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DESCRIPCION
Vectores de HSV de alta transduccién
ANTECEDENTES

El aporte sistémico de ciertos agentes terapéuticos puede ser problematico para agentes con farmacocinética pobre
y/o un riesgo de efectos adversos fuera de los elegidos. La inyeccién local en sitios elegidos particulares puede requerir
técnicas muy invasivas o ser inviable. El aporte de agentes mediante vectores virales permite la capacidad de dirigirse
especificamente a poblaciones de células para proporcionar produccién y/o aporte locales de agentes.

El documento WO 98/15637 A1 describe cepas de virus del herpes simple, lineas celulares, métodos para su
produccion y métodos para su uso.

El documento US 5.879.934 A describe cepas de virus del herpes simple para transferencia génica.

Chattopadhyay y cols., Brain, 127(4):929-939 (2004) describe el efecto protector de la transferencia génica de
neurotrofina mediada por el virus del herpes simple en la neuropatia por cisplatino.

DelLuca y cols., J Virol., 56(2):558-570 (1985) describe el aislamiento y la caracterizacion de mutantes de eliminacion
del virus del herpes simple tipo 1 en el gen que codifica la proteina reguladora inmediata temprana ICP4.

Shepard y Deluca, J Virol., 65(1):299-307 (1991) describe las actividades de heterodimeros compuestos por
subunidades de unién a ADN y con transactivacion deficiente de la proteina reguladora del virus del herpes simple
ICP4.

Burton y cols., Stem Cells, 19:358-377 (2001) describe mdltiples aplicaciones para vectores del virus del herpes simple
con replicacion defectuosa.

Watson y cols., Virology, 433:528-537 (2012) describe un analisis de secuencia y comparativo del genoma de la cepa
McKrae del HSV-1.

Wang y cols., Virus Res., 173:436-440 (2013) describe la neuroinvasividad de la cepa McKrae del HSV-1 en
comparacién con KOS de HSV-1 después de la inoculacion corneal o vaginal en ratones.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para el aporte con vectores virales de agentes a células
diana, segun se indica en las reivindicaciones adjuntas.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante cuyo
genoma contiene una alteracion o eliminacion del gen ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional
caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una cepa McKrae del virus del herpes simple variante que tiene un
genoma truncado de un tamafo total menor de alrededor de 150.000 pares de bases y que incluye una eliminacién
de uno o mas residuos dentro de un elemento correspondiente a los residuos 126049 a 130014 de SEQ ID NO: 1,
segun se indica en la reivindicacion 2.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona vectores que comprenden un genoma de la cepa McKrae del virus
del herpes simple (HSV) variante, genoma que contiene una alteracién o eliminacion del ICP4 tal que la variante no
exprese una proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, el vector comprende un promotor especifico de neuronas. En algunas realizaciones, el promotor es un
promotor peptidico relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP).

En algunas realizaciones, el vector comprende un potenciador de citomegalovirus humano (HCMV). En algunas
realizaciones, el vector comprende una sefnal de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina (BGH). En algunas
realizaciones, los vectores comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico.

En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona células transducidas con un vector viral de la cepa McKrae del
HSV como las descritas en las reivindicaciones adjuntas.
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En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un vector viral de
la cepa McKrae del HSV segun se describe en las reivindicaciones adjuntas y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona métodos para propagar un vector que comprende un genoma de
la cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante, genoma que contiene una alteracion o eliminacion del gen
ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 16, comprendiendo el método las etapas de: (i) infectar con el vector células que complementan ICP4 cultivadas
que contienen ADN que codifica proteina ICP4 del HSV, y (ii) aislar el sobrenadante del cultivo de la etapa (i).

En algunas realizaciones, el método comprende una etapa de purificacion del vector en el sobrenadante mediante
cromatografia. En algunas realizaciones, el método comprende una etapa de concentracion del vector purificado. En
algunas realizaciones, el vector purificado se concentra mediante filtracion con flujo tangencial.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona métodos para preparar un vector que comprende un genoma de la
cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante, genoma que contiene una alteracion o eliminacion del gen
ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 16, y donde el vector expresa un elemento marcador, comprendiendo el método incubar células transfectadas
con:

(a) una primera molécula de &cido nucleico:

(i) que comprende una porcién del genoma de la cepa McKrae del HSV pero no codifica una proteina
funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;y

(il) que comprende una primera region de homologia (HR1) y una segunda regién de homologia (HR2),
y

(b) una segunda molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de codifica un elemento marcador,
donde la secuencia esta flanqueada por una primera region de homologia (HR1') y una segunda regiéon de
homologia (HR2'), donde HR1 es homéloga a HR1'y HR2 es homdloga a HR2', de modo que la secuencia que
codifica el elemento marcador en la segunda molécula de acido nucleico se integre en la primera molécula de
acido nucleico a través de recombinacién homéloga.

En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4. En algunas realizaciones, las células
complementan ICP4 y al menos otro gen viral. En algunas realizaciones, las células complementan ICP4 y al menos
un gen inmediato temprano. En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4, ICP27 y UL55.
En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4, ICP22 e ICP47.

En algunas realizaciones, el elemento marcador es un polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido es
detectable mediante fluorescencia. En algunas realizaciones, el elemento marcador es un péptido fluorescente verde.
En algunas realizaciones, el método comprende una etapa de purificacion de placas virales que expresan el elemento
marcador.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona métodos para preparar un vector que comprende un genoma de la
cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante, genoma que contiene una alteraciéon o eliminacién del gen
ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 16, y donde el vector expresa un agente de interés, comprendiendo el método incubar células transfectadas con:

a) una primera molécula de acido nucleico:

(i) que comprende una porcion del genoma de la cepa McKrae del HSV pero no codifica una proteina funcional
caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; y

(i) que comprende una secuencia que codifica un elemento marcador, donde la secuencia que codifica el
elemento marcador esta flanqueada por una primera region de homologia (HR1) y una segunda region de
homologia (HR2); y

(b) una segunda molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia que codifica un agente de interés,
donde la secuencia que codifica el agente de interés esta flanqueada por una primera regién de homologia (HR1")
y una segunda regiéon de homologia (HR2'"), donde HR1 es homodloga a HR1'y HR2 es homéloga a HR2', de
modo que la secuencia que codifica el agente de interés se integre en la primera molécula de acido nucleico a
través de recombinacion homéloga.
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En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4. En algunas realizaciones, las células
complementan ICP4 y al menos otro gen viral. En algunas realizaciones, las células complementan ICP4 y al menos
un gen inmediato temprano. En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4, ICP27 y UL55.
En algunas realizaciones, las células son células que complementan ICP4, ICP22 e ICP47.

En algunas realizaciones, el método comprende una etapa de purificacion de placas virales que no expresan el
elemento marcador.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona vectores de la cepa McKrae del HSV segun la reivindicacion 5(c)
para el uso en métodos para expresar un polipéptido en un ganglio de la raiz posterior (DRG) de un sujeto, que
comprende administrar al sujeto el vector de la cepa McKrae del HSV segln se describe en la reivindicacién 5(c). En
algunas realizaciones, el vector se administra in vivo. En algunas realizaciones, el vector se administra mediante
contacto con la piel. En algunas realizaciones, el vector se administra mediante inyeccion intradérmica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Los dibujos tienen solo fines ilustrativos, no limitativos.

La Figura 1 representa una gréafica ejemplar que muestra el numero de genomas de HSV por ganglios de la raiz
posterior (DRG) L4-L6 detectado en un ensayo de gPCR como resultado de diferentes dosis de vector viral con
replicacién defectuosa inyectado en la almohadilla.

La Figura 2 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero total de transcritos de carga util en los DRG L4-
L6 alos 5, 14, 47, 77 y 131 dias después de la administracién con vectores virales de HSV que tienen un promotor
HCMV.

La Figura 3 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero de transcritos de carga util por genoma en los
DRG L4-L6 a los 5, 14, 47, 77 y 131 dias después de la administracién con vectores virales de HSV que tienen un
promotor HCMV.

La Figura 4 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero de transcritos de GFP por genoma y el nimero
de genomas de HSV-1 por DRG L4-L6 como resultado de administrar vectores virales con diferentes promotores.

La Figura 5 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero total de transcritos de GFP y los transcritos totales
por genoma en los DRG L4-L6 a lo largo de 18 dias después de la administracién de vectores virales de HSV con
promotores especificos para un tejido.

La Figura 6 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero de transcritos de GFP totales en los DRG L4-L6
a lo largo de 8 semanas después de la administracion de vectores virales de HSV con promotores especificos para un
tejido.

La Figura 7 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero total de transcritos de GFP en los DRG L4-L6 a
lo largo de 8 semanas después de la administraciéon de vectores virales de HSV con promotores especificos para un
tejido.

La Figura 8 representa una grafica ejemplar que muestra el nimero total de transcritos de carga Gtil por genoma en
los DRG L4-L6 después de la administracién con vectores virales de HSV que tienen un promotor de citomegalovirus
humano (HCMV) en comparacién con vectores virales de HSV que tienen un promotor de péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) quimérico con un potenciador de HCMV.

La Figura 9 representa una secuencia de nucleétidos de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO: 1) que se
identifica como el nimero de registro JQ730035.1

La Figura 10 representa una secuencia de aminoacidos de ICP4 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO:
2).

La Figura 11 representa una secuencia de aminoacidos de ICP22 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO:
3).

La Figura 12 representa una secuencia de aminoacidos de ICP47 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO:
4).
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La Figura 13 representa una secuencia de nucleétidos de ICP4 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO: 5).

La Figura 14 representa una secuencia de nucleétidos de ICP22 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO:
6).

La Figura 15 representa una secuencia de nucleétidos ICP47 de la cepa McKrae de HSV ejemplar (SEQ ID NO: 7).

La Figura 16 representa una secuencia de nucleétidos potenciadora de citomegalovirus humano ejemplar (SEQ ID
NO: 8).

La Figura 17 representa una secuencia de nucleétidos del péptido relacionado con el gen de la calcitonina ejemplar
(SEQ ID NO: 9).

La Figura 18 representa una sefal de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovina ejemplar (SEQ ID NO:
10).

DEFINICIONES

En esta solicitud, a menos que se aclare de otra forma a partir del contexto, (i) se puede entender que el término
"un(a)" significa "al menos uno(a)"; (ii) se puede entender que el término "o0" significa "y/o0"; (iii) se puede entender que
los términos "que comprende" y "que incluye" abarcan componentes o etapas detallados ya se presenten por si
mismos 0 junto con uno 0 mas componentes o etapas adicionales; y se entiende que (iv) los términos "alrededor de"
y "aproximadamente" permiten una variacion estandar como se entendera por los expertos normales en la técnica; y
(v) cuando se proporcionen intervalos, se incluyen los puntos finales.

Administracion: Segun se usa en este documento, el término "administracion” se refiere a la administracion de una
composicién a un sujeto o sistema. La administracién a un sujeto animal (p. €j., a un ser humano) puede ser mediante
cualquier via apropiada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la administracion puede ser bronquial (incluyendo
mediante instilacién bronquial), bucal, enteral, interdérmica, intraarterial, intradérmica, intragastrica, intramedular,
intramuscular, intranasal, intraperitoneal, intratecal, intravenosa, intraventricular, dentro de un érgano especifico (p. €j.
intrahepatica), mucosa, nasal, oral, rectal, subcutéanea, sublingual, topica, traqueal (incluyendo mediante instilacion
intratraqueal), transdérmica, vaginal y vitrea. En algunas realizaciones, la administracion puede implicar una
dosificacién intermitente. En algunas realizaciones, la administracién puede implicar una dosificacién continua (p. €j.,
perfusion) durante al menos un periodo seleccionado.

Agente: Segun se usa en este documento, el término "agente" se refiere a un compuesto o entidad de cualquier clase
quimica incluyendo, por ejemplo, polipéptidos, acidos nucleicos, sacaridos, lipidos, moléculas pequenas, o sus
combinaciones. En algunas realizaciones, un agente es o comprende un producto natural que se encuentra en y/o se
obtiene de la naturaleza. En algunas realizaciones, un agente es o comprende una o mas entidades que estan
fabricadas por el hombre o que se disefan, se tratan por ingenieria y/o se producen a través de la accién de la mano
del hombre y/o no se encuentran en la naturaleza. Algunas realizaciones particulares de agentes que se pueden utilizar
segun la presente invencién incluyen moléculas pequenas, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, aptameros, acidos
nucleicos (p. ej., ARNsi, ARNsh, hibridos de ADN/ARN, oligonucleétidos antisentido, ribocimas), péptidos, miméticos
peptidicos, etc.

Mejora: Segun se usa en este documento, el término "mejora" se refiere a la prevencion, reduccion o paliacién de un
estado, o el perfeccionamiento del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere, la recuperacion completa
o la prevencion completa de una enfermedad, un trastorno o una afeccién.

Animal: Segun se usa en este documento, el término "animal" se refiere a cualquier miembro del reino animal. En
algunas realizaciones, "animal" se refiere a seres humanos, de cualquier sexo y en cualquier estadio de desarrollo. En
algunas realizaciones, "animal" se refiere a animales no humanos, en cualquier estadio de desarrollo. En ciertas
realizaciones, el animal no humano es un mamifero (p. €j., un roedor, un ratén, una rata, un conejo, un mono, un perro,
un gato, una oveja, ganado vacuno, un primate y/o un cerdo). En algunas realizaciones, los animales incluyen, pero
no se limitan a, mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, insectos y/o gusanos. En algunas realizaciones, un animal
puede ser un animal transgénico, un animal tratado por ingenieria genética y/o un clon.

Aproximadamente: Segln se usa en este documento, el término "aproximadamente" o "alrededor de", cuando se
aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia indicado. En ciertas
realizaciones, el término "aproximadamente" o "alrededor de" se refiere a un intervalo de valores que se encuentran
dentro de 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%,
1% 0 menos en cualquier direccion (mayor que o menor que) del valor de referencia indicado a menos que se indique
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otra cosa 0 a menos que sea evidente a partir del contexto (excepto cuando este numero supere 100% de un posible
valor).

Secuencia caracteristica: Segin se usa en este documento, el término "secuencia caracteristica”" se refiere a una
secuencia que se encuentra en todos los miembros de una familia de polipéptidos o acidos nucleicos, y por lo tanto
puede ser usada por los expertos normales en la técnica para definir a los miembros de la familia.

Terapia combinada: Segun se usa en este documento, el término "terapia combinada” se refiere a las situaciones en
las que un sujeto se expone simultdneamente a dos 0 mas regimenes terapéuticos (p. ej., dos 0 mas agentes
terapéuticos). En algunas realizaciones, dos 0 mas agentes se pueden administrar simultaneamente; en algunas
realizaciones, estos agentes se pueden administrar secuencialmente; en algunas realizaciones, estos agentes se
administran en regimenes de dosificacién solapados.

