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" CONSTRUCCION GENICA, VECTOR Y VACUNA DE ADN PARA LA
VACUNACION DE ANIMALESACUATICOS"

DESCRIPCION

Mejoras introducidas en €l objeto de la solicitud de patente espariola n° P200402093
por "Construccion génica, vector y vacuna de ADN para la vacunacion de animales

acuéticos"

Campo delainvencion

Mejoras introducidas en el objeto de |a solicitud de patente N° P200402093 relativa
a lainmunizacion de animales acuaticos frente a la infeccion causada por patdgenos
viraes, bacterianos o parésitos mediante el empleo de sistemas de expresion de
ADN (vectores) que comprenden una secuencia 5' potenciadora, un promotor y una
secuencia de acido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patégeno
de un anima acuatico. Opcionalmente el sistema de expresiéon de ADN es una
modificacion de la secuencia 5! potenciadora por la inclusion de secuencias
exogenas tales como las provenientes de transposones y otros elementos, que a
diferencia del vector utilizado en dicha solicitud de patente aumentan tanto la

intensidad de la expresion como su duracion.

Antecedentes delainvencion

La solicitud de patente espaiiola P200402093 describe el empleo de sistemas de
expresion de ADN que comprenden una secuencia 5' potenciadora, un promotor y
una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un
patégeno de un animal acudtico. Lainvencion ademas describe la administracion de
dichos sistemas de expresion de ADN a dichos animales acuéticos.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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El presente certificado de adicion propone unas mejoras sobre el objeto de |a patente
principal P200402093. Dichas mejoras se refieren a la utilizacion de secuencias 5'
potenciadoras por lainclusion de secuencias exdgenas tales como las provenientes de
transposones y otros elementos para su utilizacion como vectores para la vacunacion

DNA en peces.

Los transposones son secuencias de DNA que se encuentran en los genomas de
muchas especies vivas que tienen la capacidad de excindirse del genoma, satar e
integrarse en una nueva localizacion (Tafalla et a., 2005a, Tafalla e a., 2005b).
Poseen elementos potenciadores que pueden utilizarse como compoenetes de la

region 5' poyenciadora

Los transposones activos son secuencias DNA de miles de bases que contienen una
enzima o transposasa para su movilizacion y dos pequefias secuencias repetidas de
cientos de bases que flanquean la transposasa (inverted terminal repeats, 1TR o long
terminal repeats, LTR). En lafigura 1 se esquematizan varios tipos de transposones
(retroposones, Tcl-like, Tol2,y retrovirus) que se han descrito en peces. A suvez las
ITR (-200 bp) y LTR (~ 600 bp) contienen numerosos elementos de 8-12 bp
agrupados en repeticiones de 18-22bp. En la Figura 2 se esquematizan algunos de los
elementos que forman e promotor de CMV largo. Dichos elementos son secuencias
qgue ligan proteinas que potencian la actividad del promotor o factores de
transcripcion.  Todos estas secuencias pueden utilizarse como elementos 5'

potenciadores del promotor.

Encontrar transposasas e ITR/ILTR completos entre los miles de copias que existen
en d genoma de vertebrados (incluidos peces) es muy dificil debido a fondo que
existe de copias incompletas 0 defectivas que se encuentran en mayoria entre ellas.
Aungue la mayoria de los transposones descritos en peces también estan inactivados,
existen copias completas hipotéticamente activas en transposones Tcl-like en peces
planos (Tppl, Pleuronectes platessa) (Leaver, 2001) y en truchas del genero
Salvelinus (Tsnl, Salvelinus namaycush) (Reed, 1999). Incluso se ha demostrado
transposicion activa en el pez cebra (Tcl-like TE: Tzfl, zebrafish) (Lam et al, 1996)
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y en medaka (hAT-like TE: Tol2, Oryzias latipes) (Koga et al, 1996) (Tablal). Entre

los retrovirus se han descrito algunos activos tales como el Walleye dermal sarcoma

virus WDSV (Zhang et al, 1999), pero parece que la mayoria estan inactivos tales
como el zebrafi sh endogenous retrovirus ZFREV (Shen, et al, 2004).

