en diferentes etapas en el desarrollo y puede clasificarse,
basandose en el grado de sintomas, en agudo, subagudo o crénico. Una respuesta inflamatoria aguda esta asociada
a un reclutamiento temprano de células en las vias respiratorias. La respuesta inflamatoria subaguda implica el
reclutamiento de células, ademas de la activacién de células residentes, causando un patrén de inflamacién mas
persistente. La respuesta inflamatoria cronica se caracteriza por un nivel persistente de dafio celular y un proceso de
reparacion continuo, que puede producir anomalias permanentes en las vias respiratorias.

Un "sujeto que tiene asma" es un sujeto que tiene un trastorno del sistema respiratorio caracterizado por inflamacion,
estrechamiento de las vias respiratorias y elevada reactividad de las vias respiratorias a agentes inhalados. El asma
se asocia frecuentemente, aunque no exclusivamente, a sintomas atépicos o alérgicos. Un iniciador es una
composicién o condicion medioambiental que desencadena el asma. Los iniciadores incluyen, pero no se limitan a,
alérgenos, temperaturas frias, ejercicio, infecciones virales, SO,.

Los oligonucleétidos también son Utiles para redirigir una respuesta inmunitaria de una respuesta inmunitaria Th2 a
una respuesta inmunitaria Th1. Esto produce la produccion de un entorno Th1/Th2 relativamente equilibrado. La
redireccién de una respuesta inmunitaria de una respuesta inmunitaria de Th2 a a Th1 puede evaluarse midiendo los
niveles de citocinas producidos en respuesta al acido nucleico (por ejemplo, induciendo células monociticas y otras
células para que produzcan citocinas Th1, que incluyen IFN-a). La redireccion o re-equilibrio de la respuesta
inmunitaria de una respuesta Th2 a una Th1 es particularmente (til para el tratamiento de asma. Por ejemplo, una
cantidad eficaz para tratar asma puede ser aquella cantidad util para redirigir un tipo Th2 de respuesta inmunitaria
que esta asociada con asma a un tipo Th1 de respuesta o un entorno de Th1/Th2 equilibrado. Las citocinas Th2,
especialmente IL-4 y IL-5, son elevadas en las vias respiratorias de sujetos asmaticos. Los oligonucleétidos
inmunoestimulantes CpG descritos en el presente documento producen un aumento en citocinas Th1 que ayuda a
re-equilibrar el sistema inmunitario, previniendo o reduciendo los efectos adversos asociados a una respuesta
inmunitaria predominantemente Th2.

La redireccién de una respuesta inmunitaria de una respuesta inmunitaria Th2 a una Th1 también puede evaluarse

midiendo los niveles de isotipos especificos de inmunoglobulina. Por ejemplo, en ratones IgG2a esta asociada a una
respuesta inmunitaria Th1, e IgG1 e IgE estan asociadas a una respuesta inmunitaria Th2.
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Como se usa en el presente documento, "asma agravado por infeccién viral" se refiere al aumento en los sintomas
asmaticos y/o la gravedad de los sintomas durante o tras una infeccion viral. Las infecciones respiratorias virales
pueden agravar los sintomas y/o el desarrollo del asma, especialmente en nifios pequefos, aumentando la cantidad
de citocinas Th2 presentes. Las infecciones virales respiratorias producidas por rinovirus, coronavirus, virus de la
gripe, paragripal y respiratorio sincitial (VRS) son desencadenantes comunes de los ataques de asma y pueden
producir elevadas sibilancias y sintomas en pacientes con asma.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente memoria descriptiva pueden usarse para tratar
remodelacion de las vias respiratorias en pacientes con asma o alergia. La remodelacién de los tejidos estructurales
y funcionales en los pulmones es un factor de morbilidad significativo para asméaticos crénicos. Como se usa en el
presente documento, la "remodelacién de las vias respiratorias" se refiere a los cambios en el tejido pulmonar que se
producen con la inflamacién crénica presente en los pulmones de asmaticos cronicos. Estos cambios pueden incluir
elevada deposicién de colageno y masa de musculo liso de las vias respiratorias, hiperplasia de mastocitos y células
caliciformes e hipertrofia de células epiteliales. Como resultado de tales cambios, la estructura de las paredes de las
vias respiratorias puede cambiar, causando el bloqueo que en algunos casos no puede invertirse completamente
con tratamiento. En lugar de o ademas del asma, un sujeto en necesidad de tratamiento para remodelacién de las
vias respiratorias puede tener enfermedad pulmonar obstructiva crénica o ser un fumador. En algunas realizaciones,
el sujeto esta libre de sintomas de asma.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacién pueden usarse para tratar alergia. Una "alergia”
se refiere a hipersensibilidad adquirida a una sustancia (alérgeno). Las afecciones alérgicas incluyen, pero no se
limitan a, eczema, "rinitis alérgica" o coriza, fiebre del heno, conjuntivitis, alergia ocular, asma bronquial, urticaria
(ronchas) y alergias alimentarias, y otras afecciones atopicas, dermatitis atopica; anafilaxia; alergia a los farmacos;
angioedema; y conjuntivitis alérgica. Las enfermedades alérgicas en los perros incluyen, pero no se limitan a,
dermatitis estacional; dermatitis perenne; rinitis: conjuntivitis; asma alérgica; y reacciones a los farmacos. Las
enfermedades alérgicas en los gatos incluyen, pero no se limitan a, dermatitis y trastornos respiratorios; y alérgenos
alimentarios. Las enfermedades alérgicas en los caballos incluyen, pero no se limitan a, trastornos respiratorios tales
como "obstrucciones" y dermatitis. Las enfermedades alérgicas en primates no humanos incluyen, pero no se limitan
a, asma alérgica, alergia ocular y dermatitis alérgica.

La alergia es una enfermedad asociada a la produccion de anticuerpos de una clase particular de inmunoglobulina,
IgE, contra alérgenos. El desarrollo de una respuesta mediada por IgE a aeroalérgenos comunes también es un
factor que indica predisposicién hacia el desarrollo de asma. Si un alérgeno encuentra una IgE especifica que esta
unida a un receptor de IgE de Fc sobre la superficie de un baséfilo (que circula en la sangre) o mastocito (disperso
en todo el tejido solido), la célula se activa, produciendo la produccion y liberacion de mediadores tales como
histamina, serotonina y mediadores de lipido. Las enfermedades alérgicas incluyen, pero no se limitan a, rinitis
(fiebre del heno), asma, urticaria y dermatitis atopica.

Un sujeto que tiene una alergia es un sujeto que actualmente esta experimentando o ha experimentado previamente
una reaccion alérgica en respuesta a un alérgeno.

Un sujeto en riesgo de desarrollar una alergia o asma es un sujeto que se ha identificado que ha tenido una alergia o
asma en el pasado, pero que actualmente no esta sufriendo la enfermedad activa, ademas de un sujeto que se
considera que esta en riesgo de desarrollar asma o alergia debido a factores genéticos o medioambientales. Un
sujeto en riesgo de desarrollar alergia o asma también puede incluir un sujeto que tiene cualquier riesgo de
exposicion a un alérgeno o un riesgo de desarrollar asma, es decir, alguien que ha sufrido un ataque asmatico
previamente o tiene una predisposicién a ataques asmaticos. Por ejemplo, un sujeto en riesgo puede ser un sujeto
que esta planeando viajar a un area en la que se encuentra un tipo particular de alérgeno o iniciador asmatico o
puede incluso ser cualquier sujeto que vive en un area en la que se ha identificado un alérgeno. Si el sujeto
desarrolla respuestas alérgicas a un antigeno particular y el sujeto puede exponerse al antigeno, es decir, durante la
estacion del polen, entonces ese sujeto esta en riesgo de exposicién al antigeno.

Actualmente, las enfermedades alérgicas se tratan generalmente por la inyeccién de pequefias dosis de antigeno,
seguido de dosificacion creciente posterior de antigeno. Se cree que este procedimiento induce terapia inmunolégica
al alérgeno para prevenir posteriores reacciones alérgicas. Estos procedimientos, sin embargo, pueden tardar varios
anos en ser eficaces y estan asociados al riesgo de efectos secundarios tales como choque anafilactico. El uso de la
composicion de la invencién puede combinarse con tratamientos para la alergia tradicionales para aumentar su
eficacia y disminuir enormemente el tiempo que se necesita para que los efectos se presenten en pacientes.

Los sintomas de la reaccion alérgica varian, dependiendo de la localizacién dentro del cuerpo en la que la IgE
reacciona con el antigeno. Si la reaccion se produce a lo largo del epitelio respiratorio, los sintomas son estornudos,
tos y reacciones asmaticas. Si la interaccion se produce en el tubo digestivo, como en el caso de alergias
alimentarias, son comunes dolor abdominal y diarrea. Las reacciones sistematicas, por ejemplo, tras una picadura
de abeja, pueden ser graves y frecuentemente potencialmente mortales.

La hipersensibilidad de tipo retardado, también conocida como reaccién alérgica de tipo IV, es una reaccion alérgica
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caracterizada por un periodo de retardo de al menos 12 horas desde la invasion del antigeno en el sujeto alérgico
hasta la aparicién de la reaccion inflamatoria o inmunitaria. Los linfocitos T (linfocitos T sensibilizados) de individuos
en una afeccién alérgica reaccionan con el antigeno, provocando que los linfocitos T liberen linfocinas (factor
inhibidor de la migracién de macroéfagos (MIF), factor activante de macrofagos (MAF), factor mitogénico (MF), factor
reactivo de la piel (SRF), factor quimiotactico, factor acelerador de la neovascularizacion, etc.), que sirven de
mediadores de la inflamacién, y la actividad biologica de estas linfocinas, junto con los efectos directos e indirectos
de linfocitos que aparecen localmente y otras células inmunitarias inflamatorias, dan lugar a la reaccién alérgica de
tipo IV. Las reacciones alérgicas retardadas incluyen reaccion tipo tuberculina, reacciéon de rechazo del homoinjerto,
reaccion protectora tipo dependiente de células, reaccién de hipersensibilidad por dermatitis de contacto, y similares,
que son conocidos por ser mas fuertemente suprimidos por agentes esteroideos. Por consiguiente, los agentes
esteroideos son eficaces contra enfermedades que se producen por reacciones alérgicas retardadas. El uso a largo
plazo de agentes esteroideos a concentraciones que se usan actualmente pueden, sin embargo, conducir al grave
efecto secundario conocido como dependencia de esteroides. El uso de la composicion de la invencion resuelve
algunos de estos problemas, proporcionando que se administren menos dosis y mas bajas.

La hipersensibilidad inmediata (o respuesta anafilactica) es una forma de reaccion alérgica que se desarrolla muy
rapidamente, es decir, dentro de segundos o minutos desde la exposicién del paciente al alérgeno causante, y esta
mediada por anticuerpos IgE preparados por linfocitos B. En pacientes no alérgicos, no hay anticuerpo IgE de
relevancia clinica; pero, en una persona que sufre enfermedades alérgicas, el anticuerpo IgE media en la
hipersensibilidad inmediata sensibilizando mastocitos, que son abundantes en la piel, 6rganos linfoides, en las
membranas del ojo, nariz y boca, y en las vias respiratorias e intestinos.

Los mastocitos tienen receptores de superficie para IgE, y los anticuerpos IgE en pacientes que sufren alergia se
unen a ellos. Como se ha tratado brevemente anteriormente, cuando la IgE unida se pone posteriormente en
contacto por el alérgeno apropiado, se provoca que el mastocito se desgranule y libere diversas sustancias llamadas
mediadores bioactivos, tales como histamina, en el tejido de alrededor. Es la actividad biolégica de estas sustancias
la que es responsable de los sintomas clinicos tipicos de la hipersensibilidad inmediata; concretamente, la
contraccion de musculo liso en las vias respiratorias o el intestino, la dilatacién de pequefos vasos sanguineos y el
aumento en su permeabilidad al agua y proteinas plasmaticas, la secrecion de moco pegajoso espeso, y en la piel,
rojez, hinchazoén y la estimulacién de terminaciones nerviosas que produce picor o dolor.

La lista de alérgenos es enorme y puede incluir polen, venenos de insecto, caspa de animales, polvo, esporas
fungicas y farmacos (por ejemplo, penicilina). Ejemplos de alérgenos naturales, animales y de plantas incluyen, pero
no se limitan a, proteinas especificas para los siguientes géneros: Canine (Canis familiaris); Dermatophagoides (por
ejemplo, Dermatophagoides farinae); Felis (Felis domesticus); Ambrosia (Ambrosia artemiisfolia); Lolium (por
ejemplo, Lolium perenne o Lolium multiflorum); Cryptomeria (Cryptomeria japonica); Alternaria (Alternaria alternata);
Alder; Alnus (Alnus gultinoasa); Betula (Betula verrucosa); Quercus (Quercus alba); Olea (Olea europa); Artemisia
(Artemisia vulgaris); Plantago (por ejemplo, Plantago lanceolata); Parietaria (por ejemplo, Parietaria officinalis o
Parietaria judaica); Blattella (por ejemplo, Blattella germanica); Apis (por ejemplo, Apis multiflorum); Cupressus (por
ejemplo, Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica y Cupressus macrocarpa); Juniperus (por ejemplo,
Juniperus sabinoides, Juniperus virginiana, Juniperus communis y Juniperus ashei); Thuya (por ejemplo, Thuya
orientalis); Chamaecyparis (por ejemplo, Chamaecyparis obtusa); Periplaneta (por ejemplo, Periplaneta americana);
Agropyron (por ejemplo, Agropyron repens); Secale (por ejemplo, Secale cereale); Triticum (por ejemplo, Triticum
aestivum); Dactylis (por ejemplo, Dactylis glomerata); Festuca (por ejemplo, Festuca elatior); Poa (por ejemplo, Poa
pratensis o Poa compressa); Avena (por ejemplo, Avena sativa); Holcus (por ejemplo, Holcus lanatus);
Anthoxanthum (por ejemplo, Anthoxanthum odoratum); Arrhenatherum (por ejemplo, Arrhenatherum elatius);
Agrostis (por ejemplo, Agrostis alba); Phleum (por ejemplo, Phleum pratense); Phalaris (por ejemplo, Phalaris
arundinacea); Paspalum (por ejemplo, Paspalum notatum); Sorghum (por ejemplo, Sorghum halepensis); y Bromus
(por ejemplo, Bromus inermis).

El alérgeno puede estar sustancialmente purificado. El término sustancialmente purificado, como se usa en el
presente documento, se refiere a un antigeno, es decir, un polipéptido que esta sustancialmente libre de otras
proteinas, lipidos, hidratos de carbono u otros materiales con los que esta naturalmente asociado. Un experto en la
materia puede purificar antigenos de polipéptido usando técnicas convencionales para la purificacion de proteinas.
El polipéptido sustancialmente puro frecuentemente dard una Unica banda importante sobre un gel de poliacrilamida
no reductor. En el caso de polipéptidos parcialmente glucosilados o aquellos que tienen varios codones de iniciacion,
pueden tener varias bandas sobre un gel de poliacrilamida no reductor, pero estos formaran un patrén distinto para
ese polipéptido. La pureza del antigeno de polipéptido también puede determinarse por analisis de secuencias de
aminoacidos del extremo amino. Otros tipos de antigenos tales como polisacaridos, molécula pequena, miméticos,
etc., estan incluidos dentro de la invencién y opcionalmente pueden estar sustancialmente puros.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pueden combinarse con un inmunomodulador adicional tal como un
adyuvante para modular una respuesta inmunitaria. El oligonucleétido inmunoestimulante CpG y el otro agente
terapéutico pueden administrarse simultaneamente o secuencialmente. Cuando los otros agentes terapéuticos se
administran simultdneamente, pueden administrarse en las mismas formulaciones o formulaciones separadas, pero
se administran al mismo tiempo. Los otros agentes terapéuticos se administran secuencialmente entre si y con el
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oligonucleétido inmunoestimulante CpG, cuando la administracién de los otros agentes terapéuticos y el
oligonucledtido inmunoestimulante CpG se separan temporalmente. Mas especificamente, el oligonucledtido
inmunoestimulante CpG puede administrarse antes o después de la administracion de (o exposicion a) al menos otro
agente terapéutico. La separaciéon en el tiempo entre la administracion de estos compuestos pueden ser una
cuestion de minutos o puede ser mas larga. Otros agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, adyuvantes,
citocinas, anticuerpos, antigenos, etc.

Las composiciones de la invencion también pueden administrarse con adyuvantes de no acido nucleico. Un
adyuvante de no acido nucleico es cualquier molécula o compuesto, excepto por los oligonucleétidos
inmunoestimulantes CpG descritos en el presente documento, que puede estimular la respuesta inmunitaria humoral
y/o celular. Los adyuvantes de no acido nucleico incluyen, por ejemplo, adyuvantes que crean un efecto de depdsito,
adyuvantes inmunoestimulantes y adyuvantes que crean un efecto de depdsito y estimulan el sistema inmunitario.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG también son (tiles como adyuvantes de la mucosa. Se ha descubierto
previamente que tanto la inmunidad sistémica como de la mucosa se inducen por la administraciéon a la mucosa de
acidos nucleicos CpG. Asi, los oligonucleétidos pueden administrarse en combinacién con otros adyuvantes de la
mucosa.

