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DESCRIPCION

Produccién intracelular de polipéptido E2 truncado de la hepatitis C.
Antecedentes de la invencion
Campo técnico

La presente invencion atafie, en general, a proteinas viricas. En particular, la invencidn se refiere a procedimientos
mejorados para aislar formas truncadas de la proteina E2 del virus de la hepatitis C que tienen propiedades biol6gicas
mejoradas para usar en composiciones vacunales y como reactivos diagndsticos.

Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis C (VHC) es la causa principal de la hepatitis parenteral noAnoB, que se transmite, princi-
palmente, mediante transfusiones de sangre y contacto sexual. El virus estd presente en el 0,4-2,0% de los donantes de
sangre. La hepatitis crénica se desarrolla en aproximadamente un 50% de las infecciones y, de éstas, aproximadamente
el 20% de los individuos infectados desarrolla cirrosis hepdtica que, en ocasiones, conduce a carcinoma hepatocelular.
En consecuencia, el estudio y control de la enfermedad es de importancia médica.

Se conoce la secuencia gendmica viral del VHC, como lo son los procedimientos para obtener la secuencia. Véase,
por ejemplo, la Publicacién Internacional N° WO 89/04669 WO 90/11089 y WO 90/14436. El1 VHC tiene genoma de
ARN monocatenario de 9,5 kb de sentido positivo y es miembro de la familia Flaviridae de virus. Sobre la base del
andlisis filogenético se han identificado al menos seis genotipos distintos aunque relacionados del VHC (Simmonds
y col., J. Gen. Virol. (1993) 74:2391-2399). El virus codifica una tnica poliproteina que tiene mas de 3000 residuos
de aminoécidos (Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Choo y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991) 88:2451-
2455; Han y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991) 88:1711-1715). La poliproteina se procesa al mismo tiempo y
después de la traduccién en proteinas tanto estructurales como no estructurales (NE).

En particular, hay tres posibles proteinas estructurales compuestas por la proteina N-terminal de la nucleocdpside
(denominada “niicleo” y dos glicoproteinas de la cubierta, “E1” (también conocida como E) y “E2” (también conocida
como E2/NS1), (Véase Houghton y col., Hepatology (1991) 14:381-388, para una discusion sobre las proteinas del
VHC, incluidas E1 y E2.) E1 se detecta como una especie de 32-35 kDa y se convierte en una tnica banda endo
sensible a H de aproximadamente 18 kDa. Por el contrario, la E2 exhibe un complejo patrén tras inmunoprecipitacion
consistente con la generacion de multiples especies (Grakoui y col., J. Virol. (1993) 67:1385 1395; Tomei y col., J.
Virol. (1993) 67:4017-4026). Las glicoproteinas E1 y E2 del VHC son de gran interés porque en estudios con primates
se ha demostrado que son protectoras. (Choo y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91:1294-1298).

Las proteinas E1 y E2 de longitud completa se conservan en el interior de las células y se ha demostrado que
carecen del hidrato de carbono complejo cuando se expresan de forma estable o en un sistema transitorio del virus
Vaccinia (Spaete y col., Virology (1992) 188:819-830; Ralston y col., J. Virol. (1993) 67:6753-6761). Dado que las
proteinas E1 y E2 normalmente estdn unidas a la membrana en estos sistemas de expresion, los cientificos que han
realizado los experimentos habian pensado previamente que era deseable producir formas secretadas para facilitar la
purificacion de las proteinas para usos adicionales.

Por ejemplo, también se ha descrito una molécula de E2 del VHC, truncada en el aminodcido 661 y que se secreta
a partir de células de mamifero. Spaete y col., Virology (1992) 188:819-830. La produccién de moléculas de E1 y E2
secretadas truncadas del VHC también se ha desvelado en la Publicacién Internacional N° WO 96/04301, publicada
el 15 de febrero de 1996. Inudoh y col., Vaccine (1996) 14:1590-1596, describe la produccién de una molécula E2 del
VHC que carece del dominio hidrofébico del extremo C. Esta proteina se secret6 en el medio de cultivo y se descubrid
que era mas antigénica que sus homoélogas producidas intracelularmente.

Segtn el sistema de expresién usado, es posible que dichas proteinas secretadas no conserven su conformacion
nativa y pueden incluir patrones de glicosilacién modificados. Por tanto, se ha intentado la purificacién de las proteinas
El y E2 del VHC producidas intracelularmente con el fin de conservar la conformacién nativa de las proteinas. Véase,
por ejemplo, la Publicacién Internacional N° WO 92/08734, publicada el 29 de mayo de 1992.

A pesar de los anteriores intentos para obtener E1 y E2 del VHC, sigue existiendo la necesidad de procedimientos
alternativos para purificar de forma eficaz las moléculas E1 y E2 inmunogénicas del VHC para usar en composiciones
vacunales y como reactivos diagndsticos.

Resumen de la invencion

La presente invencion se basa en el aislamiento de proteinas E2 del VHC, que exhibe mejores propiedades bioldgi-
cas. Las protefnas estan truncadas y se pueden producir usando técnicas recombinantes. Normalmente, dichas proteinas
truncadas se secretan al medio de cultivo. No obstante, las proteinas para usar en la presente memoria descriptiva se
aislan de las células en vez de del medio de cultivo. Las moléculas aisladas de este modo exhiben capacidades de
union al receptor potenciadas, funcionan mejor en los ensayos disefiados para medir la capacidad de las proteinas para
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provocar la produccién de anticuerpos neutralizantes del VHC y son mds inmunorreactivas y, por tanto, proporcionan
mejores reactivos diagndsticos en comparacion con sus homoélogos secretados.

En consecuencia, en una forma de realizacion, la invencién estd dirigida a un procedimiento para aislar un poli-
péptido E2 del VHC que carece de una porcion de su extremo C comenzando en aproximadamente el aminoacido 715
numerado en referencia a la secuencia de aminodcidos de E2 de VHCI. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar una poblacién de células huésped transformadas con un polinucleétido que comprende una se-
cuencia codificadora para el polipéptido E2 de VHC, en la que la secuencia codificadora estd operablemente unida a
elementos control de modo que la secuencia codificadora se puede transcribir y traducir en la célula huésped;

(b) cultivar la poblacién de células en las condiciones en las que el polipéptido E2 de VHC se expresa intracelular-
mente;

(c) fragmentar las células huésped; y
(d) aislar el polipéptido E2 de VHC de las células fragmentadas.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos de longitud completa y la correspondiente secuencia de aminoa-
cidos para E1 de VHCI, que incluye la secuencia sefial en el extremo N y el dominio de anclaje a la membrana del
extremo C.

Las figuras 2A-2C muestran la secuencia de nucleétidos de longitud completa y la correspondiente secuencia de
aminodcidos de la region E2/NS2 de VHCI1 que incluye la secuencia sefial del extremo N para E2 y el dominio de
anclaje a la membrana del extremo C para E2.

La figura 3 representa los moldes de ADNc de E1 de VHC descritos en los Ejemplos. El nicleo a través de la
regién NS2 se muestra en la parte superior y se ha dibujado a escala; el NS3 distal a través de NSS no se ha dibujado
a escala. La regién El se ha expandido para mostrar mejor los diversos moldes. Los nimeros en la derecha hacen
referencia a la variable de aminodcido usada en cada molde.

La figura 4 representa algunos de los moldes de ADNc de 2 de VHC descritos en los Ejemplos. El nticleo a través
de la region NS2 se muestra en la parte superior y se ha dibujado a escala; el NS3 distal a través de NS5 no se ha
dibujado a escala. La region E2/NS2 se ha expandido para mostrar mejor los diversos moldes. La columna de la
izquierda hace referencia a la variable de aminoécido usada en cada molde.

La figura 5 representa los resultados de una neutralizacién de ensayo de unién realizada con E2 secretada, truncada
y producida intracelularmente (interna), E2 truncada.

Descripcion detallada de la invencion

La préictica de la presente invencién empleard, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales
de virologia, microbiologia, biologia molecular y técnicas de ADN recombinante, dentro de la experiencia en la
técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la literatura. Véase, por ejemplo, Sambrook, y col. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (2* Edicién, 1989); DNA Cloning: A Practical Approach, vol. I & II (D. Glover, ed.);
Animal, Cell culture (R. Freshney, ed., 1986); Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); Fundamental
Virology, 2* Edition, vol. I & II (B.N. Fields y D.M. Knipe, eds.); Protein-Purification Applications: A Practical
Approach, (E.L.V. Harris y S. Angal, Eds., 1990); y T.E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties
(W.H. Freeman y Company, 1993).

Como se usa en esta especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las formas “uno”, “una” y “el” incluyen las
referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

1. Definiciones

Al describir la presente invencion se empleardn los términos siguientes y se pretende definirlos como se indica a
continuacion.

Por un “polipéptido E2” se quiere decir una molécula derivada de una regién de E2 del VHC. La regién de E2
madura del VHC1 comienza aproximadamente en el aminodcido 3A3-385 (véase la Figura 2). Un péptido sefial
comienza aproximadamente en el aminodcido 364 de la poliproteina. Por tanto, por un “polipéptido E2” se quiere
decir una proteina precursora de E2, incluida la secuencia sefial, o un polipéptido maduro de E2 que carece de esta
secuencia, o incluso un polipéptido E2 con una secuencia sefial heteréloga. El polipéptido E2 incluye una secuencia
de anclaje a la membrana en el extremo C, que se produce aproximadamente en las posiciones de aminoacidos 715-
730 y puede extenderse hasta aproximadamente el residuo aminoacidico 746 (véase, Lin y col. J. virol. (1994) 68:
5063-5073).
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Una regidn representativa de E2 del VHCI se muestra en la Figura 2, respectivamente. Para los fines de la presente
invencion, la regién de E2 se define con respecto al nimero de aminodcidos de la poliproteina codificada por el
genoma de VHCI1, designidndose el iniciador metionina en la posicién 1. No obstante, debe destacarse que el término

n “polipéptido E2”, como se usa en la presente memoria descriptiva, no estd limitado a la secuencia del VHCI1. A este
respecto, la correspondiente regién de E2 en otro aislamiento del VHC se puede determinar con facilidad alineando
las secuencias de los dos aislamientos de un modo que se llegue a la alineaciéon médxima de las secuencias. Esto se
puede realizar con numerosos paquetes de software de ordenador tales como ALIGN 1.0, disponible en la Universidad
de Virginia, Departamento de Bioquimica (Attn.: Dr. William R. Pearson). (Véase, Pearson y col. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1986) 85: 2444-2448.

Ademds, un “polipéptido E2”, como se define en la presente memoria descriptiva, no estd limitado a un polipéptido
que tiene la secuencia exacta representada en las figuras. De hecho, el genoma del VHC estd en un estado de flujo
constante y contiene varios dominios variables que exhiben grados relativamente altos de variabilidad entre los aisla-
mientos. Es facilmente evidente que los términos abarcan polipéptidos E2 de cualquiera de los diversos aislamientos
del VHC, incluidos los aislamientos que tienen cualquiera de los 6 genotipos del VHC descritos en Simmonds y col.,
J. Gen. Virol, (1993) 74: 2391-2399), asi como aislamientos recién identificados, y subtipos de estos aislamientos,
tales como VHC1a, VHCl1b etc.

Ademés, el término “polipéptido E2” abarca proteinas que incluyen modificaciones adicionales de la secuencia
nativa, tales como deleciones, adiciones y sustituciones internas adicionales (normalmente de naturaleza conservado-
ra). Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como las realizadas mediante mutagénesis dirigida al sitio, o puede
ser accidental, tal como acontecimientos mutacionales que se producen de forma natural. Todas estas modificaciones
estan abarcadas por la presente invencién con la condicién de que los polipéptidos E2 modificados funcionan para el
fin para el que estdn destinados. Por tanto, por ejemplo, si los polipéptidos E2 se han de usar en las composiciones
vacunales, las modificaciones deben ser tales que no se pierda la actividad inmunolégica (es decir, la capacidad para
provocar una respuesta de anticuerpos frente al polipéptido). De igual forma, si los polipéptidos se han de usar con
fines diagndsticos, se debe conservar tal capacidad.