Composicion: Segun se usa en este documento, el término "composicion" o una "composicién farmacéutica" se
refiere a la combinacién de dos o mas agentes como los descritos en este documento para la coadministracién o
administracion como parte del mismo régimen. No se requiere en todas las realizaciones que la combinacion de
agentes dé como resultado una mezcla fisica, esto es, es posible la administracion como coagentes separados de
cada uno de los componentes de la composicién; sin embargo, muchos pacientes o profesionales de este ambito
pueden encontrar ventajoso preparar una composicion que sea una mezcla de dos o mas de los ingredientes en un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, haciendo posible administrar al mismo tiempo los
ingredientes que componen la combinacion.

Tratado por ingenieria: Segun se usa en este documento, el término "tratado por ingenieria" se refiere al aspecto de
haber sido manipulado por la mano del hombre. Por ejemplo, un polinucleétido se considera que esta " tratado por
ingenieria " cuando dos 0 mas secuencias, que no estan conectadas entre si en ese orden en la naturaleza, son
manipuladas por la mano del hombre para que estén conectadas directamente entre si en el polinucleétido tratado por
ingenieria. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente divulgacion, un polinucleétido tratado por ingenieria
comprende que una secuencia reguladora que se encuentra en la naturaleza en asociacion operativa con una primera
secuencia codificante pero no en asociacion operativa con una segunda secuencia codificante se conecte por la mano
del hombre de modo que se asocie operativamente con la segunda secuencia codificante. Comparablemente, se
considera que una célula o un organismo esta "tratado por ingenieria" si se ha manipulado de modo que su informacién
genética se altere (p. €., se ha introducido nuevo material genético no presente previamente, por ejemplo por
transformacion, cruce, hibridacion somatica, transfeccién, transduccion u otro mecanismo, o material genético
previamente presente se altera o retira, por ejemplo mediante mutacioén por sustitucion o eliminacién, o mediante
protocolos de cruce). Como es practica comun y se entiende por los expertos en la técnica, la descendencia de un
polinucledtido o célula tratados por ingenieria todavia se denomina "tratada por ingenieria" aunque la manipulacion
real se realice sobre una entidad anterior.

Expresion: Segun se usa en este documento, "expresion" de una secuencia de acido nucleico se refiere a uno o mas
de los siguientes casos: (1) produccion de una plantilla de ARN a partir de una secuencia de ADN (p. ej., mediante
transcripcion); (2) procesamiento de un transcrito de ARN (p. ej., mediante corte y empalme, edicién, formacion de
proteccion en 5' y/o formacion del extremo 3'); (3) traduccion de un ARN en un polipéptido o una proteina; y/o (4)
modificacién postraduccional de un polipéptido o una proteina.

Homologia: Segun se usa en este documento, el término "homologia" se refiere a la relacion global entre moléculas
poliméricas, p. €j., entre moléculas de acido nucleico (p. ej., moléculas de ADN y/o moléculas de ARN) y/o entre
moléculas de polipéptido. En algunas realizaciones, se considera que las moléculas poliméricas son "homoélogas" entre
si si sus secuencias son al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 99% idénticas. En algunas realizaciones, se considera que las moléculas poliméricas son "homélogas" entre si
si sus secuencias son al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%
0 99% similares.

Aislada: Segun se usa en este documento, el término "aislada" se refiere a una sustancia y/o entidad que se ha (1)
separado de al menos algunos de los componentes con los que estaba asociada cuando se producia inicialmente (ya
sea en la naturaleza y/o en un entorno experimental), y/o (2) se ha disefiado, producido, preparado y/o fabricado por
la mano del hombre. Las sustancias y/o entidades aisladas se pueden separar de alrededor de 10%, alrededor de
20%, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor de 50%, alrededor de 60%, alrededor de 70%, alrededor de
80%, alrededor de 90%, alrededor de 91%, alrededor de 92%, alrededor de 93%, alrededor de 94%, alrededor de
95%, alrededor de 96%, alrededor de 97%, alrededor de 98%, alrededor de 99% o0 mas de alrededor de 99% de los
otros componentes con los que estaban asociadas inicialmente. En algunas realizaciones, los agentes aislados son
alrededor de 80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 91%, alrededor de 92%, alrededor de 93%,
alrededor de 94%, alrededor de 95%, alrededor de 96%, alrededor de 97%, alrededor de 98%, alrededor de 99% o
mas de alrededor de 99% puros. Segun se usa en este documento, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente
libre de otros componentes. En algunas realizaciones, como se entendera por los expertos en la técnica, una sustancia
todavia se puede considerar "aislada" o incluso "pura", después de haberse combinado con ciertos otros componentes
tales como, por ejemplo, uno o mas portadores o excipientes (p. ej., tampodn, disolvente, agua, etc.); en estas
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realizaciones, el porcentaje de aislamiento o pureza de la sustancia se calcula sin incluir estos portadores o
excipientes. Por dar solo un ejemplo, en algunas realizaciones, se considera que un polimero bioldgico tal como un

polipéptido o polinucleétido que se presenta en la naturaleza esté "aislado" cuando,

a) en virtud de su origen o fuente de derivacion no esta asociado con algunos o la totalidad de los componentes
que lo acompanan en su estado natural en la naturaleza; b) esta sustancialmente libre de otros polipéptidos o
acidos nucleicos de la misma especie que la especie que los produce en la naturaleza; c) es expresado por o esta
de otro modo en asociacién con componentes de una célula u otro sistema de expresidén que no es de la especie
que los produce en la naturaleza. Asi, a modo de ejemplo, en algunas realizaciones, un polipéptido que se sintetiza
quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente del que lo produce en la naturaleza se considera que
es un polipéptido "aislado". Alternativamente o adicionalmente, en algunas realizaciones, se puede considerar
que un polipéptido que se ha sometido a una o mas técnicas de purificaciéon es un polipéptido "aislado" hasta el
punto que se ha separado de otros componentes a) con los que esta asociado en la naturaleza; y/o

b) con el que estaba asociado cuando se producia inicialmente.

Elemento marcador: Segun se usa en este documento, el término "elemento marcador” se refiere a un agente
detectable o seleccionable. En algunas realizaciones, un "elemento marcador" es una secuencia de acido nucleico
detectable o seleccionable. En algunas realizaciones, un "elemento marcador" es un producto de expresion (p. €j.,
ARN o proteina) cuya presencia o ausencia es detectable y/o seleccionable en células. En algunas realizaciones, un
producto de expresion es o comprende una enzima. En algunas realizaciones, un producto de expresion es un
fluoréforo.

Acido nucleico: Segln se usa en este documento, el término "4cido nucleico" se refiere a cualquier compuesto y/o
sustancia que esté incorporado o se pueda incorporar en una cadena oligonucleotidica. En algunas realizaciones, un
acido nucleico es un compuesto y/o una sustancia que esta incorporado o se puede incorporar en una cadena
oligonucleotidica a través de un enlace fosfodiéster. Como estara claro a partir del contexto, en algunas realizaciones,
"acido nucleico" se refiere a residuos de acido nucleico individuales (p. €j., nucledtidos y/o nucledsidos); en algunas
realizaciones, "acido nucleico" se refiere a una cadena oligonucleotidica que comprende residuos de acido nucleico
individuales. En algunas realizaciones, un "acido nucleico" es o comprende ARN; en algunas realizaciones, un "acido
nucleico" es o comprende ADN. En algunas realizaciones, un acido nucleico es, comprende o consiste en uno 0 mas
residuos de acido nucleico naturales. En algunas realizaciones, un acido nucleico es, comprende o consiste en uno o
mas analogos de acido nucleico. En algunas realizaciones, un analogo de acido nucleico difiere de un acido nucleico
en que no utiliza un esqueleto de fosfodiéster. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un acido nucleico es, comprende
0 consiste en uno o mas "acidos nucleicos peptidicos", que se conocen en la técnica y tienen uniones peptidicas en
lugar de uniones fosfodiéster en el esqueleto, se consideran dentro del alcance de la presente divulgacion.
Alternativamente o adicionalmente, en algunas realizaciones, un acido nucleico tiene uno 0 mas enlaces fosforotioato
y/o 5'-N-fosforamidita en lugar de uniones fosfodiéster. En algunas realizaciones, un acido nucleico es, comprende o
consiste en uno o0 mas nucledsidos naturales (p. €j., adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina,
desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina). En algunas realizaciones, un &cido nucleico es, comprende o
consiste en uno o mas analogos nucleosidicos (p. €j., 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolopirimidina, 3-
metiladenosina, 5-metilcitidina, C-5-propinilcitidina, C-5- propiniluridina, 2-aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-
fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propiniluridina, C5-propinilcitidina, C5-metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-
desazaadenosina, 7-desazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, 0(6)-metilguanina, 2-tiocitidina, bases
metiladas, bases intercaladas, y sus combinaciones). En algunas realizaciones, un &cido nucleico comprende uno o
mas azucares modificados (p. €j., 2'-fluororribosa, ribosa, 2'-desoxirribosa, arabinosa y hexosa) en comparaciéon con
los de acidos nucleicos naturales. En algunas realizaciones, un acido nucleico tiene una secuencia nucleotidica que
codifica un producto génico funcional tal como ARN o proteina. En algunas realizaciones, un acido nucleico incluye
uno o mas intrones. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos se preparan mediante uno o mas de aislamiento
de una fuente natural, sintesis enzimatica mediante polimerizacién basada en una plantilla complementaria (in vivo o
in vitro), reproduccioén en una célula o un sistema recombinante, y sintesis quimica. En algunas realizaciones, un acido
nucleico tienen una longitud de al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 20, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450,
475, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o mas residuos. En algunas
realizaciones, un &cido nucleico es monocatenario; en algunas realizaciones, un &cido nucleico es bicatenario. En
algunas realizaciones un acido nucleico tiene una secuencia de nucleétidos que comprende al menos un elemento
que codifica, o es el complemento de una secuencia que codifica, un polipéptido. En algunas realizaciones, un acido
nucleico tienen actividad enzimatica.

Paciente: Segun se usa en este documento, el término "paciente" se refiere a cualquier organismo al que se administra
0 se puede administrar una composicién proporcionada, p. €j., con fines experimentales, diagnoésticos, profilacticos,
cosmeéticos y/o terapéuticos. Pacientes tipicos incluyen animales (p. €j., mamiferos tales como ratones, ratas, conejos,
primates no humados y/o seres humanos). En algunas realizaciones, un paciente es un ser humano. En algunas
realizaciones, un paciente sufre 0 es sensible a uno o mas trastornos o afecciones. En algunas realizaciones, un
paciente presenta uno o mas sintomas de un trastorno o afeccién. En algunas realizaciones, un paciente ha sido
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diagnosticado con uno o mas trastornos o afecciones. En algunas realizaciones, el paciente esté recibiendo o ha
recibido cierta terapia para diagnosticar y/o para tratar una enfermedad, un trastorno o una afeccion.

Composicion farmacéutica: Segun se usa en este documento, el término "composicion farmacéutica" se refiere a un
agente activo, formulado junto con uno o mas portadores farmacéuticamente activos. En algunas realizaciones, el
agente activo esta presente en una cantidad de dosis unitaria apropiada para la administracion en un régimen
terapéutico que muestra una probabilidad estadisticamente significativa de alcanzar un efecto terapéutico
predeterminado cuando se administra a una poblacién pertinente. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas se pueden formular especialmente para la administracion en forma soélida o liquida, incluyendo las
adaptadas para lo siguiente: administracion oral, por ejemplo, pociones (soluciones o suspensiones acuosas o0 no
acuosas), comprimidos, p. €j., los dirigidos a la absorcién bucal, sublingual y sistémica, emboladas, polvos, granulos,
pastas para aplicacion a la lengua; administracion parenteral, por ejemplo, mediante inyecciéon subcutanea,
intramuscular, intravenosa o epidural como, por ejemplo, una solucién o suspensién estéril, o una formulacién de
liberacion sostenida; aplicacién topica, por ejemplo, como una crema, una pomada o un parche o aerosol de liberacion
controlada aplicado a la piel, los pulmones o la cavidad oral; intravaginalmente o intrarrectalmente, por ejemplo, como
un pesario, una crema o una espuma; sublingualmente; ocularmente; transdérmicamente; o nasalmente, pulmonar, y
a otras superficies mucosas.

Farmacéuticamente aceptable: Segln se usa en este documento, el término "farmacéuticamente aceptable” aplicado
al portador, diluyente o excipiente usado para formular una composicion seguin se divulga en este documento significa
que el portador, diluyente o excipiente debe ser compatible con los otros ingredientes de la composicién y no perjudicial
para su receptor.

Portador farmacéuticamente aceptable: Segun se usa en este documento, el término "portador farmacéuticamente
aceptable” significa un material, una composicion o un vehiculo farmacéuticamente aceptables, tales como una carga,
un diluyente, un excipiente liquido o sélido o un material encapsulante del disolvente, implicado en el soporte o el
transporte del compuesto en cuestion desde un 6rgano, o una porcion del cuerpo, a otro 6rgano o porcién del cuerpo.
Cada portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulaciéon y no
perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente
aceptables incluyen: azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidon de maiz y
almiddn de patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sodica, etilcelulosa y acetato de celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios;
aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semillas de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite
de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol,
manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponadores, tales como
hidréxido magnésico e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua libre de pirégenos; solucion salina isoténica; solucion
de Ringer; alcohol etilico; soluciones de pH tamponado; poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y otras
sustancias compatibles atéxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Prevenir o prevencion: Segun se usan en este documento, los términos "prevenir" o "prevencién”, cuando se usan
en relacién con la presencia de una enfermedad, un trastorno y/o una afeccion, se refiere a reducir el riesgo de
desarrollar la enfermedad, el trastorno y/o la afeccién y/o a retrasar el comienzo de una o mas caracteristicas o
sintomas de la enfermedad, el trastorno o la afeccion. La prevencion se puede considerar completa cuando el
comienzo de una enfermedad, un trastorno o una afeccion se ha retardado durante un periodo predefinido.

Sujeto: Segun se usa en este documento, el término "sujeto" se refiere a un mamifero (p. ej., un ser humano,
incluyendo en algunas realizaciones formas humanas prenatales). En algunas realizaciones, un sujeto esta sufriendo
una enfermedad, un trastorno o una afeccion pertinente. En algunas realizaciones, un sujeto es sensible a una
enfermedad, un trastorno o una afeccion. En algunas realizaciones, un sujeto presenta uno o mas sintomas o
caracteristicas de una enfermedad, un trastorno o una afeccion. En algunas realizaciones, un sujeto no presenta
ningun sintoma o caracteristica de una enfermedad, un trastorno o una afeccioén. En algunas realizaciones, un sujeto
es alguien con uno o0 mas rasgos caracteristicos de la sensibilidad a o el riesgo de una enfermedad, un trastorno o
una afeccién. En algunas realizaciones, un sujeto es un paciente. En algunas realizaciones, un sujeto es un individuo
al que se administra o se ha administrado diagndstico y/o terapia.