Las respuestas inmunitarias también pueden inducirse 0 aumentarse por la co-administracién o expresién colineal
de citocinas (Bueler & Mulligan, 1996; Chow y col., 1997; Geissler y col., 1997; Iwasaki y col., 1997; Kim y col., 1997)
o moléculas coestimulantes tales como B7 (lwasaki y col., 1997; Tsuji y col., 1997) con los oligonucleétidos
inmunoestimulantes CpG. El término citocina se usa como un nombre genérico para un diverso grupo de proteinas
solubles y péptidos que actlan de reguladores humorales a concentraciones de nano- a picomolares y que, tanto
bajo afecciones normales como patoldgicas, modulan las actividades funcionales de células y tejidos individuales.
Estas proteinas también median en las interacciones entre células directamente y regulan los procesos que tienen
lugar en el entorno extracelular. Ejemplos de citocinas incluyen, pero no se limitan a, interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), IFN-y, IFN-a, IFN-B, factor de necrosis tumoral (TNF), TGF-
B, ligando Fit-3 y ligando CD40. Ademas de las citocinas, los oligonucleétidos CpG pueden usarse en combinacién
con anticuerpos contra ciertas citocinas, tales como anti-IL-10 y anti-TGF-B, ademas de inhibidores de la
ciclooxigenasa, es decir, inhibidores de la COX-1 y COX-2.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG también son Utiles para tratar y prevenir trastornos inflamatorios.
Como se usa en el presente documento, el término "trastorno inflamatorio" se refiere a una afeccién asociada a una
reaccion no especifica de antigeno del sistema inmunitario innato que implica la acumulaciéon y activacion de
leucocitos y proteinas plasmaticas en un sitio de infeccién, exposiciéon a toxinas, o lesion celular. Las citocinas que
son caracteristicas de la inflamacion incluyen factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), IL-6, IL-12,
interferon alfa (IFN-o), interferon beta (IFN-B) y quimiocinas. Los trastornos inflamatorios incluyen, por ejemplo,
asma, alergia, enfermedad cardiovascular por rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
bronquiectasia, colecistitis cronica, tuberculosis, tiroiditis de Hashimoto, septicemia, arcoidosis, silicosis y otras
neumoconiosis, y un cuerpo extrafo implantado en un herida, pero no se limitan a éstos.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG también son dtiles para tratar y prevenir enfermedades
autoinmunitarias. La enfermedad autoinmunitaria es una clase de enfermedades en las que los propios anticuerpos
del sujeto reaccionan con tejido del huésped o en las que los linfocitos T efectores inmunitarios son auto-reactivos
para los péptidos propios enddgenos y producen destruccion de tejido. Asi, se organiza una respuesta inmunitaria
contra los propios antigenos de un sujeto, denominados los auto-antigenos. Las enfermedades autoinmunitarias
incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, psoriasis, enfermedades inflamatorias del intestino, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico (LES), encefalomielitis autoinmune, miastenia
grave (MG), tiroiditis de Hashimoto, sindrome de Goodpasture, pénfigo (por ejemplo, pénfigo vulgar), enfermedad de
Graves, anemia hemolitica autoinmune, pulrpura trombocitopénica autoinmune, esclerodermia con anticuerpos anti-
colageno, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, polimiositis, anemia perniciosa, enfermedad de Addison idiopatica,
infertilidad asociada a la autoinmunidad, glomerulonefritis (por ejemplo, glomerulonefritis crescéntica,
glomerulonefritis proliferativa), penfigoide bulloso, sindrome de Sjégren, resistencia a la insulina y diabetes mellitus
autoinmune.

Un "auto-antigeno", como se usa en el presente documento, se refiere a un antigeno de un tejido del huésped
normal. El tejido del huésped normal no incluye células cancerosas. Asi, una respuesta inmunitaria organizada
contra un auto-antigeno, en el contexto de una enfermedad autoinmunitaria, es una respuesta inmunitaria no
deseable y contribuye a la destruccién y el dafio de tejido normal, mientras que una respuesta inmunitaria
organizada contra un antigeno del cancer es una respuesta inmunitaria deseable y contribuye a la destruccion del
tumor o cancer. Asi, en algunos aspectos de la invencién dirigidos a tratar trastornos autoinmunitarios, no se
recomienda administrar los oligonucleé6tidos inmunoestimulantes CpG con auto-antigenos, particularmente aquellos
que son las dianas del trastorno autoinmunitario.
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En otros casos, los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pueden administrarse con bajas dosis de auto-
antigenos. Varios estudios en animales han demostrado que la administracion a la mucosa de bajas dosis de
antigeno puede producir un estado de hiposensibilidad inmunitaria o "tolerancia”". El mecanismo activo parece ser
una desviacién inmunitaria mediada por citocinas lejos de una respuesta Th1 hacia una respuesta
predominantemente Th2 y Th3 (es decir, dominada por TGF-B). La supresion activa con administracion de antigeno
de baja dosis también puede suprimir una respuesta inmunitaria no relacionada (supresién circunstancial), que es de
interés considerable en la terapia de enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, artritis reumatoide y LES. La
supresion circunstancial implica la secrecién de citocinas supresoras contrarreguladoras de Th1 en el entorno local
en el que las citocinas proinflamatorias y Th1 son liberadas en tanto un modo especifico de antigeno como no
especifico de antigeno. "Tolerancia", como se usa en el presente documento, se usa para referirse a este fenémeno.
De hecho, la tolerancia oral ha sido eficaz en el tratamiento de varias enfermedades autoinmunitarias en animales
que incluyen: encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), miastenia grave autoinmune experimental, artritis
inducida por colageno (AIC) y diabetes mellitus dependiente de insulina. En estos modelos, la prevencion y
supresion de la enfermedad autoinmunitaria esta asociada a un desplazamiento en las respuestas humorales y
celulares especificas de antigeno de una respuesta Th1 a Th2/Th3.

La invencion también proporciona procedimientos de induccion de la activacién inmunitaria innata no especifica de
antigeno y resistencia de amplio espectro a la exposicion infecciosa usando los oligonucleé6tidos inmunoestimulantes
CpG. El término activacion inmunitaria innata, como se usa en el presente documento, se refiere a la activacion de
células inmunitarias distintas de linfocitos B de memoria y, por ejemplo, puede incluir la activacion de monocitos,
neutréfilos, macrofagos, células dendriticas, células NK, y/u otras células inmunitarias que pueden responder de un
modo independiente de antigeno. Se induce una resistencia de amplio espectro a la exposicion infecciosa debido a
que las células inmunitarias estan en forma activa y son sensibilizadas para responder a cualquier compuesto
invasor o microorganismo. Las células no tienen que ser especificamente sensibilizadas contra un antigeno
particular. Esto es particularmente Gtil en guerra bacterioldgica, y las otras circunstancias descritas anteriormente
tales como viajeros.

En otras realizaciones, el oligonucleétido se administra al sujeto en una cantidad eficaz para inducir la expresion de
citocinas o quimiocinas. Opcionalmente, la citocina o quimiocina esta seleccionada del grupo que consiste en IL-6,
TNF-o, IFN-a, IFN-y e IP-10. En otras realizaciones, el oligonucleétido se administra al sujeto en una cantidad eficaz
para desplazar la respuesta inmunitaria a una respuesta sesgada Th1 desde una respuesta sesgada Th2.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion pueden usarse para tratar o prevenir
enfermedad infecciosa. Una "enfermedad infecciosa", como se usa en el presente documento, se refiere a un
trastorno que se produce a partir de la invasiéon de un huésped, superficialmente, localmente o sistémicamente, por
un organismo infeccioso. Los organismos infecciosos incluyen bacterias, virus, hongos y parasitos. Por consiguiente,
"enfermedad infecciosa" incluye infecciones bacterianas, infecciones virales, infecciones fungicas e infecciones
parasiticas.

Las bacterias son organismos unicelulares que se multiplican asexualmente por fision binaria. Se clasifican y se
nombran basandose en su morfologia, reacciones de tincién, nutricion y requisitos metabdlicos, estructura
antigénica, composicion quimica y homologia genética. Las bacterias pueden clasificarse en tres grupos basandose
en sus formas morfologicas, esféricas (cocos), varillas rectas (bacilos) y varillas curvas o en espiral (vibrio,
campylobacter, spirillum y spirochaete). Las bacterias también se caracterizan mas cominmente basandose en sus
reacciones de tinciébn en dos clases de organismos, Gram-positivas y Gram-negativas. Gram se refiere al
procedimiento de tincion que cominmente se realiza en los laboratorios de microbiologia. Los organismos Gram-
positivos retienen la tincion tras el procedimiento de tincién y aparecen de un color violeta oscuro. Los organismos
Gram-negativos no retienen la tincion, pero aceptan la contra-tincién y asi aparecen rosas. La solicitud de patente no
provisional de EE.UU. n° 09/801.839, presentada el 8 de marzo de 2001, enumera varias bacterias, cuyas
infecciones pretende prevenir y tratar la presente invencion.

Las bacterias Gram-positivas incluyen, pero no se limitan a, especies de Pasteurella, especies de Staphylococci'y
especies de Streptococcus. Las bacterias Gram-negativas incluyen, pero no se limitan a, Escherichia coli, especies
de Pseudomonas y especies de Salmonella. Ejemplos especificos de bacterias infecciosas incluyen, pero no se
limitan a, Helicobacter pyloris, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria spp. (por ejemplo, M.
tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes (Streptococcus del grupo A), Streptococcus
agalactiae (Streptococcus del grupo B), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (especies anaerobias), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patégenas, Enterococcus sp.,
Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Pasteurella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidum,
Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsiay Actinomyces israelii.

Ejemplos de hongos incluyen Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida albicans.
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Otros organismos infecciosos (es decir, protistas) incluyen Plasmodium spp. tales como Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y Plasmodium vivaxy Toxoplasma gondii. Los parasitos transmitidos por la
sangre y/o de los tejidos incluyen Plasmodium spp., Babesia microti, Babesia divergens, Leishmania tropica,
Leishmania spp., Leishmania braziliensis, Leishmania donovani, Trypanosoma gambiense y Trypanosoma
rhodesiense (enfermedad del suefio africana), Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas) y Toxoplasma gondii.
Los parasitos son organismos que dependen de otros organismos para sobrevivir y asi deben entrar en, o infectar,
otro organismo para continuar su ciclo de vida. El organismo infectado, es decir, el huésped, proporciona tanto
nutricion como habitat al parasito. Aunque en su sentido mas amplio el término parasito puede incluir todos los
agentes infecciosos (es decir, bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos), en términos generales, el término se
usa para referirse Unicamente a protozoos, helmintos y artrépodos ectoparasiticos (por ejemplo, garrapatas, acaros,
etc.). Los protozoos son organismos unicelulares que pueden replicarse tanto intracelularmente como
extracelularmente, particularmente en la sangre, tubo intestinal o la matriz extracelular de tejidos. Los helmintos son
organismos pluricelulares que casi siempre son extracelulares (siendo la excepcién Trichinella spp.). Los helmintos
normalmente requieren la salida de un huésped primario y la transmision en un huésped secundario con el fin de
replicarse. A diferencia de estas clases anteriormente mencionadas, los artropodos ectoparasiticos forman una
relacion parasitica con la superficie externa del cuerpo del huésped.

Se han descrito ampliamente en la bibliografia otros microorganismos médicamente relevantes, por ejemplo, véase
C.G.A Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Great Britain 1983.

Los oligonucleétidos de la divulgacién pueden administrarse a un sujeto con un agente antimicrobiano. Un agente
antimicrobiano, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que se produce naturalmente o
sintético que puede destruir o inhibir los microorganismos infecciosos. El tipo de agente antimicrobiano util segun la
invencién dependera del tipo de microorganismo con el que el sujeto se infecte o esta en riesgo de ser infectado.
Los agentes antimicrobianos incluyen, pero no se limitan a, agentes antibacterianos, agentes antivirales, agentes
antifingicos y agentes antiparasiticos. Términos tales como "agente antiinfeccioso”, "agente antibacteriano”, "agente
antiviral", "agente antifingico", "agente antiparasitico” y "parasiticida" tienen significados bien establecidos para
aquellos expertos habituales en la materia y se definen en textos médicos estandar. Brevemente, los agentes
antibacterianos destruyen o inhiben bacterias, e incluyen antibiéticos, ademas de otros compuestos sintéticos o
naturales que tienen funciones similares. Los antibiéticos son moléculas de bajo peso molecular que se producen
como metabolitos secundarios por células, tales como microorganismos. En general, los antibidticos interfieren con
una o mas funciones o estructuras bacterianas que son especificas para el microorganismo y que no estan
presentes en células huésped. Los agentes antivirales pueden aislarse de fuentes naturales o sintetizarse y son
Utiles para la destruccién o inhibicion de virus. Los agentes antifingicos se usan para tratar infecciones fangicas
superficiales, ademas de infecciones fungicas oportunistas y sistémicas primarias. Los agentes antiparasiticos
destruyen o inhiben parasitos.

Ejemplos de agentes antiparasiticos, también denominados parasiticidas Utiles para administracién humana,
incluyen, pero no se limitan a, albendazol, anfotericina B, benznidazol, bitionol, HCI de cloroquina, fosfato de
cloroquina, clindamicina, dehidroemetina, dietilcarbamazina, diloxanida furoato, eflornitina, furazolidona,
glucocorticoides, halofantrina, yodoquinol, ivermectina, mebendazol, mefloquina, antimoniato de meglumina,
melarsoprol, metrifonato, metronidazol, niclosamida, nifurtimox, oxamniquina, paromomicina, isetionato de
pentamidina, piperazina, praziquantel, fosfato de primaquina, proguanilo, pamoato de pirantel, pirimetamina-
sulfonamidas, pirimetamina-sulfadoxina, HCI de quinacrina, sulfato de quinina, gluconato de quinidina, espiramicina,
estibogluconato de sodio (gluconato de sodio y antimonio), suramina, tetraciclina, doxiciclina, tiabendazol, tinidazol,
trimetroprim-sulfametoxazol y triparsamida, algunos de los cuales se usan solos o0 en combinacion con otros.

Los agentes antibacterianos destruyen o inhiben el crecimiento o la funciéon de bacterias. Una gran clase de agentes
antibacterianos es los antibiéticos. Los antibiéticos, que son eficaces para destruir o inhibir una amplia gama de
bacterias, se denominan antibiéticos de espectro amplio. Otros tipos de antibiéticos son predominantemente
eficaces contra las bacterias de la clase Gram-positiva o0 Gram-negativa. Estos tipos de antibiéticos se denominan
antibidticos de espectro estrecho. Otros antibidticos que son eficaces contra un Unico organismo o enfermedad y no
contra otros tipos de bacterias se denominan antibiéticos de espectro limitado. Los agentes antibacterianos se
clasifican algunas veces basandose en su modo de accién primario. En general, los agentes antibacterianos son
inhibidores de la sintesis de la pared celular, inhibidores de la membrana celular, inhibidores de la sintesis de
proteinas, inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos o funcionales, e inhibidores competitivos.

Los agentes antifiingicos son Uutiles para el tratamiento y la prevencion de hongos infecciosos. Los agentes
antifungicos se clasifican algunas veces por su mecanismo de accion. Algunos agentes antifingicos sirven de
inhibidores de la pared celular, inhibiendo la glucosa sintasa. Estos incluyen, pero no se limitan a, basiungina/ECB.
Otros agentes antifingicos funcionan desestabilizando la integridad de la membrana. Estos incluyen, pero no se
limitan a, imidazoles, tales como clotrimazol, sertaconazol, fluconazol, itraconazol, ketoconazol, miconazol y
voriconacol, ademas de FK 463, anfotericina B, BAY 38-9502, MK 991, pradimicina, UK 292, butenafina y
terbinafina. Otros agentes antifingicos funcionan por degradaciéon de quitina (por ejemplo, quitinasa) o
inmunosupresion (501 Cream).
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En algunas realizaciones, el tratamiento antimicrobiano puede incluir un antigeno microbiano. Un antigeno
microbiano es un antigeno de un microorganismo e incluye, pero no se limita a, virus, bacterias, parasitos y hongos.
Tales antigenos incluyen el microorganismo intacto, ademas de cepas aisladas naturales y fragmentos o derivados
de las mismas y también compuestos sintéticos que son idénticos o similares a antigenos de microorganismos
naturales e inducen una respuesta inmunitaria especifica para ese microorganismo. Un compuesto es similar a un
antigeno de microorganismo natural si induce una respuesta inmunitaria (humoral y/o celular) a un antigeno de
microorganismo natural. Tales antigenos se usan rutinariamente en la materia y son muy conocidos para aquellos
expertos habituales en la materia.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion pueden usarse para tratar o prevenir infeccion
viral. Los virus son agentes infecciosos pequefnos que generalmente contienen un nucleo de acido nucleico y una
envuelta de proteina, pero no son organismos independientemente vivos. Los virus también pueden tomar la forma
de acidos nucleicos infecciosos que carecen de una proteina. Un virus no puede sobrevivir en ausencia de una
célula viva dentro de la que pueda replicarse. Los virus entran en las células vivas especificas tanto por endocitosis
como por inyeccion directa de ADN (fago) y se multiplican, causando la enfermedad. El virus multiplicado puede
entonces liberarse e infectar células adicionales. Algunos virus son virus que contienen ADN y otros son virus que
contienen ARN.