Un polipéptido E2 “que carece de todo o parte de su dominio transmembrana” es un polipéptido E2, respectiva-
mente, como se ha definido en lo que antecede, que se ha manipulado para delecionar todo o parte de la secuencia
de anclaje a la membrana que funciona para asociar el polipéptido con el reticulo endopldsmico. Normalmente, tal
polipéptido es capaz de secretarse al medio de crecimiento en el que se cultiva un organismo que expresa la proteina.
No obstante, para los propdsitos de la presente invencién, dichos polipéptidos también se pueden recuperar intrace-
lularmente. La secrecion al medio de cultivo se determina con facilidad usando una serie de técnicas de deteccion,
incluida, por ejemplo, la electroforesis en gel de poliacrilamida y similares, y técnicas inmunoldgicas tales como en-
sayos de inmunoprecipitacion tal como se describe en, por ejemplo, la Publicacién Internacional N° EO 96/04301,
publicada el 15 de febrero de 1996. Con E2, los polipéptidos que terminan con la posicién aminoacidica aproximada
731y superiores (también sobre la base de la numeracién de la secuencia de E2 del VHC1) seran retenidos por la ER
y no serdn secretados. (Véase, por ejemplo la Publicacién Internacional N° WO 96/04301, pubhcada el 15 de febrero
de 1996. Cabe destacarse que estas posiciones de aminodcidos no son absolutas y que pueden variar en cierta medida.

Aunque en la presente memoria descriptiva no se indican ejemplos de todos los posibles truncamientos en el
extremo C, debe apreciarse que truncamientos intermedios, tales como, por ejemplo, los polipéptidos E2 que finalizan
en, por ejemplo, los aminodcidos 716, 717, 718 y sucesivos, también entran dentro de la presente invencién. Por tanto,
todo lo que es necesario es que los polipéptidos truncados de E2 permanezcan funcionales para el propdsito deseado.

Un polipéptido E2 se produce “intracelularmente” cuando se encuentra en el interior de la célula, bien asociado
con los componentes de la célula, tal como en asociacioén con el reticulo endopldsmico (RE) o el aparato de Golgi, o
cuando estd presente en la fraccion celular soluble. Los polipéptidos E2 de la presente invencién también se pueden
secretar al medio de crecimiento con la condicidn de que haya suficiente cantidad de los polipéptidos presente en el
interior de la célula de modo que se puedan purificar de los lisados celulares usando técnicas descritas en la presente
memoria descriptiva.

Una proteina E2 del VHC “inmunogénica” es una molécula que incluye al menos un epitopo de modo que la
molécula es capaz de provocar una reaccién inmunoldgica en un individuo al que se administra la proteina o, en el
contexto diagndstico, es capaz de reaccionar con anticuerpos dirigidos contra el VHC en cuestion.

Por “epitopo” se quiere decir un sitio sobre un antigeno tal que responden células B y/o células T especificas, lo que
convierte a la molécula que incluye un epitopo en capaz de provocar una reaccién inmunolégica o capaz de reaccionar
con los anticuerpos del VHC presentes en una muestra biolégica. El término también se usa de forma intercambiable
con “determinante antigénico” o “sitio determinante antigénico”. Un epitopo puede comprender 3 o mas aminodcidos
en una conformacién espacial tnica para el epitopo. Generalmente, un epitopo consta de al menos 5 de dichos aminoé-
cidos y, mas habitualmente, consta de al menos 8-10 de tales aminodcidos. En la técnica se conocen procedimientos
para determinar la conformacién espacial de los aminodcidos e incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y
resonancia magnética nuclear bidimensional. Ademds, la identificacion de epitopos en una proteina dada se consigue
facilmente usando técnicas bien conocidas en la técnica, tal como mediante el uso de estudios de hidrofobicidad y
mediante serologia dirigida al sitio. Véase también Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984) 81:3998-4002
(procedimiento general de sintesis peptidica rdpida para determinar la localizacién de los epitopos inmunogénicos
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en un antigeno dado); la patente de EE.UU. N° 4.708.871 (procedimientos para identificar y sintetizar quimicamente
epitopos de antigenos); y Geysen y col., Molecular Immunology (1986) 23:709-715 (técnica para identificar péptidos
con afinidad elevada para un anticuerpo dado). Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo se pueden identificar
en un sencillo inmunoensayo que muestra la capacidad de un anticuerpo para bloquear la unién de otro anticuerpo a
un antigeno diana.

Una “respuesta inmunoldgica”, como se usa en la presente memoria descriptiva, es el desarrollo en el sujeto de
una respuesta inmunitaria humoral y/o celular al polipéptido E1 y/o E2 cuando el polipéptido estd presente en una
composicién vacunal.

Estos anticuerpos pueden también neutralizar la infectividad y/o mediar la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo-complemento o anticuerpos para proporcionar proteccién a un huésped inmunizado. La reactividad inmu-
noldgica puede determinarse en inmunoensayos estdndar, tales como ensayos de competicion, bien conocidos en la
técnica. Dos polinucleétidos o moléculas proteicas son “sustancialmente homdlogas” cuando al menos aproximada-
mente el 40-50%, preferentemente al menos aproximadamente el 70-80% y mds preferentemente al menos aproxi-
madamente 85-95% de los nucleétidos o aminoécidos de las moléculas coinciden con una longitud definida de la
molécula. Como se usa en la presente memoria descriptiva, sustancialmente homoélogo también se refiere a moléculas
que tienen secuencias que muestran identidad con la molécula especifica de 4cido nucleico o proteina. Moléculas de
dcido nucleico que son sustancialmente homélogas se pueden identificar en un experimento de hibridacién de tipo
southern en, por ejemplo, condiciones estrictas tal y como se define para ese sistema concreto. La definicién de las
condiciones de hibridacién adecuadas estd dentro de la experiencia en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col.,
ant.; DNA Cloning, vols I & II, ant.; Nucleic Acid Hybridization, ant. Por ejemplo, la homologia se puede determi-
nar mediante la hibridacién de polinucledtidos en condiciones que forman diplex estables entre regiones homdlogas.
Los duplex estables son aquéllos que, por ejemplo, resisten la digestiéon con una nucleasa(s) monocatenaria especifica
tal como S1. Dichos diplex se pueden analizar mediante diversos procedimientos, tales como la determinacién del
tamafio de los fragmentos digeridos. “Rigurosidad” se refiere a las condiciones en una reaccion de hibridacién que fa-
vorecen la asociacién de secuencias muy similares sobre las secuencias que difieren. Por ejemplo, se deberia escoger
la combinacién de temperatura y concentracion de sales que sea aproximadamente de 12 a 20 grados C inferior a la
Tm calculada del hibrido en estudio.

Otras técnicas para determinar la identidad de secuencia son bien conocidas en la técnica e incluyen determinar
la secuencia del polinucleétido o polipéptido de interés y comparara con una segunda secuencia. Programas dispo-
nibles en el paquete Wisconsin Sequence Analysis Package, Versién 8 (disponible en Genetics Computer Group,
Madison, WI) por ejemplo los programas BESTFIT, FASTA y GAP, son capaces de calcular la identidad entre dos
moléculas.

Una proteina o polipéptido “aislado” o “purificada” es una proteina que estd separada y diferenciada de un orga-
nismo entero al que la proteina estd normalmente asociada por naturaleza. Es evidente que el término indica proteinas
de varios niveles de pureza. Normalmente, una composicién que contiene una proteina purificada serd una en la que
al menos aproximadamente el 35%, preferentemente al menos aproximadamente el 40-50%, mds preferentemente al
menos aproximadamente el 75-85%, y mds preferentemente al menos aproximadamente el 90% o mds de la proteina
total en la composicion serd la proteina en cuestion.

Una “secuencia codificadora” o una secuencia que “codifica” una proteina seleccionada es una secuencia de acido
nucleico que se transcribe (en el caso del ADN) y traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vitro o in vivo
cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras adecuadas. Los limites de la secuencia codificadora estdn
determinados por un codén de iniciacién en el extremo 5’ (amino) y un codén de finalizacién de la traduccién en
el extremo 3’ (carboxi). Una secuencia codificadora puede incluir, entre otras, ADNc de secuencias de nucleétidos
virales asi como secuencias de ADN sintéticas y semisintéticas, y secuencias que incluyen andlogos de bases. Una
secuencia de terminacion de la transcripcion puede localizarse en 3’ de la secuencia de codificacion. “Elementos de
control” se refiere colectivamente a secuencias promotoras, sitios de unién al ribosoma, sefiales de poliadenilacion,
secuencias de terminacion de la transcripcién, dominios reguladores corriente arriba, potenciadores y similares, que,
en conjunto, proporcionan la transcripcién y traduccién de una secuencia codificadora en una célula huésped. No
todos estos elementos de control han de estar siempre presentes siempre y cuando el gen deseado se pueda transcribir
y traducir.

Un elemento de control “dirige la transcripcién” de una secuencia de codificacién en una célula cuando la ARN
polimerasa se une a la secuencia promotora y transcribe la secuencia codificadora en ARNm, que a su vez se traduce
en el polipéptido codificado por la secuencia codificadora.

“Operablemente unido” se refiere a una organizacién de elementos en la que los componentes asi descritos estan
configurados de modo que realizan su funcién habitual. Por tanto, los elementos de control operablemente unidos a una
secuencia codificadora son capaces de efectuar la expresion de la secuencia codificadora cuando esta presente la ARN
polimerasa. Los elementos de control no necesitan estar contiguos a la secuencia codificadora, mientras que funcionen
dirigiendo su expresion. Por tanto, por ejemplo, las secuencias intermedias sin traducir pero transcritas pueden estar
presentes entre, por ejemplo, una secuencia promotora y la secuencia codificadora, y la secuencia promotora puede
seguir considerdndose “unida operablemente” a la secuencia codificadora.
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“Recombinante”, como se usa en la presente memoria descriptiva para describir una molécula de 4cido nucleico
quiere decir un polinucleétido de ADNc gendmico de origen semisintético o sintético que, en virtud de su origen o
manipulacién: (1) no estd asociado con todo o parte del polinucledtido con el que estd asociado por naturaleza; y/o
(2) estd unido a un polinucledtido aparte del que al que estd unido por naturaleza. El término “recombinante”, como
se usa con respecto a una proteina o polipéptido quiere decir un polipéptido producido mediante la expresion de un
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polinucleétido recombinante. “Células huésped recombinantes”, “células huésped”, “células”, “lineas celulares”, “cul-
tivos celulares” y otros términos que indican microorganismos procariotas o lineas de células eucariéticas cultivadas
como entidades unicelulares, se usan de forma intercambiable y se refieren a células que pueden usarse, o que se han
usado, como receptores de vectores recombinantes u otro ADN de transferencia, e incluyen la progenia de la célula
original que se ha transfeccionado. Cabe entender que la progenia de una tnica célula parental no necesariamente tiene
que ser completamente idéntica en morfologia o en genémica o complementaria al ADN total de la parental original,
debido a mutacién accidental o deliberada. La progenia de la célula parental que es suficientemente similar a la madre
a caracterizar mediante la propiedad relevante, tal como la presencia de una secuencia de nucleétidos que codifica
un péptido deseado, estd incluida en la progenia que se pretende abarcar con esta definicidn, y estd cubierta en los
términos anteriores.

Por “sujeto vertebrado” se quiere decir cualquier miembro del subfilo cordados, incluidos, sin limitaciones, seres
humanos y otros primates, incluidos primates no humanos tales como chimpancés y otros simios y especies de monos;
animales de granja tales como ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras y caballos; mamiferos domésticos tales como
perros y gatos; animales de laboratorio, incluidos roedores tales como ratones, ratas y cobayas; aves, incluidas aves
domésticas, salvajes y para juego tales como pollos, pavos y otras aves gallindceas, patos, gansos y similares. El
término no indica una edad concreta. Por tanto, se pretende cubrir individuos tanto adultos como neonatos. Como se
usa en la presente memoria descriptiva, una “muestra biolégica” se refiere a una muestra de tejido o de fluido aislada
de un individuo que incluye, entre otros, por ejemplo, sangre, plasma, suero, material fecal, orina, médula 6sea, bilis,
liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, muestras de la piel, secreciones externas de la piel, los tractos respiratorio,
intestinal y genitourinario, muestras derivadas del epitelio gastrico y la mucosa géstrica, ldgrimas, saliva, leche, células
sanguineas, 6rganos, biopsias, asi como muestras de constituyentes de cultivos celulares in vitro, incluidos, entre
otros, medios acondicionados resultantes del crecimiento de células y tejidos en medio de cultivo, por ejemplo células
recombinantes y componentes celulares.