Tratamiento: Segun se usa en este documento, el término "tratamiento" (también "tratar" o "tratando") se refiere a
cualquier administracion de una sustancia que, parcialmente o completamente, alivie, mejore, atenue, inhiba, retrase
el comienzo de, reduzca la gravedad de y/o reduzca la incidencia de uno o mas sintomas, rasgos y/o causas de una
enfermedad, un trastorno y/o una afeccién particular (p. ej., neuropatia). Este tratamiento puede ser de un sujeto que
no exhiba signos de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion pertinente y/o de un sujeto que exhiba solo signos
iniciales de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion. Alternativamente o adicionalmente, este tratamiento puede ser
de un sujeto que exhiba uno o mas signos establecidos de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccién pertinente. En
algunas realizaciones, el tratamiento puede ser de un sujeto que haya sido diagnosticado con la enfermedad, el
trastorno y/o la afeccion pertinente. En algunas realizaciones, el tratamiento puede ser de un sujeto que se sabe que
tiene uno o mas factores de sensibilidad que estan estadisticamente correlacionados con un incremento del riesgo de
desarrollar la enfermedad, el trastorno y/o la afeccion pertinente.
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Vector. Segun se usa en este documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que se ha conectado. Un tipo de vector es un "plasmido’, que se refiere a un bucle
de ADN bicatenario circular en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector
viral, donde segmentos de ADN adicionales se pueden ligar a un genoma viral o una porcién del mismo. Ciertos
vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula anfitriona en la que se introducen (p. ej., vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano, vectores de mamifero episdmicos, vectores del virus de
herpes simple (HSV)). Otros vectores (p. €j., vectores de mamifero no episémicos) se pueden integrar en el genoma
de una célula anfitriona tras la introduccion en la célula anfitriona, y de ese modo se replican junto con el genoma
anfitrion. Por otra parte, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes a los que estan conectados
operativamente. Estos vectores se denominan en este documento "vectores de expresion".

Se pueden usar técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos y cultivo y transformacién
tisular (p. e€j., electroporacion, lipofeccion). Se pueden realizar reacciones enzimaticas y técnicas de purificacién segun
las especificaciones de los fabricantes o segln se efectia cominmente en la técnica o segin se describe en este
documento. Las técnicas y los procedimientos precedentes se pueden realizar generalmente segun métodos
convencionales bien conocidos en la técnica y segun se describen en diversas referencias generales y mas especificas
que se citan y analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, p. ej., Sambrook y cols., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)).

DESCRIPCION DETALLADA

Diversos aspectos de la invencion se describen con detalle en las siguientes secciones. El uso de las secciones no
significa una limitacién de la invencion. Cada seccion se puede aplicar a cualquier aspecto de la invencion. En esta
solicitud, el uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario o esté claro por el contexto que sea disyuntivo.

La presente divulgacion proporciona, entre otras cosas, composiciones que comprenden vectores de HSV y métodos
para el uso y la produccién de los mismos. En particular, la presente divulgacion se refiere a vectores de la cepa
McKrae variantes para el aporte de cargas Utiles a células neuronales.

Vectores virales y HSV

Los vectores virales se pueden usar para facilitar la transferencia de &acidos nucleicos a células. Vectores virales
conocidos incluyen los derivados de retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado (AAV), virus variolovacunal y
baculovirus. Los vectores derivados de virus del herpes simple (HSV), tales como virus del herpes simple 1 (HSV-1) y
virus del herpes simple 2 (HSV-2), son particularmente Utiles para el aporte de agentes a tejidos elegidos
especificamente. Consideraciones para escoger un vector y un sistema de aporte particulares incluyen, por ejemplo,
caracteristicas de las células diana, longevidad deseada de la expresion, virulencia e invasividad del vector; y tamafio
del material genético que se vaya a transferir.

Los vectores de HSV-1 pueden alojar tipicamente hasta 25 kb de secuencias de ADN extrafias. HSV-1 tiene un
genoma de ADN lineal bicatenario de aproximadamente 152 kb que se pueden mantener episémicamente en el nicleo
de las células. El virion de HSV-1 esta envuelto y tiene aproximadamente 110 nm de diametro. La infeccién viral se
inicia en células epiteliales de la piel o las membranas mucosas mediante la unién de las glucoproteinas de envuelta
virales a restos de sulfato de heparina sobre la membrana plasmatica. HSV es particularmente adecuado para el
aporte de genes al sistema nervioso y posee un tropismo natural para neuronas sensitivas. El virus puede establecer
un estado latente en el que los genomas virales persisten durante la vida del hospedador como un elemento episémico
intranuclear. La persistencia prolongada de genomas latentes en ganglios trigéminos humanos sin el desarrollo de
pérdida sensorial o dafo histolégico a los ganglios ejemplifica la eficacia de los mecanismos de latencia. El virus HSV
silvestre se puede reactivar desde la latencia bajo la influencia de una variedad de estreses. Sin embargo, los vectores
virales recombinantes que se vuelven defectuosos en la replicacion retienen la capacidad de establecer un estado
inactivo persistente en neuronas y sin embargo son incapaces de replicarse (0 reactivarse) en el sistema nervioso.

Los vectores basados en HSV-1 pueden tener uno o mas genes de HSV necesarios para la replicacién convertidos
en afuncionales (p. €j., por eliminaciéon o alteracion). Genes de HSV necesarios para la replicacion incluyen, por
ejemplo, genes inmediatos tempranos tales como ICP4 e ICP27. Segun se define en las reivindicaciones, en algunas
realizaciones, la divulgacién proporciona vectores de HSV con replicacion defectuosa con ICP4 eliminado o alterado
y opcionalmente uno o mas de ICPO, ICP22, ICP27 e ICP47 adicionalmente eliminados o alterados. En algunas
realizaciones, la divulgacion proporciona vectores de HSV con un gen ICP4 afuncional. En algunas realizaciones, la
divulgacién proporciona vectores de HSV con genes ICP4, ICP22 e ICP47 afuncionales. En algunas realizaciones, la
divulgacién proporciona un vector de HSV con ICP4 eliminado e ICP22 e ICP47 alterados. En algunas realizaciones,
la divulgacion proporciona un vector de HSV con ICP4 eliminado y la expresion de ICP22 e ICP47 alterada o eliminada.
En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona un vector de HSV con ICP4 eliminado ICPO, ICP22, ICP27 y/o
ICP47 no expresados como genes inmediatos tempranos.
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Vectores de HSV-1 que tienen genes de HSV eliminados se pueden producir en lineas celulares que expresan la
proteina deficiente en trans. Segun se define en las reivindicaciones, en algunas realizaciones, los vectores de HSV-
1 se producen en una linea celular de mamifero. En algunas realizaciones, los vectores de HSV-1 se producen en una
linea celular de mamifero del linaje Vero. En algunas realizaciones, la linea celular expresa ICP4. En algunas
realizaciones, la linea celular expresa ICP4 y opcionalmente uno o mas de ICP0, ICP22, ICP27 e ICP47. En algunas
realizaciones, la linea celular expresa ICP4 y al menos un gen inmediato temprano adicional. En algunas realizaciones,
la linea celular expresa ICP4, ICP22 e ICP47. En algunas realizaciones, la linea celular expresa ICP4, ICP22 y UL55.
En algunas realizaciones, la linea celular expresa ICP4, ICP27 y UL55. En algunas realizaciones, la linea celular
comprende una molécula de &cido nucleico que tiene una sefial de poliadenilacion del virus simico 40 (SV40 pA). En
algunas realizaciones, se producen vectores virales en células Vero 6-5C. En algunas realizaciones, se producen
vectores virales en células Vero D.

Cepa McKrae

Se han aislado al menos 17 cepas de HSV-1, incluyendo, pero no limitadas a, McKrae, cepa 17, cepa F, H129, HF10,
Maclntyre, cepa HF, ATCC 2011 y KOS (para una revision, véase Watson y cols., Virology (2012)). Una cepa McKrae
se aisld de un paciente con queratitis por herpes simple y posteriormente se sometié a pases en cultivo tisular. Una
secuencia del genoma parcial de McKrae se muestra en la Figura 9 (SEQ ID NO: 1) (nimero de registro JQ730035).

Se observan diferencias entre cepas en la replicacion periférica y la virulencia de HSV-1 después de la inyeccion en
animales. McKrae sufre reactivacion espontanea o inducida a una frecuencia superior que otras cepas conocidas y
esta entre las cepas de HSV-1 mas virulentas. McKrae también es mas neuroinvasiva que otras cepas conocidas,
tales como cepa 17, KOS, F y H129. En un estudio, KOS o McKrae se inyectd en la cérnea y el tracto genital de
ratones para comparar la patogénesis (Wang y cols. (2013) Virus Res. 173(2):436-440. Se encontré que cada una se
replicaba en un grado similar en el epitelio corneal y los ganglios trigéminos; sin embargo, los titulos de McKrae eran
mas de 100 veces superiores en el tronco encefélico. Tras la inyeccion intravaginal, McKrae y KOS se replicaban en
un grado similar excepto por un pico transitorio en el titulo de McKrae a los cuatro dias. McKrae, pero no KOS,
provocaba una inflamacion significativa de los genitales externos junto con pérdida de peso en los animales. KOS no
se detectaba en tejido neural y McKrae se detectaba raramente.

Segun se define en las reivindicaciones, en algunas realizaciones, la divulgacién proporciona vectores virales de HSV
con alteracién o eliminacion al menos del gen ICP4 que vuelve al HSV defectuoso en la replicacion, pero no reduce la
neuroinvasividad de HSV. Asi, los vectores de HSV son capaces de atravesar el sistema nervioso periférico para
alcanzar neuronas del ganglio de la raiz posterior tras la administracion a la piel.

Los genes de HSV influyen en las caracteristicas y el fenotipo virales. Existen al menos 9 genes y varias secuencias
no codificantes Unicos para la cepa McKrae. Ademas de los asociados con la patogénesis y reactivaciones de la
latencia, tales como RL1, RS1y RL2, tres genes UL (UL36, UL49A, UL56) y tres genes US (US7, US10 y US11) son
Unicos para la cepa McKrae. Ademas de las variaciones génicas, secuencias no codificantes tales como LAT,
secuencia 'a’ y miARN contienen variaciones Unicas para McKrae.

Uno o mas de las siguientes secuencias génicas y no codificantes se pueden considerar caracteristicas de la cepa
McKrae. En McKrae, RL1 (ICP34.5) tiene una repeticion P-A-T extendida entre los residuos 159 y 160 que da como
resultado 8 iteraciones, mientras que otras cepas contienen solo 3-5 iteraciones. Se cree que la repeticién P-A-T
influye en la localizacion celular de la proteina ICP34.5. (Mao & Rosenthal, J. Biol. Chem. 277(13):11423-31 (2012).
Se cree que ICP34.5 es un factor de neurovirulencia implicado en la replicacion viral y la respuesta contra el anfitrién.

La cepa McKrae también contiene un elemento de repeticién extendido de seis iteraciones de la repeticion interna en
tandem STPSTTT (SEQ ID NO: 11) situada dentro de la secuencia codificante de US07 (gl). Adicionalmente, en
McKrae, UL 36 contiene un coddn de terminacion prematuro introducido debido a una eliminacién del nucleétido G en
una cadena mononucleotidica que codifica el residuo de aminodacido 2453 (nt 72.535) y UL 56 (180 aa) contiene una
insercién de un solo par de bases en el nucleétido 115.992 (aminoacido 97). La cepa McKrae también contiene un
ORF extendido en US 10 resultante de una insercién de un solo pb en el nucleétido 143.416 y el marco provoca una
pérdida de un codén de terminacion en McKrae y una secuencia proteinica C-terminal Unica. McKrae tiene diferencias
de aminodcidos en UL49A en los residuos 28 y 51 en comparacién con otras cepas. McKrae tiene histidina y treonina
en los residuos 28 y 51, respectivamente, mientras que la cepa 17 tiene arginina y treonina y otras cepas (p. €j., KOS)
tienen histidina y alanina. Ademas, la cepa McKrae contiene repeticiones en tdindem reducidas encontradas en la junta
UL-RL (49 pb en McKrae en oposicion a 181 pb en la cepa 17 y KOS) y aproximadamente 330 nucle6tidos que faltan
inmediatamente después de la repeticion de la junta UL-RL. McKrae también contiene una variacién Unica dentro de
la ordenacion de la repeticion directa 2 (DR2) de la secuencia 'a'. En lugar de una serie de repeticiones en tandem no
disociadas, las repeticiones DR2 de McKrae estan interrumpidas dos veces por secuencias ricas en guanina idénticas.

Una variacion importante dentro del intrén LAT entre cepas se debe a diferencias en un elemento repetido

(GCACCCCCACTCCCAC) (SEQ ID NO: 12) que varia en el numero de iteraciones empezando en el nucle6tido
119.482 en la cepa McKrae, conteniendo McKrae 13 repeticiones mientras que las cepas F, H129 y 17 contienen 9
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repeticiones y KOS contiene 15 repeticiones. Ademas, se encuentra una variacion de repeticiones en tdndem entre
cepas que empieza en McKrae en la base 125.520. Elementos repetidos de McKrae incluyen doce iteraciones de
CCCCAGCCCTCCCCAG (SEQ ID NO: 13) y ocho iteraciones de CCCCTCGCCCCCTCCCG (SEQ ID NO: 14). La
primera unidad repetida es Unica de otras cepas ya que contiene una transicion G-A, y la cepa McKrae contiene tres
iteraciones mas que cualquier otra cepa. El segundo elemento repetido de la cepa McKrae esta colapsado, faltando
188 nuclettidos con relacion a todas las otras cepas, y separado de la repeticién aguas arriba por una secuencia
conservada al 100% de 105 pb que contiene miR-H5.

McKrae contiene ademas una secuencia codificante Unica para ICP4 que no se encuentra en otras cepas conocidas.
(Watson y cols., Virology (2012)). ICP4 es un regulador de la transcripcién inmediato temprano y se ha relacionado
con la reactivacién. Mientras que otras cepas contienen una region rica en alanina (AASAPDAADALAAA) (SEQ ID
NO: 15) entre los residuos 707 y 720, en McKrae la region rica en alanina se reemplaza por un secuencia rica en
serina (GPRRSSSSSGVAA) (SEQ ID NO: 16). El bloque de sustituciones rico en serina presente en McKrae es
adyacente a la sefnalizacién de localizacién nuclear (NLS) (aminoacido 728-734). Un cambio en la conformacion de
esta regién puede alterar la NLS y a su vez afectar a la localizacion no solo de ICP4, sino también de otras proteinas
virales (p. ej. ICPO, ICP8) que estan afectadas por la localizacion de ICP4 (Knipe y Smith, 1986). Asi, esta region
puede influir en el fenotipo viral en parte al alterar la localizacion de proteinas al nucleo.

Vector de McKrae con replicacion defectuosa

Esqueleto de McKrae

Los genes virales se expresan en una cascada ordenada estrechamente regulada, que empieza con la produccion de
los genes inmediatos tempranos (IE). Las proteinas IE resultantes, que incluyen las proteinas ICPO, ICP4, ICP22,
ICP27 y ICP47 de células infectadas, son responsables de regular la expresion de genes virales durante fases
posteriores del ciclo de replicacién. Los virus variantes con replicacion defectuosa son defectuosos con respecto a una
0 mas funciones que son esenciales para la replicaciéon del genoma viral y el ensamblaje de particulas virales. Estos
virus se pueden propagar en lineas celulares complementarias que expresan el producto o los productos génicos que
faltan; sin embargo, en células normales (es decir, no complementarias), los virus expresan productos génicos virales
pero no se replican para formar viriones descendientes.

