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DESCRIPCIÓN

Cromosomas artificiales bacterianos

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un sistema del vector del plásmido adecuado para manipular, mantener y propagar 
ADNc infeccioso de genomas de virus de ARN para uso como vacuna.5

Antecedentes de la invención

Anteriormente, el ADN de copia (ADNc) de varios flavivirus y otros virus de ARN se han clonado en diferentes vectores 
bacterianos de baja copia para superar su toxicidad intrínseca (debido al gran tamaño y la expresión críptica de las 
secuencias virales) (Bredenbeek et al. (2003) J. Gen. Virol. 84, 1261-1268; Durbin, et al. (2006) Hum Vaccin. 2, 255-
260; Fan y Bird (2008) J. Virol. Methods. 149, 309-315; Li et al. (2011) PLoS One 6, e18197; Pu et al. (2011) J. Virol. 10
85, 2927-2941; Rice et al. (1989) New Biol. 1, 285-296) Almazán et al. (2008) Methods Mol Biol. 454, 275-91) Pierro 
et al. (2006) J. Gen. Virol. 87, 2263-2268, Yun et al. (2003) J. Virology 77, 6450-6465.

Los ADNc clonados se han utilizado como moldes para la producción de virus recombinantes infecciosos, ya sea por 
síntesis in vitro y transfección de los genomas de ARN (Bredenbeek et al.2003, citado anteriormente), o incorporando 
el ADNc viral en un casete de expresión, que comprende un promotor tal como el promotor CMV-IE (temprano 15
inmediato de Citomegalovirus) que permite la transcripción del ARN viral de los ADNs plasmídicos transfectados 
(Enjuanes et al. (2001) J. Biotechnol. 88, 183-204; Hall et al. (2003) Proc. Natl Acad Sci. EE. UU. 100, 10460-10464). 
Dichos casetes de expresión viral dirigen la expresión de la fiebre aftosa atenuada (Ward et al. (1997) J. Virol. 71, 
7442-7447) y los virus Kunjin (Hall et al. (2003) Proc Natl Acad Sci EE. UU. 100, 10460-10464) se han utilizado como 
vacunas de ADN experimentales. Aunque los sistemas vectoriales de bajo número de copias que comprenden un 20
casete de expresión viral se pueden mantener en la célula huésped bacteriana en una manera estable, tienen la 
importante desventaja de que solo permiten la purificación de ADNc viral infectivo en cantidades que son simplemente 
suficientes para uso experimental a pequeña escala. Por lo tanto, su uso como una fuente de rutina de ADNc viral 
infectivo es imposible, por ejemplo, en la producción de una vacuna viva de ADNc.

La producción de vacunas de ADN viral requiere una amplificación sustancial de los vectores de clonación para obtener 25
suficiente ADN, pero estos métodos de amplificación están sujetos a rigurosas restricciones. Para evitar mutaciones, 
los vectores que comprenden ADN viral se propagan en condiciones que evitan eventos mutagénicos (recombinación,
mutaciones, mejora de la reparación de desapareamientos y similares). Los cromosomas artificiales bacterianos (BAC) 
son conocidos por su estabilidad y pueden contener inserciones de hasta 500 kb o más.

Sin embargo, el tamaño de dicho vector con ADN extraño es una seria carga para las bacterias, y su replicación 30
requiere un esfuerzo metabólico sustancial. Además, el agotamiento de los nucleótidos puede conducir a un aumento 
de las mutaciones. Finalmente, se puede producir una expresión no deseada de ADN extraño (llamada expresión 
críptica), que puede conducir a proteínas recombinantes tóxicas. La producción de proteínas tóxicas por transcriptos 
crípticos es inherente al ADN de flavivirus y solo se puede resolver disminuyendo el número de copias de plásmidos. 
De hecho, cuanto mayor sea el número de copias de un vector, mayor será la concentración de proteínas tóxicas. 35
Como consecuencia, los huéspedes bacterianos pueden contraseleccionar los mutantes en donde no se expresan 
estas proteínas.

Pu et al. (2011) J. Virol. 85, 2927-2941, describen en detalle diversos intentos para resolver la toxicidad intrínseca del 
ADNc de flavivirus en bacterias. Estos incluyen la ligación in vivo de plásmidos que comprenden partes del genoma 
viral, huéspedes específicos, mutantes para evitar la expresión críptica y también plásmidos de bajo número de copias.40

Tretyakova I et al. (2014) J. Virol. 468-470, 28-35 describen la toxicidad causada por las proteínas crípticas del ADNc 
viral y describen la introducción de un intrón sintético artificial en la secuencia del ADN viral en sí.