Los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula capaz de realizar deteccién, incluidas,
entre otras, is6topos radioactivos, fluorescentes, quimioluminiscentes, enzimas, sustratos enzimaticos, cofactores de
enzimas, inhibidores de enzimas, croméforos, colorantes, iones metalicos, soles metdlicos, ligandos (p. €j., biotina o
haptenos) y similares. El término “fluorescente” se refiere a una sustancia o porcion de la sustancia que es capaz de
exhibir fluorescencia en la gama detectable. Ejemplos concretos de marcadores que se pueden usar con la invencién
incluyen, entre otros, fluoresceina, rodamina, dansilo, umbeliferota, rojo Texas, luminol, ésteres de acradimo, NADPH,
a-B-galactosidasa, peroxidasa de rdbano, glucosa oxidasa, fosfatasa alcalina y ureasa.

II. Modos de llevar a cabo la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de nuevos procedimientos para obtener polipéptidos E2 trun-
cados por el extremo C producidos de forma recombinante a partir de lisados celulares, en lugar de obtenerlos direc-
tamente del medio de crecimiento. Como se demuestra en la presente memoria descriptiva, las moléculas purificadas
de este modo poseen propiedades bioldgicas sorprendentemente mejores que sus homologos secretados. Por ejem-
plo, las moléculas producidas intracelularmente exhiben capacidades de unidn al receptor potenciadas, exhiben un
funcionamiento superior en los ensayos disefiados para medir la capacidad de las proteinas para provocar la produc-
cién de anticuerpos neutralizantes del VHC y son mds inmunorreactivas y, por tanto, proporcionan mejores reactivos
diagndsticos en comparacion con sus homélogos secretados.

Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, las formas de E2 del VHC expresadas intracelularmente pueden ase-
mejarse mas estrechamente a las proteinas viricas nativas debido a las fracciones de hidratos de carbono presentes en
las moléculas, mientras que las glicoproteinas secretadas pueden contener restos de hidratos de carbono o patrones
de glicosilacién modificados. Ademads, las formas de E2 producidas intracelularmente pueden tener una conformacién
diferente a la de las formas secretadas.

En particular, se han construido numerosos polipéptidos E2 truncados en el extremo C, que carecen de porciones
del dominio transmembrana. Véase la Figura 4, respectivamente, y los ejemplos. Como se muestra en los ejemplos,
un constructo truncado que germina en el aminodcido 715 y que en la presente memoria descriptiva se denomina
“E2715” es sorprendentemente mds inmunoreactivo cuando se purifica a partir de células recombinantes, que el E2715
secretado en el medio y purificado a partir de éste. Ademads, las moléculas que terminan en los aminodcidos 661 y
655 también muestran una inmunoreactividad potenciada. Por tanto, los polipéptidos de VHC truncados producidos
intracelularmente son candidatos excelentes para vacunas y diagndsticos.

Los polipéptidos E2 truncados producidos intracelularmente se pueden obtener usando diversas técnicas. Por ejem-
plo, los polipéptidos se pueden generar usando técnicas recombinantes bien conocidas en la técnica. A este respecto, se
pueden crear sondas oligonucleotidicas basadas en las secuencias conocidas del genoma del VHC y usarse para sondar
bibliotecas genémicas o de ADNc para el gen E2. Los genes se pueden también aislar usando técnicas estandar y, por
ejemplo, enzimas de restriccién empleadas para truncar el gen en porciones deseadas de la secuencia de longitud com-
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pleta. De igual forma, el gen de E2 puede aislarse directamente de células y tejidos que lo contienen, usando técnicas
conocidas tales como extraccién con fenol, y ademds se puede manipular la secuencia para producir los truncamientos
deseados. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., ant., para una descripcién de las técnicas usadas para obtener y aislar
ADN. Por ultimo, los genes que codifican los polipéptidos E2 truncados se pueden producir por via sintética segiin
secuencias conocidas. La secuencia de nucleétidos se puede disefiar con los codones adecuados para la secuencia de
aminodcidos concreta deseada. En general, se seleccionardn los codones preferidos para el huésped concreto en el que
se va a expresar la secuencia. Generalmente, la secuencia completa se ensambla a partir de oligonucledtidos solapados
preparados mediante procedimientos convencionales y reunidos en una secuencia codificadora completa. Véase, por
ejemplo, Edge (1981) Nature 292: 756; Nambair y col. (1984) Science 223:1299; Jay y col. (1984) J. Biol. Chem.
259:6311.

Una vez que se han aislado o sintetizado las secuencias codificadoras de las proteinas deseadas, se pueden clonar en
un vector adecuado o replicon para su expresion. Los expertos en la técnica conocen numerosos vectores de clonacién
y la seleccidén de un vector de clonacién adecuado es cuestion de eleccion. Ejemplos de vectores de ADN recombinante
para clonacién y de células huésped que pueden transformarse incluyen el bacteriéfago A (E. coli), pBR322 (E. coli),
PACYCI177 (E. coli), pKT230 (bacterias gramnegativas), pGV1106 (bacterias gramnegativas), pLAFR1 (bacterias
gramnegativas), pME290 (bacterias gramnegativas distintas a E. coli), pHV14 (E. coli y Bacillus subtilis), pBD9
(Bacillus), plI61 (Streptomyces), pUCG (Streptomyces), YIp5 (Saccharomyces), YCp19 (Saccharomyces) y virus del
papiloma bovino (células de mamifero). Véase, en general, DNA Cloning: Vols. I & II, ant.; Sambrook y col., ant.; B.
Perbal, ant.

También se pueden usar sistemas de expresion en células de insecto, tales como los sistemas de baculovirus, y
son conocidos para el experto en la técnica y se describen en, por ejemplo, Summers and Smith, Texas Agricultural
Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987). Materiales y procedimientos para los sistemas de expresion en células
de insecto/baculovirus estdn disponibles comercialmente en forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego CA
(kit “MaxBac”). También se pueden usar sistemas de expresion en plantas para producir las proteinas truncadas E1
y E2. Generalmente, dichos sistemas usan vectores basados en virus para transfeccionar células vegetales con genes
heterélogos. Para una descripcioén de dichos sistemas, véase, por ejemplo Porta y col., Mol. Biotech. (1996) 5:209-
221; y Hackland y col., Arch. Virol. (1994) 139:1-22.

También encuentran utilidad con la presente invencion sistemas virales, tales como un sistema de infeccién/trans-
feccién basado en vaccinia, tal y como se describe en Tomei y col., J. Virol. (1993) 67:4017-4026 y Selby y col., J. Gen.
Virol. (1993) 74:1103-1113. En este sistema, las células son transfeccionadas primero in vitro con un virus de vaccinia
recombinante que codifica la ARN polimerasa del bacteriéfago T7. Esta polimerasa exhibe una especificidad exquisita
en cuanto a que so6lo transcribe moldes que llevan promotores de T7. Tras la infeccidn, las células son transfeccionadas
con el ADN de interés dirigido por un promotor de T7. La polimerasa expresada en el citoplasma del virus vaccinia
recombinante transcribe el ADN transfeccionado en ARN que después es traducido a la proteina por la maquinaria
de traduccién del huésped. El procedimiento proporciona una produccién citopldsmica transitoria y de alto nivel de
grandes cantidades de ARN y su(s) producto(s) de traduccién.

El gen se puede colocar bajo el control de un promotor, un sitio de unién ala ribosoma (para la expresion bacteriana)
y, opcionalmente, un operador (en conjunto denominados en la presente memoria descriptiva elementos “de control”),
de modo que la secuencia de ADN que codifica el polipéptido E1 o E2 deseado se transcribe a ARN en la célula
huésped transformada por un vector que contiene esta construccion de expresion. La secuencia codificadora puede o
no contener un péptido sefial o secuencia lider. Con la presente invencion se pueden usar péptidos sefial naturales o
secuencias heterdlogas. El huésped puede eliminar las secuencias lider en el procesamiento post-traduccional. Véanse,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. nimeros 4.431.739; 4.425.437; 4.338.397. Dichas secuencias incluyen, entre
otras, la lider tpa, asi como la secuencia sefial de la melitina de abeja.

También pueden ser deseables otras secuencias reguladoras que permiten la regulacién de la expresion de las
secuencias de proteinas con respecto al crecimiento de la célula huésped.

Dichas secuencias reguladoras son conocidas para el experto en la técnica y entre los ejemplos se incluyen aquéllos
que causan la expresion de un gen que se encenderd o apagard en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluida
la presencia de un compuesto regulador. Otros tipos de elementos reguladores también pueden estar presentes en el
vector, por ejemplo secuencias potenciadoras.

Las secuencias control y otras secuencias reguladoras pueden unirse a la secuencia codificadora antes de la inser-
cién en un vector. Como alternativa, la secuencia codificadora se puede clonar directamente en un vector de expresién
que ya contiene las secuencias control y un sitio de restriccién adecuado.

En algunos casos puede ser necesario modificar la secuencia codificadora de modo que pueda unirse a las secuen-
cias control con la orientacién adecuada; es decir, para mantener el marco de lectura adecuado. También puede ser
deseable producir mutantes o anédlogos de la proteina E2. Los mutantes y andlogos pueden prepararse mediante la
delecién de una porcion de la secuencia que codifica la proteina, mediante insercién de una secuencia y/o mediante
sustitucion de uno o mas nucleétidos dentro de la secuencia. Los expertos en la técnica conocen bien las técnicas para
modificar las secuencias de nucledtidos, tales como mutagénesis dirigida al sitio. Véase, por ejemplo, Sambrook y
col., ant.; DNA Cloning, Vols. I y II, ant.; Nucleic Acid Hybridization, ant.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 536 T3

Después, el vector de expresion se usa para transformar una célula huésped adecuada. En la técnica se conocen nu-
merosas lineas celulares de mamifero e incluyen lineas células inmortalizadas disponibles en la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo (ATCC), tales como, entre otras, células de ovario de hdmster chino (CHO), células HeLa, células
de rifién de cria de hamster (BHK), células de rifién de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (p.
ej., Hep G2), ademds de otras. De igual forma, con los presentes constructos de expresion pueden encontrar utilidad
huéspedes bacterianos tales como E. coli, Bacillus subtilis y Streptococcus spp. Las células huésped de levaduras
ttiles en la presente invencidn incluyen, entre otras, saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida maltase,
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia pastoris, Schi-
zosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica. Entre las células de insecto para usar con los vectores de expresion
baculovirus se incluyen Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera
frugiperda y Trichoplusia ni.

Segtn el sistema de expresion y el huésped seleccionado, las proteinas de la presente invencién son producidas por
células huésped en crecimiento transformadas por un vector de expresion descrito en lo que antecede en las condiciones
en las que se expresa la proteina de interés. La seleccion de las condiciones de crecimiento adecuadas estd dentro de la
experiencia en la técnica. A continuacion se fragmentan las células por medios quimicos, fisicos o mecanicos, que lisan
las células pero conservan los polipéptidos del VHC sustancialmente intactos. Las proteinas intracelulares también se
pueden obtener eliminando los componentes de la pared o la membrana celular, por ejemplo mediante el uso de
detergentes o disolventes orgdnicos, de modo que se produce el escape de los polipéptidos E2. Dichos procedimientos
son conocidos para los expertos en la técnica y se describen en, por ejemplo, Protein Purification Applications: A
Practical Approach, (E.L.V. Harris y S. Angal, Eds., 1990).