Se pueden crear virus con replicacion defectuosa a través de diversos métodos conocidos en la técnica para modificar
genes. En algunas realizaciones, uno o mas nucleétidos se vuelven diferentes con relacion a la secuencia silvestre.
En algunas realizaciones, se eliminan uno o méas nucleétidos. En algunas realizaciones, la eliminaciéon de uno o mas
nucleétidos crea un codon de terminacién prematuro. En algunas realizaciones, la eliminacion de uno o mas
nucleétidos crea un gen que codifica un polipéptido truncado. En algunas realizaciones, la eliminaciéon de uno o mas
nucleétidos crea un gen que codifica un polipéptido no funcional. En algunas realizaciones, la eliminacién de uno o
mas nucledtidos vuelve a un gen afuncional por alteracion. En algunas realizaciones, un gen se altera por eliminacion
de su promotor.

Segun se define en las reivindicaciones, en algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina para volver a
un virus defectuoso en la replicacion. En algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina totalmente o
parcialmente y el gen que codifica ICPO se elimina totalmente o parcialmente. En algunas realizaciones, el gen que
codifica ICP4 se elimina totalmente o parcialmente. En algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina
totalmente o parcialmente y el gen que codifica IC22 se elimina totalmente o parcialmente. En algunas realizaciones,
el gen que codifica ICP4 se elimina totalmente o parcialmente y el gen que codifica ICP27 se elimina totalmente o
parcialmente. En algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina totalmente o parcialmente y el gen que
codifica ICP47 se elimina totalmente o parcialmente. En algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina
totalmente o parcialmente, sin alterar la expresion de ningin gen inmediato temprano adicional. En algunas
realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina totalmente o parcialmente, y uno o mas de otros genes inmediatos
tempranos (IE) se alteran. En algunas realizaciones, el gen que codifica ICP4 se elimina e ICP22 e ICP47 se alteran.

Los promotores IE de HSV-1 contienen una o mas copias de una secuencia de consenso reguladora especifica de |IE
TAATGARAT (SEQ ID NO: 19) (donde R es una purina). Estos motivos normalmente estan situados dentro de unos
pocos cientos de pares de bases de las secuencias promotoras |E proximales, pero junto con sus secuencias de
flanqueo son entidades funcionales discretas que pueden conferir regulacion especifica de |IE a otros elementos
promotores proximales de diferente clase temporal. En algunas realizaciones, los virus con replicacion defectuosa se
crean al eliminar nucleétidos en una secuencia reguladora especifica de |IE. En algunas realizaciones, una secuencia
reguladora especifica de IE contiene una eliminacién interna. En algunas realizaciones, una secuencia reguladora
especifica de |IE contiene una eliminacién terminal. En algunas realizaciones, una secuencia reguladora especifica de
IE se elimina completamente.

Se representa posteriormente un esquema de un vector viral de la cepa McKrae con replicacién defectuosa ejemplar.
El esquema muestra eliminaciones completas de ambas copias del gen ICP4 viral y un casete de expresioén conducido
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por el promotor inmediato temprano de citomegalovirus humano (HCMV) insertado dentro de ambas copias de los
locus de ICP4 eliminados. El casete de expresién contiene una carga util de interés para la expresion en células diana.

La extension de la eliminacion de ICP4 da como resultado la retirada de las secuencias promotoras aguas arriba de
dos genes virales inmediatos tempranos adicionales: ICP22 e ICP47.

| BGHpa | [ HOMV IEp |

| Howv Ep | | BaHpa |

Eliminacion de AICP4ATGTpICP22/ATGTpICP47, insercion del casete

Carga util

Los vectores virales segun la presente divulgacion contienen una molécula de acido nucleico que comprende la carga
util del vector. En algunas realizaciones, una carga util comprende una molécula de acido nucleico que codifica una
proteina. En algunas realizaciones, una carga util comprende una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia complementaria a una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina. En algunas realizaciones,
una carga Util codifica una molécula de acido nucleico que es reguladora. En algunas realizaciones, una carga util
codifica un polipéptido de ARN interferente pequefio (ARNsi). En algunas realizaciones, una carga util codifica un
polipéptido de un microARN (miARN).

En algunas realizaciones, la carga util es una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que es exégena al
tejido o sujeto diana al que se administra el vector. En algunas realizaciones, la carga Util es una molécula de acido
nucleico que codifica una proteina que es enddgena al tejido o sujeto diana al que se administra el vector. En algunas
realizaciones, una molécula de acido nucleico esta optimizada codonicamente.

Elementos reguladores

Se contempla en este documento la inclusién de secuencias reguladoras, secuencias de control génico, promotores,
secuencias no codificantes, intrones o secuencias codificantes no naturales en un acido nucleico de la presente
divulgacién. Se contempla ademas en este documento la inclusion de etiquetas o secuencias de sefializacion de acido
nucleico, o acidos nucleicos que codifican etiquetas proteinicas o secuencias de sefalizacion proteinicas. Tipicamente,
la region codificante esta conectada operativamente con uno o mas componentes de &cido nucleico reguladores.

Un promotor incluido en un &cido nucleico de la presente divulgacion puede usar un promotor especifico para un tejido
o tipo de célula, un promotor especifico para multiples tejidos o tipos de célula, un promotor especifico para un 6rgano,
un promotor especifico para multiples érganos, un promotor sistémico o ubicuo o un promotor casi sistémico. También
se incluyen dentro del alcance de la presente divulgacion promotores que tienen expresion estocastica, expresion
inducible, expresion condicional u otra expresion discontinua, inconstante o impredecible. Un promotor de la presente
divulgaciéon puede incluir cualquiera de las caracteristicas anteriores u otras caracteristicas de los promotores
conocidas en la técnica.

Ejemplos de promotores conocidos incluyen, pero no se limitan a, promotor de citomegalovirus (CMV) CMV/promotor
de globina beta 3 humana promotor de GFAP, promotor de actina beta de pollo (CBA) el promotor de 3-glucuronidasa
(GUSB) y promotores de ubiquitina tales como los aislados de ubiquitina A humana, ubiquitina B humana y ubiquitina
C humana.

En algunas realizaciones, un promotor es un promotor especifico de neuronas ya que es un promotor que tiene
expresion especifica en neuronas, expresion preferente en neuronas o que tipicamente conduce la expresion de una
secuencia codificante asociada en neuronas o un subgrupo de neuronas pero no en uno o mas de otros tejidos o tipos
de células. Ejemplos de estos promotores incluyen péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), sinapsina |
(SYN), proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina Il, tubulina alfa |, enolasa especifica de neuronas, proteina
asociada a los microtibulos 1B (MAP1B) y promotores de la cadena beta del factor de crecimiento derivado de
plaquetas, asi como sus derivados. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor del péptido relacionado con
el gen de calcitonina (CGRP) o uno de sus derivados.
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Otros elementos reguladores pueden adicionalmente estar conectados operativamente a la carga util, tal como un
potenciador y un sitio de poliadenilaciéon. En algunas realizaciones, un potenciador comprende una secuencia de
citomegalovirus humano (HCMV). En algunas realizaciones, un sitio de poliadenilacion comprende una sefnal de
poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina (BGH).

En algunas realizaciones, un promotor es una quimera de uno o mas promotores o elementos reguladores encontrados
en la naturaleza. En algunas realizaciones, los vectores virales comprenden una carga Util cuya expresion esta
conducida por un promotor CGRP con una secuencia potenciadora de HCMV.

Preparacion de vectores

La presente divulgacion se refiere particularmente a vectores virales de la cepa McKrae que tienen replicacion
defectuosa. En algunas realizaciones, los vectores virales se generan mediante eliminacion o alteraciéon de uno o mas
genes inmediatos tempranos. Los genes virales se pueden eliminar o alterar usando métodos de tecnologia
recombinante conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, un vector viral de la presente divulgacién puede
volverse defectuoso a la replicacién como resultado de un episodio de recombinacién homéloga. En algunas
realizaciones, los vectores virales con replicacion defectuosa se generan mediante la eliminacion de un gen ICP4. En
algunas realizaciones, los vectores virales con replicacién defectuosa se generan mediante la eliminacién de un gen
ICP4 y la eliminacion de un promotor para uno o mas de otros genes inmediatos tempranos (p. €j., ICP22 y/o ICP47).

En algunas realizaciones, los vectores virales de la presente divulgacion se generan mediante la eliminacion de locus
que codifican ICP4 a través de recombinacion homéloga. En algunas realizaciones, la generaciéon de un vector viral
de la presente divulgacion incluye una etapa de recombinacion homadloga de un primer plasmido con un segundo
plasmido. En algunas realizaciones, el primer plasmido contiene secuencias de acido nucleico homélogas a regiones
de un genoma de HSV que son adyacentes a una regién de acido nucleico de un genoma de HSV que esta destinado
a ser reemplazado. En algunas realizaciones, el segundo plasmido contiene un genoma de HSV, o un fragmento del
mismo. En algunas realizaciones, el primer plasmido contiene una secuencia de acido nucleico que codifica un gen
de interés entre las secuencias de acido nucleico homélogas. En algunas realizaciones, el gen de interés puede ser
una proteina marcadora que sea detectable mediante fluorescencia, quimioluminiscencia u otra propiedad, lo que se
puede usar para seleccionar vectores resultantes de una recombinacién homéloga satisfactoria.

En algunas realizaciones, un vector viral de la presente divulgacién se genera mediante recombinacién homoéloga de
un primer plasmido que contiene una secuencia de acido nucleico homéloga a regiones aguas arriba del promotor
ICP4 incluyendo el origen viral contenido dentro de las regiones repetidas invertidas cortas de HSV, con un segundo
plasmido que contiene un genoma de la cepa McKrae del HSV.

En algunas realizaciones, se elabora un vector al reemplazar en primer lugar ambas copias de los locus ICP4 mediante
recombinacion homéloga usando el plasmido SASB3 y cribar con respecto a placas que expresan proteina
fluorescente verde (GFP). En algunas realizaciones, se construye un plasmido al clonar el fragmento Sph | a Afl Il
(conectado a Sal I) (1928 pb) del genoma de la cepa KOS de HSV-1 (nucleétidos 124485-126413) en pSP72 digerido
con Sph I/Sal | seguido por insercion del fragmento Bgl Il a BamH | de 695 pb (nucledtidos 131931 a 132626) que
contiene regiones aguas arriba del promotor ICP4 incluyendo el origen viral contenido dentro de las regiones repetidas
invertidas cortas en los sitios Bgl Il a BamH | del plasmido vectorial. En algunas realizaciones, se construye un plasmido
al clonar un fragmento HCMV-eGFP en el sitio BamHI de un plasmido como el descrito anteriormente. En algunas
realizaciones, un plasmido como el descrito anteriormente se recombina a continuacion en un locus especifico de un
virus de McKrae silvestre. En algunas realizaciones, el vector resultante se aisla usando una linea celular estable que
expresa uno o mas genes eliminados o alterados en el genoma de HSV que se requieren para la replicacion.

En algunas realizaciones, se elabora un vector al reemplazar en primer lugar ambas copias de los locus ICP4 mediante
recombinacion homdloga usando el plasmido SDAXB y cribar con respecto a placas que expresan proteina
fluorescente verde (GFP). En algunas realizaciones, se construye un plasmido al clonar el fragmento Sph | a Afl llI
(1928 pb) del genoma de la cepa KOS de HSV-1 (nucledtidos 124346 a 126273 del registro KT899744 ) en pSP72
digerido con Sph I/Afl Ill para elaborar SDA seguido por el cambio del sitio Afl lll por un sitio BamHI (SDAB). Un
fragmento de PCR de ADN de BamHI a Bgl Il que contiene regiones aguas arriba del promotor ICP4 incluyendo el
origen viral (nucleétidos 144933 a 145534 de registro JQ730035) contenido dentro de las regiones repetidas invertidas
cortas se clono en el sitio BamHI de SDAB para elaborar SDAXB. En algunas realizaciones, se construye un plasmido
al clonar un fragmento HCMV-eGFP en el sitio BamHI de un plasmido como el descrito anteriormente. En algunas
realizaciones, un plasmido como el descrito anteriormente se recombina a continuacion en un locus especifico de un
virus de McKrae silvestre. En algunas realizaciones, el vector resultante se aisla usando una linea celular estable que
expresa uno 0 mas genes eliminados o alterados en el genoma de HSV que se requieren para la replicacion.
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Caracterizacion de vectores

Los vectores virales segun la presente divulgacion se pueden caracterizar por secuenciacion gendémica a fin de
determinar si el vector esperado se creaba satisfactoriamente. Cualquier método de secuenciacion conocido en la
técnica es aceptable con este fin. Métodos de secuenciacion incluyen, por ejemplo, secuenciacion en nanoporos,
secuenciacion de moléculas simples en tiempo real (SMRT), secuenciacion con nanobolas de ADN (DNB),
pirosecuenciacion y uso de micromatrices de ADN.

La expresion de una carga util desde un vector viral se puede detectar mediante cualquier método conocido en la
técnica para detectar proteinas o acidos nucleicos. Métodos para detectar la expresion proteinica incluyen
inmunohistoquimica, citometria de flujo, transferencia Western, enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA),
microscopia inmunoelectrdnica, inmunoprecipitacion de proteinas individuales (IP), inmunoprecipitacion de proteinas
complejas (Co-IP), inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP), inmunoprecipitacién de ARN (RIP), inmunoelectroforesis,
espectrofotometria y ensayo con acido bicinconinico (BCA). Métodos para detectar la expresion de acidos nucleicos
incluyen transferencia Southern, transferencia Northern, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativa
y RT-PCR.

En algunas realizaciones, una preparaciéon de vector viral se puede inyectar en uno o mas dermatomas
correspondientes a una seccién de DRG, por ejemplo, los DRG L4, L5 y L6 izquierdos y derechos. Los DRG se retiran
se retiran y el ADN se aisla del DRG y se analiza con respecto a copias del genoma vectorial usando un ensayo gPCR
que se dirige a una secuencia dentro de HSV-1. En algunas realizaciones, un ensayo de qPCR se dirige a una
secuencia dentro del gen de glucoproteina de HSV-1 (UL-22).

Aplicaciones/Usos

Los vectores virales segun la presente divulgacién son Utiles para una gran variedad de aplicaciones terapéuticas. En
algunas realizaciones, los vectores que se describen en este documento son Utiles para aportar una o mas cargas
utiles a una o més células diana. En algunas realizaciones, las células diana residen en tejidos que estan escasamente
vascularizados y son dificiles de alcanzar por la circulacion sistémica. En algunas realizaciones, las células diana son
células sensibles a infeccion por HSV. En algunas realizaciones, las células diana son particularmente sensibles a
infeccion por la cepa McKrae del HSV. En algunas realizaciones, las células diana son o incluyen una o mas células
neuronales. En algunas realizaciones, las células diana son células de ganglios de la raiz posterior (DRG).