Tabla 1. Principales transposones de peces

tam, tr, NO copias
Tipo Nomb. Grupo de peces * bp *bp  por genoma  activo GenBank referencia
haplolde number
Retro Smal Oncorhynchus 200 7 10000- 7 D90289-D90300 (Kido et al., 1994)
sp DTR 100000
Fokl Salvelinus sp 200 7 10000- ? D90289-D90300 (Kido et al., 1994)
DTR 100000
Hpal Salmonidae 200 7 10000- ? D32145-D32164 (Kido et al., 1994)
DTR 100000
AFC Cichlids 300 - 2000-10000 7 AB009699- (TakaHashi et al., 1998)
AB009714
Roml  Oncorhynchus 600 20 4000 — (Winkfein et al., 1988)
mykiss DTR
Td Tipl [ctalurus 1135 85 ? ? X52617 (Henikoff, 1992)
Qunctatus ITR
Tesl Eptatretisp touti 1499 66 ? ? M93037- (Heierhorst et al., 1992)
ITR M93040
Ssali Salmo salar 1535 35 15000 no L22865 (Goodier & Davidson,
SALT ITR 1994)
TeH Esoxjucius 1009 223 ? no 141172 (lvics et al., 1996a)
ITR
Tdrl Danto rerio 1205 208 no L12210 (Radice et al., 1994)
ITR 1000 L33472.L33469  (Izsvak et al., 1995)
Tdr2 Danto rerio 1100 100 1000 no AJ242983 (Gottgens et al., 1999)
ITR L48874 (lvics et al., 1996a)
Ted Cyprinus_carpto 866 209 ? no L48683 (lvics et al., 1996a)
ITR
Tcchi  Chtonodraco 802 80 ? no AF305833 (Capriglione et al., 2002)
hamatus AY008266
Toml  Oncorhynchus 1689 221 ? no L12209 (Radice et al., 1994)
rnykiss ITR
Tssl Salmo salar 1619 226 7 no L12206-L12208 (Radice et al., 1994) (lvics
Tss2 ITR L22865 et al., 1996a)
Tppl Pleuronectes 1627 200 150 yes?  AJ249083, (Leaver, 2001)
PPTN glatessa ITR AJ249085, etc
Tsnl Salvelinus 1643 225 many yes?  AF017232-34 (Reed, 1999)
namaycush ITR
SB10 Salmo salar + 1639 225 synthetic YeS  emmemmm (lvics et al., 1997)
Oncorhynchus ITR
mykiss
Tzf1l ZebraFish 1600 200 700 yes U51226-U51230  (Lam et al., 1996)
Danio rerio ITR
hAT Tol2 Oryzias [atipes 4700 12 10-30 yes D84375 (Koga et al., 1996)
ITR
retro WDSV  Stizostedion 12000 590 1 yes AF033822 (Zhang et al, 1999)
virus vitreum LTR
ZFER  ZebraFish 12000 694 1 ? AF503912 (Shen, et al, 2004).
\% Danto rerio LTR

T, TE. TR, terminal repeats. ITR, inverted tr. DTR, direct TR. LTR, long terminal repeats.
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* bp, tamafios en pares de bases aproximados
.subrayados, las iniciales tomadas parala nomenclatura de los transposones
.en negritas, los transoposones de peces activos

Lamayor utilizacion de transposasas activas se ha estudiado en células de mamifero:

humanas, deratdny en peces modelo tales como el pez cebray el medaka.

Dos transposones activos de peces se han estudiado en detdle: e SB que se
"resucitd@" por ingenieria genética (Ivics et a., 1997) y el Tol2 que se aislé de un gen
insertado por e transposdon activo (lida et al., 2004, Kawakami et a., 2004,
Kawakami & Shima, 1999). Dos retrovirus se han descrito en peces. el WDSV
[Zhang, 1999 #3394] y el ZFREV [Shen, 2004 #2813].

El transposon activo de samén "Sleeping Beauty, SB" o "Bella durmiente" se
reconstruyd0 mediante mutagénesis dirigida (unas 40 mutaciones para la primera

versiondel SBIO).

El transposdn SB es funcional en células de peces (Izsvak e a., 2000), en células de
ratonesy humanos (Dupuy et a., 2002) y es capaz de expresion alargo plazo (Yant et
al., 2000) en animales transgénicos como ratones (Dupuy et al., 2002, Horie & al.,
2003, Masuda et a., 2004, Yusa et al., 2004), medaka (Grabher & al., 2003) y pez
cebra (Davidson et a., 2003). En condiciones controladas puede haber una sola
insercion por molécula diana pero pueden ocurrir més de 1000 por genoma (lvics et al.,

1997, Izsvak & al., 1997).

Latransposicion SB requiere, 2 sitios de ligamiento de 25-30 pb dentro de las ITR
(Izsvak et a., 2000, lIzsvak et al, 2002) y factores celulares (Zayed et a., 2003), para
cortar las secuencias DNA entre las ITR y pegarla en d genoma entre 2 sitios TA
(Plasterk et al., 1999). La Figura 3 muestra un esquema de la utilizacién mas
generalizada del transposon SB. Para ello se hadividido en 2 plasmidos independientes:

el Donor que llevalas ITR y e Helper que lleva latransposasa. La cotransfeccion de
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ambos plésmidos permite que las secuencias que se encuentran entre las ITR en €

plasmido Donor seincorporen a genoma de la célula huésped.

En latransposasa SB existen sefiales de localizacion nuclear (NLS) en los aa 105-120 y
regiones PAI-RED de oc hélices (leucine-zipper) en los aa 1-110 para ligar DNA (lvics
et a., 1996b, Yant et al., 2004). Un tercer dominio es € catalitico o motivo DDE (aa
146-290) (Plasterk et a., 1999). No parece que el aumento de expresion de SB inhiba
latransposicion (Izsvak et al., 2000).

El limite de tamafio de la secuencia entre las ITR no parece ser tan critico como en los
LYR deretrovirus. Sin embargo, con cada Kbp de aumento de tamafio del inserto en el
transposon SB (entre 2.2 a 10.3 Kb), se obtiene una disminucion del 30% en la
eficiencia de transposicion (Izsvak et al., 2000), lo que podria ser ventgjoso para su
estabilidad.

Entre 2002-2004 se han publicado nuevas mutaciones en la SBIO que aumentan la
eficiencia de transposicién en células humanas: la SBI|

(T136R,M243Q,V253R,A255R) (Geurts et a., 2003), la SB12 (Rl 15H,D260K)(Zayed
et a., 2004) y laHSB3 (K13A,K33A,T83A) (Mikkelsen et al., 2003, Yant et a., 2004).
También se han publicado varias versiones delas ITR: laTI (Izsvak et a., 2000), laT2
(Cui et a, 2002) y la T3 (Mikkelsen et al., 2003, Yant et a., 2004). Por otra parte, se
han disefiado vectores que incluyen en un unico plasmido las pT y la SB (Harris & dl.,

2002). Ninguna de estas nuevas versiones se haensayado en células de pez.