Jiang et al. (2015) J. Gen. Virol. 96, 804-814 describen el problema de la escasez de vacunas para la vacunación 
contra la fiebre amarilla y la necesidad de producir vacunas adicionales. Los autores destacan la importancia de la 
estabilidad genética. La única forma de abordar esta inestabilidad según los autores es el uso de vectores BAC de 45
bajo número de copias.

Almazan F. et al. en "Fernando Almazanin Helena Jane Maier et al. (eds.)", "Coronaviruses: Methods and Protocols", 
Methods in Molecular Biology, 1282, Springer Science + Business Media New York 2015, páginas 275-291, es un 
capítulo de un manual en el campo de la clonación de virus de ARN y describen el uso de sistemas BAC para superar 
los problemas de estabilidad de los clones de ADNc viral.50

El uso de BACs que se producen como una sola copia en una bacteria proporciona así una solución para estos 
problemas.

El bajo número de copias no es un inconveniente para aquellas aplicaciones en donde el ADN del BAC se subclona o 
amplifica posteriormente para aumentar la concentración y en donde la introducción de algunas mutaciones por estas 
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técnicas no es crítica para los experimentos previstos. Sin embargo, tales métodos de amplificación no se pueden 
aplicar en la fabricación de vacunas de ADN, que hacen de los BAC un vehículo no preferido para preparaciones de 
plásmidos a gran escala para vacunas de ADN. Se requieren cultivos a escala muy grande para obtener cantidades 
sustanciales de BAC.

El uso de vectores BAC inducibles se conoce por Wild et al. (2002) Genome Res. 12, 1434-1444, Wild et al. (2001) 5
Plasmids 45, 142-143, US5874259, US2003049665 según el cual el número de copias del BAC aumenta de 1 copia 
por celda hasta 100 copias por celda, o incluso más. Aunque este sistema proporciona un método para aumentar el 
rendimiento del ADN del BAC, existe una preocupación legítima de que la actividad fuertemente incrementada del 
sistema de replicación tras la inducción aumentará la frecuencia de mutación. La fabricación de vacunas de ADN 
requiere, por lo tanto, un sistema en donde se obtiene un alto número de copias de un vector, pero en donde la 10
replicación de los vectores se produce sin una introducción intolerable de mutaciones.

Compendio de la invención

La presente invención resuelve el problema de la amplificación del ADNc viral para la preparación de una vacuna en 
los sistemas de vectores de la técnica anterior proporcionando un vector que se puede mantener de manera estable 
en la célula huésped con un número de copias bajo, pero que se puede amplificar significativamente modificando las 15
condiciones de cultivo de su huésped, sin eventos de mutagénesis no deseados. En esta memoria se proporciona un 
vector que puede ser transportado desde y hacia ambos, una levadura y un huésped bacteriano, que proporciona así 
un sistema muy versátil susceptible de manipular el vector tanto en el sistema genético de la levadura como en el
bacterianos. La aplicación demuestra, contra lo que se esperaba, que el aumento inducible en el número de copias de 
un vector BAC proporciona ADN que tiene una tasa de mutación sorprendentemente baja. Incluso más sorprendente, 20
las pocas mutaciones que ocurren son en su mayoría mutaciones por desplazamiento del marco o codones de parada, 
que conduce a versiones truncadas en la expresión. Las mutaciones puntuales, que o son sin efecto o que conducen 
a aminoácidos modificados, están poco representadas.

Este efecto inesperado conduce al efecto ventajoso de que se obtienen altas cantidades de vectores y que la cantidad 
limitada de errores que ocurren conduce a un genoma viral no funcional, en lugar de un genoma viral mutado de lo 25
cual la virulencia se puede aumentar en comparación con la construcción originalmente clonada.