Terapia génica

Los vectores virales segun la presente divulgacion son Utiles en cualquier contexto en el que se contemple la terapia
génica. Por ejemplo, los vectores virales que comprenden un segmento de &cido nucleico heter6logo conectado
operativamente a un promotor son Utiles para cualquier enfermedad o afeccién clinica asociada con la reduccién o
ausencia de la proteina codificada por el segmento de acido nucleico heterdlogo, o cualquier enfermedad o afeccién
clinica que se pueda tratar eficazmente mediante la expresion de la proteina codificada dentro del sujeto. Los vectores
virales que contienen un casete de expresion para la sintesis de un agente de ARNi (p. ej., uno o mas ARNsi o0 ARNsh)
son utiles para tratar cualquier enfermedad o afeccion clinica asociada con la sobreexpresion de un trascrito o su
proteina codifica en un sujeto, o cualquier enfermedad o afeccién clinica que se pueda tratar al provocar la reduccién
de un trascrito o0 su proteina codificada en un sujeto. Vectores virales que comprenden un casete de expresion para
la sintesis de uno o mas ARN que se autohibridan o se hibridan entre si para formar un agente de ARNi dirigido a un
trascrito que codifica una citocina se pueden usar para regular respuestas del sistema inmunitario (p. €j., respuestas
responsables del rechazo de trasplantes de 6rganos, alergia, enfermedades autoinmunitarias, inflamacién, etc.).
Vectores virales que proporcionan una plantilla para la sintesis de uno o mas ARN que se autohibridan o hibridan entre
si para formar un agente de ARNi dirigido a un transcrito de un agente infeccioso o dirigido a un trascrito celular cuyo
producto codificado es necesario para o contribuye a cualquier aspecto del proceso infeccioso se pueden usar en el
tratamiento de enfermedades infecciosas.

Administracion

Las composiciones que comprenden vectores virales que se describen en este documento se pueden formular para
el aporte mediante cualquier via adecuada incluyendo, pero no limitada a, parenteral (p. €j., intravenosa), intradérmica,
subcutanea, oral (p. €j., inhalacion), transdérmica (tépica), transmucosa, rectal y vaginal. Vias de aporte preferidas
incluyen la intradérmica. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas incluyen un vector viral en
combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. Segun se usa en este documento, la expresion "portador
farmacéuticamente aceptable" incluye disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y de retardo de la absorcién, y similares, compatibles con la administracién
farmacéutica. También se pueden incorporar en las composiciones compuestos activos complementarios. En algunas
realizaciones, los vectores virales se formulan en glicerol. En algunas realizaciones, los vectores virales se formulan
en glicerol aproximadamente al 10% en solucion salina tamponada con fosfato.
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Es ventajoso formular composiciones en forma unitaria de dosificacion para facilitar la administracion y uniformizar la
dosificacién. Forma unitaria de dosificacion, segin se usa en este documento, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto que se vaya a tratar; conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de un vector viral calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con
un portador farmacéutico.

La composicién farmacéutica se puede administrar en diversos intervalos y a lo largo de diferentes periodos segun se
requiera, p. €j., una vez por semana durante entre alrededor de 1 a 10 semanas, entre 2 a 8 semanas, entre alrededor
de 3y 7 semanas, alrededor de 4, 5 0 6 semanas, etc. El experto apreciara que ciertos factores pueden influir en la
dosificacién y la cronologia requeridas para tratar eficazmente a un sujeto, incluyendo, pero no limitados a, la gravedad
de la enfermedad o el trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades
presentes. El tratamiento de un sujeto con un vector viral puede incluir un solo tratamiento 0, en muchos casos, puede
incluir una serie de tratamientos.

Composiciones

En algunas realizaciones, los agentes activos, es decir, un vector viral de la divulgacién y/u otros agentes para ser
administrados junto con un vector viral de la divulgacién, se preparan con portadores que protegeran al compuesto
contra la eliminacién rapida del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes y
sistemas de aporte microencapsulados. Se pueden usar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, poli(acido glicélico), colageno, poliortoésteres y poli(acido lactico). Métodos para la
preparacion de estas composiciones seran evidentes para los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, la
composicion se dirige a tipos de células particulares o a células que estan infectadas por un virus.

Terapia combinada

Segun la presente divulgacion, las composiciones proporcionadas se pueden administrar en combinacién con uno o
mas de otros agentes activos y/o modalidades terapéuticas, tales como agentes terapéuticos conocidos y/o agentes
biol6gicamente activos independientemente activos. En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas
incluyen uno o mas de estos otros agentes activos; en algunas realizaciones, estos otros agentes activos se
proporcionan como parte de distintas composiciones. En algunas realizaciones, la terapia combinada implica la
administracion simultdnea de una o mas dosis o unidades de dos o0 mas agentes activos y/o modalidades terapéuticas
diferentes; en algunas realizaciones, la terapia combinada implica la exposicién simultdnea a dos o mas agentes
activos y/o modalidades terapéuticas diferentes, por ejemplo a través de regimenes de dosificacién solapados.

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas incluyen o se administran en combinacién con uno o mas
agentes activos Utiles para el tratamiento de la enfermedad, el trastorno y/o la afeccién pertinente.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Ensayo para la determinacion de la transduccion de DRG

Este Ejemplo muestra un método ejemplar para ensayar la transduccién de vectores virales en tejido de ganglios de
la raiz posterior (DRG).

Después de la administracién intradérmica de un vector viral, los DRG L4, L5 y L6 se extirpan y se someten a
turbulencia, con inversién, durante 40 segundos en un tubo Lysing Matrix A (MP Biomedicals) preenfriado con 350 pl
de un Reagent DX (Qiagen) al 0,5% en tampdn RLT Plus/solucién de DTT.

Se aislan ADN y ARN del homogenado de muestra usando el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). La porcion aislada
de ARN incluye una etapa de tratamiento en columna con ADNasa. El ADN se eluye en 2 x 100 pl de UltraPure Distilled
Water (Invitrogen) después de una incubacién a temperatura ambiente de 10-15 minutos por elucién. EI ARN se eluye
en 2 x 30 pl de agua libre de ARNasa* después de una incubacion a temperatura ambiente de 3 minutos por elucién.
El ADN se concentra mediante incubacion en abierto a 37°C durante la noche.

Se analizan diez (10) pl de ADN concentrado en una reaccion de 50 pl con respecto a genomas de vector de HSV
mediante un ensayo de gPCR que se dirige a una region en el gen UL22 (glucoproteina H).

Para analisis de la expresion de ARNm, 8 ul de ARN se someten en primer lugar a transcripcion inversa usando the
SuperScript™ Ill First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen) seguido por tratamiento con ARNasa. El
ADNC tratado con ARNasa se puede analizar a continuacion mediante cualquiera de un nimero de ensayos de gPCR
que se dirigen bien a un transgén particular (p. €j., transcrito de la carga util), bien al intron LAT de 2 kb estable o bien
al ex6n 5' LAT.
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Ejemplo 2: Comparacion de las capacidades de transduccion en nervio de diferentes cepas de HSV

Este ejemplo demuestra que un vector de la cepa McKrae transduce neuronas mas eficazmente que un vector de la
cepa KOS.

Dos cepas silvestres diferentes de HSV-1 (McKrae y KOS) se prepararon y se inyectaron en la superficie dorsal y
plantar de las patas traseras derecha e izquierda de cada una de tres ratas Sprague-Dawley (SD), a 100 ul por
inyeccion. Todos los animales fueron sacrificados cinco dias después de la inyeccion del vector. Durante los
procedimientos terminales, se extirparon los ganglios de la raiz posterior (DRG) L4, L5 y L6 izquierdos y derechos, se
congelaron a -70°C y se transportaron sobre hielo seco.

Se aisl6 ADN de los DRG L4-L6 izquierdos de todos los animales en el estudio usando un QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen). ElI ADN de la muestra se analizd con respecto a copias del genoma del vector usando un ensayo de qPCR
que se dirige a una secuencia dentro del gen de la glucoproteina H de HSV-1 (UL-22) en un Rotor-Gene Q Real-Time
PCR Cycler (Qiagen). Segun se muestra en la Tabla 1, la cepa McKrae parece transducir las neuronas
significativamente mejor que la cepa KOS. El numero medio de copias del genoma detectado en los DRG del grupo
KOS era 73, mientras que el del grupo de McKrae era 21.347.

Tabla 1
Conc Conc Genomas
Calc Ct DE Ct Calc DF  de Muestra
Cepa Nombre Ct (Copias) Media Media Media Total Totales
KOS 5alRA1G1 L-DRG 35.27 7.00E+00 3531 0.06 7.00E+00 20 1.40E+02
5alR A1G1 L-DRG 35.36 6.00E+00
KOS 5alR A2G1 L-DRG 36.10 4.00E+00 36.05 0.07 4.00E+00 20 8.00E+01
5alR A2G1 L-DRG 36.01 4.00E+00
KOS 5alR A3G1 L-DRG 3715 2.00E+00 37.15 2.00E+00 34.97 <LOQ
5a1R A3G1 L-DRG
McK 5alR A4G2 L-DRG 37.31 2.00E+00 36.43 1.25 3.00E+00 40.65 <LOQ
5alR A4G2 L-DRG 35.54 6.00E+00
McK 5alR A5G2 L-DRG 26.73 195E+03 26.74 0.01 194E+03 32.89 6.38E+04
5a1R A5G2 L-DRG 26.74 1.93E+03
McK 5alR A6G2 L-DRG 35.23 7.00E+00 34.79 0.61 9.00E+00 28.57 2.57E+02
5al1R A6G2 L-DRG 3436 1.20E+01
Conc Conc
Calc Ct DECt Calc Spk %
Nombre Ct (Copias) ~ Media Media Media (cqp) Recuperacion
5aS2 A2G1 L-DRG 36.93 2 37.22 042 2 <L0Q
5aS2 A2G1 L-DRG 37.52 2
5aS2 A2G1 L-DRG spk-
25 32.67 38 32.79 0.18 35 25 140%
5aS2 A2G1 L-DRG spk-
25 32.92 32
LOQ: Ct =36.34

Ejemplo 3: Preparacion de Vectores
Este ejemplo describe métodos para preparar y formular vectores ejemplares para terapia génica.
Estructura genética del vector

Se elabora un vector reemplazando en primer lugar ambas copias de los locus de ICP4 mediante recombinacién
homologa usando un plasmido y cribando con respecto a placas que expresan elemento marcador. Se construye un
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plasmido al clonar un fragmento de un genoma de HSV-1 que comprende regiones aguas arriba del promotor ICP4
incluyendo el origen viral contenido dentro de las regiones repetidas invertidas cortas. El plasmido se modifica ademas
al clonar un fragmento del elemento marcador, por ejemplo HCMV-eGFP, en el plasmido. Este plasmido se recombina
a continuacion en el locus de ICP4 de un virus HSV silvestre. El vector resultante se aisla usando una linea celular
Vero estable que expresa ICP4, tal como '6-5C'. Las células Vero 6-5C son células complementarias que expresan
ICP4.

A fin de reemplazar el elemento marcador (p. ej., GFP) por un gen de interés (GOI) en el vector descrito anteriormente,
se construye un plasmido al clonar HCMV-GOI-pA en el plasmido. Las placas que no expresan el elemento marcador
se aislan y se prueban mediante ELISA con respecto a la expresién de GOI.

Produccion de vector crudo

Células Vero que complementan ICP4 se cultivan en matraces de cultivo tisular usando medio completo (DMEM
complementado con FBS, HEPES y penicilina-estreptavidina) y se expanden en matraces 6-12xT175 a una densidad
de siembra de 3-4x10* células/cm?2. Los matraces de cultivo se incuban a 37°C/7,5% de COz durante 3-4 dias.

Cuando las células estan 1-2 dias sobre la confluencia, se infectan con una multiplicidad de infeccion (MOI) de ~0,1
con una reserva de virus de concentracién conocida. La infeccion se inicia al retirar el sobrenadante de cultivo de cada
matraz e infectar con un total de 2,5 ml de medio completo que contiene la cantidad apropiada de una reserva de virus.
El virus es adsorbido sobre las monocapas celulares al incubar los cultivos durante 1,5 - 2 horas, remover y hacer girar
los matraces cada 15-20 minutos. Después de la etapa de adsorcién, se afiaden a cada matraz 10 ml adicionales de
medio completo y los cultivos se incuban de nuevo a 37°C/7,5% de CO:.

Aproximadamente 48 horas después de iniciar la infeccion, los matraces se observan al microscopio para confirmar
que las células muestran signos de efecto citopatégeno y separacion de la superficie del matraz. En ese punto, las
células y el sobrenadante se recogen, se rednen y se centrifugan a ~1500xg durante ~10 min. El sobrenadante se
retira de la pella celular y se mantiene separadamente para un procesamiento posterior.

La pella celular se resuspende en 4-5 ml de medio completo, se homogeneiza y a continuacion se congela a -80°C.
Después de que la suspension celular se haya congelado durante >20 minutos, se descongela y se centrifuga a
~1500xg durante ~10 min. Este segundo sobrenadante de la pella celular se retira y se combina con el primer
sobrenadante recogido.

El sobrenadante reunido se divide en partes alicuotas en tubos de centrifugacion. A continuacion, el virus se centrifuga
a ~40.000xg durante ~30 minutos a 2-8°C a fin de granular el virus. Después de que se complete la etapa de
centrifugacion, el sobrenadante procedente de los tubos se retira y se descarta. Al dia siguiente, las pellas de virus se
homogeneizan mediante pipeteado y se retnen entre si. A continuacion, la reserva de virus resuspendido se divide
en partes alicuotas en crioviales tipicamente en volimenes de ~120 pl por vial. Se afnade medio completo (200-300
pl) a las pellas de virus a fin de cubrirlas con liquido y se almacenan a 2-8°C durante la noche para soltar las particulas
virales. Los viales se etiquetan y se congelan a -80°C. Mas tarde, un vial congelado se descongela a fin de realizar un
ensayo de valoracion de placas virales para determinar la concentracion de la reserva de virus preparada antes de
usar en cualquier estudio in vivo o in vitro.

Fabricacion de vector clarificado

Descongelacién y expansién de células

Células Vero (p. €j., células Vero 6-5, VeroD) procedentes de un banco celular de trabajo se descongelan 37°C y se
transfieren a un tubo cénico y se reinen. Las células VeroD son células complementarias que expresan o ICP4, ICP27
e UL55. Las células se introducen en viales a aproximadamente 1,0x107 células viables/ml/tubo. Las células se diluyen
gradualmente con medio completo y una muestra se retira para obtener recuentos de células viables. Las células se
siembran en matraces de cultivo tisular a una densidad de 3,0 — 5,0x10* células/cm?.