La secuencia de la transposasa original se mut6 en 32 posiciones resultando en la

primera transposasa activa SBIO (lvics et a., 1997).

Los vectores “tradicionales' descritos en la solicitud de patente espaiola
P200402093, son capaces de una vez atravesada la membrana celular con la ayuda de
la sonicacion, y expresar el antigeno vacunal en el citoplasma celular aumentando la
respuesta inmunolégica a ese antigeno, sin embargo la expresion de dicho antigeno

es temporal dandose solamente durante el tiempo que dura su expresion. Por lo que
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existe una necesidad de vectores que tengan una mayor eficacia para su aplicacion en
vacunas DNA contralarabdovirosis de peces.

Lamejora que presenta dicho certificado de adicion es la utilizacion de transposones
o sus ITR/IINR/LTR como vectores o parte de vectores para vacunacion DNA ya que
se integran en e genoma de lacélula, con lo que la expresion del antigeno vacunal es
permanente mientras dure lavida del animal asi inmunizado. Ademas otras mejoras
de laregion 5' potenciadora se han conseguido mediante la inclusion de elementos
provenientes de las ITR/IIR/LTR de los transposones asi como de la deleccion de un

intron.

Compendio delainvencion

La solicitud de patente espafiola P200402093, proporciona, en general, métodos y
composiciones para inmunizar animales acuéticos frente a la infeccion causada por
patdgenos virales, bacterianos o pardsitos. Basicamente, la secuencia de &cido
nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patégeno de un animal
acuético es introducida en dicho animal con lo que se expresa dicho péptido
inmunogénico en las células del anima induciendo de ese modo una respuesta

inmune que confiere proteccion frente ala infeccion causada por dicho patégeno.

Por tanto, en un aspecto, la solicitud de patente P200402093, se relaciona con una
construccion génica, en adelante construccion génica de la solicitud de patente
P200402093, que comprende una secuencia de control de expresién capaz de dirigir
la expresion de un péptido inmunogénico en un animal acuético, y una secuencia de
acido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patdégeno de un animal
acudtico. En donde dicha secuencia de control de expresion esta compuesta a su vez
por 2 secuencias: una secuencia de nucledtidos que comprende una secuencia A y
una secuencia B, en donde dicha secuencia A comprende una secuencia potenciadora
de la expresion, y dicha secuencia B comprende la secuencia de un promotor, y en
donde el extremo 3' de dicha secuencia A esta unido al extremo 5 de dicha

secuenciaB.
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La secuencia de control de expresion presente en la construccion génica de la
solicitud de patente P200402093 que comprende dichas secuencias A y B se
denomina en esta descripcion, en ocasiones, "promotor largo de CMV", para
distinguirla de otras secuencias de control que comprenden e promotor de CMV
pero que carecen de dicha secuencia potenciadora de la expresion (secuencia A) en
5' respecto a promotor de CMV. A esta secuencia de control de expresion que
comprende Unicamente el promotor de CMV, que cae fuera del alcance de la
invencion, se la denomina, en ocasiones, "promotor corto de CMV", en esta

descripcion.

La secuencia A comprende una secuencia potenciadora de la expresion. La longitud
de dicha secuencia A puede variar dentro de un amplio intervalo, por gemplo, entre
100 y 1.000 bases, aunque en una realizacion particular dicha secuencia A tiene una
longitud de 218 bases. Préacticamente cualquier secuencia capaz de potenciar la
expresion de un péptido en un animal acudtico podria ser utilizada en la construccion
génica de la invencién; no obstante, en una realizacion particular, dicha secuencia A
comprende, 0 esta constituida por, la secuencia de 218 bases comprendida desde €l
nucledtido 1 hasta d nuclettido 218 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1.

La secuencia B comprende, o0 esta constituida por, |a secuencia del promotor corto de
CMV. Dicha secuencia es conocida y se encuentra presente en plasmidos

comerciales, por gemplo, en el plasmido pcDNAI Amp (rnvitrogen).

En una realizacion préactica, la secuencia de control de expresion presente en la
construccién génica de la solicitud de patente P200402093, esta formada por dichas
secuencias A 'y B y comprende, o esta constituida por, la secuencia de 798
nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

La construccion génica de la solicitud de patente P200402093 comprende,
operativamente unida a dicha secuencia de control de expresion capaz de dirigir la
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expresion de un péptido inmunogénico en un animal acudtico, una secuencia de acido
nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un patégeno de un animal
acuatico. Tal como se utiliza en esta descripcion, la expresion "operativamente
unida" significa que € péptido inmunogeénico es expresado en el marco de lectura

correcto bajo d control de dicha secuencia de control de expresion.

"Animal acudtico”, tal como aqui se utiliza incluye a cualquier organismo
multicelular que vive en el agua, tipicamente a los peces. Preferentemente, dicho
animal acuético es un animal perteneciente a una especie de pez cultivada mediante
acuicultura. Ejemplos ilustrativos de dichos animales acuaticos incluyen los peces
teledsteos, tales como peces vertebrados, por eemplo, salmoénidos (e.g., truchas,

salmones, etc.), carpas, rodaballos, doradas, lubinas, etc.

El término "péptido inmunogénico de un patdégeno de un animal acuético” tal como
aqui se utiliza se refiere a proteinas completas y fragmentos de las mismas, asi como
a péptidos que son epitopos (por eemplo, epitopos CTL), asociados con virus,
bacterias o parésitos que provocan enfermedades en animales acuaticos. Por tanto, la
secuencia de écido nucleico codificante de un péptido inmunogénico presente en la
construccién génica de la solicitud de patente P200402093 codifica un péptido
inmunogénico derivado de un patdgeno viral, bacteriano o de un parasito, de un

animal acuético.