Ejemplos de virus que se han encontrado en seres humanos incluyen, pero no se limitan a: Retroviridae (por
ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana, tal como VIH-1 (también denominado HTLV-III, LAV o HTLV-III/LAV,
o VIH-IIl; y otras cepas aisladas, tales como VIH-LP; Picornaviridae (por ejemplo, virus de la poliomielitis, virus de la
hepatitis A; enterovirus, virus de Coxsackie humanos, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por ejemplo, cepas que
producen gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo, virus de la encefalitis equina, virus de la rubeola); Flaviviridae
(por ejemplo, virus del dengue, virus de la encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronaviridae (por ejemplo,
coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo,
virus del Ebola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus paragripales, virus de las paperas, virus del sarampién, virus
respiratorio sincitial); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe); Bunyaviridae (por ejemplo, virus de Hanta,
virus de Bunya, flebovirus y virus de Nairo); Arena viridae (virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por ejemplo,
reovirus, orbivirus y rotavirus); Bornaviridae; Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus);
Papovaviridae (virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae (la mayoria de los adenovirus); Herpesviridae
(virus del herpes simple (VHS) 1y 2, virus de la varicela zoster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes); Poxviridae
(virus de la viruela, virus de la variolovacuna, poxvirus); e Iridoviridae (por ejemplo, virus de la fiebre porcina
africana); y virus no clasificados (por ejemplo, el agente de la hepatitis delta (que se cree que es un satélite
defectuoso del virus de la hepatitis B), hepatitis C; virus de Norwalk y relacionados, y astrovirus).

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes de la presente divulgacion pueden administrarse simultaneamente con un
tratamiento antiviral tradicional. En algunas realizaciones, el agente antiviral y el oligonucledtido CpG de la
divulgacion estan ligados. Los agentes antivirales son compuestos que previenen la infeccién de células por virus o
la replicacién del virus dentro de la célula. Hay muchos menos farmacos antivirales que farmacos antibacterianos
debido a que el proceso de replicacion viral esta tan estrechamente relacionado con la replicacién de ADN dentro de
la célula huésped, que agentes antivirales no especificos serian frecuentemente toxicos para el huésped. Hay varias
etapas dentro del proceso de infeccidn viral que pueden bloquearse o inhibirse por agentes antivirales. Estas etapas
incluyen union del virus a la célula huésped (inmunoglobulina o péptidos de unidn), no recubrimiento del virus (por
ejemplo, amantadina), sintesis o traduccion de ARNm viral (por ejemplo, interferén), replicacion de ARN o ADN viral
(por ejemplo, analogos de nucledsido), maduracion de nuevas proteinas virales (por ejemplo, inhibidores de la
proteasa), y gemacion y liberacién del virus.

Los analogos de nucledtidos son compuestos sintéticos que son similares a los nucleétidos, pero que tienen un
grupo incompleto o desoxirribosa o ribosa anormal. Una vez los analogos de nucleétidos estan en la célula, se
fosforilan, produciendo la forma de trifosfato que compite con los nucleétidos normales para la incorporacion en el
ADN o ARN viral. Una vez la forma de trifosfato del analogo de nucleétido se incorpora en la cadena de acido
nucleico en crecimiento, produce la asociacion irreversible con la polimerasa viral y asi la terminacién de la cadena.
Analogos de nuclettidos incluyen, pero no se limitan a, aciclovir (usado para el tratamiento del virus del herpes
simple y virus de la varicela zoster), ganciclovir (Util para el tratamiento de citomegalovirus), idoxuridina, ribavirina
(util para el tratamiento del virus respiratorio sincitial), didesoxiinosina, didesoxicitidina, zidovudina (azidotimidina),
imiguimod y resiquimod.

Los interferones son citocinas que son secretadas por células infectadas por virus, ademas de células inmunitarias.
Los interferones funcionan uniéndose a receptores especificos sobre células adyacentes a las células infectadas,
causando el cambio en la célula que la protege de la infeccién por el virus. Los interferones o y B también inducen la
expresion de moléculas del MHC de clase | y clase Il sobre la superficie de células infectadas, produciendo la
elevada presentacion de antigenos para el reconocimiento de células inmunitarias del huésped. Los interferones o y
B estan disponibles como formas recombinantes y se han usado para el tratamiento de infeccion por hepatitis By C
cronica. A las dosificaciones que son eficaces para la terapia antiviral, los interferones tienen graves efectos
secundarios tales como fiebre, malestar general y pérdida de peso.
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Otros agentes antivirales utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan a, inmunoglobulinas, amantadina,
interferones, analogos de nucledsido e inhibidores de la proteasa. Ejemplos especificos de antivirales incluyen, pero
no se limitan a, acemanano; aciclovir; aciclovir sédico; adefovir; alovudina; alvircept sudotox; clorhidrato de
amantadina; aranotina; arildona; mesilato de atevirdina; avridina; cidofovir; cipamfilina; clorhidrato de citarabina;
mesilato de delavirdina; desciclovir; didanosina; disoxarilo; edoxudina; enviradeno; enviroxima; famciclovir;
clorhidrato de famotina; fiacitabina; fialuridina; fosarilato; foscarnet sédico; fosfonet sédico; ganciclovir; ganciclovir
sédico; idoxuridina; ketoxal; lamivudina; lobucavir; clorhidrato de memotina; metisazona; nevirapina; penciclovir;
pirodavir; ribavirina; clorhidrato de rimantadina; mesilato de saquinavir; clorhidrato de somantadina; sorivudina;
estatolona; estavudina; clorhidrato de tilorona; trifluridina; clorhidrato de valaciclovir; vidarabina; fosfato de
vidarabina; fosfato sodico de vidarabina; viroxima; zalcitabina; zidovudina; y zinviroxima.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pueden administrarse directamente al sujeto o pueden administrarse
conjuntamente con un complejo de administracién de acido nucleico. Un complejo de administracion de acido
nucleico debe significar una molécula de acido nucleico asociada a (por ejemplo, ibnicamente o covalentemente
unida a; o encapsulada dentro de) un medio que elige diana (por ejemplo, una molécula que produce mayor unién
por afinidad a la célula diana). Ejemplos de complejos de administracién de acidos nucleicos incluyen acidos
nucleicos asociados a un esterol (por ejemplo, colesterol), un lipido (por ejemplo, un lipido catidénico, virosoma o
liposoma), o un agente de unidon especifico a célula diana (por ejemplo, un ligando reconocido por el receptor
especifico de célula diana). Los complejos preferidos pueden ser suficientemente estables in vivo para prevenir el no
acoplamiento significativo antes de la internalizacion por la célula diana. Sin embargo, el complejo puede ser
escindible bajo condiciones apropiadas dentro de la célula, de manera que el oligonucleétido se libere en una forma
funcional.

El oligonucleétido inmunoestimulante CpG y/o el antigeno y/u otros terapéuticos pueden administrarse solos (por
ejemplo, en soluciéon salina o tampdn) o usando cualquier vehiculo de administracién conocido en la técnica. Por
ejemplo, se han descrito los siguientes vehiculos de administracion: cocleatos; emulsomas; ISCOM; liposomas;
vectores bacterianos vivos (por ejemplo, Salmonella, Escherichia coli, bacilo Calmette-Guerin, Shigella,
Lactobacillus); vectores virales vivos (por ejemplo, variolovacuna, adenovirus, herpes simple); microesferas; vacunas
de acido nucleico; polimeros (por ejemplo, carboximetilcelulosa, quitosano); anillos de polimeros; fluoruro de sodio;
plantas transgénicas; virosomas; particulas similares a virus. Otros vehiculos de administracion se conocen en la
técnica.

El término "cantidad eficaz" se refiere generalmente a la cantidad necesaria o suficiente para realizar un efecto
biolégico deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de un oligonucle6tido inmunoestimulante CpG administrado con
un antigeno para inducir inmunidad a la mucosa es esa cantidad necesaria para producir el desarrollo de IgA en
respuesta a un antigeno tras la exposicién al antigeno, mientras que esa cantidad requerida para inducir la
inmunidad sistémica es aquella cantidad necesaria para producir el desarrollo de IgG en respuesta a un antigeno
tras la exposicion al antigeno. Combinado con las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, eligiendo
entre los diversos compuestos activos y ponderando factores tales como la potencia, biodisponibilidad relativa, peso
corporal del paciente, gravedad de los efectos secundarios adversos y modo de administracion preferido, puede
planearse una pauta de tratamiento profilactico o terapéutico eficaz que no produzca toxicidad sustancial y que sea
todavia completamente eficaz para tratar el sujeto particular. La cantidad eficaz para cualquier aplicacién particular
puede variar dependiendo de factores tales como la enfermedad o afeccion que esta tratandose, el oligonucledtido
inmunoestimulante CpG particular que se administra, el tamafo del sujeto, o la gravedad de la enfermedad o
afeccion. Un experto habitual en la materia puede determinar empiricamente la cantidad eficaz de un oligonucleétido
inmunoestimulante CpG particular y/o antigeno y/u otro agente terapéutico sin necesidad de excesiva
experimentacion.

Las dosis objeto de los compuestos descritos en el presente documento para administraciéon a la mucosa o local
normalmente oscilan de aproximadamente 10 ug a 10 g por administracion, que dependiendo de la aplicacion
podrian administrarse diariamente, semanalmente o mensualmente, y cualquier otra cantidad de tiempo entremedias
o de otro modo segun se requiera. Mas normalmente, las dosis a la mucosa o locales oscilan de aproximadamente 1
mg a 500 mg por administracién, y lo mas normalmente de aproximadamente 1 mg a 100 mg, estando 2 - 4
administraciones separadas dias o semanas. Mas normalmente, la dosis de inmunoestimulante oscila de 10 ug a
100 mg por administracion, y lo mas normalmente 100 ug a 10 mg, con administraciones diarias o semanales. Las
dosis objeto de los compuestos descritos en el presente documento para administracion parenteral (es decir, SC o
IM) con el fin de inducir una respuesta inmunitaria especifica del antigeno, en las que los compuestos se administran
con un antigeno, pero no otro agente terapéutico, normalmente estan en aproximadamente el mismo intervalo de
dosis o0 algo menor que la dosis a la mucosa eficaz (es decir, IN, sublingual, oral, intravaginal, rectal, etc.) para
adyuvante para vacuna o aplicaciones inmunoestimulantes. Las dosis de los compuestos descritos en el presente
documento para administracion parenteral con el fin de inducir una respuesta inmunitaria innata o para aumentar
ADCC o para inducir una respuesta inmunitaria especifica de antigeno cuando los oligonucleotidos
inmunoestimulantes CpG se administran en combinacién con otros agentes terapéuticos o en vehiculos de
administracion especializados normalmente oscilan de aproximadamente 100 pug a 10 g por administracion, que
dependiendo de la aplicaciéon podrian administrarse diariamente, semanalmente o mensualmente, y cualquier otra
cantidad de tiempo entremedias o de otro modo segun se requiera. Mas normalmente, las dosis parenterales para
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estos fines oscilan de aproximadamente 1 mg a 5 g por administracién, y lo mas normalmente de aproximadamente
1 mg a1 g, estando 2 - 4 administraciones separadas dias o semanas. En algunas realizaciones, sin embargo, la
dosis parenteral para estos fines puede usarse en un intervalo de 5 a 10.000 veces superior a las dosis tipicas
descritas anteriormente. Dependiendo de la aplicacion, la duracion de la dosificacién requerida puede ser solo de
una o algunas dosis, o para el tratamiento de afecciones crénicas, la dosificacién podria ser durante muchos afnos
diariamente, semanalmente o0 mensualmente.

Para cualquier compuesto descrito en el presente documento, la cantidad terapéuticamente eficaz puede
determinarse inicialmente a partir de modelos en animales. Una dosis terapéuticamente eficaz también puede
determinarse a partir de datos humanos para otros oligonucleétidos CpG que se han probado en seres humanos
(estan en marcha ensayos clinicos en seres humanos) y para compuestos que se sabe que presentan actividades
farmacoldgicas similares, tales como otros adyuvantes, por ejemplo, LT y otros antigenos para fines de vacunacion.
Pueden requerirse mayores dosis para administracion parenteral. La dosis aplicada puede ajustarse basandose en
la biodisponibilidad relativa, masa corporal y potencia del compuesto administrado. El ajuste de la dosis para lograr
la maxima eficacia basandose en los procedimientos descritos anteriormente y otros procedimientos como son muy
conocidos en la técnica esta perfectamente dentro de las capacidades del experto en la materia.

Las formulaciones de la invencion se administran en soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden
contener rutinariamente concentraciones farmacéuticamente aceptables de sal, agentes de tamponamiento,
conservantes, vehiculos compatibles, adyuvantes, y opcionalmente otros componentes terapéuticos. Algunas
formulaciones pueden contener un alcohol, por ejemplo, un sacarido (por ejemplo, dextrosa), o0 un aminoacido.

Para su uso en terapia, una cantidad eficaz del oligonucleétido inmunoestimulante CpG y/u otros terapéuticos puede
administrarse a un sujeto por cualquier modo que administre el compuesto a la superficie deseada, por ejemplo,
local, mucosa, sistémico. La administracion de la composicion farmacéutica de la presente invencién puede llevarse
a cabo mediante cualquier medio conocido para el experto. Vias de administracion preferidas incluyen, pero no se
limitan a, oral, parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intralesional, intratumoral, intranasal, sublingual,
intratraqueal, inhalacion, ocular, vaginal y rectal.

Para administracion por via oral, los compuestos (es decir, oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG, antigenos y/u
otros agentes terapéuticos) pueden formularse facilmente combinando el (los) compuesto(s) activo(s) con vehiculos
farmacéuticamente aceptables muy conocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten formular los compuestos de la
invencién como comprimidos, pildoras, comprimidos recubiertos de azlcar, capsulas, liquidos, geles, jarabes, purés,
suspensiones y similares, para ingestion oral por un sujeto que va a tratarse. Las preparaciones farmacéuticas para
uso oral pueden obtenerse como un excipiente solido, opcionalmente moliendo una mezcla resultante, y procesando
la mezcla de granulos, después de afiadir auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o ndcleos de
comprimidos recubiertos de azlcar. Excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azucares, que
incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz,
almidén de trigo, almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetil-
celulosa, carboximetilcelulosa sédica y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afadirse agentes
disgregantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar, o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato
de sodio. Opcionalmente, las formulaciones orales también pueden formularse en solucion salina o tampones para
neutralizar condiciones &cidas internas o pueden administrarse sin ningun vehiculo.

Se proporcionan nlcleos de comprimidos recubiertos de azlcar con recubrimientos adecuados. Para este fin,
pueden usarse soluciones de azlcar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco,
polivinilpirrolidona, gel carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos
adecuados o mezclas de disolventes. Pueden afadirse tintas o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de
comprimidos recubiertos de azlcar para la identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de
compuestos activos.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas duras hechas de gelatina,
ademas de blandas, capsulas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas duras pueden contener los principios activos en mezcla con carga tal como lactosa, aglutinantes tales
como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En
capsulas blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como
aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afadirse estabilizadores. También
pueden usarse microesferas formuladas para administracion por via oral. Tales microesferas se han definido bien en
la materia. Todas las formulaciones para administracién por via oral deben estar en dosificaciones adecuadas para
tal administracion.

Para administracién por via oral, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas para chupar
formuladas de manera convencional.

Los compuestos pueden administrarse por inhalacion a la via pulmonar, especialmente los bronquios y mas
particularmente a los alvéolos del pulmén profundo, usando dispositivos de inhalacion estandar. Los compuestos
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pueden administrarse en forma de una presentacién de espray en aerosol de envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propulsor apropiado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacién puede determinarse proporcionando una valvula para administrar una cantidad dosificada. Puede
usarse un aparato de inhalacién para administrar los compuestos a un sujeto. Un aparato de inhalacién, como se
usa en el presente documento, es cualquier dispositivo para administrar un aerosol, tal como en forma en polvo seco
de los compuestos. Este tipo de equipo es muy conocido en la técnica y se ha descrito en detalle, tal como aquella
descripcion encontrada en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995, Mac Publishing
Company, Easton, Pensilvania, paginas 1676-1692. Muchas patentes de EE.UU. también describen dispositivos de
inhalacién, tales como la patente de EE.UU. n® 6.116.237.

"Polvo", como se usa en el presente documento, se refiere a una composicion que consiste en particulas solidas
finamente dispersas. Preferentemente, los compuestos son relativamente fluidos y capaces de dispersarse en un
dispositivo de inhalacion y posteriormente ser inhalados por un sujeto de manera que los compuestos lleguen a los
pulmones para permitir la penetracién en los alvéolos. Un "polvo seco" se refiere a una composicion en polvo que
tiene un contenido de humedad tal que las particulas sean facilmente dispersables en un dispositivo de inhalaciéon
para formar un aerosol. El contenido de humedad es generalmente inferior a aproximadamente el 10 % en peso (%
en p) de agua, y en algunas realizaciones esta por debajo de aproximadamente el 5 % en p y preferentemente
inferior a aproximadamente el 3 % en p. El polvo puede formularse con polimeros u opcionalmente puede formularse
con otros materiales tales como liposomas, albumina y/u otros vehiculos.

Pueden seleccionarse sistemas de dosificacion y de administracion en aerosol para una aplicacion terapéutica
particular por un experto en la materia, tal como se describe, por ejemplo, en Gonda, |. "Aerosols for delivery of
therapeutic and diagnostic agents to the respiratory tract"”, en Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
6:273-313 (1990), y en Moren, "Aerosol dosage forms and formulations” en Aerosols in Medicine. Principles,
Diagnosis and Therapy, Moren y col., Eds., Elsevier, Amsterdam, 1985.