Las células se incuban a 37°C, 7,5% de CO:2 y se examinan periddicamente mediante microscopia de fases. Las
células se someten a pases mientras son subconfluentes. El medio completo se retira, se enjuaga con PBS y las
células se disocian. Los matraces se incuban hasta que las células se separan, a continuacion se resuspenden en
medio completo, se relinen, se recuentan y se siembran en nuevos matraces a una densidad entre 1,0-4,0x10*
células/cm?. Las células se expanden y se deja que se extiendan hasta 1-2 dias después de la confluencia antes de
la infeccion.
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Infeccién con vector

Cuando las células alcanzan la confluencia deseada, un matraz modélico se subcultiva y las células se recuentan para
estimar el numero de células por fabrica celular. Se prepara un in6culo del vector del banco de virus maestro al
descongelar el volumen apropiado requerido para obtener una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1 y diluir la reserva
con medio completo hasta el volumen buscado deseado para la infeccién. Las fabricas celulares se infectan mediante
un periodo de adsorcion inicial seguido por incubacion durante el primer dia de infeccidon en medio completo. Después
de aproximadamente 24 horas, el medio de cultivo se retira y se reemplaza por un volumen igual de medio libre se
suero. Las fabricas celulares se ponen en la incubadora y la temperatura se reduce hasta 33°C/con 7,5% de COz. Los
cultivos se comprueban diariamente y el porcentaje de efecto citopatico se estima mediante inspeccidn visual.

Cosecha viral en crudo y clarificacién

La infeccion se detiene al poner las fabricas celulares en una cabina de bioseguridad y reunir el sobrenadante y el
residuo celular en una bolsa estéril. Esta cosecha no clarificada en masa se muestrea con respecto a agentes
adventicios. Después del muestreo, el nivel de cloruro sodico de la cosecha se incrementa y a continuacién se mezcla.
A continuacion, la cosecha se divide en partes alicuotas en tubos de centrifugacion y el residuo celular se retira
mediante centrifugacién. El sobrenadante se reline en una bolsa estéril. Después del pretratamiento de una capsula
filtrante de clarificacion con agua estéril, el sobrenadante que contiene virus se bombea a continuacion a través de la
capsula filtrante a otra bolsa estéril, seguido por agua estéril para recuperar el virus restante de la capsula. La bolsa
se mezcla y el filtrado se almacena durante la noche a 4°C.

Posteriormente, el filtrado se calienta y se ajusta hasta ~2 mM de MgClz mediante la adicién de 2 volimenes de MgClz
3 mM en agua estéril. El filtrado diluido se mezcla y se trata con una endonucleasa.

Cromatografia en columna de intercambio catiénico

Una columna BPG 400 se rellena con resina de alta eficacia SP, se esteriliza con NaOH 0,5 N y se equilibra con
tampon de lavado (PBS pH 7,0) y tamp6n de separacién (NaCl 1 M-PBS pH 7,0) antes de cargar virus tratado con
endonucleasa.

La bolsa de procesamiento que contiene el filtrado tratado con endonucleasa se conecta a la entrada usando una
soldadora de tubos y el virus se carga en la columna. El flujo pasante se recoge en una bolsa estéril. La etapa de
captura del virus es seguida por lavado con PBS hasta que la absorbancia UV vuelve al valor inicial. La bomba se
detiene y una bolsa de procesamiento que contiene NaCl 0,45 M-PBS (pH 7,0) se conecta a la entrada. El tubo de
salida se transfiere a un recipiente estéril en una cabina de bioseguridad. El tampdn se bombea a la columna y, cuando
la absorbancia UV empieza a incrementarse bruscamente, la salida de la columna se transfiere a un nuevo recipiente
estéril para recoger el virus eluido. La recogida se detiene después de que la absorbancia UV vuelva casi hasta el
valor inicial. Esto es la fraccién de eluido viral purificada. Una bolsa de procesamiento que contiene tampén de
separacion se conecta a la entrada y el extremo del tubo de salida se transfiere a una botella estéril para recoger la
fraccion separada. El tamp6n se bombea a través de la columna hasta que la absorbancia UV alcanza un maximo y
vuelve al valor inicial. El eluido recogido se almacena a 4°C durante la noche.

Filtracién con flujo tangencial

El sistema de filtracion con flujo tangencial, que usa un cartucho filtrante de fibra hueca de un tamafo de poro de 0,1
micrometros, se prepara al montar el tubo y el cartucho y esterilizar el sistema mediante tratamiento en autoclave. El
sistema se barre con PBS estéril (pH 7,0) y la fraccion de eluido viral se afade al depdsito del sistema y se equilibra
mediante recirculacion. Después del equilibrado, la bomba de recogida de permeado se enciende vy el filtrado se
recoge. El sistema esta en marcha hasta que el volumen cargado se reduce hasta aproximadamente 500 ml. El
retenido en el depdsito se diluye con DPBS (pH 7,0) con diafiltracion continua de volumen constante, y el producto del
retenido se recupera cuando la conductividad del permeado esté dentro del 10% del tampon de diafiltracién (DPBS
pH 7,0).

Formulacion, filtracién final y envasado

El retenido recuperado se ajusta hasta 10% del volumen final con glicerol estéril y se mezcla bien antes de filtrar a
través de una unidad de filtracién de disco de 0,45 um. El producto se distribuye en crioviales etiquetados para el
almacenamiento a < -65°C.

Ejemplo 4: Andlisis de la transduccion de la cepa McKrae en DRG después de la inyeccion en la pata

Este ejemplo demuestra que la administracion de un vector basado en la cepa McKrae da como resultado la
transduccion de ganglios de la raiz posterior (DRG) in vivo.
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Un vector de HSV-1 con replicacién defectuosa segun se describe anteriormente se inyect6 en la almohadilla de ratas.
Segun se muestra en la Figura 1, un vector de HSV-1 con replicacion defectuosa puede transducir las neuronas de
los DRG de un modo dependiente de la dosis (cinco dias después de la inyeccion). Las ordenadas muestran una
porcién del nimero total de genomas detectable bajo las condiciones de ensayo e indica que el nimero de genomas
se incrementa con relacion a la dosis de vector inyectada.

La Figura 2 muestra el nimero total de transcritos de una carga util en DRG a los 5, 14, 47, 77 y 131 dias después de
la inyeccion en la almohadilla de un roedor. La Figura 3 muestra los datos procedentes del mismo experimento como
namero de transcritos de carga util por genoma. La expresion de la carga util fue conducida por el promotor de HCMV.

Ejemplo 5: Andlisis de la transduccion y la expresion de la carga util con diferentes promotores

Este ejemplo demuestra que se puede obtener un incremento en la expresién génica en DRG usando un promotor
especifico de neuronas.

Se probaron cuatro promotores diferentes (HCMV, HCMV TAC, NSE y HCMV CGRP) con respecto a la eficacia en el
aporte de vectores de HSV-1 a DRG. El vector que comprende un promotor NSE no tenia un potenciador de CMV,
solo un promotor especifico de neuronas. Segun se muestra en la Figura 4, un vector con un promotor HCMV
promediaba 29 transcritos por genoma en DRG, mientras que los promotores HCMV TAC, NSE y HCMV CGRP
promediaban 176, 327 y 166 transcritos por genoma, respectivamente.

Vectores virales de McKrae que comprenden proteina fluorescente verde (GFP) conectada operativamente a
promotores HCMV, NSE o CGRP se inyectaron en la almohadilla de ratas y los transcritos de GFP se midieron en los
DRG L4-L6 a lo largo del tiempo. Segun se muestra en la Figura 5, los promotores especificos de tejido mejoraban la
transcripcion en neuronas de DRG entre 5 y 18 dias después de la inoculacion en la almohadilla.

Adicionalmente, cuando se comparaban tres promotores diferentes (HCMV, HCMVeCGRP y NSE) a lo largo del
tiempo (2-8 semanas), los vectores que contenian un promotor bien NSE o bien HCMVeCGRP daban como resultado
mas transcritos totales en DRG que un vector que contenia un promotor HCMV (véanse las Figuras 6y 7).

Los transcritos de carga util se midieron en DRG de ratas que recibian una inyeccion de vector viral de McKrae que
comprendia una carga util de polipéptido acoplada operativamente con un promotor quimérico CGRP o un promotor
HCMV. Segun se mide a los 5y 14 dias después de la inyeccién, el promotor CGRP, que comprendia un potenciador
de HCMV aguas arriba del promotor, mostraba nimeros de transcritos superiores de la carga util de polipéptido por
genoma que el promotor HCMV (Figura 8).
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante cuyo genoma contiene una alteracion o eliminacion
del gen ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 16.

2. La variante segun la reivindicacion 1, que tiene un genoma truncado de tamafo total menor de alrededor de 150.000
pares de bases y que incluye una eliminacion de uno o mas residuos dentro de un elemento correspondiente a los
residuos 126049 a 130014 de SEQ ID NO: 1.

3. Un vector que comprende un genoma de la cepa McKrae del virus del herpes simple (HSV) variante cuyo genoma
contiene una alteracion o eliminacion del gen ICP4 tal que la variante no exprese una proteina funcional caracterizada
por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

4. La variante segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, o el vector segun la reivindicacién 3, donde el gen ICP4
estd alterado por eliminacion de su promotor.

5. El vector segun la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4,

a. donde el vector comprende un promotor especifico de neuronas; opcionalmente donde el promotor especifico
de neuronas es un promotor de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP); y/o

b. donde el vector comprende un potenciador de citomegalovirus humano (HCMV) o una sefal de poliadenilacion
de hormona del crecimiento bovina (BGH); y/o

c. que comprende ademas un acido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico.

6. Una célula transducida con un vector segun cualquiera de las reivindicaciones 3-5.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un vector segln cualquiera de las reivindicaciones 3-5 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

8. Un método para propagar un vector que comprende un genoma de la cepa McKrae del virus del herpes simple
(HSV) variante, genoma que contiene una alteracion o eliminacion del gen ICP4 tal que la variante no exprese una
proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, comprendiendo el método las
etapas de:

(i) infectar con el vector células que complementan ICP4 cultivadas que contienen ADN que codifica la proteina
ICP4 de HSV, y

(i) aislar el sobrenadante del cultivo de la etapa (i).

9. EI método segun la reivindicacién 8, que comprende ademas una etapa de purificacion del vector en el sobrenadante
mediante cromatografia; que comprende ademas opcionalmente una etapa de concentracion del vector purificado
mediante filtracion con flujo tangencial.

10. Un método para preparar un vector que comprende un genoma de la cepa McKrae del virus del herpes simple
(HSV) variante, genoma que contiene una alteracion o eliminacion del gen ICP4 tal que la variante no exprese una
proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, y donde el vector expresa un
elemento marcador, comprendiendo el método incubar células transfectadas con:

(a) una primera molécula de &cido nucleico:

(i) que comprende una porcién del genoma de la cepa McKrae del HSV pero no codifica una proteina
funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;y

(il) que comprende una primera region de homologia (HR1) y una segunda regién de homologia (HR2),
y

(b) una segunda molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de codifica un elemento marcador,
donde la secuencia esta flanqueada por una primera region de homologia (HR1') y una segunda regiéon de
homologia (HR2'),
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donde HR1 es homéloga a HR1'y HR2 es homdloga a HR2', de modo que la secuencia que codifica el elemento
marcador en la segunda molécula de acido nucleico se integre en la primera molécula de acido nucleico a través
de recombinaciéon homéloga.

11. El método seguln la reivindicacion 10, donde (a) las células son células que complementan ICP4 o (b) donde el
elemento marcador es un polipéptido que opcionalmente es detectable mediante fluorescencia.

12. El método segun la reivindicacion 11(a), que comprende ademas una etapa de purificacion de placas virales que
expresan el elemento marcador.

13. Un método para preparar un vector que comprende un genoma de la cepa McKrae del virus del herpes simple
(HSV) variante, genoma que contiene una alteracion o eliminacién del gen ICP4 tal que la variante no exprese una

proteina funcional caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, y donde el vector expresa un
agente de interés, comprendiendo el método incubar células transfectadas con:

a) una primera molécula de acido nucleico:

(i) que comprende una porcion del genoma de la cepa McKrae del HSV pero no codifica una proteina funcional
caracterizada por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; y

(i) que comprende una secuencia que codifica un elemento marcador, donde la secuencia que codifica el
elemento marcador esta flanqueada por una primera region de homologia (HR1) y una segunda regién de
homologia (HR2); y

(b) una segunda molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia que codifica un agente de interés,
donde la secuencia que codifica el agente de interés esta flanqueada por una primera region de homologia (HR1")
y una segunda regiéon de homologia (HR2'),

donde HR1 es homéloga a HR1'y HR2 es homéloga HR2', de modo que la secuencia que codifica el agente de interés
se integre en la primera molécula de acido nucleico a través de recombinacién homologa.

14. El método segun la reivindicacion 13, donde las células son células que complementan ICP4; que comprende
ademas opcionalmente una etapa de purificacion de placas virales que no expresan el elemento marcador.