Por ejemplo, entre los procedimientos para fragmentar las células para usar con la presente invencion se incluyen:
Sonicacion o ultrasonicacidn; agitacion, extrusion de liquidos o sélidos; tratamiento térmico; congelacién-desconge-
lacién; desecacion; descompresion explosiva; shock osmético; tratamiento con enzimas liticas, incluidas proteasas
tales como tripsina, neuraminidasa y lisozima; tratamiento con dlcali; y el uso de detergentes y disolventes tales como
sales biliares, dodecilsulfato sédico, Tritén, NP40 y CHAPS. La técnica concreta usada para fragmentar las células
es en gran medida una cuestién de eleccidon y dependerd del tipo de célula en el que se expresa el polipéptido, las
condiciones de cultivo y cualquier pre-tratamiento usado. Tras la fragmentacién de las células, los residuos celulares
se eliminan, generalmente mediante centrifugacion, y los polipéptidos E2 producidos intracelularmente se purifican
después usando técnicas de purificacién estandar tales como, entre otros, cromatografia en columna, cromatografia
de intercambio i6nico, cromatografia de exclusién por tamaiio, electroforesis, HPLC, técnicas de inmunoadsorcidn,
cromatografia de afinidad, inmunoprecipitacién y similares.

Por ejemplo, un procedimiento para obtener los polipéptidos intracelulares de VHC de la presente invencién im-
plica purificacién por afinidad, tal como cromatografia de afinidad usando anticuerpos especificos anti-E2 o mediante
cromatografia de afinidad por lectina. Resinas de lectina particularmente preferidas son las que reconocen restos de
manosa, tales como, entre otras, resinas derivadas de aglutinina de Galanthus nivalis (GNA), aglutinina de Lens cu-
linaris (LCA o lectina de lenteja), aglutinina de Pisum sativum (PSA o lectina de guisante), aglutinina de Narcissus
pseudonaruissus (NPA) y aglutinina de Allium ursinum (AUA). La eleccién de resinas de afinidad adecuadas esta den-
tro de la experiencia en la técnica. Tras la purificacién por afinidad, los polipéptidos E2 se pueden purificar después
usando técnicas convencionales bien conocidas en la técnica, tal como mediante cualquiera de las técnicas descritas
en lo que antecede.

Por referencia puede ser deseable producid complejos de E1/E2. Dichos complejos se producen con facilidad me-
diante, por ejemplo, co-transfeccion de células huésped con constructos que codifican las proteinas truncadas de E1
y E2. La co-transfeccién se puede realizar en trans o en cis, es decir usando vectores distintos o usando un dnico
vector que porta los dos genes de E1 y E2. Si se realiza usando un tnico vector, ambos genes pueden estar dirigi-
dos por un tnico grupo de elementos de control o, como alternativa, los genes pueden estar presentes en el vector
en casetes de expresion individuales dirigidos por elementos de control individuales. Tras la expresion, las protei-
nas E1 y E2 se asociardn de forma espontdnea. Como alternativa, los complejos se pueden formar mezclando las
proteinas individuales que se han producido por separado, bien en forma purificada o semipurificada, o incluso mez-
clando los medios de cultivo en los que se han cultivado las células huésped que expresan las proteinas. Véase la
Publicacién Internacional N° WO 96/04301, publicada el 15 de febrero de 1996, para una descripcién de dichos
complejos.

Sus complejos polipeptidicos de E2 producidos intracelularmente o los polinucleétidos que los codifican descritos
en la presente memoria descriptiva se pueden usar para numerosos propdsitos diagndsticos y terapéuticos. Por ejem-
plo, las proteinas y polinucleétidos o anticuerpos generados frente a los mismos se pueden usar en diversos ensayos
para determinar la presencia de anticuerpos reactivos y/o proteinas E2 en una muestra bioldgica para ayudar en el
diagnéstico de la enfermedad por VHC.

La presencia de anticuerpos reactivos con los polipéptidos del VHC y, al contrario, los antigenos reactivos con los
anticuerpos generados, se pueden detectar usando técnicas electroforéticas e inmunodiagndsticas estandar, incluidos
inmunoensayos tales como competicion, reaccion directa o ensayos de tipo sindwich. Entre dichos ensayos se inclu-
yen transferencias de tipo western, pruebas de aglutinacién, inmunoensayos mediados y marcados con enzimas, tales
como ELISA; ensayos de tipo biotina/avidina; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis, inmunoprecipitacion, etc.
Generalmente, las reacciones incluyen marcadores de revelado tales como marcadores fluorescentes, quimioluminis-
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centes, radioactivos o enzimadticas o moléculas colorantes, u otros procedimientos para detectar la formacién de un
complejo entre el antigeno y el anticuerpo o anticuerpos que han reaccionado frente a éI.

En los ensayos se pueden usar soportes solidos tales como nitrocelulosa, en forma de membrana o pocillos de
microtitulacién; polivinilcloruro, en ladminas o pocillos de microtitulacion; latex de poliestireno, en perlas o placas
de microtitulacion; fluoruro de polivinilideno; papel diazotizado; membranas de nylon; perlas activadas y simila-
res.

Normalmente, el soporte sélido se hace reaccionar primero con la muestra bioldgica (o las proteinas E2), se lava
y después se aplican los anticuerpos (o una muestra de la que se sospecha que contiene anticuerpos). Después de
lavar para eliminar todo el ligando que no se haya unido se afade un resto ligante secundario en las condiciones de
unién adecuadas de modo que el ligante secundario es capaz de asociarse de forma selectiva con el ligando unido.
La presencia del ligante secundario se puede detectar usando técnicas bien conocidas en la materia. Normalmente, el
ligante secundario comprenderd un anticuerpo dirigido contra los ligandos del anticuerpo. En la técnica se conocen
numerosas moléculas de inmunoglobulina (Ig) anti-humana (p. Ej., Ig anti-humana de cabra o Ig anti-humana de
conejo disponibles comercialmente). Preferentemente, las moléculas de Ig serdn del tipo de IgG o IgA, no obstante,
en algunos casos también puede ser adecuada la IgM. Las moléculas de Ig pueden conjugarse con facilidad con
un marcador enzimatico detectable, tal como peroxidasa de rdbano, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa, fosfatasa
alcalina y ureasa, entre otros, usando procedimientos conocidos para los expertos en la técnica. Después se usa un
sustrato enziméatico adecuado para generar una sefial detectable.

Como alternativa se puede usar un ensayo de tipo “sandwich con dos anticuerpos” para detectar las proteinas tal y
como se ha descrito en la presente memoria descriptiva. En esta técnica, el soporte sélido se hace reaccionar primero
con uno o mds de los anticuerpos dirigidos contra E2, se lava y después se expone a la muestra problema. De nuevo
se afiaden anticuerpos y la reaccién se visualiza usando una reaccién de color directa o usando un segundo anticuerpo
marcado, tal como una anti-inmunoglobulina marcada con peroxidasa de rdbano, fosfatasa alcalina o ureasa.

Los ensayos también se pueden realizar en solucién, de modo que las proteinas virales y sus anticuerpos forman
complejos en condiciones de precipitacién. Los complejos precipitados se pueden separar después de la muestra
problema mediante, por ejemplo, centrifugacion. La mezcla de reaccion se puede analizar para determinar la presencia
o ausencia de complejos anticuerpo-antigeno usando cualquiera de una serie de procedimientos estandar, tal como los
procedimientos inmunodiagndsticos descritos en lo que antecede.

Las protefnas E2, producidas como se ha descrito en lo que antecede, o los anticuerpos frente a las proteinas se
pueden proporcionar en kits tal y como se describe en la presente memoria descriptiva para los propdsitos de refe-
rencia Ginicamente con las instrucciones adecuadas y otros reactivos necesarios, con el fin de realizar inmunoensayos
tal y como se ha descrito en lo que antecede. El kit también puede contener, segin el inmunoensayo concreto usa-
do, marcadores adecuados y otros reactivos y materiales envasados (es decir, tampones de lavado y similares). Los
inmunoensayos estdndar, como los que se han descrito en lo que antecede, se pueden realizar usando estos kits. Los
polipéptidos E2 y los polinucleétidos que codifican los polipéptidos también se pueden usar en composiciones vacu-
nales, individualmente o en combinacidn, en, por ejemplo, vacunas profildcticas (es decir, para prevenir la infeccion)
o terapéuticas (para tratar la infeccién tras el VHC) tal y como se describe en la presente memoria descriptiva s6lo
como referencia. Las vacunas pueden comprender mezclas de una o més proteinas de E2 (o secuencias de nucledti-
dos que codifican las proteinas), tales como las proteinas de E2 derivadas de mds de un aislamiento viral. La vacuna
también puede administrarse junto con otros antigenos y agentes inmunorreguladores, por ejemplo inmunoglobulinas,
citocinas, linfocinas y quimiocinas, incluidos, entre otros, IL-2, IL-2 modificada (cys125—ser125), GM-CSF, IL-12,
y-interferén, IP-10, MIPS y RANTES.

Generalmente, las vacunas incluirdn uno o més “excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables” tales como
agua, solucién salina, glicerol, etanol etc. Adicionalmente, en dichos vehiculos pueden estar presentes sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias de tamponamiento del pH y similares.

Opcionalmente puede estar presente un transportador, que es una molécula que por si sola no induce la produccién
de anticuerpos perjudicial para el individuo que recibe la composicién. Normalmente, los transportadores adecuados
son macromoléculas grandes que se metabolizan despacio, tales como proteinas, polisacéridos, 4cidos polilacticos,
acidos poliglicélicos, aminodcidos poliméricos, copolimeros de aminoécidos, agregados lipidicos (tales como gotas
de aceite o liposomas) y particulas viricas inactivas. Tales transportadores son bien conocidos para el experto en la
técnica. Ademds, el polipéptido del VHC puede conjugarse con un toxoide bacteriano, tal como el toxoide de difteria,
tétanos, colera etc.

También se pueden usar adyuvantes para potenciar la eficacia de las vacunas. Entre dichos adyuvantes se incluyen:
(1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio etc.; (2)
formulaciones de emulsién de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimulantes especificos tales como
péptidos de muramilo (véase mds adelante) o componentes de la pared de las células bacterianas), tales como, por
ejemplo, (a) MF59 (publicacion internacional n® W090/14837), que contiene 5% de escualeno, 0,5% de Tween 80
y 0,5% de Span 85 (que opcionalmente contiene varias cantidades de MTP-PE (véase mas adelante) aunque no se
requiere) formuladas en particulas de submicras usando un microfluidificante tal como microfluidificante Modelo
110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, que contiene 10% de escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero
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bloqueado con plurénico L121 y thr-MDP (véase mds adelante) bien microfluidificado en una emulsién en submicras
o agitado con vértex para generar una emulsion de mayor tamafio de particula y (c) sistema adyuvante Ribi™ (RAS),
(Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que contiene 2% de escualeno, 0,2% de Tween 80 y uno o mds componentes
de la pared de la célula bacteriana del grupo compuesto por monofosforolipido A (MPL), dimicolato de trehalosa
(TDM) y esqueleto de la pared celular (EPC), preferentemente MPL + EPC (Detox™); (3) se pueden usar adyuvantes
de saponina, tales como Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) o generarse particulas a partir de los
mismos tales como ISCOM (complejos inmunoestimulantes); (4) Adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante
incompleto de Freund (IFA); (5) citocinas, tales como interleucinas (IL-1, IL-2, etc.), factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; (6) mutantes destoxificados de una toxina ribosilante
de ADP bacteriana tal como la toxina del célera (TC), una toxina de pertussis (TP) o una toxina termoldbil de E. coli
(TL), particularmente TL-K63 (en la que la lisina estd sustituida por el aminodcido salvaje en la posicién 63), TL-
R72 (en la que la arginina esta sustituida por el aminodcido salvaje en la posicién 72), TC-S109 (en la qye la serina
estd sustituida por el aminodcido salvaje en la posicion 109) y TP-K9/G129 (en la que la lisina estd sustituida por el
aminodcido salvaje en la posicién 9 y la glicina sustituida en la posicién 129) (véase, por ejemplo, las publicaciones
internacionales W093/13202 y W092/19265); (7) otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes para
potenciar la eficacia de la composicién. Los péptidos de muramilo incluyen, entre otros, N-acetil-muramil-L-treonil-
D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamato (no-MDP), N-acetil-muramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE) etc.