Cuando se desee obtener inmunidad humoral, la secuencia de &cido nucleico
codificante del péptido inmunogénico serd, ventajosamente, una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina antigénica completa, o un fragmento relativamente
grande de la misma, en lugar de secuencias de é&cido nucleico codificantes de
fragmentos pequefios. Sin embargo, cuando se desee obtener inmunidad celular, o
cuando lainmunidad humoral pueda ser nociva para € animal acuético, |a secuencia
de &cido nucleico codificante del péptido inmunogénico sera, ventajosamente, una
secuencia de &cido nucleico que codifica un fragmento relativamente pequefio de la

correspondiente proteina antigénica (epitopos CTL).
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En una realizaciéon particular, la construccion génica de la solicitud de patente
P200402093 comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
inmunogénico de un patdgeno viral, tal como un novirabdovirus, de un animal
acuatico. A modo ilustrativo, dicho péptido puede ser la proteina G (pG) o la
nucleoproteina (N) del virus de la septicemia hemorragica de la trucha (VHSV); la
pG o lapN del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV); las proteinas
VP, VP2, VP3 o la pN estructural del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

(IPNV); lapG de laviremia primavera de lacarpa (SVC); etc.

En otra realizacién particular, la construccion génica de la solicitud de patente
P200402093 comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
inmunogénico de un patdgeno bacteriano de un animal acudtico, tal como algunas
proteinas de Renibacterium, por gemplo, la proteina p57 de R. salmoninarum.
Ejemplos adicionales ilustrativos de dichos péptidos inmunogénicos de patdgenos
bacterianos se citan en US 5.780.448.

Asimismo, en otra redlizacion particular, la construccion génica de la solicitud de
patente P200402093 comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
péptido inmunogénico de un parasito patégeno de un animal acuético, tal como los
antigenos de superficie de Ichthyophthirius (US ‘5.780.448).

La construccién génica de la solicitud de patente P200402093 puede contener dos 0
mas secuencias de &cidos nucleicos que codifican dos o més péptidos inmunogénicos
de uno o maés patdgenos de animales acuéticos. En este caso, la secuencia de control
de expresion presente en la construccion génica de la solicitud de patente
P200402093 puede dirigir la expresion de dichas secuencias de é&cido nucleico
codificantes de dichos péptidos inmunogénicos siempre y cuando éstas estén unidas
en marco de lectura para expresar una proteina de fusiéon. Esta situacion puede
ocurrir, por gemplo, para expresar las proteinas VP2 y VP3 de IPNV como una

proteina de fusion.



WO 2007/080203 PCT/ES2007/000006

10

15

20

25

30

10

La construccion génica de la solicitud de patente P200402093 puede obtenerse
mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en € estado de la técnica
(Sambrook et a/., 1989).

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

El presente certificado de adicion proporciona los mismos aspectos y realizaciones
particulares que la solicitud de patente P200402093, y proporciona los siguientes

aspectos mejorados sobre el aspecto de la patente principal P200402093.

Un aspecto general del presente certificado de adicién se refiere a un vector que
comprende una construccién génica descrita en la solicitud de patente principal
P200402093, donde preferentemente dicho vector contiene elementos de un
transposdn de pez. Dicho transposdn puede ser utilizado en la elaboracion de una
vacuna destinada a conferir proteccion a animales acuaticos frente a patégenos de
animales acuéticos, 1o que congtituye un aspecto adicional de estainvencion.

Un aspecto particular del presente certificado de adicion se refiere auna alteracion de
la secuencia de control descrita en la solicitud de patente principal P200402093, ala
gue se le ha deleccionado €l intron del promotor de citomegalovirus. Dicho vector
puede ser utilizado en la elaboracion de una vacuna destinada a conferir protecciéon a
animales acuaticos frente a patdgenos de animales acuéticos, mediante un proceso
gue comprende lainmersién de dichos animales acuéticos en un bafio que contiene
dicha vacuna y la sonicacién de dicho bafio conteniendo dichos animales acuaticos y

dicha vacuna
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Un aspecto particular del presente certificado de adicidn se refiere auna vacuna que
comprende una alteracion de la secuencia de control descrita en la solicitud de
patente principal P200402093, ala que se le ha deleccionado € intréon del vector y
opcionalmente comprende uno 0 mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Més particularmente, dicha vacuna es una vacuna de ADN. Dicha vacuna
es Util para proteger animales acuéticos de infecciones virales, bacterianas o causadas

por parésitos.

Tal como se utiliza en esta descripcidn, € término "vacuna' se refiere a un material
capaz de producir una respuestainmune. Por tanto, lavacuna del presente certificado
de adicion es capaz de inmunizar animales acuaticos frente a enfermedades causadas
por patdgenos de tales animales acuaticos. Asimismo, como es conocido, la
activacion de la actividad CTL (linfocitos T citotoxicos) resultante de la sintesis in
vivo del péptido inmunogénico podria producir inmunidad frente a dichas
enfermedades no solo desde un punto de vista profilactico sino también terapéutico,
en particular, tras e desarrollo de la enfermedad en animales acuéticos instalaciones

de acuicultura.