15. El vector segun la reivindicacién 5(c), para el uso en un método para expresar un polipéptido en un ganglio de la
raiz posterior de un sujeto, que comprende administrar el vector al sujeto; opcionalmente donde

a. el vector se ha de administrar in vivo; o
b. el vector se ha de administrar mediante contacto con la piel; o

c. el vector se ha de administrar mediante inyeccion intradérmica.
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Secuencia de nucleétidos de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 1)

Ne de registro JQ730035.1

ccecegegacc
cttctegece
gegTogegge
ggaggcegag
cogeggagaec
cggagcecteee
catatatacyg
ccaatcggeg
goooggecca
gtaattaaaa

taatgggcyg

«Q

cocoococgegs

gegeggegyy

P ggacgagcedg

cgcoocegge
acgcocaact

gceegtggyge

ggeccggcga

gggageteog

acttgcaaga

cCcoccggoogoe

gcdggggcgge

cgtgggaggc

gggaggageg

cgeccggged

cggaacccgc

S gogagoygyc

ggccgtgoct

actcggtcta

cggegygggece
gttacogooe
ggccttgtte

cctteoceget

FIGURA 9
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ggtcaggage

titgttcecgotyg

tgacgacgac

cgcogecoee

gagtggtetgg

cgacoggget

ggcggycggc

gggcageooy
tetygcacgoa

goecgeogos

cggcecoggt
cocotogoges
cacctggege

acccocgeda

cygbtteoggo
goccgtgeoo
cgaggcgcect
agacgatggce

cgcotegggyg

r tatggtaatt

ccogeggooa

ggtcecgggey

ggagccocac

cceccacogcee

cocttecgect

gectgegect

g}
(9]
lu]

cocgogac

gggtcttccyg
aggagcogog
gogggactygy
agtctteggg
tcecocggtatyg
agaaactcat

ttaatgggea
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acccecggtat

gctaattget

Jogaaaggoyg
geactcygayg
cagaagccoc
‘-:acrgacccr:r:
gcgogadgrg
gggaccoocyg

gggagecoggd

ccocoaacaca
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tccocogecte

tTtttggegy

ctttgggggs
ctgggacgeg
tggggtataa
cgagacgcay
goctacgtty
atggagoooo
agggdgecggy
acccttaccce

cgccatgttg

ggogygagaa

gttgoagaco

} Cdggggggga

taccecgeoceo
gagacctgeoo

ccgaccacea

t

agacgygge

ccegagyagyga

cagccaggcoa
cgacococay
gooooggyagyc
cgeccatgtet

tggaaccggc

ccetttgact
acacgoaoac

ctygactcata

: cgcocatattt

gagggaagaa
caotttctece
gagggggaac
cecttttttec
ggacagcagc
tgacgacgac
gcrggggeeg

agacccogge

¥ tocoogogda

gggaatcgte
gacegacggt
gactogggeoce
ggaccctecyg
gagtaccoge
ggggegceeat

cececatgtt

Q

r ttagggggog

ggcgcggaac
atgtgaccce
cagacgcagyg

actaacaaaca

Jaggggtegy
cacctottocg

tegtgggege

ccecoctggggt
tTggoocgeqg
JagttIctte
togygcggyay
gygggceggy
cggggeegas
actgocgece
ctggtageat
gccccotete
tocgegacce
TggocTgagy
attaggggge
ggggacccce

tggaacceeg

gatccaaagg
aggooageag
tgattgacgce

ccccggatgt

; Cggagaccga

aggcggacay

FIGURA 9 (Continuacion)
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gggaaggcagg

gggcatycta

ccgtgzatge

cogeggtagy

ctttggggag

acggaccoay

gggagcagga
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gyggggagcy
cgctgegaca

caattgcgea

geccgaggagg
ttcg(,‘lC’CCgC
ceggagecca
aaggaccotg
cgg9ggaggag
ccogacceoc
acggicgggs
gegoeccateg
ggcggetoecce
gttggggtty
cceccttgtea
tceeceaogyg
cCcogguccece

cegtgegtyge
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acgagggcga
ccttocegtg
acacctgccee
gytcgttoay
cocgtcaggye

gatacotgan

gcgtaaccty

gcocoggacgaeo

cgtctaacsgc

ggccacacyy

geccagtegeg

gggttyggggt

goecogegga

aagaacagag

tggagyatyg

gccaagaggg ooy

gggcocdgga
tccteggecce
gcttecgect

ctcggecace

cgacccecge

cctegggogy

gecgotgette

cgtgtgegeco

catgcaccgs

ggatgacgac

ElefsEleleleclete

atcgegoccc

agooosoTag

gtgtgcacgy
ttctgecatac

gecaagotgyg

j atcgtgaacy

gtggacttta

ccacgcagag

cogyTegog

cagcagtaac accaacacca
agocgeqgges ceacgaaddgd
tgttgaageg gaggcggggce
caccettgea aacaacagag
caggecocce geggegcaca
ggcecgogtey ggacoogege
teeggggoec ggocooacgey
cgogegeegt gtgccoccagt
toctgtgeegy gogegtgoga
goacgggeen tacegeggac

gaggcggegy

tccacgegtce

gactoaggge
gtectaggoyg gectoagect
gggggccgeo tettcocgoecy
ggcegteggt gecctgggag
tgggcegegg gggccgagga

atgagatcge

tygtacctgat

aococeccagad

totggacggy

ggoccctgta

> ttgcagcaga

gcaccgcooga
ctoggacagys
ccaccaacadqy

cgtetggece

tgccaggete

goecceogage

coceeggecae

cttectecte

ccggggeege

ggagacaaga

agtgtgcecyg

FIGURA 9 (Continuacion)
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gooceaccty
aacctggatyg
agtgggcegtyg
ccgcatyggay
caatcagcgg
goocacacal
ggggggeggce
aagoagcgggn

ctacgtcccg

cggctegggy
cggegoagos

gaagaggcgs

Q
0
0

{9}

Q
0
Ay

[ie]

Q

w2

ggaaacctcce

gaagacgoga
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cacgcggaga
ggggtetcta
ctgcococatee

acgggaaaca

gcgtcgacac
gtegggtget
ggaaagtgaa

aactcaggagy

gttteegega
gggggggtca
caaaagggdyg
Jggagacaga
Jgagacgagg
aaggaggggg
cacgcgeacce
cecooocegeg
gctttaggaa
ccotoceccyg

aacacaggoyg
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cttecocgggge

agacacggygc

atttttgoty

gatggatott

tctggtgtta
ctygeccactyy
gegectgace
actacactat
tecggocacac

aacagygaaca

ggatgggegt

tgccagagat
caactttggg
catccoooca

gggtgagaca

cgtcceegeg

cctgtegeet

0
0
I
0
[t
pel
ftv)
()
ot
[tv]

cagcctgegyg

aaaacaataas

toctattgoga

cggggtgcgt

gggggggtac
cccaggeagt

catgccecttet

ggcggectaa

tacgtgaaca

atecggggegt

goggtocecey

tctecggeacc

gggacgcos

QO

cactacacca
agecgggtett

aataaaggtt

gaaccacagt

acctggecte

aacccacancc

gecgggggac

cgegctacct
agactatcac
acgtggtect
gotggageoy
acccgacggo
tgttogacca
cgtggtccegg
ccgtgtttgt
gccaatcocogt
tagtgttgge

tacttitgta

' gtgcgtggga

ggtggggcgyg

> ggtgoageca

caggreatgcet

gtggggttagy

FIGURA 9 (Continuacion)
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goocatetag

gggggactgce

ggtggaccag

cocgcacocty

cecegogteyg

gggcacacta

g9agcagegyg

slsfslaf-YeloteTote;

gtoggggagy

cctaataaaa

gcgtyggagt
gggtgccatyg
cazcgatcec
tgggtgttaa

223G9YCay

«Q

[¢]

acggggcgce

agggatgogyg
Jagaatcaca
cggtggtatyg
tgtgcaaagg
ccgacoctte

ccatatacte

£ tccacacccece



tacagcgaca

ttggtggtey

ggggaggaag
acaggaaagg
cgggceghig
cgoecacygggay
jaccoggaaa
ggygcccgga
gtgaggggcee

taaaaaacag

cagoaccacy
cgggegeggr
cecttaatyy
gggecgtety
cttgtgtgtyg

gocgtghtog

atcgaccggg

gggtgteggy

accccectec

ES2939644 T3

ccggocgace

gacgggtaag

tggggooccyg
gocggeogtt
agccteogyy
cogecogogyt
gaacgaacga
aaaccgtaac

ggegottagg

tgggtaggty
gecectgtet
accggegegy
ctggceegeg
cgogagceqgyg

gtctooggtag

i tgtaggatygy

ttcctegoct
gtgcgggooy
ctcagtgggyg
ggtggetgtt

ctcecgteccee

cggcagaaca
ggeeddgdcec
ggcggtaacc
gggeottttt
cggoggeTea

aacatoccgg

ggggtogooy
gcgtaggootg
tttttgtggt

cegtegegygg

cocgaaacygy

cgcegacgae

caatgactcg
teggeggegy
ggtggacteg

ticcacttcce

ggtgggaaaa
tgttotttgt

tgtttgtgtt

gececottagat

tgggagyggy

r tggecgaccet

agaagcaggt
zctecgacgay
gg9dggggga
aaaaaacaca
gcegggacee
atctcaggcc
gecggogage
Togtacgogy
aaaaacaccc
ggaaaacaaa
ccttggcege
agtctitege

gacgcageaa

r tetgeggoect

atatctegey
cacgggceggg
gggectttet

ctgoggegge

ggcgaggaga

gtectgttcoe

tgtttattce

FIGURA 9 (Continuacion)
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aagggggeayg
ggaaaagaac
tagcectaetygyg
gtctaaccta

tgggataacy

ccttogocee
cagacgggtt

aaacagacca

gcotetgeag
tgcggeggaa
gagggtggaa
teoeecgttce
ttgttattgt
gtgctogteg

ctggggiogy
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tatttaaata
gtggggtccee
Tggagataac
gggeIgegyt
ggagaaggag

Jgggagegey

tgtggtgecyg

ggttttgtgt

tgcoogacaca

ggacagtege

tggatttaac

cgttteggceyg
cgaaccectt

tgctgecocgec
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aacacagcecyg

acatcacaag

ccccaaccta

dyagagddygyd

acgacgtogt

accctaggoy

tttttgtttg

caggaaacay

ttctgegtgt

tggggtrtag

gaacggygya

ggSCggYSTy

dgggagacygd

cttggcaacc

tatataaacc

ggttgtygtta

ctatggggat

cggctataaa
acacggtctt
gggcgggtt
aaacgoygett
ccagocacac
gtgtagggcyg

cgteggacga

googagagge
aacgaaaagc
ctgggcaaac
tttggyttgy

aaccgaatat

titggaggac
ggccoctttat
acctgtgaac
ccaggattty
tgaageggye
coccacaaog

catctaatga

ggactcgtta

gtgtggetgy

cgacgtacgc
dagaggagad
gcgggaacygy
acttggggac
Jttgggotta
gttaticgga

ctceocgtety

azagagatac
gotgggtgty
ggacttaccea
ctgoageega

cqacgggacy

teggtgecag

tigoaccecee

FIGURA 9 (Continuacion)
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gggcttatat

cgaggctatg

aggggagagy

ggatacyggy

tgtaggtttc

ttgoogttgy

gtegggtage

acgatctitga

tattctigeg

gggegtatty
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ctagaatcgg

coggoatggt

gggtccattg

catgccagoa

caagtattac
cgagttogte
Jogccgaghaa
aataaataac
gggtggcatt

gtttgtctge
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catcggccag

cgcgaacgty

tocecgagygea

tgaaaggca
taaagacggt

Jyagaggyay

getegagtge

acgcgatett

acataaattt
tcagtgtogy
gtattccagy
gggctggaga
caccecgtgt

gtaaatggtyg

gacccatate
cogectecce

cggatgagey

tggggegeac
ttttcgecacce
gocgaatcgat
togacgtccy
taatggttaa
ttcoototge
agtcagggat
cacctgacca
caacgcgege
tgtttatggt
aggacctgcg

cgggaaacygco

ggctggttgt

gtgacgagcyg

tocgeggtece

gagttatcecg

atgococagaa

atctcgagac
gggttttcgt

acctcetggte

cctcactgoo
ttgttgtctt
cgatocggee

gttgaatctc

gcgtotecte

agaccacggt

ccaggeogeac

gaatgtcttyg

tcatacgggt

ctageoctogt

> gacgaattag

y gccaagttta

atteagtcce
gocogtececeqg

aacgtaatge

taatggaccyg

gggatcctay

cogeagoacs

tgggggcgac

caaaatgccqg

FIGURA 9 (Continuacion)
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ggacttgegt

goggeegtea

ttttgggtat
cggtgatgtce
ggggotygac
cagattccat
aacgggaggc

cogacgggec

tgtgoaaacy
goaageogey
tgttecgtoca
tggecteggy

gtttgatghtt

tctaccagcea

. gggagtggag

ccgtaaatgy

gecgtggtye



[8))

geeccagttyg
acgeetgogt
cteccatgeg
agttgtzaaa

ccaccgaagt

cctegeageg
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ticgoecgege

SYgCagySIY

2acat

[te]

caco

gJocctgggyay
ggccatggec

gacggacatg

ttcecocgggy
aataacgtcg
citaaaatca
cggogeocee
ggcgtaggey
gjagataagce

ctceecectga

gacgtaagty

catgtgecccee

FIGURA 9 (Continuacion)

gaggagctga

agcttetggt

cggtagaact

goagatagta

aagttcatgc
aggcgcagygt
cgogtgatgy
agctcogtag

aagccgtgtt

aggtcgtegt
aacgecacget
gaagattitgg
agggtcctet

ccgctaaata

gogteectggt

37

cocaggagtce
cgctgTeocy

acagccocaat

togtgctcact

gaaggaattc

tgeogggegt

tocatggcaag

agtcaatgga

ggtcccgoaa

y tocgegTgocy

o+

gagcgtata

tcageatcte

caaatgccto

cgcegggggce
ggogcagaga

gggtcgeatce

tgagoogega ¢

agctgtcgte

gaacggatac
gcctataaag
gggggtgtge
taccataatc
tycgetggte
ggacatctag
ggcgggttaa
aatgacgtca
ggaggaggty
aaagcagatyg

cttggagoty

gcagoooegy

gtegagetgt

gtoogggece

acgcaacact
gecgegeggte
cagetgctgt

cgagtagttyg

gogtacatat
cggtaggecac
tggataacaa
gogoggytyce
agcgaggcaee
cggtgggtag
tagacaatga

togegetegth

atgoogtagt

tcgetgatgt

tcgtecgeaa

tgcagggcega

aagataacgt

tettggagga

acggeggced

Qo

tgttegtceea
cogtecegeg
gotattacag
gocgbtagtt
cgctgcagaa
taggcaaact
gcctogaagg
accgegatcet
ttgctgtoca

gtgatgcggce
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tggcgttgge

attcgtcaaa

cogggacgac

cocagoacott

ggagytgacy

ccggeagege

tgagaaagge
tcaccacaca
cgttoeagyt
actctaagyc
gttgrntgaoga

aatttasaaa

accgggacct
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cgtgagccac

ctcettgace

i ggtcaccttce

gaacagoogc
Jaagcgataoo
catgaggtta

atacgagagg

. ctcecgotetag

. cgtctgocgtc

gytagtggtac
cocaaggage

ccegtgygty

goccgagagt

gtccaagacc

gagotctegy
ggcctaggee
gggtctotygt

gogggecoao

i ctgggtaaagy

gctggggtat
ccggeagoty

cgaggeggac

ttttcaatag

gacacgaacg

acgaactgca
cocgaactogt
cgggegtact
cggacggaac

ggcgagocca

cggaaccact
atgcgceitaa
ctocctggaa

ccgtetaget

accgagggec

caggeggoga

tggcteggece

teaggeeggy
taagcacggy

ggagettygge

; ggaggttygge

tgtgotecte

gotogacgea

cgcgecagogt

accgcagttt

cacacaccaa

tcatccacca

ctatgacgat

accgogteag

actcgttecy

tcacctcoca

tggtcagggt

ttcatgaaa

ctggtgtgtce

ggggttggty
gytgatggge
cogtttgttg
gcggttgeag
ctggtgcoctceg
cacgggoocyga
gcaatacacc
cacgtigoty
ggcgeecotay

cgactccteg

tgttttggge <gc

tectgoacgea

Y gazaacteoct

gcagacgggy
gyattggoty
cggotggtog
ggegctocce
cgcggggdga
cceceoggtac
agggggtgta
tctttcacge

acgtggegge

gagggagcagg

cacttgcgcet

cacggaagoy
gatgctgtte

caacgtcgte

FIGURA 9 (Continuacion)
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agocgteggt
acgacgaact
ctcacctett