Los compuestos, cuando se desea administrarlos sistémicamente, pueden formularse para administracién parenteral
mediante inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccién
pueden presentarse en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de mdltiples dosis,
con un conservante afadido. Las composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o
emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacién tales como agentes de
suspensién, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse
como suspensiones para inyeccion aceitosas apropiadas. Disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o
triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones para inyeccidon acuosas pueden contener sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspensién también puede contener estabilizadores o agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos
adecuados para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Alternativamente, los compuestos activos pueden estar en forma de polvo para constitucién con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua libre de pir6genos estéril, antes de uso.

Los compuestos también pueden formularse en composiciones rectales o vaginales tales como supositorios o
enemas de retencién, por ejemplo, que contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca de
cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, los compuestos también pueden formularse como una
preparacion de deposito. Tales formulaciones de accion prolongada pueden formularse con materiales poliméricos o
hidr6fobos adecuados (por ejemplo, como una emulsiéon en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o
como derivados moderadamente solubles, por ejemplo, como una sal moderadamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir vehiculos o excipientes de fase sélida o gel adecuados.
Ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen, pero no se limitan a, carbonato calcico, fosfato de calcio,
diversos azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina, y polimeros tales como polietilenglicoles.

Formas de preparacién farmacéuticas liquidas o sélidas adecuadas son, por ejemplo, soluciones acuosas o
soluciones salinas para inhalacién, microencapsuladas, encocleadas, recubiertas sobre particulas de oro
microscopicas, contenidas en liposomas, nebulizadas, aerosoles, pellas para implantacion en la piel, o secadas
sobre un objeto afilado para ser arafiadas en la piel. Las composiciones farmacéuticas también incluyen granulos,
polvos, comprimidos, comprimidos recubiertos, (micro)capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones,
cremas, gotas o preparaciones con liberacion prolongada de compuestos activos, en cuya preparacion se usan
habitualmente excipientes y aditivos y/o auxiliares tales como disgregantes, aglutinantes, agentes de recubrimiento,
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agentes de hinchamiento, lubricantes, aromatizantes, edulcorantes o solubilizantes como se ha descrito
anteriormente. Las composiciones farmacéuticas son adecuadas para su uso en varios sistemas de administracion
de farmacos. Para una breve revision de procedimientos para la administracion de farmacos véase Langer R (1990)
Science 249:1527-33.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG y opcionalmente otros terapéuticos y/o antigenos pueden
administrarse por si mismos (puros) o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en
medicina, las sales deben ser farmacéuticamente aceptables, pero convenientemente pueden usarse sales no
farmacéuticamente aceptables para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas. Tales sales
incluyen, pero no se limitan a, aquellas preparadas a partir de los siguientes acidos: clorhidrico, bromhidrico,
sulfdrico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, p-toluenosulfénico, tartarico, citrico, metanosulfénico, férmico,
malénico, succinico, naftaleno-2-sulfénico y bencenosulfonico. Por tanto, tales sales pueden prepararse como sales
de metal alcalino o alcalinotérreas tales como sales de sodio, potasio o calcio del grupo acido carboxilico.

Agentes de tamponamiento adecuados incluyen: acido acético y una sal (1-2 % en peso/volumen); acido citrico y
una sal (1-3 % en peso/volumen); acido bérico y una sal (0,5-2,5 % en peso/volumen); y acido fosférico y una sal
(0,8-2 % en peso/volumen). Conservantes adecuados incluyen cloruro de benzalconio (0,003-0,03 % en
peso/volumen); clorobutanol (0,3-0,9 % en peso/volumen); parabenos (0,01-0,25 % en peso/volumen) y timerosal
(0,004-0,02 % en peso/volumen).

Las composiciones farmacéuticas de la invencién contienen una cantidad eficaz de un oligonucle6tido
inmunoestimulante CpG y opcionalmente antigenos y/u otros agentes terapéuticos opcionalmente incluidos en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El término vehiculo farmacéuticamente aceptable significa una o mas de
carga solida o liquida compatible, diluyentes o sustancias de encapsulacién que son adecuados para administracién
a un ser humano u otro animal vertebrado. El término vehiculo indica un componente organico o inorganico, natural
0 sintético, con el que el principio activo se combina para facilitar la aplicacién. Los componentes de las
composiciones farmacéuticas también pueden combinarse con los compuestos de la presente invencion, y entre si,
de un modo tal que no haya interaccion que altere sustancialmente la eficiencia farmacéutica deseada.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que de ninguna forma deben
interpretarse como adicionalmente limitantes.

Ejemplos
Introduccion:

Los nuevos oligonucleétidos CpG de clase P de la presente divulgacion son un subconjunto de los oligonucle6tidos
CpG de clase C previamente descritos. Los ODN de clase P mejorados se diferencian de aquellos en virtud de la
sorprendentemente alta actividad secretora de IFN-o. y Th1 y citocinas y quimiocinas similares a Th1 in vitro, ademas
de in vivo. También son superiores a las clases C previamente descritas en su potencia para inducir otra produccion
de citocinas/quimiocinas y activacion celular. Agrawal y col. han descrito oligonucleétidos antisentido que tienen una
secuencia que es complementaria a un secuencia diana de acido nucleico mas una estructura de tallo-lazo en 3/,
haciendo la ultima el ODN estable a la degradacion por nucleasas. La estructura de tallo-lazo en 3' de Agrawal y col.
no es parte de la secuencia de reconocimiento. Los ODN CpG de clase P de doble palindromo de los presentes
inventores son parcialmente auto-complementarios en los dos palindromos. Aunque los palindromos en 3' en estos
ODN son capaces de forma posiblemente una estructura de horquilla en el extremo 3', se cree que la formacion de
concatémeros es la estructura mas probablemente activa en las células, y que la capacidad de que una posible
horquilla en 3' potencie la estabilidad contra nucleasas no hace una contribucién importante a la actividad Unica de
ODN.

Los nuevos compuestos de la presente divulgacion pueden usarse para tratar enfermedades en las que serian
ventajosas la estimulacién inmunitaria similar a Th1 o la modulacién inmunitaria. Las areas de aplicacién son
particularmente enfermedades infecciosas, cancer, asma y alergias. Aunque el tratamiento de enfermedades virales,
tales como hepatitis B y C, citomegalovirus (CMV), virus del papiloma, VIH y virus del herpes simple (VHS) son de
particular interés, los compuestos de la presente invencion pueden usarse para tratar la mayoria de las
enfermedades producidas por cualquier patégeno, que incluye Leishmania, Listeria y carbunco. Ademas de la
induccion de la secrecion de IFN-alfa e IFN-gamma, los nuevos ODN pueden usarse como adyuvantes de vacuna
cuando se requiere una respuesta inmunitaria Th1. Los compuestos de la presente divulgacion pueden usarse para
la profilaxis y terapia, bien como una terapia Unica o bien en combinacién con otros dispositivos terapéuticos o
médicos.

Hasta la fecha, no se han descrito composiciones que resuelvan diferencialmente la formacién de diplex o
agregados de oligonucleétidos con secuencias de bases complementarias. Las especies quimicas descritas
previamente para la prevencion de la formacién de agregados se limitaron a monosacaridos y polialcoholes. No se
ha descrito combinacién de mas de un aditivo quimico de una o mas de una especie quimica para la prevencion de
la formacién de duplex o agregados de oligonucledtidos. Los siguientes ejemplos ilustran oligonucle6tidos
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novedosos y formulaciones de oligonucleétidos.
Material y procedimientos

Oligodesoxinucledtidos (ODN)

Todos los ODN se compraron de Biospring (Francfort, Alemania) o Sigma-Ark (Darmstadt, Alemania), y se
controlaron para identidad y pureza por Coley Pharmaceutical GmbH (Langenfeld, Alemania). Los ODN se
disolvieron en 0,5x Tris-EDTA (base Tris 5 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0) y se guardaron a -20 °C. Para la incubacion
de células, los ODN se diluyeron en solucion salina tamponada con fosfato (Sigma, Alemania). Todas las diluciones
se llevaron a cabo usando reactivos sin pirégenos.

Purificacién de células

Se obtuvieron preparaciones de capa leucocitica de sangre periférica de donantes humanos masculinos y femeninos
sanos del banco de sangre de la Universidad de Dusseldorf (Alemania) y de éstas se purificaron células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) por centrifugacién sobre Ficoll®-Hypaque (Sigma). Las CMSP
purificadas tanto se usaron frescas (para la mayoria de los ensayos) como se suspendieron en medio de
congelacién y se guardaron a -70 °C. Si se requiere, se descongelaron alicuotas de estas células, se lavaron y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 (BioWhittaker, Bélgica) complementado con 5 % (v/v) de suero AB
humano inactivado por calor (BioWhittaker, Bélgica) o 10 % (v/v) de SBF inactivado por calor, L-glutamina 2 mM
(BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen (Karlsruhe, Alemania)).

Induccién de citocinas en CMSP

Se incubaron células mononucleares de sangre periférica humanas con ODN CpG durante 48 horas a las
concentraciones indicadas. Se midi6 la secrecién de IFN-o por CMSP humanas.

Deteccién de citocinas

Se sembraron CMSP frescas sobre placas de fondo redondo de 96 pocillos a 5 x 10%ml y se incubaron con ODN en
las concentraciones como se indican en una estufa de incubacion humidificada a 37 °C. Los sobrenadantes de
cultivo se recogieron y, si no se usaron directamente, se congelaron a -20 °C hasta que se requirid. Se evaluaron las
cantidades de citocinas en los sobrenadantes usando kits de ELISA comercialmente disponibles o ELISA en casa
desarrollados usando anticuerpos comercialmente disponibles.

Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC)

Se realiz6 cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) usando una columna Superdex® 75 10/300 (n® 17-5174-01;
GE Healthcare, Munich, Alemania) a una velocidad de flujo de 0,4 - 1 ml/min. El tampo6n de muestra y el tampon de
electroforesis fueron idénticos. El tamp6n consistié en tampén fosfato 10 mM (pH 7,5) complementado con cloruro
sédico 20 mM y el porcentaje indicado (peso/peso) de aditivo quimico. La cromatografia se realizd a temperatura
ambiente.

Todos los ODN probados se inyectaron en concentraciones de 1 mg/ml a 30 mg/ml en el tampdn de electroforesis
respectivo. Antes de la administracién a la HPLC, las muestras se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y se dejo
que se enfriaran a temperatura ambiente. Esto se realiz6 para permitir condiciones de incubacion similares para las
muestras antes de la cromatografia. El volumen de inyeccion fue 0,1- 5 ul, dependiendo de la concentracion de
muestra.

Se us6 un patron de referencia para determinar los tiempos de ejecucion de los mondémeros de longitudes
diferentes. Se us6 un ODN formador de dimero para determinar el tiempo de ejecucién de un dimero de ODN. Para
cada condicion de tampén, los tiempos de ejecucion obtenidos con el ODN patrén se compararon con los tiempos de
ejecucion del ODN de prueba y los valores en porcentaje de monémero de ODN de prueba y dimero de ODN de
prueba se calcularon por las integraciones del area bajo la curva.

No se observaron agregados a las condiciones investigadas para estos tampones, excepto por la dextrosa que no
mostré agregados por debajo de 10 mg/ml.

Los analisis de SEC de las fracciones se llevaron a cabo usando una bomba binaria de la serie 1100 (G1312A),
muestreador de placas de pocillos de la serie 1100 (G1367A), desgasificador a microvacio de la serie 1100
(G1379A) y un MWD de la serie 1100 (G1365B) (todos los instrumentos fabricados por Agilent Technologies,
Boeblingen, Alemania) o usando un sistema de HPLC de Beckman (médulo de disolvente System Gold® 126,
inyector automatico System Gold® 508 y detector System Gold® 168, fabricados por BeckmanCoulter GmbH,
Krefeld, Alemania).
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El andlisis de datos se realizd por integracién de las sefales resultantes a DO 260 usando el software del
instrumento.

Condiciones cromatogréficas:
Columna: Superdex 75 10/300
Temp. de la columna: 25°C
Temp. del inyector automatico: 25°C
Fase movil: Tampén fosfato 10 mM a pH 7,5; NaCl 20 mM + aditivo
Longitud de onda de deteccion: 260 nm
Velocidad de flujo: 0,4 - 1 ml/min
Volumen de inyeccion: 0,1-5ul
Tiempo de ejecucion: 45 minutos
Gradiente:
Tiempo Flujo Y% de A | % deB
Inicial 0,7 -1 100 0
45 min 0,7 -1 100 0

Deteccién de citocina plasmatica

Se inyectaron subcutdneamente (SC) o intravenosamente (IV) ratones BALB/c (n=5) con la concentracién indicada
de ODN o 100 ul de PBS. Se recogieron muestras de plasma 3 horas después de la inyeccidén y se usaron para el
ensayo de citocina/quimiocina por ELISA.

Estudios de vacunas

Se inmunizaron ratones BALB/c hembra (n=10/gp) con HBsAg (1 ug) solo o con ODN (10 pg). Los animales se
sangraron 4 semanas después de la inmunizacién y se determinaron los titulos de IgG total especifica de HBsAg por
ELISA de punto final.

Para la comparacién de diferentes vias de inyeccién, ODN (5 mg/ml) en PBS o soluciéon tamponada al 5 % de
dextrosa se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y a continuacién se enfriaron hasta temperatura ambiente. Se
inyectaron IV ratones BALB/c (n=5/gp) con 500 ug de ODN, se sangraron a las 3 horas de las inyecciones y el
plasma se prob6 para IFN-alfa.

Tabla 2: Oligonucleétidos de muestra

Secuencia Tipo de oligonucleétido SEC ID N¢
T*C*C*A*G*G*A*C*T*T*C*T*C*T*C*A*G*G*T*T Control de no CpG SECID N%: 12
T*C'G' T C*' G T' T T TG T*'C*G* T'T* T* T*G*T*C*G*T'T Clase B SEC ID N°: 336
5'T*C*C*T*G*G*C*G*G*G*G*A*A*G*T 3' Clase S SEC ID N°: 337
T*C* G T'C*' G T' T T'T"G*A*C* G T* T*"T* T*"G*T*C*G*T*T: Clase B SEC ID N¢: 338
CCT G CTTTTG TG CTT T TG TG C'TT Control de no CpG SEC ID N¢: 339
G*G*G-G-A-C-G-A-C-G-T-C-G-T-G*G*G*G*G*G*G: Clase A SEC ID N°: 340
T*C*G*T*C*G*T"T*T*T*C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C*G Clase C SEC ID N¢: 341
T*C*G*C*G*A*C*G*T*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G Clase C SEC ID N°: 342
TC G T C e T T T T T e e e TTTTC G T T TT Clase B SEC ID N°: 343
5'T*C-G-A-C-G-T-C-G-T-G-G*G*G*G 3' Clase A SEC ID N°: 344
T*C*G*T*C-G*T*T*T*T*A*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G_ | Clase C SEC ID N¢: 345
T*C*G*T*C_G'T*T*T"T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G | Clase C SEC ID N°: 346
T*C-G*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N2: 133
TT*7T*C_G'T*C_G*T*'T*T*C_G*'T*C_G*T*T Clase B SEC ID N°: 347
T*C-G*T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*-*C-G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N¢: 220
T*C-G*T*C-G*T*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G SEC ID N°: 348
T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C*C*G SEC ID N¢: 230
T*C-G*T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C-G*C*C*G Clase P SEC ID Ne¢: 231
T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N°: 234
T*C-G*T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G | Clase P SEC ID Ne¢: 237
T*C-G*T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*A*C*T*C-G*A*G*T*C*G Clase P SEC ID N¢: 238
T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G_ | Clase P SEC ID N¢: 245
T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G Clase P SEC ID N°: 246
T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*C*G*C-G*C*C-G*T*G*C*G Clase P SEC ID N°: 247
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G | Clase P SEC ID N°: 248
T*C*G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G | Clase P SEC ID N¢: 249
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G_| Clase P SEC ID N¢: 250

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2526 879 T3

T*C*G*'T*C*G*A*C*G*A-T-C*G*G*C*G*C*C*G*'T*G*C*C*G | Clase P SEC ID N¢: 251
T*C*G*T*C-G*A*C-G*A*'T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N¢: 252
T*C*G*T*C-G*A*C*G*A*"T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N¢: 253
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A-T-C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G Clase P SEC ID N¢: 254
T*C*G*A*C-G*'T*C*G*A*C*G*'T-G*A*C*G*'T*T Clase C SEC ID N¢: 257

Ejemplo 1: Induccién de IFN-a por oligonucleétidos CpG de clase P (dobles palindrémicos) en CMSP humanas

Se observo que los ODN dobles palindrémicos eran inductores de IFN-o mas potentes que los ODN de clase C en
los estudios realizados. La Figura 1 muestra graficas que ilustran la induccién de IFN-a con diversos ODN, que
incluyen la clase B, C y P, ademas de controles de no CpG. En el ODN de clase P en algunos casos, las bases en 5'
fueron parte de la region palindromica, como en SEC ID N?: 234; sin embargo, la base o bases en 5' no tuvieron que
ser parte de la regién palindrémica en 5', como en SEC ID N2 220. EI ODN retuvo actividad cuando el espaciador
entre palindromos fue de tan solo 1 nucleétido. Por ejemplo, el espaciador en SEC ID N2 234 es 'T'. Los
espaciadores D y los espaciadores de no nucleétidos también fueron eficaces.