Normalmente, las composiciones vacunales se preparan en forma de inyectables, bien en forma de soluciones o
suspensiones liquidas; también se pueden preparar formas s6lidas adecuadas para solucién, o suspension, en vehiculos
liquidos antes de la inyeccién. La preparacion también se puede emulsionar o encapsular en liposomas para potenciar
el efecto adyuvante, tal y como se ha tratado en lo que antecede.

Las vacunas comprenderan una cantidad terapéuticamente eficaz de las proteinas truncadas de E2, o complejos de
proteinas o secuencias de nucledtidos que las codifican y cualquier otro de los componentes mencionados en lo que
antecede, segin sea necesario. Por “cantidad terapéuticamente eficaz” se quiere decir una cantidad de una proteina
truncada de E2 que inducird una respuesta inmunoldgica protectora en el individuo al que se le administra. General-
mente, tal respuesta tendrd como resultado el desarrollo en el sujeto de una respuesta inmunitaria secretora, celular
y/o mediada por anticuerpos a la vacuna. Normalmente, tal respuesta incluye, entre otros, uno o mas de los siguientes
efectos; la produccién de anticuerpos de cualquiera de las clases inmunoldgicas, tales como inmunoglobulinas A, D,
E, G o M; la proliferacién de linfocitos B y T; la provisién de sefiales de activacion, crecimiento y diferenciacion para
las células inmunolégicas; la expansion de células T colaboradoras, células T supresoras y/o células T citotéxicas y/o
poblaciones de células T 6.

Preferentemente, la cantidad eficaz es suficiente para llevar a cabo el tratamiento o la prevencién de los sintomas de
enfermedad. La cantidad exacta necesaria variard en funcién del sujeto que se esté tratando, la edad y el estado general
del individuo que se va a tratar; la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos; el grado
de proteccion deseado; la gravedad de la afeccion que se esté tratando; el polipéptido de VHC concreto seleccionado
y su modo de administracién, entre otros factores. Un experto en la técnica puede determinar facilmente una cantidad
eficaz adecuada. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” caerd dentro de un intervalo relativamente amplio que se
puede determinar mediante ensayos de rutina.

Una vez formuladas, las vacunas se administran de forma convencional por via parenteral, por ejemplo mediante
inyeccion, bien subcutdnea o intramuscular. Formulaciones adicionales adecuadas para otros modos de administracién
incluyen formulaciones orales y pulmonares, supositorios y aplicaciones transdérmicas. La posologia del tratamiento
puede ser un calendario de dosis tnica o un calendario de multiples dosis. La vacuna puede administrarse junto con
otros agentes inmunoreguladores.

III. Parte experimental

A continuacién se encuentran ejemplos de formas de realizacién especificas para llevar a cabo la presente inven-
cion. Los ejemplos se ofrecen tinicamente con fines ilustrativos y no estdn destinados a limitar el &mbito de la presente
invencion de ningin modo.

Se han realizado esfuerzos para asegurar la precision con respecto a los nimeros usados (p. €j., cantidades, tempe-
raturas, etc.), pero, por supuesto, se permiten algunos errores y desviaciones experimentales.

Materiales y procedimientos
Moldes de VHC

Usando PCR se ha generado una serie de moldes de El truncada, que se muestran en la figura 3, y moldes de E2,
que se muestran en la figura 4. El cebador 5’ adecuado que contiene un residuo de metionina y se usé un sitio Ncol
junto con los cebadores 3’ que tenfan un codén de terminacion tras la variable de la cubierta designada y, por tltimo,
para El, un sitio BamHI. Ambos oligos tenian secuencias inespecificas en los extremos para facilitar digestiones
mads eficaces por las enzimas Ncol y BamHI. Los fragmentos digeridos de la PCR se ligaron en pTM1 digerido con
Ncol/BamHI (Elroy-Stein y Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87:6743 6747). El vector pTM1 contiene el
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promotor de T7 y la secuencia lider EMC proximal al sitio de clonacién Ncol que corresponde al primer residuo
de metionina codificado por el ADN designado. Los moldes de E2 se digirieron con Ncol y Ascl y se clonaron en
Ncol(parcial)/Ascl-pTM1-CE2 (Selby y col., J. Gen. Virol. (1993) 74: 1103-1113) para generar los clones H en los
que las traducciones comenzaban en el aminodcido 1 y codifican las regiones del nicleo, E1 y de E2 designadas.

Para los polipéptidos truncados de E1 los moldes codificadores comenzaban con un residuo de metionina, seguida
por isoleucina y después el aminodcido 172. En particular, se generaron moldes codificadores que comenzaban con
un residuo de metionina, seguido por isoleucina y después el aminoacido 172 de la poliproteina del VHC y que
continuaban hasta el aminodcido 330, y los clones de incrementos de 10 aminoacidos hasta el aminodcido 380. Los
aminodcidos 173 hasta 191 corresponden al extremo C del niicleo, que aparentemente desempefia un papel como
secuencia sefial. Se piensa que el E1 maduro comienza en el aminodcido 192 de la poliproteina tras la escision de
la secuencia sefial. Para los constructos de E2 truncados, la metionina en la posicién 364 se usé como el extremo
N en las construcciones. El aminoédcido 364 corresponde al inicio aproximado del péptido sefial de E2 (Hijikata y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991) 88:5547-5551; Ralston y col., J. Virol. (1993) 67:6753-6761). Se piensa que
el E2 maduro comienza con el aminodcido 365. El extremo C escalonado varié desde el aminodcido 661 al 1006.
En particular, los clones terminaban en los aminoacidos 661, 699, 710, 720, 725, 730, 760, 780, 807, 837, 906 y
1006.

Ademds de los clones descritos en lo que antecede y mostrados en la figura 4, los polipéptidos truncados de E2
que terminaban en los aminoécidos 500, 550, 590, 625, 655, y un constructo que terminaba en el aminoécido 715 y
que inclufa una delecién adicional de la region hipervariable del extremo N, denominada 6715, también se prepararon
como se ha descrito en lo que antecede.

Produccion intracelular de E2 truncado de VHC

Se expresé una molécula truncada de E2 que tenia su extremo C en el aminodcido 715,y (“E275”) como sigue.
Para la transfeccion de una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) deficiente en DHFR usando las técnicas
descritas en Spaete y col., Virol. (1992) 188:819-830 se us6 un clon que terminaba en el aminodcido 715.Tras la
expresion, las células de CHO se lisaron y el E2;;5 producido intracelularmente se purificé mediante cromatografia en
agarosa GNA, seguida por cromatografia de intercambio de cationes, del siguiente modo.

Para lisar las células, a las células CHO se afiadieron a 4°C dos volimenes de tampdn de lisis (4% de Triton X-
100 en Tris 0,1M a pH 8, EDTA 1 mM, 1 ug/ml de pepestatina A y fluoruro de fenilmetil-sulfonilo (PMSF) 1 mM.
La mezcla se homogeneiz6 en alicuotas en un homogeneizador Dounce de 40 ml usando el mortero B hermético (20
golpes). El homogeneizado se agité a 12 K rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se ajusté con agua hasta
2% de gritén/Tris 50 mM a pH 8 y se homogeneizé de nuevo usando el mortero B (10 golpes). El homogeneizado se
agité como se ha indicado en lo que antecede y el E2;;5 producido intracelularmente se purificé ademds a partir del
sobrenadante del siguiente modo.

Una columna de agarosa GNA (volumen del lecho 4 ml, Vector Labs, Burlingame, CA) se pre-equilibré con tampén
detergente (2% de Triton/Tris 50 mM a pH 8). La muestra de sobrenadante se aplic6 a la columna a 4°C y la columna
se lavé con 5 volimenes de lecho del tampén de columna (0,1% de Triton/fosfato sédico 20 mM a pH 6). La columna
también se lavé con 5 voliimenes de lecho de NaCl 1M. (Como alternativa se puede afiadir NaCl al tampén detergente
hasta una concentracién de 1M antes de cargar la muestra en la columna). La proteina E2 se eluy6 en 5 volimenes de
lecho de a-D-manopiranésido de metilo (MMP) y NaCl 1M y se recogieron fracciones de 1,2 ml.

Las fracciones que contenian la proteina E2 se combinaron y diluyeron con 2 volimenes de tamp6n de S-sefarosa
(0,1% de Triton/fosfato sédico 20 mM a pH 6). Las fracciones combinadas y diluidas se dializaron en membrana
(Spectra/Por, corte de peso molecular 1.000) contra 4 1 de tamp6n de S-Sefarosa durante la noche a 4°C con agitacion
constante. Tras la didlisis, el dializado se aplic6 a una columna de S-Sefarosa (flujo rapido, 4°C, volumen de lecho 4
ml, pre-equilibrada en tampén de S-sefarosa). La columna se lavé en 5 volimenes de lecho del tampdn S-sefarosa y las
fracciones de 1 ml eluyeron en NaCl 0,5M en tampdn de S-sefarosa. Las fracciones que contenian E2 se combinaron
y la columna se lavé con NaCl 1M en tampén de S-sefarosa y se re-equilibré en tampén de S-sefarosa. El polipéptido
E2 6715 (descrito en lo que antecede), asi como las moléculas de E2 que terminan en los aminodcidos 500, 550, 590,
625 y 655 también se produjeron tal y como se ha descrito en lo que antecede.

Produccion de E2 de VHC truncado secretado

Se expres6 una molécula truncada de E2 que tenia su extremo C en el aminodcido 715, (“E27;5”). La molécula de
E2 truncada se expresé usando un sistema de expresion en células de ovario de hamster chino/dihidrofolato reductasa
(CHO/DHFR) como se describe en Spaete y col., Virol. (1992) 188:819-830. Tras la expresion, el E2;;5 secretado
se purificé para usar en otros experimentos tal como se describe en la Publicacién Internacional N° WO 96/04301,
publicada el 15 de febrero de 1006. El polipéptido E2 6715 (descrito en lo que antecede), asi como las moléculas de
E2 que terminaban en los aminodcidos 500, 550, 590, 625 y 655 también se produjeron como se ha descrito en lo que
antecede.
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Produccion intracelular del complejo E1/E2

Un complejo de E1/E2, incluido el complejo E1 y E2 de longitud completa, producido en las células HeLa, se aisl6
del siguiente modo. Células HeL.a S3 se inocularon con virus vaccinia purificado de alta titulacién que expresaban E1
y E2 en una multiplicidad de infeccién de 5 ufp/célula y la mezcla se agité a 37°C durante 30 minutos. A continua-
cion, las células infectadas se transfirieron a un matraz de agitacién que contenia 8 litros de medio de agitacion y se
incubaron durante 3 dias a 37°C. Las células se recogieron de nuevo mediante centrifugacion y se resuspendieron en
tamp6n hipoténico (HEPES 20 mM, NaCl 10 mM, NaCl 1 mM, MgCl, 1 mM, 120 ml) en hielo.

Tras la expresion, las células HeLa se lisaron con Triton X-100 y se aisl6 E1/E2 mediante cromatografia en aga-
rosa GNA, seguida por cromatografia de intercambio catidénico usando el procedimiento usado para purificar el E2
expresado intracelularmente. El material resultante se proporcioné en tampén que contenia 0,05% de Triton X-100.
El anélisis en SDS-PAGE reductor mostré que tenifa una banda relativamente estrecha de 55 kD consistente con la
presencia de una gran cantidad de glicosilacién de tipo manosa. Se estimé una pureza del 33%. El complejo se usé
como control en los experimentos siguientes.