En esta memoria se describe un cromosoma artificial bacteriano que comprende una secuencia de ori bacteriana 
inducible, que permite inducir la amplificación de dicho cromosoma artificial bacteriano a un alto número de copias, 
por ejemplo, modificando las condiciones de cultivo del huésped bacteriano. Los cromosomas artificiales bacterianos, 
como se usan en la presente memoria, comprenden además un casete de expresión viral que comprende un ADNc 30
de un genoma de virus de ARN flanqueado por elementos reguladores en cis, que tras la introducción de dicho 
cromosoma artificial bacteriano en una célula de mamífero favorece la transcripción de dicho ADNc viral y permite el 
procesamiento del ARN transcrito en ARN viral infeccioso. El ADNc viral contenido en el casete de expresión viral 
puede o corresponder a la de un genoma de virus de ARN tipo silvestre o ser una construcción de ADNc viral quimérico, 
en donde se han insertado secuencias de ADN heterólogas y/o se han eliminado, truncado o mutado secuencias 35
virales nativas. Normalmente, las secuencias de ADN heterólogas codifican uno o más péptidos/proteínas, que se 
expresan de manera heteróloga por el virus recombinante, después de la introducción en una célula de mamífero de 
un cromosoma artificial bacteriano que contiene un casete de expresión viral que comprende dicho ADNc viral 
quimérico. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender además una secuencia de replicación de manera 
autónoma en levadura para transportar y mantener dicho cromosoma artificial bacteriano en levadura. La posibilidad 40
de transportar y mantener dicho cromosoma artificial bacteriano en una célula de levadura proporciona la ventaja de 
que es susceptible para la manipulación genética tanto en los sistemas genéticos de la levadura como en los 
bacterianos. Como tal, la aplicación proporciona un sistema de vector único adecuado para manipular, mantener y 
propagar ADNc infeccioso de genomas de virus de ARN.

En ausencia de un estímulo del ori inducible, los cromosomas bacterianos artificiales en la solicitud se pueden utilizar45
para almacenar y clonar de forma estable el ADNc viral infeccioso en un huésped bacteriano, mientras que en 
presencia de tal estímulo, dicho ADNc se puede amplificar fácilmente y posteriormente aislarse para ser utilizado. Los 
cromosomas artificiales bacterianos según la presente descripción son particularmente útiles en el desarrollo, 
mantenimiento estable y producción de ADNc viral para utilizarse como una vacuna viva contra patógenos virales de 
ARN. Alternativamente, dichos cromosomas bacterianos artificiales se utilizan para el mantenimiento y propagación 50
de virus nativos o recombinantes de ADNc, por ejemplo, para fines de investigación.

En la presente invención, se usan BACs con un ori bacteriano inducible para la preparación de una vacuna de un 
casete de expresión viral que comprende ADNc de un virus de ARN y elementos reguladores en cis para la 
transcripción de ADNc viral en células de mamífero y el procesamiento del ARN transcrito en ARN viral infeccioso.

Sorprendentemente, la generación de copias múltiples del BAC que comprende el ADN viral no condujo a las 55
desventajas que se conoce que ocurren con los sistemas de alto número de copias.

En general, las proteínas tóxicas se producen en sistemas bacterianos, debido a la expresión críptica de las secuencias 
virales. De hecho, la generación de clones infecciosos de flavivirus se ha visto tradicionalmente impedida por la 
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toxicidad de sus ADNc de longitud completa en las bacterias.

Se han empleado diversos enfoques para superar este problema, incluido el uso de plásmidos de muy bajo número 
de copias y cromosomas artificiales bacterianos (tratado en Edmonds (2013) J. Virol. 87, 2367-2372). Este es un 
fenómeno que se refiere a la inserción que se clona en el BAC y obstaculiza el metabolismo y el crecimiento bacteriano. 
Las bacterias con mutantes en donde la expresión críptica no tiene lugar tienen una ventaja de crecimiento y crecerán 5
en exceso en la población original. En la técnica anterior, esto se refleja por el tamaño de las colonias bacterianas. 
Las construcciones no mutadas producen proteínas tóxicas y normalmente se obtienen colonias pequeñas. Las 
construcciones mutadas producen menos o ninguna proteína tóxica, lo que da como resultado la aparición de colonias 
más grandes.

En base a este conocimiento de la técnica anterior, se esperaba que la inducción de la replicación del plásmido daría10
como resultado así un aumento de los transcriptos tóxicos y a un aumento concomitante en los mutantes en donde no 
tiene lugar la expresión críptica.

Sorprendentemente, el sistema de replicación inducible parece ser insensible a la toxicidad de las proteínas crípticas. 
De hecho, en comparación con los sistemas de alto número de copias de la técnica anterior, las colonias bacterianas 
son un poco más grandes, lo que indica que el huésped bacteriano es menos sensible a proteínas tóxicas eventuales. 15
Más importante aún, no se encuentran colonias muy grandes, que representan plásmidos mutados.