Los ODN fueron los mas eficaces cuando la longitud de la regién palindrémica en 3' tuvo al menos 10 nucleétidos. El
palindromo en 3' podria contener apareamientos de bases A/T y todavia ser eficaz. La Figura 2 muestra graficas que
ilustran la induccion de IFN-a con diversos ODN de clase P. Ademas, los ODN con un palindromo imperfecto/region
que contiene complementariedad fueron capaces de inducir IFN-a siempre y cuando fueran suficientemente largos.
En los experimentos realizados, tales ODN fueron eficaces si la region que contenia complementariedad tenia 10
nucleétidos o méas, como en SEC ID N°: 247 (Figura 3).

Ejemplo 2: Los ODN CpG de clase P inducen produccién de citocinas y quimiocinas plasmaticas superior a las
clases C convencionales.

Se ha mostrado que los ODN de clase C convencionales tales como SEC ID N2 341 estimulan respuestas de
citocinas y quimiocinas similares a Th1 in vivo en ratones. La comparacion de la produccion de IL-12 y IP-10 en
plasma tras la administracion subcutanea (SC) revel6 una respuesta de IL-12 y IP-10 dependiente de la dosis para
ODN CpG de clase P de SEC ID N2: 234 y 237 que fue significativamente mayor en comparaciéon con SEC ID N
341 (Figura 4). El control de no CpG de SEC ID N2 339 no indujo ninguna produccion de citocinas o quimiocinas.

Ejemplo 3: Los ODN CpG de clase P estimulan produccién de IFN-a mas fuerte tras la administracién in vivo.

Como se demuestra en el Ejemplo 1, los ODN CpG de clase P produjeron la mayor produccion de IFN-a tras la
estimulaciéon de CMSP humanas cuando se compard con otras clases de ODN CpG tales como las clases C y B. Se
hizo una observacién similar cuando los ODN CpG de diferentes clases se inyectaron en ratones y se midieron los
niveles en plasma de IFN-a. En comparacion con las otras clases (SEC ID N2: 344: clase A; SEC ID N2: 336, 347,
343: clase B; SEC ID N 346, 257: clase C), los ODN de clase P estimularon la produccion de IFN-a més fuerte tras
la administraciéon SC, ademas de intravenosa (IV) (Figura 5). El control de no CpG de SEC ID N2 339 no indujo
ninguna produccion de IFN-o.

Ejemplo 4: Los ODN CpG de clase P estimulan fuertes respuestas inmunitarias adaptativas.

Los ODN CpG estimulan respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. Los ODN CpG de clase P de SEC ID N<:
234 y 237 estimularon fuertes respuestas de anticuerpos (Ab) cuando se afadieron a HBsAg, estimulando la clase P
de SEC ID N¢: 234 las respuestas de Ab mas fuertes cuando se compararon con las clases C y A (Figura 6). La
respuesta de Ab fue incluso similar a la de ODN de clase B que son conocidos por estimular las respuestas de Ab
mas fuertes in vivo.

Ejemplo 5: Formacién de concatémeros y formulacion de ODN CpG de clase P

En el disefio del ODN CpG de clase P de doble palindromo, la longitud de los dos palindromos y el contenido de GC
fueron determinantes importantes de la actividad biologica. Se encontré que la destrucciéon de cualquier palindromo
redujo la actividad bioloégica del ODN. Longitudes de entre 10 y 16 bases mostraron la mayor actividad bioldgica,
aunque los ODN entre 8 y 20 o incluso 4 y 30 bases de longitud mostraron actividad. En algunos casos, los
palindromos tienen al menos el 50 % de contenido de GC, mas preferido al menos el 70 %, y lo mas preferido el 100
%. Sin embargo, los palindromos con 0-49 % de contenido de GC también pueden ser eficaces, especialmente si
hay modificaciones de bases o de azlcares o alteraciones a uno o0 mas enlaces internucleotidicos que estabilizan la
formacion del dimero. La Figura 7 muestra un ejemplo de un ODN de clase P formador de concatémeros de doble
palindromo (SEC ID N2: 234).

La formulacion de los ODN inmunoestimulantes puede afectar el grado de formacion de concatémeros. La

formulacion de los ODN inmunoestimulantes en 5 % de dextrosa evitd la formacién de concatémeros dentro del
medicamento final, que simplificara el procedimiento de desarrollo de farmacos mientras que todavia permitira la
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captacién y formaciéon de células de las estructuras de concatémero con actividad biol6gica completa dentro de
células inmunitarias. Aunque las formulaciones que evitan la formacion de estructuras ordenadas superiores en el
producto en vial tienen ciertas ventajas practicas, el ODN puede administrarse en cualquier formulacién
farmacolégica.

Se describe que la SEC ID N°: 234, que contiene dos regiones palindromicas, muestra alta actividad inductora de
IFN-a; sin embargo, la cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) revel6 la presencia de grandes agregados en
solucién de PBS, previniendo la caracterizacién exacta de la molécula en esta solucién. La sustitucion de cloruro
sédico u otras sales tampdn con varios productos quimicos puede prevenir la agregaciéon de estas moléculas y
similares. La solucion al 5 % (peso/volumen) de dextrosa en agua es una solucion de aceptacion clinica y sirvié
como punto de partida para el analisis. Para reducir el contenido de sales, pero mantener ampliamente la fuerza
osmdtica, se sustituyé NaCl 130 mM en solucién de PBS con 5 % (peso/peso) de especies quimicas tan diferentes
como azUcares, alcoholes y aminoacidos.

La Figura 8 muestra la formacién de duplex por SEC ID N°: 234 en diversas soluciones al 5 % como se mide por
cromatografia de exclusion (SEC). Sorprendentemente, se previno la formacion de duplex por algunos tipos de
palindromos, mientras que se mantuvo la formacién de duplex por otros. Realizando la SEC en los tampones
respectivos, se observd la prevenciéon de la formacién de duplex en el palindromo rico en AT en SEC ID N%: 234 y
237, ademas de una desestabilizaciéon del duplex en el palindromo rico en GC de N2 234 y 341. Se concluy6 que
para las moléculas que contienen dos o mas regiones formadoras de duplex con estabilidad del duplex
significativamente diferente, podria prevenirse la formacion del duplex con menor estabilidad, mientras que la
formacion de los diplex de alta estabilidad se mantuvo en estas soluciones. Esta observacién defendié la reduccién
de la estabilidad del duplex como el principal efecto responsable de este fenédmeno. En la Figura 8, las barras
representan los valores en % del area del pico para el pico del dimero. El porcentaje de ODN monoméricos puede
calcularse usando la féormula: 100 - (% del area del pico del dimero). No se observaron agregados para estos
tampones.

La Tabla 3 muestra datos que demuestran que SEC ID N° 234 muestra prevencion de la formacién del duplex con
menor estabilidad en tanto tampdn dextrosa como tampon glicina, pero no en 1XPBS. Tampo6n dextrosa: 5 % de
dextrosa, NaCl 20 mM, tampé6n fosfato 10 mM - pH ~7,2. Tampon glicina: 5 % de glicina, NaCl 20 mM, tampon
fosfato 10 mM a pH ~7,2. La concentracion de ODN fue 5x10° M (0,04 mg/ml). Longitud de onda (1): 260 nm. El
intervalo de temperatura fue 20 °C a 90 °C *. Las temperaturas de fusion para Tm1 de los tampones dextrosa y
glicina estuvieron por debajo de 25 °C y no pudieron determinarse usando el intervalo de temperatura experimental.

Tabla 3
1xPBS Tampdn dextrosa | Tampdn glicina
Tm1 Tm 1 Tm2 Tm 1 Tm2 Tm 1 Tm2
Sec. 234 33,9°C 65,7°C | M) 53,6 °C ") 53,7 °C

Los ensayos indican que este efecto no fue solo debido a la reduccién en cloruro sédico, sino que al menos algunas
de las especies quimicas probadas (es decir, sacaridos (dextrosa; fructosa); disacaridos (lactosa); monoalcoholes
(etanol; isopropanol); dioles (propanodiol); polialcoholes (glicerol, manitol, sorbitol) y aminoacidos (isoleucina; glicina;
treonina)) causaron una reduccién adicional en la estabilidad del duplex. La isoleucina en particular redujo la
formacion del duplex de baja fusién a concentraciones de tan solo el 1 % en peso/peso. Este efecto podria
potenciarse adicionalmente combinando la adicién de un bajo porcentaje de isoleucina con otros aditivos quimicos
de las especies descritas. Otros aminodcidos con cadenas laterales hidréfobas deberian ser similarmente eficaces,
tales como, por ejemplo, valina, leucina, fenilalanina, prolina, tirosina y triptéfano, o aminoacidos con cadenas
laterales cargadas, tales como glutamato, aspartato y lisina.

Los inesperados efectos anteriormente descritos permitieron la resolucién de la formacion de agregados de
oligonucleétidos formadores de duplex, produciendo propiedades de disolucién homogénea. Sorprendentemente, los
ODN CpG investigados retuvieron su actividad inmunoestimulante cuando se aplicaron con las nuevas
formulaciones. Esto permite que moléculas que contienen dos o mas regiones formadoras de duplex con estabilidad
del duplex similar se formulen de manera que supriman completamente la hibridacion, produciendo soluciones de
dosificacién de medicamento en las que el oligonucleétido esta presente en su forma monomérica. Ademas, la
formacion de la tétrada G de oligonucleotidos disminuyd por el nuevo tipo de formulacion. Usando la formulacién
descrita en el presente documento, las soluciones de dosificacion homogéneas se han observado para
oligonucleétidos que contienen las secuencias formadoras de la tétrada G, tales como para CpG de clase A de SEC
ID N2 344 o CpG de clase S de SEC ID N2 337, que también contienen un palindromo, que indica que las
composiciones que contienen una o0 mas de las especies quimicas anteriormente mencionadas pueden usarse para
prevenir la formacién de agregados en estos estiramientos de bases.
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Ejemplo 6: Los ODN de clase P formulados en 5 % de dextrosa que evita |la formacién de concatémeros dentro del
medicamento final estimulan respuestas de citocinas y quimiocinas similares a Th1 mas fuertes tanto tras la
induccién SC como |V.

Existen diferencias entre la estimulacién de citocinas similares a Th1 tras la administracién in vivo mediante
diferentes vias. Por ejemplo, el ODN de clase A tal como SEC ID N% 344 y 340 estimulé IFN-a significativo en
plasma solo tras la administracion IV, mientras que los niveles de IFN-a fueron bajos o proximos al nivel basal tras la
inyeccion SC. A diferencia, los ODN de clase P estimularon los mayores niveles de IFN-a tras la administracion por
ambas vias, IV y SC (Figura 9). Ademads, la formulacién de ODN de clase P de SEC ID N% 234 en 5 % de dextrosa
estimuld una respuesta de IFN-o mas fuerte en comparacién con la formulacién en PBS tras la inyeccion IV.

Ejemplo 7. Los ODN de clase P con un conector entre el dominio de activacién de TLR y la regién formadora de
duplex pueden estimular la elevada secrecién de IFN-o.

Con el fin de determinar el efecto de diversos conectores sobre la actividad inmumoestimulante de ODN de clase P,
se incorporaron un espaciador abasico (espaciador D), 1,3-propano-diol, hexaetilenglicol en ODN de clase P de SEC
ID N¢: 243. Se incubaron CMSP con el ODN a concentraciones entre 0,1 uM y 1 uM durante 48 horas y se realiz6 un
ensayo de ELISA sobre los sobrenadantes. La inclusion de hexaetilenglicol produjo una ligera disminucion en la
potencia (Figura 10). La inclusién de 1,2-propano-diol o un espaciador abasico conduce a una ligera disminucion en
la potencia, pero un aumento en la produccion de IFN-a con respecto al control de no CpG (SEC ID N°: 343), clase
A (SEC ID N2 340 y 341) y clase C (SEC ID N2 343) como se mide por un aumento en la produccion de IFN-a
(Figura 10a). Todas las modificaciones produjeron una disminucién en la produccién de IL-10 (Figura 10b) y IL-6
(Figura 10c).

Ejemplo 8. Los ODN de clase P con modificacién de 2'-O-metilo estimulan |la elevada secrecién de IFN-o,

Las modificaciones de ribosa y desoxirribosa en oligonucleétidos pueden influir en la actividad del oligonucleétido.
Con el fin de determinar el efecto de residuos de azucar modificados sobre la actividad de ODN de clase P, se
afadieron grupos O-metilo a la posicidon 2' de los restos de azlcar en diversos sitios en la secuencia (véase la Tabla
1). Se incubaron CMSP humanas con el ODN durante 48 horas a concentraciones de ODN que oscilaban de 0,01 a
1 uM. Los sobrenadantes se analizaron por ELISA. Como se muestra en la Figura 11, todos los ODN modificados
(SEC ID N¢: 344-347) mostraron una ligera disminucion en la potencia, pero una elevada induccion de la produccién
de IFN-a en comparacion con el control no modificado de la misma secuencia de bases (SEC ID N°: 234).

La presente memoria descriptiva incluye las siguientes realizaciones (1) a (217):
(1) Un oligonucle6tido inmunoestimulante que comprende:
un dominio de activacion de TLR en 5' y al menos dos regiones palindromicas, siendo una region
palindromica una region palindromica en 5' de al menos 6 nucleétidos de longitud y conectada a una
regién palindrémica en 3' de al menos 8 nuclettidos de longitud tanto directamente como mediante un
espaciador, en el que el oligonucledtido incluye al menos un dinucleétido YpR, y en el que el
oligonucleétido no es T*C G*T*C G*A*C G*T*T*C G*G*C*G*C G*C*G*C*C*G (SEC ID N¢: 335).

(2) The oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacion (1), en el que el oligonucleétido incluye al menos
un dinucledétido CpG no metilado.

(3) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que el dominio de activaciéon de TLR es
TCG, TTCG, TTTCG, TYpR, TTYpR, TTTYpR, UCG, UUCG, UUUCG, TTTo TTTT.

(4) El oligonucleodtido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que el dominio de activaciéon de TLR esta
dentro de la region palindrémica en 5'.

(5) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que el dominio de activaciéon de TLR esta
directamente en 5' con respecto a la regién palindrémica en 5'.

(6) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que la regién palindrémica en 5' tiene al
menos 8 nucleotidos de longitud.

(7) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que la regién palindrémica en 3' tiene al
menos 10 nucleédtidos de longitud.

(8) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que la regién palindrémica en 5' tiene al
menos 10 nucledtidos de longitud.
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(9) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (7), en el que la region palindrémica en 3' incluye un
dinucledtido CpG no metilado.

(10) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (7), en el que la region palindrémica en 3' incluye
dos dinucleétidos CpG no metilados.

(11) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (8), en el que la regién palindrémica en 5' incluye un
dinucledétido CpG no metilado.

(12) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (8), en el que la region palindrémica en 5' incluye
dos dinucleétidos CpG no metilados.

(13) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindromicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 25.

(14) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindrémicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 30.

(15) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindromicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 35.

(16) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindromicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 40.

(17) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindrémicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 45.

(18) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindrémicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 50.

(19) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindromicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 55.

(20) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (6), en el que las regiones palindrémicas de 5'y 3'
tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 60.

(21) El oligonucleodtido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que las dos regiones palindrémicas estan
conectadas directamente.

(22) El oligonucleodtido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que las dos regiones palindrémicas estan
conectadas mediante un enlace 3'-3".

(23) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (21), en el que las dos regiones palindromicas se
solapan por un nucleétido.

(24) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizaciéon (21), en el que las dos regiones palindromicas se
solapan por dos nucleétidos.

(25) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (21), en el que las dos regiones palindrémicas no se
solapan.

(26) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que las dos regiones palindrémicas estan
conectadas por un espaciador.

(27) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (26), en el que el espaciador es un acido nucleico
que tiene una longitud de 1-50 nucleoétidos.

(28) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (27), en el que el espaciador es un acido nucleico
que tiene una longitud de 1 nucleétido.

(29) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (26), en el que el espaciador es un espaciador de
no nucleétido.

(30) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (29), en el que el espaciador de no nucleétido es un
espaciador D.
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(31) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacion (29), en el que el espaciador de no nucleétido es un
conector.

(32) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que el oligonucleétido tiene la férmula 5'
XP1SP,T3' en la que X es el dominio de activacién de TLR, P+ es un palindromo, S es un espaciador, P2 es un
palindromo y T es una cola en 3' de 0-100 nucleétidos de longitud.

(33) El oligonucleoétido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que X es TCG, TTCG o TTTCG.

(34) El oligonucleodtido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que T tiene 5-50 nucle6tidos de longitud.

(35) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que T tiene 5-10 nucle6tidos de longitud.

(36) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que S es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1-50 nucleétidos.

(37) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que S es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1 nucledtido.

(38) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que S es un espaciador de no nucleétido.

(39) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (38), en el que el espaciador de no nucleétido es un
espaciador D.

(40) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacion (38), en el que el espaciador de no nucleétido es un
conector.

(41) EIl oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (1), en el que el oligonucle6tido no es un
oligonucleétido antisentido o una ribozima.

(42) El oligonuclettido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que Py esricoen Ay T.