Ejemplo 1
Union al receptor de E2 secretado e intracelular

La E2 intracelular, y E2 secretada, purificada en agarosa GNA se usaron en ensayos de unién tal como se ha
descrito en Rosa y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93:1759-1763 y la Publicacién Internacional N°® WO
96/05513, publicada el 22 de febrero de 1996. Este ensayo valora la unién especifica de las proteinas E2 a las células
T de linfoma humano (células MOLT-4) y su neutralizacién en funcién de la valoracién citofluorométrica de suero
que neutraliza la unién de los antigenos a las células MOLT-4.

Como se muestra en la figura 5, la E2 intracelular (interna) se unia a las células con una eficacia aproximadamente
30 veces mayor que su homéloga secretada.

Ejemplo 2
Inmunoreactividad de la E2 secretada e intracelular

La inmunoreactividad de la proteina E2 truncada producida intracelularmente también se comparé con la de la
proteina E2 secretada usando anticuerpos monoclonales de ratén y sueros policlonales humanos.

A. Estudio de exposicion del epitopo de la E2 intracelular y secretada usando anticuerpos monoclonales anti-E2

Los anticuerpos monoclonales de ratén usados en los ensayos se produjeron del siguiente modo. Los ratones se
inmunizaron con el inmunogen especificado en la Tabla 1. Se obtuvieron células de bazo de ratones inmunizados y
se condensaron con 2,5 x 10" NSO/2 células de mieloma de ratén en 50% de polietilenglicol 4000 (Merck) usando
el procedimiento descrito por Kohler y Milstein, Nature (1975) 256:495-497. Tras la condensacion, las células se
resuspendieron en HAT hecho con medio Dulbecco suplementado con aminodcidos no esenciales, 10% de suero
bovino fetal (FBS) (Hyclone Laboratories, Salt Lake City, UT) 100 Ul/ml de penicilona, 100 pg/ml de estreptomicina,
L-glutamina 2 mM, hipo xantina 10®M, timidina 4 x 107 (todos los reactivos de Sigma). Se sembraron alicuotas de
100 pl en placas de cultivo tisular de 96 pocillos (Nunc, DK 4000 Roskikle, Dinamarca). Las placas se incubaron
a 37°C en atmdsfera humidificada con 10% de CO, en aire. Diez dias después de la condensacion, se sometieron a
deteccion selectiva los sobrenadantes de cultivos que exhibian crecimiento del hibridoma mediante hemaglutinacién
para la produccién de anticuerpos anti-B. Todos los cultivos positivos se expandieron a placas de 24 pocillos y las
células se congelaron en nitrégeno liquido en un medio que contenia 90% (FCS y 10% de dimetilsulféxido (Merck).
Los hibridomas de interés se seleccionaron sobre la base de su especificidad, avidez e intensidad de la reaccién de
aglutinacién y se volvieron a clonar dos veces mediante la técnica de la dilucién limite. Para inducir liquido ascitico,
los hibridomas reclinados se cultivaron en la cavidad peritoneal de ratones BALB/C o F,, (BALB/C X B10), a los que
previamente se inyectd por via intraperitoneal 0,5 ml de 2,6,10,14-tetrametilpenindecano (Pristane, de Sigma).

Los isotipos de los anticuerpos se determinaron con un kit comercial basado en la aglutinacién de glébulos rojos
de oveja acoplados con anticuerpos monoclonales de rata contra el isotipo de la inmunoglobulina de ratén (Serotec, 22
Bankside, Oxford, Inglaterra). El isotipo, especificidad y caracterizacion de los anticuerpos monoclonales se muestra
en la Tabla 1.
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TABLA 1

Lista de anticuerpos monoclonales de VHC

N° de ID del| Isotipo Especificidad | Caracterizacion | inmunégeno
AcMo
5E5/H7 lgG1 Anti e2 de|Ac Hela et/e2
VHC conformacional | (aa 1-967)
2A3/B12 ND Anti e2 de|Ac Hel a elle
VHC conformacional | (aa 1-967)
S5E9/D10 ND Anti e2 de|Ac Hela elle
VHC conformacional | (aa 1-967)
3F5/H6 ND Anti e2 de|Ac HelLa etle2
VHC conformacional | (aa 1-967)
3D5/C3 IgG1 Anti e2 de | Ac anti-epitopo | Hela e1l/e2
VHC lineal (aa 1-967)
3E5-1 IgG1 Anti e2 de | Ac anti-epitopo | E2 de insecto
VHC lineal (aa 404-661)

Los titulos de AcMo anti-e2 conformacional:

3E5/H7>3F5/H6>5E9/D10>B12

472,25 ND Anti  e2 de | Anti-region Péptido e2 de
VHC hipervariable VH
6A1 1gG1 Anti e2 de|Ac CHO elle2
VHC conformacional | (aa 1-967)
(bloquea la
union al
receptor de
MOLT4)
6A21 IgG1 Anti e2 de|Ac
VHC conformacional
(bloquea la
union al
receptor de
MOLT4)
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La exposicién del epitopo de las proteinas E2 secretadas y producidas intracelularmente se determind usando los
anticuerpos monoclonales anteriores del siguiente modo. Placas costar de unién elevada se cargaron con 200 ul de
antigeno de E2 purificado (200 ng/pocillo), como se describe en la Tabla 2, que se habian diluido en tampén de
recubrimiento. Las placas se incubaron durante la noche a temperatura ambiente y después se lavaron 3 veces con
H,0Od. Las placas se recubrieron después con 300 ul de solucién post-recubrimiento y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se aspiraron y a la placa se afiadieron 300 ul de solucién de estabilidad. Las placas
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, se aspiraron y se aplicaron golpes varias veces. Las placas se
secaron en un liofilizador durante al menos 4 horas.

A las placas se afiadieron 200 ul de anticuerpos monoclonales prediluidos (1:100), especificados en la Tabla 2, y
las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las placas se lavaron 5 veces con tamp6n de lavado y se afiadieron 200
wul de 1:5 de conjugado K Fab’2 de IgG de cabra anti-ratéon (H+L). Las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora y
se lavaron como se ha indicado en lo que antecede. Las placas se desarrollaron usando 200 ul de sustrato OPD. Los
resultados se muestran en la Tabla 2. Como se puede apreciar, la proteina E2 secretada sélo se reconocié mediante un
anticuerpo monoclonal contra un epitopo lineal, mientras que la E2 producida intracelularmente (interna) se reconocié
mediante anticuerpos monoclonales contra epitopos lineales y conformacionales.

Tabla 2
Evaluacion de la exposicion del epitopo mediante anticuerpos monoclonales anti-E2
murinos
AcMo | Epitopo Epitopo Epitopo Epitopo
anti-E1 | lineal | conformacional | conformacional | neutralizante
CN del del AcMo anti- | del AcMo anti- | del AcMo
3D5/C3 | AcMo E2 E2 anti-E2
anti-E2 S5E5/H7 3F5/H6 6A21
3E5-1
E2 interna en| 0,004 1,923 0,496 0,391 0,355
CHO
(50%)
Dimero secretado | 0,000 1,392 0,037 . 0,025 0,009
E2 CHO (pureza
80%)
Dimero/Mondmero | 0,007 1,833 0,161 0,115 0,140
secretado E2
CHO (pureza | 0,001 1,605 0,122 0,067 0,051
60%)
CN= Control negativo
Corte= 0,350 DO

B. Estudio de inmunoreactividad de E2 secretada e intracelular usando seroconversion del VHC

Con el fin de determinar ademads la inmunoreactividad de la E2 truncada producida intracelularmente frente a la
E2 secretada se realizaron paneles de seroconversién usando una fuente comercial de suero. Se afiadieron 5 ul de cada
muestra de suero, diluidos en 200 w1 del diluyente de muestra, a las placas preparadas como se ha descrito en lo que
antecede, usando los antigenos identificados en la Tabla 3. Las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora y se lavaron 5
veces con tampdn de lavado. Se afiadieron 200 ul de conjugado de Fab’2 de IgG de cabra anti-humana (H+L) diluidos
en diluyente de conjugado y las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las placas se lavaron como se indica en lo
que antecede y se desarrollaron usando 200 ul de sustrato OPD.
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Tabla 3
Evaluacion de la sensibilidad del ensayo de ELISA con E2 mediante analisis
del panel de seroconversion del VHC
CHOE2 interna | Dimero secretado | Mondmero/Dimero
50% de pureza E2 CHO (pureza | secretado E2
80%) CHO
(pureza 60%)
Muestra DO DO DO
PHV904-01 0,032 0,026 0,020
PHV904-02 0,040 0,041 0,028
PHV904-03 0,109 0,017 0,019
PHV904-04 0,505 0,048 0,029
PHV904-05 1,681 0,268 0,158
PHV904-06 1,095 0,152 0,082
PHV904-07 0,987 0,105 0,063

La E2 intracelular fue significativamente mds sensible que cualquiera de las proteinas E2 secretadas en la deteccién
de la seroconversion. Véase, por ejemplo, la Tabla 3 en la que se detallan los resultados de un ensayo tipico.

Los resultados anteriores indican que la proteina E2 truncada producida intracelularmente es mds inmunorreactiva
que su homoéloga secretada. Por tanto, la proteina intracelular proporciona un mejor reactivo diagndstico debido a la
inmunoreactividad potenciada.

C. Estudio de inmunoreactividad de E2 secretada e intracelular usando anticuerpos inmovilizados frente al VHC

Con el fin de determinar ademas la inmunoreactividad de la E2 truncada producida intracelularmente frente a la E2
secretada se realizaron estudios adicionales usando anticuerpos inmovilizados frente al VHC. Los anticuerpos usados
en estos ensayos fueron anticuerpos monoclonales 6A21 y 3E5-1, ambos descritos en la Tabla 1 anterior, asi como
una preparacion de anticuerpos IgG purificada a partir de suero de un paciente infectado por VHC y especificos de la
region hipervariable en el extremo N de E2.

En particular, el anticuerpo FF25931 se purific a partir de suero de paciente a través de una columna de afinidad
por proteina G y después se conjugé con particulas paramagnéticas (Chiron Diagnostics, Walpole, MA) antes de usar
en los ensayos. Los anticuerpos monoclonales 6A21 y 3E5-1 también se purificaron con proteina G a través de un gel
de 5 ml (Pierce, Rockford, IL) y los anticuerpos se unieron de forma covalente a particulas magnéticas de latex (Bangs
Laboratories, Fisher, IN) usando la quimica de clorhidrato de 1-etil-3-C3-dimetilaminopropil carbodiimida (EDC).

El reactivo de deteccidn usado en los ensayos fue antisuero policlonal de cobaya producido contra E2;,5 secretada
producida como se ha descrito en lo que antecede. 1 ml del antisuero policlonal se purific6 mediante paso a través
de 1 columna de Proteina a en gel de 1 ml (Pierce). El contenido en proteina se determind leyendo la absorbancia a
280 nm. EI anticuerpo se marcé con 2°,6’-dimetil-4’-(N-succinimidiloxicarboxil)fenil-10-(3’-sulfopropil)-acridinio-
9-carboxilato (NHS-NSP-DMAE) (Chiron Diagnostics, Walpole, MA).

Tanto los anticuerpos de fase s6lida como el reactivo de deteccidn se optimizaron y diluyeron en tamp6n de trabajo
(Tris 50 mM pH 8,0, KC1 500 mM, EDTA 1 mM, 1,75% de BSA, 0,01% de Tween-20).

Los ensayos se realizaron del siguiente modo. En un tubo de poliestireno de 75 x 12 mm (Sarstedt, Newton, NC) se
introdujeron 100 ul de la muestra y se afiadieron 100 pl del anticuerpo de fase sélida a 30 ug/ensayo. Esto se incub6 a
37°C durante 18 minutos. Se afiadieron 100 ul del reactivo de deteccién en una cantidad de 20 x 10° unidades relativas
de luz (URL) por ensayo y la reaccién se dej6 proceder durante 18 minutos a 37°C. El producto se lavo tres veces con
solucién salina tamponada con fosfato, 0,1% de Tween-20 y los tubos se leyeron usando un Magic Lite Analyzer II
(Chiron Diagnostics, Walpole, MA). Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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El ensayo se repitié usando el anticuerpo FF25931, inmovilizado sobre particulas paramagnéticas, como se ha
descrito en lo que antecede y la deteccién se realiz6 usando el anticuerpo monoclonal 1G2/A7, especifico de la regién
hipervariable en el extremo N de E2, conjugada con NHS-NSP-DMAE. Los resultados de este ensayo se muestran en
la Tabla 5.