atgtagcottt

ttaataazazs

atgaggtacyg

ccgtcgaget

atagacgtaz

t tgotgaaggt

gccatgacceg
ctgtgotcece
cgtgagattc

cggtccagey

. gccaccactt

cajcecceccaac
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ggotgacgtg oo

agggtctgag

acaaggtgtt
ggcttatocat

cctacctoga

aggacctgga
tgtgtcaceg
ccgeattegt
tcacgggctc

cctgecectgea

> catcagcggg
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ccggtacagy

gycgtttota

gogocgoocggs

ctacgaccge

r tctggtettce

cogggaacac

gogcaagays

g3ggggaggac

caacatgaag

cgaggecggyg

aaataaccty
attgcaggay

gagegegges

ggcggaccty

catgtacgtc
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ccggattacy
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151081 ggggtcgogce geggoocttt aaagcegegge gacgggeags Ccgggocece agaygdg
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Secuencia de aminoacidos de ICP4 de McKrae (SEQ ID NO: 2)

deyddaadaa
ssdsgsssss
ppprlseaapk
afyaryrdgy

vwapelgdaa

itgsvaravp hi

enaaltgaag
aggddpdaar
paseprpegp
avravslvag
asaapregrk
apadgpaapra

ravasltdhp

grvigpgvia
paldgraaas
rwrgprrdfc

avevigaeag

sasssssssd
praaartpaa
vsgepwpgayg

ggvalitrll

hadadddagr
agpaspppeh

algpalprdpe

=

rkSpgparpp

&aaqarprpv
lfpvpwrpal
sgplrrmaaw

anrlcgpdta

rveaaharly
gttdamapga
arallepddd

latpprrdvy

tpspdrderyg
prglallasm
reaplrgayp
ededddgnda
sagrierrra
pPpppgrvivy
vtpdaeamgw
fgwglahaaa
vaaavvaaaa
ragagrvave
adaprlrawl

rlpssaaaaa

midpralasi
mrgipdpedv
awagnwtgap
adgpavsrgh
pdapplricr
pdfceeeahs
apelivirgdd

dwegawdedd

algwgaetes
veeavrtipt
dptdrlsprp
adharearav
raavagrdat
glgdsrpgiw

lgnprvvegd

relrfvrdal
adllfengsi
kksgadapgs
dplggwrrgp
aarcagpapa
rvvviysplp
dvsalgagyv
avlacdllipa
JUnvryrvrt
hracarwglg
dgpgalpprap

ggafegdgvl

FIGURA 10
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ggddechdpd

pdpaaspprt

yyaagilaal
alaegfdgal
vimrlrgdlr
rpllaagprry
daraplipapa

vypshtaapa

lilstrdlaf
vgcavrIweaa
rfgpdtpvpn
aplrpvyval

pgirwasatyg

hehdlddarr
pafraddddg
grrrpsasst
apgriepppy
veldadaasg
rfeasgapaa
sgaarnssst
rrayapilar
grlsaapasp
aavpglagar
vaggseaava
sssssgvaaa
ppstppgpep
aaaleaycsp
denphphgaa
ggppewsaer
agavefigll
rdirrtvias
spreyrravi
greavragpa

rsgtvlaaag
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Secuencia de amino&cidos de ICP22 de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 3)

nadispgafa
stesgdgeea
prpkrarvnl
rrssarwtpd
crllgvsggt
sddeisdatd

egsgpwlsav

povkarrpal
priggrrapr
ritsspdrrd
lgymrgeing

wgmhlrntir

rspplgtrkr
rlggrffidm
gvifpkmgrv
1frvlirvard

evearfdata

krparplsse

saesttgtet

sevetdtale

dtavsddpdd

rstretgpra pipsapspna

phgsanrlirh
epvcklpclie
spvtletpep

asdrkcldge

FIGURA 11
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lirdeylimgy
arrygpecdl
rgslavrled

rkmrfstacp

crarlaprtw
snleihlsat
efgefdwtpg

vpcedtflrp



ES2939644 T3

Secuencia de amino&cidos de ICP47 de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 4)

1 mswalemacdt fidomrvgpr tyadvrdein krgredreaa rtavhdperp llrspgllpk

&€l iapnaslgva hrrtggtvtd sprnpvtr

FIGURA 12
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Secuencia de nucleétidos de ICP4 de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 5)

126001 tttattgegt cttegggittt cacaagogeoc cogeccegte coggeccgkt acageaccoc
1260€1 gteococecteg aacgcegocgo cgtegtatte gtoocaggeg cotteccagt ccacaacgtce
126121 ccgtogeggg ggcgtggocoa agecccgoctc cgoocccage acctecacgg ccoccagacge
126181 cgccageacg gtgecogctge ggoccgtgge cgaggeocag cgaatcccgg goggegoogg
126241 cggecagggoc cccgggceccegt cgtogtcegeo gocgcagoacc agegggaggyg cgtoegtegto
126301 gggctccage agggogodgg cgcaaaagtc ccteocgogge cogogocact gggocacgggoo
126381 ggocgogecacco gootcegogoo ccagogocac gtacacggge cgcagocggog cgocaaggcec
12€421 ccagcgegeg caggcgeggt gegagtggge cteoctcecteg cagaagtoocg geogogooggg
12e481 cgcratggeg toggtggtoo cecgaggoege cgoooggceccg tocagcecgoogy gcagoacdggce
1726541 ccggoggtac togogogggg acatgggoac cggcegtgtcoe gggoocgaagoe gogtgcgeac
126861 gcggtagoge acgttgccge cgoggcacag gogcagogge ggogoegtegg ggtacaggog
126661 cgcgtgogeog gccoctocacge gogogaagac Cccecgggocg aacacgogge cogaggceccag
12€721 caccgtgogg cgcaggtcge gogocgeogyg ccagogeacg gogeactgcea cggegggcesayg
12€731 caggtcgcac gcocaggtagg cgtgcotgocyg cgacaccgocg ggcccgtogy cgggecagte

126841 gcaggcgcgce acggtgttga ccacgatgag ccgocggtcg cocggcgectgy cgagocagcce

o]

126901 cagaaactcc acggcecccgg cgaaggcocag gtoocogegtig gacagcagoa gcacgooctyg
1228961 cgcgoceoeoage gocgacacgt cgggggegee ggtccagttyg cocogoccagg cggccgtgta
127021 cggeccgoac agooeggtigyg cocagggccge cagcaggoay gacagoccge cgogcteggo
127081 ggaccactcc ggcggoccee cogaggcecee gocgccyggac aggtoctege coggcagogg
127141 cgagtacagc accaccacgc gcacgtocte ggggtogggg atctggcgoa tccaggocgc
127261 catgogygcge agcgggcococg adgcgogoad ggggocaaadg agaycggecaoe cggcggocce
272¢1 gtggggatgg gggttctogt cgtcghtogee googocgcac goggcectggy cggecggyggce
127321 gggcocgdcyg caccgegegyg cgatcgagge cagggececgce gggtcaaaca tgagggocgg
127381 tcgccagggg acggggasaca gogggtggte cgtgagetcg gocacggcege goggggagca
127441 gtaggccectcc agggoggcdgy cogogggcge ¢gecgtgtgg ctgggocccyg ggggctgocog

127501 ccgccagocg cccaggoggt cggggceccta ggegggocgg cgcgacageg cocacggggcg

u

127581 cgggcogggoce tgcgecgogy cggocogyggy cgeogeggge tgggeggggy cgggctegayg

FIGURA 13
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ggactottge
gacgaagaag

ajcaggtoog

; goggecaggae

gogteggegt

gacagcogec

gggttcotgga
gegtactget

cctogaace

} togecoaggo

> tocececgotga

tccagectoga

accgecgags

gcocgoeoccggyg

cgccoggagd

actccacgyc

Jgdgcgggegac

ccagggeggc

cggoggegae

agatccggaa
gocacccecat

gogoggegha

cgtacccygte

ccegeogygy

cteoogegge

accocgecged

gtcggggteg
gaggatccee
ggegacgacy
cccegteage
cagcaggaag
gtgcgeeagg
ccgogecacy

gcaggectyg

ctcecectecgoe

caceoygceeee

gcgatagegoe

ctge

(9}

cgge

[¢]

gcgcotecgat

[Le]

ggccteggag

cgcgcetcgac

gegegggcgt
ccgeageete

gcggcggagy

cgcatgagcea

ggcgeygteygy

gccgogttet

ccettcoctgeyg

tocggggtgt

ggogoacaca

tcgggegece

aggggyggtya

ggaccecgeds
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ccgagecggy
cgggcdgecy
cggeggeede
gcaggctcty

gegggtocey

Q
«Q
Q
Q)
[(e}
(&)

V]
[te)
)

tgaaggagcet

[sleftelatatalatelo]

acagcagceg

cggcegecgy

cccagaggeo

gecooggogec

cgccggagygco

< ccgtggegte

aggecgegyy

cgacggeccg



no

ES2939644 T3

cgectegegt gegtggtegyg cogegtegtt gecgtegteyg tectogtect cgtcggacga
cgaggacgaa Jaggatgcgg acgacgagga cgaggaccceg gagtocgacg aggtcgatga
cgoCgatgge cygcegeecgyge cgtgacgacy teteotgegge gyctgggecy goegggaeycyyg
cgacaggcegs tcecgtggggt cecggatacgce geogegtage ggggcectoocce gtgegoggaces
cocgggcegygs goccggtogs cggoggodte ggotgegteg taegtactogt ccecegteate
gtogtegget cgazaggogg gggtoogggg ©ggogaggcc geggggtegy gegtogggat
cgtceocggacyg gectocteta cea
gtcececceggeg tectogeeygy cgtoggtyece cgcecgegogyg gocctocegt cocgeeyggo
gtogtegags togtggogyt ggtcggggte gtggtcgggg togtocccyge cotectecgt
ctocgecgece cacccgaggyg cccccogoete gtegoggteot gugetogogy tgggogygcag
ccogteggtio gggcceoggygy agccggggcy ctgottgtic tocgacgooa tegecocgatgc

ggggcgatec teceggggata cgactgegac ggoggacgta geacggtagy tcacetacgg

FIGURA 13 (Continuacion)
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Secuencia de nucleétidos de ICP22 de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 6)

atccaccacg
ctggtettgt

tagctctece

gcacctgcege

gtgcaagcett

Jgagtttgac
taccagetce
ccgcaagtgt

cagcgacacg
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acagcatcgg

agggcacecee
gggacggaaa
gacgacattc
gatcggeggy
cagceocyggy
cgceaggccee
tgtatcaate

cgcctgcegec

ccttgtttgg
ctcagcgoga

gaccacacgc

gtggaacgcc
ctggacggcet

tttctecgge

ggatggcocga
tccgatcece
agtctgaggt
attcgaccga
ggaggcttg

cggatgcgte
ccccacgacce
atggggttat
ccececcaccce
agaggcggag

agctgtticg

ggtgccgett «

gggaggtgga

aggccagacyg

ccocgegggte
aggagggctce
cgggeccate
gcececggaazaat

cgtgagtceg

catttcccca
gccoctggge
cgaatccgag
gtctggggac
Jgggcggtet

gotgtcggac

ttttcctaag

gtcggcceca

cagcgcacga

tgaaatctcce

gtccgacacy

cctegetgty

gecgotteteo

gtocgceecega
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ggcgettttyg
acgcgcaaga
acagccttgg
caggaggaag
tttctggaca

gaccccogacg

> cgggtaaacc

atgygggeggy

agcccaaatyg

tgcettgtgt
gcaagogcce
agtctgaggt
ccoccegeat
tgtcggecgga

scacgtccga

ttagtaatct
atctggaggce
ccteccocegt
atgagtitgg
togtggceccga
cagcagaaga
cctatcogtyg

tgtcocccaaa



Secuencia de nucleétidos de ICP47 de la cepa McKrae de HSV (SEQ ID NO: 7)

145081

145141

145201

1452061

145321

14538

tcogoccaga
gactgtcggt
cgattteggyg
ttctggecge
acgtcctggg

acatgetttt
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gactcgggty

cacggtccog

cagcagccog ¢

ctccoccggtec

atggtegtac

ccggttotte

atgttgtcca

agcaggaagao

ccgggacktca

gatgtgccac
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acgggttacc

acccaaggat

ctcatcgegt
cgccatttee

acggtegecg

ggattacggg

gcgttgyggy

tgcacggegy

acgtcggegt
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Secuencia de nucleétidos del potenciador de citomegalovirus humano (SEQ ID NO: 8)

gaagatctttggttatatageocataaatcaatattggectattggeccattgecatacgttgtatocatatcataatatgt
acatttatattggctcatygtccaacattaccgecatgttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaatt
acggggtcattagttcatageccatatatggagttcocgegttacataacttacggtaaatggececgactggetgacc
gcccaacgacceocgeccattgacgtecaataatgacgtatgtteccatagtaacgocaatagggactitecattgac
gtcaatgggtggagtatttacggtaaactgoccacttggecagtacatcaagtgtatcatatgocaagracgeceect
attgacgtcaatgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgaccttatgggactttectactitggea
gtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgeggttttggecagtacatcaat

FIGURA 16

Promotor del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (SEQ ID NO 9)

aatgggtttyg
accggaagcg
gctotttagt
tgggacatct
aggtgatgga

ot

ctgtacctt
taatgacgta
tggagctott

aattgggcecca
ttgtttccceca
gggcocagaa
ggatcagagt
gggtggagty
gtcaaactge

tocceccacca

0O
¢]
&+

ccaggtt

ctggogetgg
gectotggctyg

gcaactcacc
gaagagtacc
acagaatccce
cgctgggety
gagtacactg
actgtaattyg
cgagccectgg
cccacccetta
tggaagagtc
gggcgagggt
cctcaaattc
tttccatcaa
ctggaageat
tgcactggeg

gaggcatcag
gacgccgeoy

aatgagtgtyg
tgatctagge
agtgcggggy
cagccggaag
ggaaggggga

coctoaggece

cogggacagt <«

ctgtgcggac
tttctcacaa
agcctctgtyg
aactcctgtc
ccctectgtgg
ggggcattaa
cctacaatce
tcaaaaccag
cocgotcactt

tgacctcaat

actttocec

5]

Q Q
s3]

Q

Q

[Ie]

agacactgecc
ccgeegatyge

tattecttea
aagttacttg
taacaaagtt
gtaataccag
cctttaaaat
tggacccttt
gocggactga
taagggcgtt

caaatacaa

acccaggyg
gacccacagce

cagcocaagt
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ggagattcgg

ttgtagatcc
agatgagatt
coccatgatea
cttgctceccea
ctactggagt
ctcacttggg
ccgccaaatce
gaggtgaaat
acttgttggt
gtgggacggt
gcaaaggacc
ggcgggaata
gtegecgeag

acacctgccet
agaatgtete
cggcectoaggce
ggcttacocgea
ctcacacatg
aaagtatcca
ctgectatct
gtggtccces
cacaaccagg
gctececgtcte
cagatttctt
caggggtcty
gtgaaaccag

tcaccatgac
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Secuencia de nucleétidos de la sefal de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina (SEQ ID NO: 10)

ggatcoccgactgtgacttctagttgecagocatetgtigtittgecocaootceceegtgecttecttgacectggaaggt
gccactecccactgtectttectaataaaatgaggaaattgecatecgecattgtetgagtaggtgtecattetatictgyy
gggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagecaggcatgetggggaagatette

FIGURA 18
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