(43) El oligonucleoétido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que P+ incluye al menos 4 T.
(44) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (2), en el que P2 es un palindromo perfecto.
(45) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que P2 es rico en G-C.

(46) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (32), en el que P2, es CGGCGCX;GCGCCG (SEC
ID N2: 334) en la que Xy es T o nada.

(47) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que el oligonucleétido incluye al menos un
enlace fosforotioato.

(48) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (2), en el que todos los enlaces internucleotidicos
del oligonucleétido son enlaces fosforotioato.

(49) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (47), en el que el oligonucleétido incluye al menos
un enlace similar a fosfodiéster.

(50) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (49), en el que el enlace similar a fosfodiéster es un
enlace fosfodiéster.

(51) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (2), que comprende ademas un grupo lipéfilo
conjugado con el oligonucleétido.

(52) El oligonucleoétido inmunoestimulante de la realizacién (51), en el que el grupo lipéfilo es colesterol.

(53) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (1), en el que el oligonucleétido comprende la
secuencia T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G (SEC ID N2: 234).

(54) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (1), en el que al menos uno de los oligonucleétidos
inmunoestimulantes comprende un residuo de aztcar modificado en 2.

(55) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (54), en el que el residuo de azucar modificado en
2' es un residuo de azucar modificado con 2'-O-metilo.
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(56) Un oligonucle6tido inmunoestimulante que comprende:

un dominio de activacién de TLR en 5' y al menos dos regiones que contienen complementariedad, una
region que contiene complementariedad de 5' y una de 3', teniendo cada regién que contiene
complementariedad al menos 8 nucleétidos de longitud y conectadas entre si tanto directamente como
mediante un espaciador, en el que el oligonucleodtido incluye al menos un dinucleétido de pirimidina-purina
(YpR), y en el que al menos una de las regiones que contiene complementariedad no es un palindromo
perfecto.

(57) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (56), en el que el oligonucleétido incluye al menos
un dinucleétido CpG no metilado.

(58) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacién (57), en el que el dominio de activaciéon de TLR es
TCG, TTCG, TTTCG, TYpR, TTYpR, TTTYpR, UCG, UUCG, UUUCG, TTTo TTTT.

(59) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacién (57), en el que el dominio de activacion de TLR esta
dentro de la regién que contiene complementariedad de 5'.

(60) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que el dominio de activacion de TLR esta
directamente en 5' con respecto a la region que contiene complementariedad de 5'.

o

(61) ElI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (57), en el que
complementariedad de 3' tiene al menos 10 nucleétidos de longitud.

region que contiene
(62) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que la region que contiene
complementariedad de 5' tiene al menos 10 nucledétidos de longitud.

(63) EI oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (61), en el que la regidbn que contiene
complementariedad de 3' incluye un dinucleétido CpG no metilado.

(64) EI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (61), en el que la regiéon que contiene
complementariedad de 3' incluye dos dinucleétidos CpG no metilados.

(65) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacién (62), en el que la region que contiene
complementariedad de 5' incluye un dinucleétido CpG no metilado.

(67) EI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (62), en el que la regidbn que contiene
complementariedad de 5' incluye dos dinucleétidos CpG no metilados.

(68) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad incluyen al menos un analogo de nucleétido.

(69) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad forman un diplex intramolecular.

(70) El oligonuclettido inmunoestimulante de la realizacion (69), en el que el diplex intramolecular incluye al
menos un par de bases de no Watson Crick.

(71) El oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacién (70), en el que el par de bases de no Watson Crick
es G-T, G-A, G-G, o C-A.

(72) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad forman duplex intermoleculares.

(73) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (72), en el que al menos uno de los duplex
intermoleculares incluye al menos un par de bases de no Watson Crick.

(74) El oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacién (70), en el que el par de bases de no Watson Crick
es G-T, G-A, G-G o C-A.

(75) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad contienen un desapareamiento.

(76) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad contienen dos desapareamientos.
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(77) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad contienen un nucledétido interviniente.

(78) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad contienen dos nucleétidos intervinientes.

(79) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 25.

(80) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 30.

(81) EI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 35.

(82) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 40.

(83) EIl oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 45.

(84) EI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 50.

(85) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5' y 3' tienen un valor de estabilidad del duplex de al menos 55.

(86) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las regiones que contienen
complementariedad de 5'y 3' tienen un valor de estabilidad del diplex de al menos 60.

(87) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las dos regiones que contienen
complementariedad estan conectadas directamente.

(88) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (87), en el que las dos regiones que contienen
complementariedad se solapan por un nucleétido.

(89) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (87), en el que las dos regiones que contienen
complementariedad se solapan por dos nucleétidos.

(90) EIl oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (87), en el que las dos regiones que contienen
complementariedad no se solapan.

(91) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que las dos regiones que contienen
complementariedad estan conectadas por un espaciador.

(92) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (91), en el que el espaciador es un acido nucleico
que tiene una longitud de 1-50 nucleoétidos.

(93) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (92), en el que el espaciador es un acido nucleico
que tiene una longitud de 1 nucleétido.

(94) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (91), en el que el espaciador es un espaciador de
no nucledtido.

(95) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (94), en el que el espaciador de no nucleétido es un
espaciador D.

(96) El oligonucle6tido inmunoestimulante de la realizacion (94), en el que el espaciador de no nucleétido es un
conector.

(97) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacién (96), en el que el conector es un diol.

(98) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (97), en el que el conector es 1,3-propanodiol o
dodecano-1,12-diol.
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(99) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (96), en el que el conector se elige del grupo que
consiste en colesterol, nitroindol y hexaetilenglicol.

(100) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que el oligonucleétido tiene la férmula 5'
XNSPT 3' en la que X es el dominio de activaciéon de TLR, N es un palindromo no perfecto, P es un
palindromo, S es un espaciador y T es una cola en 3' de 0-100 nucleétidos de longitud.

(101) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (100), en el que X es TCG, TTCG o TTTCG.

(102) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que T tiene 5-50 nucleétidos de
longitud.

(103) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que T tiene 5-10 nucleétidos de
longitud.

(104) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (100), en el que S es un acido nucleico que tiene
una longitud de 1-50 nucleétidos.

(105) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que S es un &cido nucleico que tiene
una longitud de 1 nucleétido.

(106) EIl oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que S es un espaciador de no
nucleétido.

(107) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (106), en el que el espaciador de no nucleétido es
un espaciador D.

(108) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (106), en el que el espaciador de no nucleétido es
un conector.

(109) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (108), en el que el conector es un diol.

(110) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (109), en el que el conector es 1,3-propanodiol o
dodecano-1,12-diol.

108, en el que el conector se elige del grupo que consiste en colesterol, nitroindol y hexaetilenglicol.

(111) EI oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (56), en el que el oligonucleétido no es un
oligonucleétido antisentido o una ribozima.

(112) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (100), en el que N esricoen Ay T.

(113) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (100), en el que N incluye al menos 4 T.
(114) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que P es un palindromo perfecto.
(115) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (100), en el que P es rico en G-C.

(116) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (100), en el que P es CGGCGCX{GCGCCG (SEC
ID N2: 334) en la que Xy es T o nada.

(117) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que el oligonucle6tido incluye al
menos un enlace fosforotioato.

(118) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (100), en el que todos los enlaces
internucleotidicos del oligonucle6tido son enlaces fosforotioato.

(119) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (117), en el que el oligonucleétido incluye al
menos un enlace similar a fosfodiéster.

(120) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (119), en el que el enlace similar a fosfodiéster es
un enlace fosfodiéster.

(121) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), que comprende ademas un grupo lipéfilo
conjugado con el oligonucleétido.
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(122) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (121) en el que el grupo lip6filo es colesterol.

(123) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (57), en el que el oligonucleétido tiene la férmula 5'
XPSNT 3' en la que X es el dominio de activaciéon de TLR, N es un palindromo no perfecto, P es un
palindromo, S es un espaciador y T es una cola en 3' de 0-100 nucleétidos de longitud.

(124) El oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en la que X es TCG, TTCG o TTTCG.

(125) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (123), en el que T tiene 5-50 nucleétidos de
longitud.

(126) EI oligonuclettido inmunoestimulante de la realizacién (123), en el que T tiene 5-10 nucleétidos de
longitud.

(127) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (123), en el que S es un acido nucleico que tiene
una longitud de 1-50 nucleétidos.

(128) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que S es un acido nucleico que tiene
una longitud de 1 nucledtido.

(129) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (123), en el que S es un espaciador de no
nucleétido.

(130) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizaciéon (129), en el que el espaciador de no nucleétido es
espaciador D.

(131) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (129), en el que el espaciador de no nucleétido es
un conector.

(132) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (131), en el que el conector es un diol.

(133) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (132), en el que el conector es 1,3-propanodiol o
dodecano-1,12-diol.

(134) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacién (131), en el que el conector se elige del grupo que
consiste en colesterol, nitroindol y hexaetilenglicol.

(135) El oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que Nesricoen Ay T.

(136) El oligonucledétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que N incluye al menos 4 T.
(137) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que P es un palindromo perfecto.
(138) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que P es rico en G-C.

(139) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que P es CGGCGCX{GCGCCG (SEC
ID N2: 334) en la que X1 es T o nada.

(140) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (123), en el que el oligonucle6tido incluye al
menos un enlace fosforotioato.

(141) El oligonuclettido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que todos los enlaces
internucleotidicos del oligonucle6tido son enlaces fosforotioato.

(142) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (140), en el que el oligonucleétido incluye al
menos un enlace similar a fosfodiéster.

(143) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (142), en el que el enlace similar a fosfodiéster es
un enlace fosfodiéster.

(144) EIl oligonucledtido inmunoestimulante de la realizaciéon (57), que comprende ademas un grupo lipéfilo
conjugado con el oligonucleétido.

(145) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (123), en el que el grupo lipéfilo es colesterol.
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(146) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (56), en el que el oligonucleétido comprende la
secuencia 5' T*"C-G*T*C-G*A*C-G*T*T*C-G*G*C*G*C*C-G*T*G*C*C*G 3' (SEC ID N2: 237).

(147) El oligonucledtido inmunoestimulante de la realizacion (56), en el que al menos uno de los
oligonucleotidos inmunoestimulantes comprende un residuo de azicar modificado en 2'.

(148) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (147), en el que el residuo de aztcar modificado
en 2' es un residuo de azucar modificado con 2'-O-metilo.

(149) Una composicion que comprende:

una mezcla de oligonucleotidos formadores de diplex formulados en un tampén de baja salinidad y que
incluye un soluto.

(150) La composicion de la realizacion (149), en la que el soluto es un aminoacido.

(151) La composicién de la realizacion (150), en la que el aminodacido tiene una cadena lateral hidréfoba.
(152) La composicion de la realizacion (150), en la que el aminoécido es isoleucina.

(153) La composicion de la realizacion (150), en la que el aminodacido es glicina.

(154) La composicion de la realizacion (150), en la que el aminodcido tiene una cadena lateral cargada.
(155) La composicién de la realizacion (149), en la que el soluto es un alcohol.

(156) La composicion de la realizacion (155), en la que el alcohol es un sacarido.

(157) La composicion de la realizacion (155), en la que el sacarido es dextrosa, fructosa, lactosa, sacarosa,
ribosa, arabinosa o un disacarido.

(158) La composicién de la realizacién (149), en la que los oligonucleétidos formadores de duplex son
oligonucledtidos seguin una cualquiera de las realizaciones (1)-(45).

(159) La composicion de la realizacion (149), en la que la composicion incluye al menos dos oligonucleétidos
inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes que tienen diferentes secuencias de nucleétidos.

(160) La composicion de la realizacion (149), en la que la composicion incluye al menos dos oligonucleétidos
formadores de duplex que tienen las mismas secuencias de nucleétidos entre si.

(161) La composicion de la realizacion (149), en la que cada oligonucleétido formador de duplex incluye al
menos una secuencia formadora de duplex.

(162) La composicién de la realizacion (149), en la que cada oligonucleétido formador de duplex incluye al
menos dos secuencias formadoras de duplex.

(163) La composicion de la realizacion (161) o (162), en la que cada secuencia formadora de duplex tiene un
valor de estabilidad del duplex de al menos 25.

(164) La composicion de la realizacion (161) o (162), en la que cada secuencia formadora de duplex tiene un
valor de estabilidad del duplex de al menos 30.

(165) La composicion de la realizacion (161) o (162), en la que cada secuencia formadora de duplex tiene un
valor de estabilidad del duplex de al menos 35.

(166) La composicion de la realizacion (149), en la que los oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de
duplex incluyen al menos un secuencia de poli G que tiene 4 nucleétidos G consecutivos.

(167) La composicion de la realizacion (149), en la que el oligonucleétido es inmunoestimulante.

(168) La composicion de la realizacién (149), en la que al menos uno de los oligonucleotidos
inmunoestimulantes comprende un residuo de aztcar modificado en 2.

(169) La composicion de la realizacion (168), en la que el residuo de azlcar modificado en 2' es un residuo de
azucar modificado con 2'-O-metilo.
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(170) Un procedimiento de preparacion de una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleétidos, que
comprende:

identificar oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de diplex,
formular los oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex en un tampoén de baja salinidad y
un soluto para producir una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleétidos.

(171) Una composicion que comprende una mezcla de al menos dos oligonucleétidos inmunoestimulantes
formadores de duplex diferentes, en la que los al menos dos oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores
de duplex diferentes tienen cada uno un dominio de activacion de TLR en 5' que incluye un dinucleétido CpG
no metilado y una secuencia formadora de diplex en 3' de al menos 8 nucleétidos de longitud, en la que la
secuencia formadora de duplex en 3' de cada uno de los al menos dos oligonucledtidos inmunoestimulantes
formadores de duplex diferentes son complementarias entre si, y en la que los al menos dos oligonucleétidos
inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes tienen 11-100 nucleétidos de longitud.

(172) La composicién de la realizacion (171), que comprende ademas un tampén de baja salinidad y que
incluye un soluto.

(173) La composicién de la realizacion (171), en la que el dominio de activacion de TLR es TCG, TTCG o
TTTCG.

(174) La composicion de la realizacion (171), en la que el dominio de activacion de TLR esta conectado
directamente a la secuencia formadora de duplex en 3'.

(175) La composiciéon de la realizacion (171), en la que el dominio de activacion de TLR y la secuencia
formadora de duplex en 3' estan conectados mediante un enlace 3'-3'.

(176) La composicion de la realizacion (171), en la que un espaciador esta entre el dominio de activacion de
TLRy la secuencia formadora de duplex en 3.

(177) La composiciéon de la realizacién (175), en la que el espaciador es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1-50 nucleétidos.

(178) La composicion de la realizacién (175), en la que el espaciador es un acido nucleico que tiene una
longitud de 1 nucledtido.

(179) La composicion de la realizacion (175), en la que el espaciador es un espaciador de no nucleoétido.

(180) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (178), en el que el espaciador de no nucleétido es
un espaciador D.

(181) La composicién de la realizacion (178), en la que el espaciador de no nucleétido es un conector.
(182) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacion (181), en el que el conector es un diol.

(183) El oligonucleotido inmunoestimulante de la realizacién (182), en el que el conector es 1,3-propanodiol o
dodecano-1,12-diol.

(184) El oligonucleétido inmunoestimulante de la realizacién (182), en el que el conector se elige del grupo que
consiste en colesterol, nitroindol y hexaetilenglicol.

(185) La composicién de la realizacion (171), en la que el oligonucleétido incluye al menos un enlace
fosforotioato.

(186) La composicion de la realizacion (171), en la que todos los enlaces internucleotidicos del oligonucleétido
son enlaces fosforotioato.

(187) La composicién de la realizacién (181), en la que el oligonucleétido incluye al menos un enlace similar a
fosfodiéster.

(188) La composicion de la realizacion (183), en la que el enlace similar a fosfodiéster es un enlace
fosfodiéster.

(189) La composicion de la realizacion (171), que comprende ademas un grupo lipéfilo conjugado con el
oligonucledétido.
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(190) La composicion de la realizacion (171), en la que el grupo lipéfilo es colesterol.

(191) La composicion de la realizacién (171), en la que al menos uno de los oligonucleétidos
inmunoestimulantes comprende un residuo de aztcar modificado en 2.

(192) La composicion de la realizacion (188), en la que el residuo de azlcar modificado en 2' es un residuo de
azucar modificado con 2'-O-metilo.

(193) Un procedimiento de tratamiento de cancer que comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo un oligonucleétido de una cualquiera de las realizaciones (1)-
(55) o (56)-(149) o una composicion de una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-
(172) en una cantidad eficaz para tratar el cancer.

(194) El procedimiento de la realizacion (193), que comprende ademas administrar un tratamiento contra el
cancer al sujeto.

(195) El procedimiento de la realizacién (194), en el que el tratamiento contra el cancer es quimioterapia.
(196) El procedimiento de la realizacion (194), en el que el tratamiento contra el cancer es radiacion.

(197) El procedimiento de la realizacion (194), en el que el tratamiento contra el cancer comprende un
anticuerpo.

(198) Un procedimiento de tratamiento de asma, que comprende administrar a un sujeto en necesidad del
mismo un oligonucle6tido de una cualquiera de las realizaciones (1)-(55) o (56)-(149) o una composicion de
una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-(172) en una cantidad eficaz para tratar
asma.

(199) El procedimiento de la realizacion (198) que comprende ademas co-administrar al sujeto un tratamiento
para el asma adicional.