Como se puede apreciar en la Tabla 4, el anticuerpo monoclonal 3E5-1 reacciona con los truncamientos de E2 que
terminan en el aminodcido 550 y superiores, tanto en los sobrenadantes (medios) como en los lisados intracelulares.
No obstante, el anticuerpo monoclonal 6A21 que bloquea la unién de E2 en el ensayo Molt-4-NOB, no se une a los
truncamientos de E2 que terminan entre los aminodcidos 500 y 625. Existe una inmunoreactividad sustancial con las
moléculas que terminan en el aminodcido 655 y superiores. Por tanto, parece que los residuos por debajo del 655 se
requieren para que la E2 asuma la estructura correcta para unirse a 6A21. La E2 que termina en el 661 también tiene
una reactividad elevada a 6A21, pero la E2 que termina en 715 tiene una inmunoreactividad sustancialmente menor a
6A21. Este efecto se aprecia particularmente en el sobrenadante.

Como se muestra en las Tablas 4 y 5, el mismo efecto se aprecia con el anticuerpo FF25931, un anticuerpo es-
pecifico de la regién hipervariable en el extremo N de E2. Los truncamientos en 625, 655 y 661 fueron muy activos,
pero se produjo un descenso con E2;;5 tanto en el sobrenadante como en los medios. Las moléculas 6715 fueron
sustancialmente inactivas con todos los anticuerpos analizados.

Los datos muestran que E2¢s5s y E2¢4, son considerablemente inmunoreactivos.

Tabla 4

Anticuerpo de | 3E5-1 B6A21 FF25931
fase sélida:

Sobrenadante Sobrenadante Sobrenadante
Control 1047 1093 1771
500 1232 955 18033
550 1138476 1109 4682
590 1015661 955 4820
625 991775 1109 5282
655 775221 12043 99037
661 7405509 10980 88920
715 764918 2803 29044
5715 1032 1032 1602

Lisado Lisado Lisado
Control 2449 1186 2726
500 1525 1078 5144
550 531177 1309 2618
590 480264 1324 : 2325
625 393624 1971 2110
655 389743 5421 58797
661 400492 2356 22453
5715 1571 1386 1771
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B Tabla 5
Anticuerpo de fase solida: FF25931

Sobrenadante
Control 2079
500 53623
550 9948
590 9748
625 - 11689
655 261589
661 204959

Lisado
Control 2911
500 8778
550 4389
590 3388
625 7069
655 212166
661 148749

Ejemplo 3

Inmunizacion de cobayas con E2 secretada e intracelular

La inmunogenicidad de la E2;,5 de VHC secretada y producida intracelularmente se determiné en cobayas. Cinco
grupos de animales fueron inmunizados con los antigenos que se han descrito en lo que antecede, formulados con
MF-75 y MTP-PE como adyuvante. El dimero E1/E2 interno de HeLa se usé como preparacién control de E2. Los
cobayas fueron inmunizadas por via IM a 0, 1 y 3 meses con las dosis especificadas en la Tabla 6 y los sueros de los
cobayas se recogieron y combinaron para estudios posteriores.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 6

Prep. De E2 y dosis usadas para inmunizar cobayas

Prep. de E2 N° de grupo Dosis?
E2 interna de CHO 5 80 pg
6 8,0 ug
7 0,8 ng
8 8,0,2,0,0,8 ng
E2 secretada de CHO 9 80 ng
10 8,0 ug
11 0,8 ug
12 8,0, 2,0, 0,8 ng
E1/E2 interno de Hel a 16 8,0, 2,0, 0,8 ng
4diluida en MF75-0 que contiene 50 ng de MTP-PE para la primera dosis y 10
ug para las dosis posteriores los dias 0, 30 y 90. Se usaron cinco animales por
grupo.

Como se puede apreciar en la Tabla 7, la preparacion de E2 interna en CHO produjo anticuerpos de bloqueo
que parecian ser tan elevados o mayores a los anticuerpos producidos por los cobayas inmunizados con E1/E2 de
HeLa. Las preparaciones de E2 secretada de CHO no produjeron anticuerpos de bloqueo detectables. Estos resultados
sugieren que la E2 producida intracelularmente es muy superior a la forma extracelular secretada a la hora de inducir
anticuerpos neutralizantes.

TABLA 7

Anticuerpos de bloqueo frente al receptor putativo en cobayas inmunizados

Prep. De E2 | N° de grupo Dosis NOB (E2-1a) | NOB (E2-1b)
E2 interna de | 5 80 ng 700 80
CHO 6 8,0 ug 1000 ND
7 0,8 ug 1500 ND
8 8,0,208pug {1000 100
E2 secretada | 9 80 ng 0 ND
de CHO 10 8,0 ug 0 ND
11 0,8 ng 0 ND
12 8,0,2,0,8 ug ND
E1/E2 de | 16 8,0,2,0,8pug | 600 400
HelLa
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También como se muestra en la Tabla 7, el antigeno interno de E2 indujo titulos NOB frente al antigeno de VHC1a
en contraste con la falta de anticuerpos neutralizantes inducidos por el antigeno de E2 secretada. Ademads, los cobayas
inmunizados con el antigeno interno de E2 también desarrollaron anticuerpos que podian realizar una neutralizacién
cruzada de la unién de E2 de VHC1D a la linea de células T usada.

Por tanto, se desvelan los procedimientos para obtener los polipéptidos E1 y E2 expresados de forma intracelular,
como también lo son los procedimientos de uso de los mismos. Aunque las formas de realizacién preferidas de la
invencién sujeto se han descrito con algin detalle, debe entenderse que se pueden realizar variaciones obvias sin
desviarse del espiritu y alcance de la invencidn, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para aislar un polipéptido E2 del virus de la hepatitis C (VHC), en el que el polipéptido E2
del VHC estd truncado después de aproximadamente el aminoédcido 715, numerado en referencia a la secuencia de
aminodcidos de E2 del VHCI, en el que dicho procedimiento comprende:

(a) proporcionar una poblacion de células huésped transformadas con un polinucleétido que comprende una se-
cuencia codificadora para dicho polipéptido E2 de VHC, en la que dicha secuencia codificadora estd operablemente
unida a elementos control, de modo que dicha secuencia codificadora se puede transcribir y traducir en la célula
huésped;

(b) cultivar dicha poblacién de células en las condiciones en las que dicho polipéptido E2 de VHC se expresa
intracelularmente;

(c) alterar dichas células huésped; y
(d) aislar dicho polipéptido E2 de VHC de dichas células fragmentadas.

2. El procedimiento de cualquiera de la reivindicacién 1, en el que dicho aislamiento se realiza usando cromato-
grafia de afinidad.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que dicha cromatografia de afinidad es cromatografia en agarosa
GNA.
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170 METILECYSSERPHESERILEPLIELEULEUALALEULEUSERCYSLEUTHRVALPROALA
ATGATTTGCTCTTTCTCTATCTTCCTTCTGGCCCTGCTCTCTTGCTTGACTGTGCCCGCT
TACTAAACGAGAAAGAGATAGAAGGAAGACCGGGACGAGAGAACGAACTGACACGGGCGA

E1 madura

190 SERALATYRGLNVALARGASNSERTHRGLYLEUTYRHISVALTHRASNASPCYSPROASN
TCGGCCTACCAAGTGCGCAACTCCACGGGGCTCTACCACGTCACCAATGATTGCCCTAAC
AGCCGGATGGTTCACGCGTTGAGGTGCCCCGAGATGGTGCAGTGGTTACTAACGGGAT TG

210 SERSERILEVALTYRGLUALAALAASPALAILELEUHISTHRPROGLYCYSVALPROCYS
TCGAGTATTGTGTACGAGGCGGCCGATGCCATCCTGCACACTCCGGGGTGCGTCCCTTGC
AGCTCATAACACATGCTCCGCCGGCTACGGTAGGACGTGTGAGGCCCCACGCAGGGAACG

230 VALARGGLUGLYASNALASERARGCYSTRPVALALAMETTHRPROTHRVALALATHRARG
GTTCGTGAGGGCAACGCCTCGAGGTGTTGGGTGGCGATGACCCCTACGGTGGCCACCAGG
CAAGCACTCCCGTTGCGGAGCTCCACAACCCACCGCTACTGGGGATGCCACCGGTGGTCC

250 ASPGLYLYSLEUPROALATHRGLNLEUARGARGHISILEASPLEULEUVALGLYSERALA
GATGGCAAACTCCCCGCGACGCAGCTTCGACGTCACATCGATCTGCTTGTCGGGAGCGCC
CTACCGTTTGAGGGGCGCTGCGTCGAAGCTGCAGTGTAGCTAGACGAACAGCCCTCGCGG

270 THRLEUCYSSERALALEUTYRVALGLYASPLEUCYSGLYSERVALPHELEUVALGLYGLN
ACCCTCTGTTCGGCCCTCTACGTGGGGGACCTCTGCGGGTCTGTCTTTCTTGTCGGCCAA
TGGGAGACAAGCCGGGAGATGCACCCCCTGGAGACGCCCAGACAGAAAGAACAGCCGGTT

290 LEUPHETHRPHESERPROARGARGHISTRPTHRTHRGLNGLYCYSASNCYSSERILETYR
CTGTTTACCTTCTCTCCCAGGCGCCACTGGACGACGCAAGGTTGCAATTGCTCTATCTAT
GACAAATGGAAGAGAGGGTCCGCGGTGACCTGCTGCGTTCCAACGTTAACGAGATAGATA

310 PROGLYHISILETHRGLYHISARGMETALATRPASPMETMETMETASNTRPSERPROTHR
CCCGGCCATATAACGGGTCACCGCATGGCATGGGATATGATGATGAACTGGTCCCCTACG
GGGCCGGTATATTGCCCAGTGGCGTACCGTACCCTATACTACTACTTGACCAGGGGATGC

330 THRALALEUVALMETALAGLNLEULEUARGILEPROGINALAILELEUASPMETILEALA
ACGGCGTTGGTAATGGCTCAGCTGCTCCGGATCCCACAAGCCATCTTGGACATGATCGCT
TGCCGCAACCATTACCGAGTCGACGAGGCCTAGGGTGTTCGGTAGAACCTGTACTAGCGA

Anclaje en e] extremo C

350 GLYALAHISTRPGLYVALLEUALAGLYILEALATYRPHESERMETVALGLYASNTRPALA
GGTGCTCACTGGGGAGTCCTGGCGGGCATAGCGTATTTCTCCATGGTGGGGAACTGGGCG
CCACGAGTGACCCCTCAGGACCGCCCGTATCGCATAAAGAGGTACCACCCCTTGACCCGC

370 LYSVALLEUVALVALLEULEULEUPHEALAGLYOP

AAGGTCCTGGTAGTGCTGCTGCTATTTGCCGGCTGA
TTCCAGGACCATCACGACGACGATAAACGGCCGACT

FIG. |
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METVALGLYASNTRPALALYSVALLEUVALVALLEULEULEUPHEALAGLYVALASPALA
ATGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGCTGCTATTTGCCGGCGTCGACGCG
TACCACCCCTTGACCCGCTTCCAGGACCATCACGACGACGATAAACGGCCGCAGCTGCGL

E2 MADURA

GLUTHRHISVALTHRGLYGLYSERALAGLYHISTHRVALSERGLYPHEVALSERLEULEU
GAAACCCACGTCACCGGGGGAAGTGCCGGCCACACTGTGTCTGGATTTGTTAGCCTCCTC
CTTTGGGTGCAGTGGCCCCCTTCACGGCCGGTGTGACACAGACCTAAACAATCGGAGGAG

ALAPROGLYALALYSGINASNVALGINLEULLEASNTHRASNGLYSERTRPHISLEUASN
GCACCAGGCGCCAAGCAGAACGTCCAGCTGATCAACACCAACGGCAGTTGGCACCTCAAT
CGTGGTCCGCGGTTCGTCTTIGCAGGTCGACTAGTTGTGGTTGCCGTCAACCGTGGAGTTA