El hallazgo de que el sistema inducible es insensible a las proteínas tóxicas es inesperado. No había indicaciones en 
la técnica anterior que indicaran que este sistema no sería sensible a proteínas tóxicas (o tal vez que no se producen 
proteínas tóxicas).

Otra desventaja del sistema inducible es inherente a la generación de múltiples copias del BAC. De hecho, los autores 20
del sistema inducible explican que la característica más importante de los clones de BAC es su estabilidad como 
resultado de su muy bajo número de copias. Wild et al. (2002), citado anteriormente, muestra que el número de copias 
se puede disminuir aún más mediante la adición de glucosa. Este estado de copia única mejora la estabilidad del 
mantenimiento de las bibliotecas de BAC al reducir la oportunidad de recombinación intracelular entre clones. Esto 
demuestra que el sistema inducible publicado por Wild et al. no disminuye los cambios de eventos de recombinación 25
no deseados que ocurren tan pronto como las copias múltiples de un BAC están presentes en una célula huésped. El 
experto en la técnica entiende que la inducción y el alto número de copias posterior reintroducirán los eventos de 
recombinación. En consecuencia, el experto en la técnica se abstendría de utilizar tales sistemas para preparaciones 
de ADN que están destinadas a ser usadas para los fines de vacunación.

En la presente invención, los BAC se han amplificado en el sistema ori inducible y el BAC amplificado se ha ensayado 30
para los eventos de recombinación. Contrariamente a lo que se esperaría, los eventos de recombinación son raros.

Además, aparte del ensayo para eventos de recombinación, los BAC amplificados también se han ensayado para la 
presencia de otras mutaciones. La frecuencia de mutación que se encontró fue muy baja y, además, la fracción de 
sentido erróneo es sorprendentemente más baja de lo que se esperaba teóricamente. Las mutaciones, si ocurren, son 
predominantemente sin sentido o mutaciones por desplazamiento del marco que conducen a ARN viral no funcional.35

La presente invención permite un aumento significativo de la producción de vacunas de ADN. Por ejemplo, los 
principales fabricantes de la vacuna viva atenuada contra la fiebre amarilla actualmente no pueden satisfacer las 
demandas existentes. Con la tecnología de la presente invención, será posible producir vacunas de ADN a costos 
significativamente más bajos y en cantidades más altas que la actual vacuna viva atenuada, cumpliendo así una 
necesidad desde hace tiempo.40

También para otras enfermedades virales tales como las vacunas contra el JEV, el WNV, el sarampión, la rubéola y 
el VIH, existe una necesidad de un programa de preparación de vacunas que pueda proporcionar cantidades 
suficientes de ADN.

Un primer aspecto de la invención se refiere a usos de un cromosoma artificial bacteriano (BAC) para la preparación 
de una vacuna, en donde el BAC comprende:45

-una secuencia de ori bacteriana inducible para la amplificación de dicho BAC a más de 10 copias por célula 
bacteriana, y

-un casete de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado y que comprende 
elementos reguladores en cis para la transcripción de dicho ADNc viral en células de mamífero y para el procesamiento 
del ARN transcrito en un virus de ARN infeccioso.50

Las realizaciones de los ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado de este primer aspecto de la invención son 
una construcción de ADNc viral quimérico de un genoma de virus de ARN, en donde se ha insertado una secuencia 
de ADN heteróloga o en donde se ha eliminado, truncado o mutado una secuencia viral nativa.
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Las realizaciones del casete de expresión viral de este primer aspecto de la invención comprenden

-un ADNc de un genoma de virus de ARN de cadena positiva,

-un promotor dirigido por ARN polimerasa que precede al extremo 5' de dicho ADNc para iniciar la transcripción de 
dicho ADNc, y

-un elemento para la autoescisión del ARN después del extremo 3' de dicho ADNc para escindir el transcrito de ARN5
de dicho ADNc viral en una posición establecida.

Las realizaciones del virus de ARN de cadena positiva de este primer aspecto de la invención son flavivirus, 
hepacivirus, pestivirus, togavirus, picornavirus, coronavirus, hepevirus y calicivirus.