Lavacuna del presente certificado de adicion es Gtil para proteger animales acuéticos
susceptibles de ser infectados por patdgenos de animales acuaticos. En una
realizacion particular, dichos patdgenos son patégenos de animales acuaticos que se
crian en instalaciones de acuicultura. Ejemplos no limitativos de dichos patégenos
incluyen VHSV, VHNV, IPNV, el virus causante de la viremia primavera de la
carpa (SVCV), Aeromonis salmonicida, Renibacterium salmoninarum, Yersinia,
Pasteurella (incluyendo piscicida), Vibrosis (incluyendo anguillarum y ordalii),
Edwardsiella (incluyendo ictaluri y tarda), Streptococci, Ichthyophthirius, etc.

La vacuna del presente certificado de adicion puede prepararse en forma de una
solucion o suspension acuosa, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como
solucion saling, solucidén salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier otro

vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En e sentido utilizado en esta descripcion, laexpresion "cantidad efectiva’' serefiere
a una cantidad efectiva para el tratamiento y prevencion de las enfermedades

causadas por patégenos de animales acuaticos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse para formular la
vacuna del presente certificado de adicion, tienen que ser estériles y fisioldgicamente
compatibles tales como, por gjemplo, agua estéril, solucion salina, tampones acuosos
tales como PBS, alcoholes, polioles y similares. Ademés, dicha vacuna puede
contener otros aditivos, tales como adyuvantes, estabilizadores, antioxidantes,
conservantes y similares. Los adyuvantes disponibles incluyen pero no se limitan a
sales 0 geles de aluminio, carboémeros, copolimeros en blogque no idnicos,
tocoferoles, dipéptido muramil, emulsiones aceitosas, citoquinas, etc. La cantidad de
adyuvante a anadir depende de la naturaleza propia del adyuvante. Los
estabilizadores disponibles para su uso en vacunas son, por gjemplo, carbohidratos,
incluyendo sorbitol, manitol, destrina, glucosa y proteinas tales como ablimina y
caseing, y tampones como fosfatos alcalinos. Los conservantes disponibles incluyen,

entre otros, timerosal, mertiolato y gentamicina.

La vacuna del presente certificado de adicién puede ser administrada por cualquier
via de administracion apropiada que dé como resultado una respuesta inmune
protectora frente a patdégeno en cuestion, para lo cual dicha vacuna se formulara en
la forma adecuada a lavia de administracion elegida. Aunque la vacuna del presente
certificado de adicién puede administrarse por via oral, intramuscular, mediante
bombardeo de particulas 0 mediante pulverizacion, mediante métodos
convencionales (US 5.780.448), para lainmunizacion simultédnea de un gran nimero
de animales acuéticos resulta preferido sumergir dichos animales acuaticos en una
solucion que comprende |a vacuna de la invencion. Para ello, la vacuna del presente
certificado de adicién puede prepararse en forma de una solucién o suspension
acuosa, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina,
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier otro vehiculo

farmacéuticamente aceptable.
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La vacuna del presente certificado de adicién puede ser preparada empleando
métodos convencionales conocidos por los expertos en lamateria. En unarealizacion
particular, dicha vacuna es preparada mediante lamezcla, en su caso, del transposon
de la invencion con, opcionamente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos

farmacéuticamente aceptables.

Diversos ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que se
obtienen muy buenos resultados cuando los animales acudticos a inmunizar se
someten a un proceso de inmersion en un bafio que comprende una vacuna del
presente certificado de adicion y la aplicacion de ultrasonidos a dicho bafio que
contiene dicha vacuna y dichos animales acuaticos. La aplicacion de ultrasonidos
puede redizarse de forma simultdnea o posterior a la inmersion de los animales
acudéticos en dicho bafio. Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teoria, se
cree que la aplicacion de ultrasonidos (sonicacion) abre intersticios y/o poros entre
las células y tegjidos y/o en las membranas celulares de los epitelios de los animales
acuaticos permitiendo de este modo que lavacuna del presente certificado de adicion

penetre en e animal acuético de una manera no traumética y poco estresante para €l |

animal acuético.
Descripcion delasfiguras

Figura 1. muestra un esguema de las principales familias de transposones de peces.
Los tipos mas estudiados de los transposones de peces pertenecen a los grupos de
retroposones, Tcl-like , Tol2 y retrovirus. Rectangulos negros, transcriptasa reversa
en los retroposones, exones de la(s) transposasas y proteinas de los retrovirus. Los

ITR, HR y LTR contienen elementos potenciadores.
Figura 2: muestra algunos de los elementos de 8-12 bp agrupados en 18-22 bp que
componen e promotor largo de CMV. Laadicion, eliminacion o sustitucion de algunos

de estos elementos puede potenciar la actividad del promotor.

Figura 3. muestra un g emplo del sistemade plasmidos doble SB/ITR
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Para inducir transposicion las células se transfectan con: i) @ pldsmido donante o
construccion ITRY ii) el plasmido helper que contiene la transposasa especifica para el
plasmido donante. Para ensayar latransposicion, las células transfectadas se ponen en
presencia del antibidtico cuyo gen de resistencia se ha colocado en la construcciéon ITR
(en este ggemplo el G418) (Izsvak et al., 2000). Rectangulos negros, ITRy transposasas
SB. Flechas, genes de resitencia a antibiéticos. CMV y promotSV40, promotores. pA,

sefia determinacion delatranscripcion del virus SV40.

Figura 4. muestra la alta actividad de la Bgalactosidasa en células EPC de carpa cuando
se transfecta dicho gen entre las dos sefidles ITR del transposdn SB comparadas con la
bgja actividad cuando se transfecta el mismo gen sin las sefides ITR. Inyectando
alevines de trucha se ha demostrado un aumento de 2 veces en niveles de interferon
IFN2 y Mx cuando seinyectael gen G de VHSV entre 2 ITR comparado con el mismo
gen sinITR (Tabla4).