(200) Un procedimiento de tratamiento de alergia, que comprende administrar a un sujeto en necesidad del
mismo un oligonucle6tido de una cualquiera de las realizaciones (1)-(55) o (56)-(149) o una composicion de
una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-(172) en una cantidad eficaz para tratar
alergia.

(201) El procedimiento de la realizacion (200) que comprende ademas administrar al sujeto un tratamiento para
la alergia adicional.

(202) El procedimiento de la realizacién (200), en el que el sujeto tiene rinitis alérgica.
(203) El procedimiento de la realizacién (200), en el que el sujeto tiene alergia ocular.
(204) Un procedimiento de modulacion de una respuesta inmunitaria en un sujeto, que comprende administrar
a un sujeto en necesidad del mismo un oligonucleétido de una cualquiera de las realizaciones (1)-(55) o (56)-
(149) o una composicién de una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-(172) en una

cantidad eficaz para modular una respuesta inmunitaria.

(205) El procedimiento de la realizacion (204), que comprende ademas administrar al sujeto un
inmunomodulador adicional.

(206) El procedimiento de la realizacion (204), en el que el oligonucleétido o composicion se administra al
sujeto para tratar enfermedad autoinmunitaria en el sujeto.

(207) El procedimiento de la realizacion (204), en el que el oligonucleétido o composicion se administra al
sujeto para tratar un trastorno inflamatorio.

(208) El procedimiento de la realizacién (204), en el que el oligonucleétido o composicion se administra al
sujeto para tratar remodelacién de las vias respiratorias en el sujeto.

(209) El procedimiento de la realizacion (204), en el que el oligonucleétido o composicion se administra sin un
antigeno al sujeto.

(210) El procedimiento de la realizacion (204), en el que el oligonucleétido o composicién se administra por una

via seleccionada del grupo que consiste en oral, nasal, sublingual, intravenosa, subcutanea, mucosal, ocular,
respiratoria, inyeccion directa e intradérmicamente.
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(211) El procedimiento de la realizacién (204), en el que el oligonucleétido o composicion se administra al
sujeto en una cantidad eficaz para inducir la expresién de citocinas y/o quimiocinas.

(212) El procedimiento de la realizacion (204), en el que la citocina y/o quimiocina esta seleccionada del grupo
que consiste en IFN-o,, IFN-B, IL-28, IL-29, IFN-o, TNF-a, IL-10, IL-6, IFN-y, IP-10, MCP-1, IL-3 y IL-12.

(213) Un procedimiento de tratamiento de asma agravado por infeccién viral, que comprende administrar a un
sujeto en necesidad del mismo un oligonucleétido de una cualquiera de las realizaciones (1)-(55) o (56)-(149) o
una composicién de una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-(172) en una cantidad
eficaz para tratar el asma agravado por infeccién viral.

(214) Un procedimiento de tratamiento de enfermedad infecciosa, que comprende administrar a un sujeto en
necesidad del mismo un oligonucleétido de una cualquiera de las realizaciones (1)-(55) o (56)-(149) o una
composicién de una cualquiera de las realizaciones (149)-(161), (165)-(168) o (171)-(172) en una cantidad
eficaz para tratar la enfermedad infecciosa.

(215) El procedimiento de la realizacion (213), en el que el sujeto tiene una infeccién viral.

(216) El procedimiento de la realizacion (214), en el que la infeccién viral se produce por virus de la hepatitis B
(VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la gripe, virus
respiratorio sincitial (VRS) o virus del papiloma humano (VPH).

(217) El procedimiento de la realizacion (213), en el que el oligonucleétido o composicién se administra por una
via seleccionada del grupo que consiste en oral, nasal, sublingual, intravenosa, subcutanea, mucosal, ocular,
respiratoria, inyeccion directa, y dérmicamente.

<110> AdiuTide Pharmaceuticals GmbH

<120> Composiciones y procedimientos para formulaciones de oligonucleétidos

<130> C1041.70046W000

<150> 60/773.505
<151> 15-02-2006

<150> 60/858.240
<151> 09-11-2006

<160> 348
<170> PatentIn versién 3.3

<210>1

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 1
tcgtcgacga ttttacgacg tegtttt 27

<210>2

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 2
tcgtcgacga ttttacgacg tegtttt 27

<210>3

<211>20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 3
tcgtcgacga acgacgtcgt 20

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 4
tcgtcgacga tttttcgtcg acgattt 27

<210>5

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400>5
tcgtcgacga titttcgtcg acgattt 27

<210>6

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 6
tcgtcgacga tcgtcgacga 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400>7
cgcgcegegeg cgegegegeg 20

<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 8
gagaacgctc gaccttcgat 20

<210>9

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400>9

agctccatgg tgctcactg 19

<210> 10

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10
tctcccageg tgegecat 18

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 12

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 12
tccaggactt ctctcaggtt 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13
tccacgacqgt tttcgacgtt 20

<210> 14

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 14
tcgtegtttt gacgttttga cgtt 24

<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 15
tcctgacgtt cggegegege cc 22

<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
tcgegtgegt tttgtegttt tgacgtt 27

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 17
tcgcgacgtt cggegegegce cg 22

<210> 18

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 18
ccggecggec ggecggecgg 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 19
cgcgcegegeg cgegegegeg 20

<210> 20

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 20
tceaggactt ctctcaggtt titt 24

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 21
gtgctcgagg atgcegcttcg ¢ 21

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22
gccgaggtee atgtcgtacg ¢ 21

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 23
tcgegtgegt titgtegttt tgacgtt 27

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24
accgataccg gtgecggtga cggeaccacg

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 25
accgataacg ttgccggtga cggcaccacg

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 26
accgatgacg tcgceggtga cggcaccacg

<210> 27

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 27
cggcgcegege cgeggegegce gecg 24

<210> 28

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
tcgatcgttt ttcgtgegtt ttt 23

<210> 29

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 29
tcgtccagga ctictctcag git 23

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 30
tcgtcgteca ggacttctct caggtt 26

<210> 31

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 31
tcgtgacggg cggegegege cec 22

<210> 32

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>nesa,c,got

<400> 32
acgacgtcgt ncggcggecg ccg 23

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 33
ggggacgacg tcgtgeggeg geegeeyg

<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 34
ggggacgacg tcgtgcggeg gecgeeg

<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35
ccacgacgtc gtcgaagacg acgtegtgg

<210> 36

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 36
ctgcagctge agctgcagcet gcag 24

<210> 37

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 37
cggcecgctge ageggecgct gcag 24

<210> 38

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 38
catgacgttt ttgatgtt 18
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<210> 39

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 39
atgacgtttt tgatgtt 17

<210> 40

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 40
tgacgttttt gatgtt 16

<210> 41

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
atgacgtttt tgatgttgt 19

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 42
tccatgacgt tittgatgtt 20

<210> 43

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 43
tccatgacgt tittgatgtt 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 44
tccatgacgt ttttgatgtt 20
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<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 45
tccatgacgt tittgatgtt 20

<210> 46

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 46
tccatgacgt tittgatgtt 20

<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético,

<400> 47
atgacgtttt tgatgttgt 19

<210> 48

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 48
atgacgtttt tgatgttgt 19

<210> 49

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 49
atgacgtttt tgatgttgt 19

<210> 50

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 50
atgacgtttt tgatgttgt 19
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<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 51
tccatgcegtt titgaatgtt 20

<210> 52

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 52
tccatgacgt ctttgatgta 20

<210> 53

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53
acgacgtcgt tccgacgteg t 21

<210> 54

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 54
acgacgtcgt ggccacgacg tcgtnnn 27

<210> 55

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (27)

<223> donde n es espaciador D
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<400> 55
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnn 27

<210> 56

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (3)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(17)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(30)

<223> donde n es espaciador D

<400> 56
nnnacgacgt cgtnnnnacg acgtcgtnnn  30.

<210> 57

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(17)

<223> donde n es espaciador D

<400> 57
nnnacgacgt cgtnnnnacg acgtcgt 27

<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 58
gggacgacgt cgtggccacg acgtegtcee 30

<210> 59

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 59
cccacgacgt cgtggg 16

<210> 60

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 60
ccccacgacg tcgtgggg 18

<210> 61

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 61
tcgatcgttt ttcgtgegtt tit 23

<210> 62

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 62
tcgatcgttt ttcgtgegtt tit 23

<210> 63

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 63
tcgatcgttt ttcgtgegtt ttt 23

<210> 64

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 64
tcgatcgttt ttcgtgegtt tit 23

<210> 65

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 65
atgacagtttt tgacgtt 17

<210> 66

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 66
acgacgtttt tgatgtt 17

<210> 67

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 67
acgacgtttt cgacgtt 17

<210> 68

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 68
atgatgtttt tgatgtt 17

<210> 69

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 69
atgacgtttt gatgtt 16

<210> 70

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 70
atgacgtttg tgatgtt 17

<210> 71

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 71
ttgacgtttt tgatgtt 17

<210> 72

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 72
atgatgtttt tgatgtt 17

<210>73

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 73
atgagctttt gtatgtt 17

<210> 74

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 74
tcgacgtttt cggcggecge cg 22

<210> 75

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 75
tcctgacgtt ttcggeggeec geccg 24

<210> 76

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 76
tcectgacgtt cggeggecgce cg 22

<210> 77

<211>23

<212> ADN

<213>" Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 77
tccatgacgt tcggecgegeg ccc 23

<210> 78

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 78
tcetgacgtt cggegegege ¢ 21

<210> 79

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 79
tcgacgtttt cggcgegege cg 22

<210> 80

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 80
tcgacgtttt cggcggecge cg 22

<210> 81

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 81
tcgacgtcga cgttagggtt aggg 24

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 82
acgacgtcgt tagggttagg g 21

<210> 83

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 83
gtcggegttg ac 12

<210> 84

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(16)

<223> donde n es espaciador D

<400> 84
acgacgtcgt cgnnnncggc cgecg 25

<210> 85

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(16)

<223> donde n es espaciador D

<400> 85
acgacgtcgt cgnnnncggc cgecg 25

<210> 86

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 86
tcgtcgacga cgtegtcg 18

<210> 87

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(22)

<223> donde n es espaciador D

<400> 87
tcgtcgacga cgtcgtcgnn nn 22
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<210> 88

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 88
acgacgtcgt ttttacgacg tcgt 24

<210> 89

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 89
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnn

<210> 90

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(17)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28) .. (30)

<223> donde n es espaciador D

<400> 90
nnnacgacgt cgtnnnnacg acgtcgtnnn

<210> 91

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
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<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 91
acgaogtcgt ttttacgacg tcgtnnn 27

<210> 92

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 92
acgacgtcgt ttttacgacg tegtttt 27

<210> 93

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 93
acgacgtcgt ttttacgacg tegtttt 27

<210> 94

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 94
acgacgtcgt ttttacgacg tcgt 24

<210> 95

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<400> 95
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgt 24

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
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<400> 96
acgacgtcgt acgacgtcgt 20

<210> 97

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 97
acgacgtcgt acgacgtcgt 20

<210> 98

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(12)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(25)

<223> donde n es espaciador D

<400> 98
cgacgtcgtn nnnacgacgt cgnnn25

<210> 99

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(12)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(25)

<223> donde n es espaciador D

<400> 99
acgacgtcgn nnncgacgtc gtinnn25
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<210> 100

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(11)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(23)

<223> donde n es espaciador D

<400> 100
cgacgtcgnn nncgacgtcg nnn 23

<210> 101

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (11)..(14)

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(14)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(27)

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(27)
<223>nesa,c,got

<400> 101
tcgacgtcgt nnnnacgacg tcgannn 27

<210> 102

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(14)
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<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25).. (27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 102
acgtcgtcgt nnnnacgacg acgtnnn 27

<210> 103

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 103
tcgtcgacgt nnnnacgtcg acgannn 27

<210> 104

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature25

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature
<222> (25).(27)
<223>nesa,c,got

<400> 104
tcgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnn 27

<210> 105

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
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<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 105
acgacgtcgt nnnnacgtcg tcgtnnn 27

<210> 106

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(12)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(23)

<223> donde n es espaciador D

<400> 106
acgacgttnn nnaacgtcgt nnn 23

<210> 107

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(11)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(21)

<223> donde n es espaciador D

<400> 107
acgtcgtnnn nacgacgtnn n 21

<210> 108

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (9) .. (12)
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<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(23)

<223> donde n es espaciador D

<400> 108
ggcggecgnn nncggecgec nnn 23

<210> 109

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(12)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(23)

<223> donde n es espaciador D

<400> 109
gcggeeggnn nnecggecge nnn 23

<210> 110

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(11)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(24)

<223> donde n es espaciador D

<400> 110
acgtcgtnnn nacgacgtcg thnn 24

<210> 111

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> donde n es espaciador D

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(15)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (26)..(26)

<223> donde n es espaciador D

<400> 111
nacgacgtcg tnnnnacgac gtcgtn

<210> 112

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (26)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 112
acgacgtcgt cgaagacgac gtcgtnnt

<210> 113

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (26).. (27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 113
tcgacgtcgt cgaagacgtc gtcgtnnt

<210> 114

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 114
ccacgacgtc gtcgaagacg acgtcgtgg

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>
<221> misc_feature

ES 2526 879 T3
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<222> (5) .. (5)
<223> donde n es espaciador D

<400> 115
tccangacgt tttgatgtt 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 116
tccatgacgt tditgatgtt 20

<210> 117

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 117
tccagacgtt titgatgtt 19

<210> 118

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 118
tccatgacgt tttgatgtt 19

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 119
tccatgacgt ttttgatgtt 20

<210> 120

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 120
gacgtttttg atgtt 15

<210> 121

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 121
tccagacgtt ttgatgtt 18

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> donde n es espaciador D

<400> 122
tccangacgt tnttgatgtt 20

<210> 123

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(28)

<223> donde n es espaciador D

<400> 123
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnnu 28

<210> 124

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D
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<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(28)

<223> donde g es un ribonucledsido

<400> 124
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnng 28

<210> 125

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25).. (27)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(28)

<223> donde a es un ribonucleésido

<400> 125
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnna 28

<210> 126

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(17)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(30)

<223> donde n es espaciador D

<400> 126
nnnacgacgt cgtnnnnacg acgtcgtnnn u 31

<210> 127

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(31)

<223> donde a es un ribonucleésido

<400> 127
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnnaaa a 31

<210> 128

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 128
tcgatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 129

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(17)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(30)

<223> donde n es espaciador D

<400> 129
tttacgacgt cgtnnnnacg acgtcgtnnnu 31

<210> 130

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 130
tcgacgtcgt 10

<210> 131
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 131
tcgacgtttt cggcggeege cg 22

<210> 132

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 132
tcgacgtttt cggcgegege cg 22

<210> 133

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 133
tcgcgacgtt cggegegege cg 22

<210> 134

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 134
tcgecgacgtt cggegegege cg 22

<210> 135

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 135
tcgcgacgtt cggegegegce cg 22

<210> 136

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 136
tcgcgacgtt cggegegege cg 22

<210> 137
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 137
tcgecgacgtt cggegegege cg 22

<210> 138

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 138
tcgcgacgtt cggegegegce cg 22

<210> 139

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 139
tcgcgacgtt cggegegege cg 22

<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 140
tcgecgacgtt cggegegege cg 22

<210> 141

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 141
tcgcgacgtt cgegegegeg 20

<210> 142

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> donde n es espaciador D
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<400> 142
nccatgacgt ttttgatgtt 20

<210> 143

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> donde n es espaciador D

<400> 143
tncatgacgt ttttgatgtt 20

<210> 144

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> donde n es espaciador D

<400> 144
tcnatgacgt ttttgatgtt 20

<210> 145

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> donde n es espaciador D

<400> 145
tcentgacgt ttttgatgtt 20

<210> 146

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<400> 146
tccatgacgt titngatgtt 20
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<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> donde n es espaciador D

<400> 147
tccatgacgt tintgatgtt 20

<210> 148

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 148
tcgaacgttc ggcgegegece g 21

<210> 149

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 149
tcgtcgaacg ttcggegege geccg 24

<210> 150

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 150
tcgtcgaacg ttcggegetg cgeeg 25

<210> 151

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 151
tcgcgacgtt cgttgecgege geccg 24

<210> 152

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 152
tacgtcgtic ggcgegegece g 21

<210> 153

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 153
ttcgcgacgt tcggegegeg ccg . 23

<210> 154

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 154
tcggegegeg cegtegegac gt 22

<210> 155

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 155
tagcgtgegt titgacgtit tttt 24

<210> 156

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 156
tagcgagcgt tttgacgttt titt 24

<210> 157

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 157
ttgcgagegt tttgacgtit tttt 24

<210> 158

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 158
atgcgtgegt tttgacgttt tttt 24

<210> 159

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 159
ttacgtgcgt tttgacgttt titt 24

<210> 160

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 160
ttgcatgcgt tttgacgttt titt 24

<210> 161

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 161
ttgcgtacgt tttgacgttt titt 24

<210> 162

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 162
ttgcgtgcat tttgacgttt titt 24

<210> 163

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 163
ttgcgtgcga tttgacgtit tttt 24

<210> 164

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 164
ttgcgegegt titgacgttt tttt 24

<210> 165

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 165
ttgcgtgcegce tttgacgttt tttt 24

<210> 166

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 166
ttgcgtgcegt ticgacgttt ttit 24

<210> 167

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 167
tcgtcgaacg ttcggegetg cgeeg 25