SERTHRALALEUASNCYSASNASPSERLEUASNTHRGLYTRPLEUALAGLYLEUPHETYR
AGCACGGCCCTGAACTGCAATGATAGCCTCAACACCGGCTGGTTGGCAGGGCTTTTCTAT
TCGTGCCGGGACTTGACGTTACTATCGGAGTTGTGGCCGACCAACCGTCCCGAAAAGATA

HISHISLYSPHEASNSERSERGLYCYSPROGLUARGLEUALASERCYSARGPROLEUTHR
CACCACAAGTTCAACTCTTCAGGCTGTCCTGAGAGGCTAGCCAGCTGCCGACCCCTTACC
GTGGTGTTCAAGTTGAGAAGTCCGACAGGACTCTCCGATCGGTCGACGGCTGGGGAATGG

ASPPHEASPGLNGLYTRPGLYPROILESERTYRALAASNGLYSERGLYPROASPGLNARG
GATTTTGACCAGGGCTGGGGCCCTATCAGTTATGCCAACGGAAGCGGCCCCGACCAGCGC
CTAAAACTGGTCCCGACCCCGGGATAGTCAATACGGTTGCCTTCGCCGGGGCTGGTCGCG

PROTYRCYSTRPHISTYRPROPROLYSPROCYSGLYILEVALPROALALYSSERVALCYS

CCCTACTGCTGGCACTACCCCCCARAACCTTGCGGTATTGTGCCCGCGAAGAGTGTGTGT
GGGATGACGACCGTGATGGGGGGTTTTGGAACGCCATAACACGGGCGCTTCTCACACACA

FIG.2A
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GLYPROVALTYRCYSPHETHRPROSERPROVALVALVALGLYTHRTHRASPARGSERGLY
GGTCCGGTATATTGCTTCACTCCCAGCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACAGGTCGGGC
CCAGGCCATATAACGAAGTGAGGGTCGGGGCACCACCACCCTTGCTGGCTGTCCAGCCCG

ALAPROTHRTYRSERTRPGLYGLUASNASPTHRASPVALPHEVALLEDASNASNTHRARG
GCGCCCACCTACAGCTGGGGTGAAAATGATACGGACGTCTTCGTCCTTAACAATACCAGG
CGCGGGTGGATGTCGACCCCACTTTTACTATGCCTGCAGAAGCAGGAATTGTTATGGTCC

PROPROLEUGLYASNTRPPHEGLYCYSTHRTRPMETASNSERTHRGLYPHETHRLYSVAL
CCACCGCTGGGCAATTGGTTCGGTTGTACCTGGATGAACTCAACTGGATTCACCAAAGTG
GGTGGCGACCCGTTAACCAAGCCAACATGGACCTACTTGAGTTGACCTAAGTGGTTTCAC

CYSGLYALAPROPROCYSVALILEGLYGLYALAGLYASNASNTHRLEUHISCYSPROTHR
TGCGGAGCGCCTCCTTGTGTCATCGGAGGGGCGGGCAACAACACCCTGCACTGCCCCACT
ACGCCTCGCGGAGGAACACAGTAGCCTCCCCGCCCGTTGTTGTGGGACGTGACGGGGTGA

ASPCYSPHEARGLYSHISPROASPALATHRTYRSERARGCYSGLYSERGLYPROTRPILE
GATTGCTTCCGCAAGCATCCGGACGCCACATACTCTCGGTGCGGCTCCGGTCCCTGGATC
CTAACGAAGGCGTTCGTAGGCCTGCGGTGTATGAGAGCCACGCCGAGGCCAGGGACCTAG

THRPROARGCYSLEUVALASPTYRPROTYRARGLEUTRPHISTYRPROCYSTHRILEASN
ACACCCAGGTGCCTGGTCGACTACCCGTATAGGCTTTGGCATTATCCTTGTACCATCAAC
TGTGGGTCCACGGACCAGCTGATGGGCATATCCGAAACCGTAATAGGAACATGGTAGTTG

TYRTHRILEPHELYSILEARGMETTYRVALGLYGLYVALGLUHISARGLEUGLUALAALA

TACACCATATTTAAAATCAGGATGTACGTGGGAGGGGTCGAACACAGGCTGGAAGCTGCC
ATGTGGTATAAAITTTAGTCCTACATGCACCCTCCCCAGCTTGTGTCCGACCTTCGACGG

FIG. 2B
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CYSASNTRPTHRARGGLYGLUARGCYSASPLEUGLUASPARGASPARGSERGLULEUSER
TGCAACTGGACGCGGGGCGAACGTTGCGATCTGGAAGATAGGGACAGGTCCGAGCTCAGC
ACGTTGACCTGCGCCCCGCTTGCAACGCTAGACCTTCTATCCCTGTCCAGGCTCGAGTCG

PROLEULEULEUTHRTHRTHRGLNTRPGLNVALLEUPROCYSSERPHETHRTHRLEUPRO
CCGTTACTGCTGACCACTACACAGTGGCAGGTCCTCCCGTGTTCCTTCACAACCCTGCCA
GGCAATGACGACTGGTGATGTGTCACCGTCCAGGAGGGCACAAGGAAGTGTTGGCACGGT

ALALEUSERTHRGLYLEUILEHISLEUHISGLNASNILEVALASPVALGLNTYRLEUTYR
GCCTTGTCCACCGGCCTCATCCACCTCCACCAGAACATTGTGGACGTGCAGTACTTGTAC
CGGAACAGGTGGCCGGAGTAGGTGGAGGTGGTCTTGTAACACCTGCACGTCATGAACATG

GLYVALGLYSERSERILEALASERTRPALAILELYSTRPGLUTYRVALVAILEULEUPHE
GGGGTGGGGTCAAGCATCGCGTCCTGGGCCATTAAGTGGGAGTACGTCGTCCTCCTGTTC
CCCCACCCCAGTTCGTAGCGCAGGACCCGGTAATTCACCCTCATGCAGCAGGAGGACAAG

Anclaje en el extremo C

LEULEULEUALAASPALAARGVALCYSSERCYSLEUTRPMETMETLEULEUILESERGLN
CTTCTGCTTGCAGACGCGCGCGTCTGCTCCTGCTTGTGGATGATGCTACTCATATCCCAA
GAAGACGAACGTCTGCGCGCGCAGACGAGGACGAACACCTACTACGATGAGTATAGGGTT

P7
ALAGLUALAALALEUGLUASNLEUVALILELEUASNALAALASERLEUALAGLYTHRHIS
GCGGAAGCGGCTTTGGAGAACCTCGTAATACTTAATGCAGCATCCCTGGCCGGGACGCAC
CGCCTTCGCCGAAACCTCTTGGAGCATTATGAATTACGTCGTAGGGACCGGCCCTGCGTG

GLYLEUVALSERPHELEUVALPHEPHECYSPHEALATRPTYRLEULYSGLYLYSTRPVAL

GGTCTTGTATCCTTCCTCGTGTTCTTCTGCTTTGCATGGTATCTGAAGGGTAAGTGGGTG
CCAGAACATAGGAAGGAGCACAAGAAGACGAAACGTACCATAGACTTCCCATTCACCCAC

FIG.2C
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PROGLYALAVALTYRTHRPHETYRGLYMETTRPPROLEULEULEULEULEULEUALALEU
CCCGGAGCGGTCTACACCTTCTACGGGATGTGGCCTCTCCTCCTGCTCCTGTTGGCGTTG
GGGCCTCGCCAGATGTGGAAGATGCCCTACACCGGAGAGGAGGACGAGGACAACCGCAAC

NS2
PROGLNARGALATYRALALEUAS PTHRGLUVALALAALASERCYSGLYGLYVALVALLEU
CCCCAGCGGGCGTACGCGCTGGACACGGAGGTGGCCGCGTCGTGTGGCGGTGTTGTTCTC
GGGGTCGCCCGCATGCGCGACCTGTGCCTCCACCGGCGCAGCACACCGCCACAACAAGAG

VALGLYLEUMETALALEUTHRLEUSERPROTYRTYRLYSARGTYRILESERTRPCYSLEU
GTCGGGTTGATGGCGCTAACTCTGTCACCATATTACAAGCGCTATATCAGCTGGTGCTTG
CAGCCCAACTACCGCGATTGAGACAGTGGTATAATGTTCGCGATATAGTCGACCACGAAC

TRPTRPLEUGLNTYRPHELEUTHRARGVALGLUALAGLNLEUHISVALTRPILEPROPRO
TGGTGGCTTCAGTATTTTCTGACCAGAGTGGAAGCGCAACTGCACGTGTGGATTCCCCCC
ACCACCGAAGTCATAAAAGACTGGTCTCACCTTC~CGTTGACGTGCACACCTAAGGGGGG

LEUASNVALARGGLYGLYARGASPALAVALILELEULEUMETCYSALAVALHISPROTHR
CTCAACGTCCGAGGGGGGCGCGACGCCGTCATCTTACTCATGTGTGCTGTACACCCGACT
GAGTTGCAGGCTCCCCCCGCGCTGCGGCAGTAGAATGAGTACACACGACATGTGGGCTGA

LEUVALPHEASPILETHRLYSLEULEULEUALAVALPHEGLYPROLEUTRPILELEUGLN
CTGGTATTTGACATCACCAAATTGCTGCTGGCCGTCTTCGGACCCCTTTGGATTCTTCAA
GACCATAAACTGTAGTGGTTTAACGACGACCGGCAGAAGCCTGGGGAAACCTAAGAAGTT

ALASERLEULEULYSVALPROTYRPHEVALARGVALGLNGLYLEULEUARGPHECYSALA

CCCAGTTTGCTTAAAGTACCCTACTTTGTGCGCGTCCAAGGCCTTCTCCGGTTCTGCGCG
CGGTCAAACGAATTTCATGGGATGAAACACGCGCAGGTTCCGGAAGAGGCCAAGACGCGC

FIG.2D
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LEUALAARGLYSMETILEGLYGLYHISTYRVALGLNMETVALILEILELYSLEUGLYALA
TTAGCGCGGAAGATGATCGGAGGCCATTACGTGCAAATGGTCATCATTAAGTTAGGGGCG
AATCGCGCCTTCTACTAGCCTCCGGTAATGCACGTTTACCAGTAGTAATTCAATCCCCGC

LEUTHRGLYTHRTYRVALTYRASNHISLEUTHRPROLEUARGASPTRPALAHISASNGLY
CTTACTGGCACCTATGTTTATAACCATCTCACTCCTCTTCGGGACTGGGCGCACAACGGC
GAATGACCGTGGATACAAATATTGGTAGAGTGAGGAGAAGCCCTGACCCGCGTGTTGCCG

LEUARGASPLEUALAVALALAVALGLUPROVALVALPHESERGLNMETGLUTHRLYSLEU
TTGCGAGATCTGGCCGTGGCTGTAGAGCCAGTCGTCTTCTCCCARATGGAGACCAAGCTC
AACGCTCTAGACCGGCACCGACATCTCGGTCAGCAGAAGAGGGTTTACCTCTGGTTCGAG

ILETHRTRPGLYALAASPTHRALAALACYSGLYASPILEILEASNGLYLEUPROVALSER
ATCACGTGGGGGGCAGATACCGCCGCGTGCGGTGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTCC
TAGTGCACCCCCCGTCTATGGCGGCGCACGCCACTGTAGTAGTTGCCGAACGGACAAAGG

ALAARGARGGLYARGGLUILELEULEUGLYPROALAASPGLYMETVALSERLYSGLYTRP

GCCCGCAGGGGCCGGGAGATACTGCTCGGGCCAGCCGATGGAATGGTCTCCAAGGGTTGG
CGGGCGTCCCCGGCCCTCTATGACGAGCCCGGTCGGCTACCTTACCAGAGGTTCCCAACC

ARGLEULEU
AGGTTGCTG
TCCAACGAC

FIG.2E
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INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA
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