Figura 5. muestra la resistencia de células EPC a la puromicina después de la
transformacion de dichas células con vectores deleccionados en distintas fragmentos de
la secuencia 5' potenciadora 'y de control. Al deleccionar e intron correspondiente se
produce un 5-20 % de incremento de la actividad. Al deleccionar otras secuencias

potenciadoras no se obtiene una mayor actividad.

Descripcion detallada de la invencion

El presente certificado de adicion tiene como objeto principal la utilizacion de
transposones 0 agunos de sus elementos (ITR, IR, LTR) como vectores 0 como parte

de los vectores para la vacunacion ADN en peces.

La metodologia objeto de la invencion se basa en primer lugar en la adaptacion del
transposdn SB como vector en células de pez. Para lautilizacion préctica del transposon
SB como vector, se separ6 en dos plasmidos complementarios, uno llevaba la

transposasa y otro las sefides I TR (Figura3).
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Por otro lado, si bien en la solicitud de patente P200402093 se utilizaba una
construccion que comprendia una secuencia de acido nucleico que codificaba un
péptido inmunogénico de un patdégeno acuético y una secuencia de control de la
expresion en la que dicha secuencia comprendia una secuencia potenciadora de la
expresion y una secuencia del promotor de citomegalovirus, en e presente certificado

de adicion, laconstruccion anteriormente descrita se modifico.

Las modificaciones introducidas en dicha construccion denominada pMCV1.4-G, se
basaron en ladeleccion ddl intrén del promotor de citomegalovirus. Ademas estanueva
construccion seintrodujo entre las dos sefides I TR obteniendo de esta manera un nuevo
vector denominado pT2pMCV1.4-G. Debido a que los peces poseen transposasas
enddégenas, no hizo falta hacer intervenir el plasmido que contenia la transposasa

exdgena.

Tanto latranscripcion del gen G (Tabla2) como la expresion de proteinas marcadoras
como laBgaactosidasa (Tabla 3) aumentaron significativamente al usar el nuevo vector
invito en célulatransfectadas. Los experimentos de transformacion celular realizados
con esta nueva construccion demostraron un aumento de 10 veces a utilizar la
construccion pT2pMCV 1.4-pac respecto ala del pMCV1.4-pac (Figura4) y un 10-

20% de aumento de la eficaciadetransformacion d deleccionar € intron (Figuras).

EJEMPLOS

Los siguientes gjemplos sirven parailustrar pero no limitar lapresente invencion.

Ejemplo 1: Adaptacion del transposon SB como vector en células depez

Plasmidosy construcciones delos que se parte

Se parte de las construcciones pT2/HB (Material Transfer agreement Univ Minnesota)
(Cui et al., 2002, Geurts et al., 2003) descritaen laFigura 3
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A la secuencia original de los ITR (izquierdo y derecho) del pT/HB, se adicionaron
secuencias TA que aumentaban lafrecuencia detransposicion resultando en el pT2 (Cui
et a., 2002).

Como plasmido de partida se ha usado principalmente el pMVC1.4 (2.8 Kpb) (Ready
Vector, Madrid, Spain). Contiene un MCS bgjo € control del promotor temprano de
citomegalovirus (CMV) y un pequefio intron hibrido del primer intron de [Bglobina
humana e inmunoglobulina murina. Ahora bien mientras que la mayoria de los
plasmidos comerciales contienen el promotor minimo (<100 pb) y ~ 400 pb de
secuencias "enhancer”, el pMVC1.4 contiene ademas ~ 200 pb de secuencias
"enhancer" adicionalesy un intron (promotor de CMV largo, -737+61+intron). Con esta
construccion se ha demostrado de 3-4 veces mayor eficiencia de transfeccion en EPC
(Rocha et a., 2004). Ladeleccion del intron ademés aumentaun 10-20% |a eficacia de
este promotor en células EPC (Figura5).

Construcciones con € gen deresistencia a puromicina (pac).

Se ha comprobado que las células de EPC y los embriones de pez cebra son diez veces
mas sensibles a la puromicina (Sanchez-Puig & Blasco, 2000) que a G418 (resultados
no publicados). La EPC filé resistente tanto a la hygromicina como a la zeocina
(resultados no publicados). Es por ello que aunque los primeros experimentos se
realizaron con G418 (afiadiendo 1000 pg/mL de G418 a los medios y utilizando las
construcciones pTSVNeo y pT2SVNeo), una vez se consiguio pasar a los vectores el
gen de resistencia a la puromicina (20-50ug/mL) se utilizo estas construcciones para

seleccion de transformantes.