<210> 168

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 168
tcgtcgaacg ttcggegcetg cgeeg 25

<210> 169

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 169
tcgtcgaacg ttcggegcetg cgeeg 25

<210> 170

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 170
tcgtcgaacg ttcggegetg cgeeg 25

<210> 171

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 171
tcgtcggacg ttcggegetg cgeeg 25

<210> 172

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 172
tcgcgacgtt cgttgcgege geccg 24

<210> 173

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 173
tcgcgacgtt cgttgegege gceg 24

<210> 174

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 174
tcgcgacgtt cgttgegege geccg 24

<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 175
tcgcgacgtt ttgcgegege 20

<210> 176

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 176
tcgcgacgte gttgegegeg ccg

<210> 177

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

23

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 177
tcgecgacgtt cgaagegege geeg

<210> 178

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 178
tcgcgacgaa cgttgegege gecg

<210> 179

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(27)

<223> donde n es espaciador D

<400> 179

tcgacgtcgt nnnntcgacg tcgtnnn

<210> 180

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 180
tcgtegttag ctegttaget cgit

<210> 181

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

24
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 181
tcgtegttac gtaattacgt cgtt 24

<210> 182

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 182
tcgtcgttac gtcgttacgt aatt 24

<210> 183

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 183
tcgtegttac gtaattacgt aatt 24

<210> 184

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 184
tcgacgtcga cgtgacggg 19

<210> 185

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 185
tcgacgtcgt t 11

<210> 186

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 186
tcgacgtcgt t 11

<210> 187

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 187
tcgacgtcgt tt12

<210> 188

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 188

tcgacgtcgt ttttcgacgt cgtt 24
<210> 189

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 189
tcgcgacgtt cggegegetgccg 23

<210> 190

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 190
tcgcgacgtt cggegegtcgeccg 23

<210> 191

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 191
tcgcgacgtt cggeggetcgececg 23

<210> 192

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 192
tcgcgacgtt cggegegtecg ccg . 23

<210> 193

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 193
tcgcgacgtt cggeggetcg ccg 23

<210> 194

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 194
tcgcgacgtt cggegegtecg ccg . 23

<210> 195

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 195
tcgcgacgtt cggeggetcgccg 23

<210> 196

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 196
tcgacgtcgt 10

<210> 197

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 197
tcgacgtcga cgtgacggg 19

<210> 198

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 198
tcgacgtcga cgtgacggg 19

<210> 199

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 199
tcgacgtcga cgtgacgtc19

<210> 200

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 200
tcgacgtcga cgtgacg 17

<210> 201

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 201
tcgacgtcga 10

<210> 202

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 202
tcgtegttac gtaactacgt cgtt 24

<210> 203

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 203
tcgtcgttac gtaacgacgt cgtt 24

<210> 204

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 204
tcgtcgttac gtaacgacga cgtt 24

<210> 205

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 205
tcgtegttag ctaattagct cgtt 24

<210> 206

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 206
tcgtcgttac gtaattagct cgtt 24

<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 207
cccatgacgt tcctgacgtt20

<210> 208

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 208
gccatgacgt tcctgacgtt20

<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 209
accatgacgt tcctgacgtt20

<210> 210

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 210
tggatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 211

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 211
tttatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 212

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 212
taaatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 213

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 213
ccatgacgtt cctgacgtt 19

<210> 214

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 214
catgacgttc ctgacgtt 18

<210> 215

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 215
atgacgttcc tgacgtt 17

<210> 216

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 216
tgacgttcct gacgtt 16

<210> 217

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 217
tcgacgtcga ddddtcgacg tcga 24

<210> 218

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(10)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(14)
<223>nesa,c,got

<400> 218
agctgcagct nnnntcgacg tcga 24

<210> 219

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 219
tcgcgacgtt cggegegege cg 22

<210> 220

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 220
tcgtcgacgt tcggegegegccg 23

<210> 221

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 221
tcggacgttic ggcgegegece g 21

<210> 222

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 222
tcggacgttc ggcgegeeg 19

<210> 223

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 223
tcgecgacgtt cggegegecg 20

<210> 224

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 224
tcgcgacgtt,cgcgegegeg 20

<210> 225

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 225
tcgacgttcg gecgegegeceg 20

<210> 226

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 226
tcgacgttcg gecgegeceg 18

<210> 227

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 227
tcgcgacgtt cggegeeg 18

<210> 228

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 228
tcgcgacgtt cggecg 16

<210> 229

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 229
tcgacgttcg gcgeeg 16

<210> 230

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 230
tcgtcgacgt tcggegegec g 21

<210> 231

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 231
tcgtcgacgt tcggegeeg 19

<210> 232

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 232
tcgacgacgt tcggegegeg ccg 23

<210> 233

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 233
tcgacgtcgt tcggegegegccg 23

<210> 234

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 234
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 235

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 235
tcgtcgacga tcggegegece g 21

<210> 236

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 236
tcgtcgacgt tcgecgegeg gcg - 23

<210> 237

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 237
tcgtcgacgt tcggegeegt geccg 24

<210> 238

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 238
tcgtcgacgt tcgactcgag tcg 23

<210> 239

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 239
tcgtcgttac gtaacgacga cgtt 24

<210> 240

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 240
tcgtcgttac gtaacgacga cgtt 24

<210> 241

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 241
tcgacgtcga cgtgacgtt 19

<210> 242

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 242
tcgtcgacgt tcggegegec g 21

<210> 243

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 243
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 244

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(14)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (27)

<223> donde n es espaciador D

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(28)

<223> donde el ribonucledsido es un ribonucleésido inverso

<400> 244
acgacgtcgt nnnnacgacg tcgtnnnu 28

<210> 245
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<211>24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 245
tcgtcgacga tcggegecegt geecg 24

<210> 246

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 246
tcgtcgacga cggegeegtgccg 23

<210> 247

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 247
tcgtcgacga cgcgeegtge g 21

<210> 248

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 248
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24

<210> 249

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 249
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24

<210> 250

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 250
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24
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<210> 251

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 251
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24

<210> 252

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 252
tcgtogacga tcggegegeg ccg 23

<210> 253

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 253
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 254

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 254
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 255

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 255
tcgacgtcga cgtgacgtt 19

<210> 256

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 256
tcgacgtcga cgtgacgtt 19
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<210> 257

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 257
tcgacgtcga cgtgacgtt 19

<210> 258

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 258
tcgtcgacga cgtgtcgat 19

<210> 259

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 259
tcgacgtcga cgtgacgtt 19

<210> 260

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 260
tcgacgtcga cgtgacgtt 19

<210> 261

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 261
tcgtcgacga tcggegeegt gccg 24

<210> 262

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 262
tegtcgaega cggcgcecegtg ccgt 24
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<210> 263

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 263
tcgtcgacga cggecgeegtg ccgt 24

<210> 264

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 264
tcgtcgacga tcggegecegt geegt 25

<210> 265

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 265
tcgtcgacgt tcggegeeqt geegt 25

<210> 266

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 266
tcgtcgacgt cggegeegtg ccgt 24

<210> 267

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 267
tcgtcgacge ggegeegtge cgt 23

<210> 268

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 268
tcgtcgacge ggecgeegtge cgt - 23
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<210> 269

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 269
tcgtcgacga agtcgacgat 20

<210> 270

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 270
tcgtcgacga gaatcgtcga cgat 24

<210> 271

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 271
tcgtcgtacg gegecegtgece gt 22

<210> 272

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 272
tcgtcgacga tcggegecgt gcag 24

<210> 273

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 273
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24

<210> 274

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 274
tcgtcgacga tcggegecegt gecg 24
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<210> 275

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 275
tcgtcgacga cggegeegtg cegt

<210> 276

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 276
tcgtcgacga teggegecgt geegt

<210> 277

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 277

tcgtagacga tcggcegecegt geegt 25

<210> 278

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 278
tcgtcgacga cggegeegtg cegt

<210> 279

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 279
tcgtcgacgt tcggegecegt geegt

<210> 280

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 280
tcgtcgacgt cggegeegtg cegt

24
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<210> 281

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 281
tcgtcgacga agtcgacgat 20

<210> 282

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 282
tcgtcgacga gaatcgtcga cgat 24

<210> 283

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 283
tcgtcgacga cgtgtcgat 19

<210> 284

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 284
tcgacgtcga agacgtcgat 20

<210> 285

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 285
tcgacgtcga gaatcgacgt cgat 24

<210> 286

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 286
tcgtcgacga cggcgaagec g 21
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<210> 287

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 287
tcgtogacga cggcgaagec gt 22

<210> 288

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 288
tcgtcgacga cgtgtcgat 19

<210> 289

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 289
tcgtcgacga cgtgtcgat 19

<210> 290

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 290
tcgacgtcga cgtgacgttg t 21

<210> 291

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 291
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 292

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 292
tcgtcgaaga tcggecgegeg ccg 23
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<210> 293

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> donde t es un nucledsido inverso

<400> 293
tcgtcgacga tcggegegeg cegt 24

<210> 294

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (25)

<223> donde t es un nucledsido inverso

<400> 294
ttcgtcgacg atcggegege geegt 25

<210> 295

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 295
tcgtcgacga tcgacgegeg tcg 23

<210> 296

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 296
tcgtcgacga tcaacgcegeg ttg 23

<210> 297

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 297
tcgtcgacga tcggcacgtg ccg 23
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<210> 298

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 298
tcgtcgacga tcggceatatg ccg 23

<210> 299

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 299
tcgtcgacga tgccgegege gge 23

<210> 300

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 300
tcgtcgacga tgecgegege gge 23

<210> 301

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 301
tcgtcgacga tgccgegege gge 23

<210> 302

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 302
tcgtcgacga tgccgegege gge 23

<210> 303

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 303
tcgtcgacga tgecgegcetg cgge 24
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<210> 304

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 304
tcgtecgtacg atgecgegeg cgge 24

<210> 305

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 305
tcgtegtacg atgecgegcet gegge 25

<210> 306

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 306
tcgtcgacga tgecgegege gge 23

<210> 307

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 307
tcgtcgacga tgccgegege gge 23

<210> 308

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> donde t es un nucledsido inverso

<400> 308
tcgtcgacga tcggegegeg cegt 24

<210> 309

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (24) .(24)

<223> donde t es un nucleésido inverso

<400> 309
tcgtcgacga tcggegegeg cegt 24

<210> 310

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (24)..(24)

<223> donde t es un nucledsido inverso

<400> 310
tcgtegacga tcggegegeg ccgt 24

<210> 311

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 311
tcgtgcacga tcggegegeg ccg 23

<210> 312

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (2) .. (2)

<223> donde n es 5-metil-desoxicitidina

<400> 312
tngtcgacga tcggcgegeg ccg 23

<210> 313

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> donde n es 5-metil-desoxicitidina
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<400> 313
tcgtngacga tcggcgegeg ccg 23

<210> 314

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> donde n es 5-metil-desoxicitidina

<400> 314
tcgtcganga tcggecgegeg ccg 23

<210> 315

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> donde n es 5-metil-desoxicitidina

<400> 315
tcgtcgacga tnggcgegeg ccg 23

<210> 316

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 316
tcgacgtcga cgtcgacg 18

<210> 317

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 317
tcgacgtcga cgtcgacg 18

<210> 318

<211>18

<212> ADN

<213a Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
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<400> 318
tcgacgtcga cgtcgacg 18

<210> 319

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> donde t es un nucledsido inverso
<400> 319

tcgtcgacgt tcggegeegt geegt 25

<210> 320

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> donde t es un nucledsido inverso

<400> 320
tcgtcgacgt tcggegecegt geegt 25

<210> 321

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (25) .. (25)

<223> donde t es un nucledésido inverso

<400> 321
tcgtcgacgt tcggegeegt geegt 25

<210> 322

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13) .. (23)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 322
gcegegegeg getageaget get 23
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<210> 323

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(23)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 323

cggcgcegcegce cgtagecaget gect 23
<210> 324

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(23)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 324
gccgegegeg getageaget get 23

<210> 325

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(23)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 325
cggcgcegcegce cgtagecaget gect 23

<210> 326

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(24)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 326
cggcgcecgtg ccgttgecage tget 24

<210> 327

<211> 24
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(24)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 327
gecgtgeege ggcettgecage tget 24

<210> 328

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14) .. (24)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 328
cggcgcecgtg ccgttgecage tget 24

<210> 329

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(24)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 329
gecgtgeege ggcettgecage tget 24

<210> 330

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(25)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 330
tcggegegeg ccgatageag ctget 25

<210> 331

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (15) .. (25)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 331
tcggegegeg ccgatageag ctget 25

<210> 332

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (15) .. (25)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 332
tcggcgecegt geegttgeag ctget 25

<210> 333

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(25)

<223> donde los nucledsidos son nucleésidos inversos

<400> 333
tcggegecegt geegttgeag ctget 25

<210> 334

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> donde n es un conector

<400> 334
cggcgengceg ccg 13

<210> 335

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
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<400> 335
tcgtcgacgt tcggegegegccg 23

<210> 336

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 336
tcgtcgacga cggegegegecg 22

<210> 337

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)
<223>nesa,c,got

<400> 337
tcgtcgacga neggcegegeg ccg 23

<210> 338

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>nesa,c,got

<400> 338
tcgtcgacga ncggcegegeg ccg 23

<210> 339

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> donde n es espaciador D

<400> 339
tcgtcgacga ncggecgegeg ccg 23

<210> 340

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 340
ggggacgacg tcgtgggggg g 21

<210> 341

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 341
tcgacgtcgt ggggg 15

<210> 342

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 342
tccaggactt ctctca 16

<210> 343

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 343
tcgtegtttt cggegegege cg 22

<210> 344

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (6).. (7)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (9) .. (10)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(14)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (16) .. (16)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos
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<220>

<221> misc_feature

<222> (18) .. (18)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (23) .. (23)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<400> 344
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 345

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (3) .. (3)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (6) .. (7)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(10)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(14)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (16).. (16)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(23)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos
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<400> 345
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 346

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(7)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (9),.(10)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(14)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (18) .. (18)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (23)..(23)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<400> 346
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 347

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (6).. (7)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos
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<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(10)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(14)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (16) .. (16)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (18) .. (18)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20).. (20)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (23) .. (23)

<223> donde los nucledsidos son 2'-O-metil nucledsidos

<400> 347
tcgtcgacga tcggegegeg ccg 23

<210> 348

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 348
tcgtegtegt tcggegegeg ccg 23
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucledtidos formadores de
duplex, en la que la mezcla de oligonucledtidos formadores de duplex se formula en un tampén de baja salinidad e
incluye un soluto, en donde al menos el 50 % de los oligonucleétidos formadores de duplex estan presentes en
forma monomérica o dimérica y en donde los oligonucleétidos formadores de duplex son oligonucleétidos
inmunoestimulantes que comprenden:

un dominio de activacion de TLR en 5' y al menos dos regiones palindrémicas, siendo una region palindrémica
una region palindromica en 5' de al menos 6 nucle6tidos de longitud y conectada a una region palindrémica en 3'
de al menos 8 nucleétidos de longitud tanto directamente como mediante un espaciador, que es un acido
nucleico que tiene una longitud de 1-50 nucle6tidos o un espaciador de no nucleétido, en donde el
oligonucleétido incluye al menos un dinucleétido YpR, y en donde el oligonucledtido no es
T*C_G*T*C_G*A*C_G*'T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*G*C*C*G (SEC ID N¢: 335).

2. La composicion de la reivindicacién 1, en la que los oligonucleétidos incluyen al menos un dinucleétido CpG no
metilado.

3. La composicion de las reivindicaciones 1 0 2, en la que el dominio de activacion de TLR es TCG, TTCG, TTTCG,
TYpR, TTYpR, TTTYpR, UCG, UUCG, UUUCG, TTTo TTTT.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el dominio de activaciéon de TLR esta
dentro de la regién palindromica en 5'.

5. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el dominio de activacién de TLR esta
directamente en 5' con respecto a la regién palindrémica en 5'.

6. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la region palindréomica en 5' tiene al
menos 8 nucleotidos de longitud.

7. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la region palindréomica en 3' tiene al
menos 10 nucleétidos de longitud.

8. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que cada oligonucleétido inmunoestimulante
formador de duplex incluye al menos una secuencia formadora de duplex.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que cada oligonucleétido inmunoestimulante formador de duplex
incluye al menos dos secuencias formadoras de duplex.

10. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la mezcla sustancialmente homogénea
incluye al menos dos oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex diferentes que tienen diferentes
secuencias de nucledtidos.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos uno de los oligonucle6tidos
inmunoestimulantes comprende un residuo de azdcar modificado en 2', preferentemente un residuo de azlcar
modificado con 2'-O-metilo.

12. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el soluto es un aminoacido o un
alcohol.

13. Una composicién como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en el tratamiento
de cancer.

14. Un procedimiento de preparacion de una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucle6tidos
inmunoestimulantes formadores de duplex, que comprende:

identificar oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex,

formular los oligonucleétidos inmunoestimulantes formadores de duplex en un tampén de baja salinidad y un
soluto para producir una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleétidos,

en donde los oligonucleétidos formadores de duplex son oligonucle6tidos inmunoestimulantes como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

15. Una mezcla sustancialmente homogénea de oligonucleodtidos inmunoestimulantes formadores de duplex
obtenible mediante el procedimiento de la reivindicacion 14.
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Concentracion de IL-12 (pg/ml)
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