Procedimientos similares a descrito aqui en detalle se utilizaron para subclonar los
genes de lapuromicina y los promotores largos de CMV o imitantes de lapG a aquellos
plasmidos que ha sido necesario (Fernandez-Alonso et al., 1999, Fernandez-Alonso et
al., 2001). Se obtuvieron los genes mediante una digestion preparativa a partir de 2 g
de la construccion de partida con las endonucleasas de restriccion adecuadas
(GibcoBRL, Postfach, Germany), durante 2 h a 379C. Se trataron en las mismas
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condiciones 2 ug del plésmido diana. El producto de la digestion se separ6 en un gel de
agarosa d 1% (Sambrook et al., 1989 ), recuperando y purificando las bandas
obtenidas, utilizando el kit comercial SNAP (InVitroGen, USA). Se recuperaron al
menos 50 ng/il de DNA por cada banda. Se realizo la ligacion del plasmido y el
inserto con extremos cohesivos (razon plésmidoiinserto 2:3, 1:3 y 1.6), a temperatura
ambiente durante 2 h utilizando laT4 DNA ligasa (GibcoBRL) sobre un volumen final
de 10-20 pl por mezcla de ligacién. Se incluyeron controles sin inserto (Estepa e dl.,
2001, Estepa et al., 1994). Después se transformaron por electroporacion bacterias
competentes E. coli Top 10 y/o DH5a comerciales (Electrocompetent Cells, Clontech).
Para la electroporacion, 10 pl de bacterias competentes mezcladas con 2 pl de mezcla
deligacién y 20l de agua preenfii adas en hielo, se electroporarén en cubetas de 0,1 cm
(Eppendorf). Las condiciones de electroporacion fueron de 1,8 Kv ~ 05 ms. En
ambos casos después de la transformacion se afadieron 0.3 mi de medio LB (10 g de
triptona, 5 g de extracto de levaduray 10 g de CINapor litro, pH 7,5) y seincubaron las
bacterias a 370C durante 40 min. Después se sembraron 5-50 pl en placas de TB-

antibiético de seleccién (100 pg/ml) y se incubaron a 379C durante toda la noche.

La extraccion del DNA plasmidico en minipreps se realiz0 a partir de 10 colonias
transformadas y de una colonia del control de ligacion. Para ello, se incubaron cultivos
de 3 mi de medio TB-Ampicilinalkanamicina (100 pg/ml) con las colonias en tubos de
13 mi (Starstedt, Inc., Newton, USA) a37°C con agitacién durante 20 h. Serecupero €l
precipitado bacteriano por centrifugacion a 12.000 rpm durante 2 min y se sometio a
lisis con solucion STET (50 mM Tris-CIH pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 8% sacarosa,
0.1% TritonXIOO) y lisozima (1 mg/ml) durante 2 min a temperatura ambiente y
durante 2 min en un bloque térmico a 1000C. Se centrifugd después a 12.000 rpm
durante 8 miny serecuperd el sobrenadante, que setraté con RNasa (50 pg/ml) durante
30 min a 37°C. Se tratd6 el DNA durante 5 min a temperatura ambiente con una
solucion a 5% de CTAB (Sigma) (0.2% final), previamente solubilizado y se
centrifugd a 12.000 rpm 10 min. El precipitado recuperado se disocio del CTAB CINa 5
My se precipitd el DNA con etanol a-700C durante 20 min y se lavé con etanol 70%
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frio (Estepa et al., 2001, Estepa et al., 1994). Se resuspendio el precipitado en H,O
destilada estéril (Sigma).

Para detectar la presencia del inserto se digirié el DNA extraido de los distintos clones.
La digestion serealizé durante 2 h a 379C. Se separaron los productos de la digestion
en un gel de agarosa a 1% Yy se selecciond uno de los clones que contenia el inserto
subclonado en la direccién adecuada (Fernandez-Alonso et al., 1999, Fernandez-Alonso
et al., 2001).

Ensayos detransposicion.

Se han empleado métodos descritos anteriormente para células de mamifero (Cui et al.,
2002, lvics et a., 1997) adaptados en nuestro laboratorio a células EPC (LOpez et al.,
2001, Rocha et al., 2004). Brevemente se transforman monocapas de EPC a 0.5 x 106
células /mL en placas de 96 pocilios con <0.1 pg de vector transposon (pT) y <0.1 g
de vector transposasa (SB) en 0.6l de Fugene (Rocha et al., 2004). Tres dias después,
se les aflade medio de cultivo con 1000 pg/ml de G418 o 20-50ug/ml de puromicina.
Después de 2-3 dias se les cambia el medio para quitar la gran mayoria de células
muertas y 2 -3 dias después, se cuentan las células o 2-3 semanas después los clones
supervivientes después de fijarlos en 1% de glutaraldebido y tefiirlos con Giemsa. Los

resultados obtenidos se muestran en laTabla 3.

Ensayos detranscripcion.

Laobtencién de RNA serealizo utilizando Trizol. Después se sintetizaron los cDNA

mediante transcriptasa reversay se amplificaron con PCR (RT-PCR) segun se describe
en detalle en Tafala et al (Tafala et a, 2005). Los primers para la amplificacion de la
proteina G por PCR se describieron con anterioridad (Estepa et al, 1995). Los

resultados obtenidos se muestran en laTabla 2.

Ensayos in vivo
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Truchas de 20 cm se inyectaron intramuscularmente con 1 g de plasmido por trucha.
Catorce dias después se aislaron sus higados y los niveles de mMRNA correspondientes
a IFN2, Mx y MHCII se estimaron mediante la utilizacion de primers especificos
mediante RT-PCR segin se describié recientemente (Tafala et a, 2005). Los

resultados obtenidos se muestran en laTabla 4.

Resultados

Las modificaciones introducidas son la introduccion entre dos ITR de pT2 (Figura 3)
de las secuencias MCV1.4-gen y la deleccion del intron presente en las construcciones
anteriores. Entre |os genes que se utilizaron estan: la 3galactosidada, €l gen de rsistencia

apuromicina(pac) y € gendelaproteina G deVHSV.

Tanto la transcripcion del gen G (Tabla 2) como la expresion de proteinas marcadoras
como |la Bgalactosidasa (Tabla 3) aumentaron significativamente al usar € nuevo vector
in vitro en célulatransfectadas. Los experimentos de transformacion celular realizados
con esta nueva construccion demostraron un aumento de 10 veces a utilizar la
construccion pT2pMCV 1.4-pac respecto ala del pMCV1.4-pac (Figura 4) y un 10-
20% de aumento de la eficacia de transformacion a deleccionar el intron (Figura 5).
Inyectando aevines de trucha se ha demostrado un aumento de 2 veces en los niveles
deinterferén IFN2 y Mx cuando seinyecta el gen G de VHSV entre 2 ITR comparado
conel mismo gen sinITR (Tabla4),

Tabla 2
Niveles relativos de mRNA codificante de la G en células RTG 6 dias después de
ser transfectadas con o.0ug de plasmidos por pocilio (24 pocilios por placa)

Plasmido Unidades relativas

pMCV14 G 22.000 +£15000

pT2 pMCV1 .4 G 350.000 +40000

Se representan medias + desviaciones estandard de 3 pocilios

Tabla 3



WO 2007/080203 PCT/ES2007/000006

10

15

20

25

20

Numero de células RTG 6 dias después de ser transfectadas con 100 ng de
plasmidos por pocilio (96 pocilios por placa)

plasmidos Numero de células tefiidas con
Xgal
pMCV1 .4 (3gal 45 +1

pT2 MCV1.4 Bgal 160 8

Se representan medias + desviaciones estandard de 3 pocilios

Tabla 4
Expresion relativa a GADPH de interleukinas en higado de trucha, 14 dias después
de ser inyectadas con 1lug de plasmido por trucha

Plasmido IFN2 Mx MHCII

Ctrl 0.28 +0.05 0.01 £0.01 0.40 £0.1
pMCV1.4 G 0.60+0.1 0.16 +0.1 0.65 +0.1
pT2 pMCV1.4 G 0.95 +0.15 0.32 +0.15 0.70 £0.2

Se representan medias £ desviaciones estandard de 4 truchas
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién génica que comprende una secuencia de control de expresion
capaz de dirigir la expresion de un péptido inmunogénico en un animal acuatico, y
una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido inmunogénico de un
patdgeno de un animal acuético, en donde dicha secuencia de control de expresion es
una secuencia de nucledtidos que comprende una secuencia A y una secuencia B, en
donde dicha secuencia A comprende una secuencia potenciadora de la expresion, y
dicha secuencia B comprende la secuencia del promotor de citomegalovirus (CMV),
y en donde el extremo 3' de dicha secuencia A estd unido a extremo 5' de dicha

secuenciaB.

2. Construccién segun la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia A esta4
constituida por la secuencia de 218 bases comprendida desde el nucledtido 1 hasta €l

nucledtido 218 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

3. Construccién segin la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia B esta4

constituida por la secuenciadel promotor de CMV.

4. Construccion segiin lareivindicacion 1, en la que dicha secuencia de control de

expresion comprende |a secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

5. Construccion segun lareivindicacion 1, en la que dicho péptido inmunogénico de
un patégeno de un animal acudtico se selecciona entre proteinas completas y
fragmentos de las mismas, y epitopos peptidicos asociados con virus, bacterias o

parésitos gue provocan enfermedades en animales acuaticos.

6. Construccion segun lareivindicacion 5, en la que dicho péptido inmunogénico de
un patdgeno de un animal acuatico se selecciona entre la proteina G (pG) del virus de
la septicemia hemorragica de la trucha (VHSV); la pG del virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa (IHNV); las proteinas VP, VP2, VP3 o la proteina N

estructural del virus de lanecrosis pancredtica infecciosa (IPNV); lapG de laviremia
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primaveral de la carpa (SVC); la proteina p57 de Renibacterium salmoninarum; y

antigenos de superficie de Ichthyophthirius.

7. Construccion segun la reivindicacion |5 que comprende dos 0 mas secuencias de
&cidos nucleicos que codifican dos 0 mas péptidos inmunogénicos de uno 0 mas

patdgenos de animales acuaticos.

8. Un vector que comprende una construccion genica segun cualquiera de las

reivindicaciones la?.

9. Vector segun lareivindicacion 8, donde dicho vector esun transposon.

10. Transposdn que comprende una construccion génica segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, donde a dicha construccion se ha deleccionado el intrén del

promotor de citomegalovirus.

11. Uso de un transposon seguin lareivindicacion 10 para la elaboracion de unavacuna
destinada a conferir proteccion a animales acuéticos frente a patdgenos de animales

acuaticos.

12. Uso de un transposdn segun lareivindicacion 10, en la elaboracion de una vacuna
para su administracion a animales acuéticos mediante un proceso que comprende la
inmersion de dichos animales acuaticos en un bafio que contiene dicha vacuna y la

sonicacion de dicho bafio conteniendo dichos animales acuéticosy dichavacuna.

13. Vacuna que comprende un transposon segun lareivindicacion 10, y opciona mente

uno o més adyuvantesy/o vehicul os farmaceéuticamente aceptables.

14. Vacuna segun lareivindicacion 13, donde dicha vacuna es una vacuna de ADN.

15. Vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 13-14, para proteger animales

acuaticos susceptibles de ser infectados por patdgenos de animales acuaticos
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seleccionados entre € virus de lahemorragia septicémica de latrucha (VHSV), € virus
de la necrosis hematopoyética (IHNV), € virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV), el virus causante de la viremia primaveral de la carpa (SVCV), Aeromonis
salmonicida, Renibacterium samoninarurn, Yersinia, Pasteurella, Vibrosis,

5 Edwardsiella, Streptococci, e Ichthyophthirius.
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