En una realización típica de este primer aspecto de la invención, el casete de expresión viral comprende un ADNc de 
un virus de la fiebre amarilla, por ejemplo un ADNc de la vacuna viva atenuada contra el virus de la fiebre amarilla 10
YFV-17D.

En otras realizaciones, el casete de expresión viral de este primer aspecto de la invención comprende un ADNc de un 
virus que pertenece al grupo de virus de ARN de cadena negativa, virus de ARN de doble cadena o virus de ARN 
ambisentido.

En realizaciones específicas, el cromosoma artificial bacteriano de este primer aspecto de la invención comprende 15
además una secuencia de replicación de manera autónoma en levadura para transportar y mantener dicho cromosoma 
artificial bacteriano en levadura.

Un ejemplo de una secuencia ori de levadura es el origen del plásmido de 2µ o el ARS1 (secuencia de replicación de 
manera autónoma 1). 

En ciertas realizaciones, el promotor dirigido por ARN polimerasa de este primer aspecto de la invención es un 20
promotor de ARN polimerasa II, tal como el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV-IE), o el promotor 
del virus Simian 40. 

En otras realizaciones, el promotor dirigido por ARN polimerasa de este primer aspecto de la invención es un promotor 
de la ARN polimerasa I o III. 

Unos ejemplos de un elemento para la autoescisión del ARN es el ADNc de la ribozima genómica del virus de la 25
hepatitis delta.

En una realización particular, el casete de expresión viral de este primer aspecto de la invención comprende un ADNc 
de la vacuna viva atenuada contra YFV-17D, en donde una o más de las secuencias de ADNc que codifican las 
proteínas superficiales del virión o están eliminadas, truncadas o mutadas de modo que dicha proteína superficial del
virión funcional de YFV-17D no se expresa y en donde se inserta una secuencia de ADNc que codifica una proteína 30
heteróloga en el ADNc de YFV-17D. Un ejemplo de dicha proteína heteróloga es una proteína superficial del virión de 
un flavivirus.

Las realizaciones de un casete de expresión viral de este primer aspecto de la invención comprenden un ADNc de la 
vacuna viva atenuada contra YFV-17D, en donde una o más secuencias de ADNc no relacionadas se insertan para 
expresarse como una o más proteínas heterólogas dentro de la poliproteína viral.35

En otras realizaciones, el casete de expresión viral de este primer aspecto de la invención comprende un ADNc viral 
en donde se insertan secuencias de ADNc extrañas para ser expresadas de forma heteróloga por dichos virus 
recombinantes.

Un aspecto adicional se refiere a los métodos de preparación que comprenden las etapas de:

a) proporcionar un huésped bacteriano transfectado con un BAC como se describe en el primer aspecto y en las40
diversas realizaciones de las mismas

b) amplificar el BAC añadiendo un compuesto que activa dicho ori inducible

c) aislar el BAC amplificado,

d) formular el BAC en una vacuna.

Un aspecto adicional se refiere a un BAC como se describe en el primer aspecto y en las diversas realizaciones del 45
mismo para uso como vacuna.

Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a un BAC como se describe en el primer aspecto y en las 
diversas realizaciones del mismo para uso en la prevención de una infección por virus de ARN.
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Un aspecto adicional se refiere a los usos de un BAC como se describe en el primer aspecto y en las diversas 
realizaciones del mismo como una vacuna viva de ADN.

Un aspecto adicional se refiere a un cromosoma artificial bacteriano (BAC) como se describe en el primer aspecto y 
en las diversas realizaciones del mismo para la preparación de una vacuna.

Descripción detallada de la invención5

Leyendas a las figuras

Figura 1. Generación de la serie pShuttleBAC de plasmidos de expresión de virus de ARN. (A) Esquema que muestra
la construcción de pShuttleBAC/Pme como construcción de vector de partida. (B) Esquema que muestra la 
construcción de los vectores de expresión flaviviral derivados de pShuttleBAC/Pme mediante la inserción de los ADNc 
virales mediante recombinación homóloga entre el promotor de SV40 (SV40p) y la ribozima del HDV (HDrz).10

Figura 2. Estabilidad del plásmido mejorada de construcciones pShuttleBAC en E. coli. Mapas de plásmidos genéricos 
que muestran la disposición principal de los plásmidos de ADNc flaviviral de la técnica anterior (A) y la nueva serie de 
vectores pShuttleBAC (B, DNA-YFVax). Tras la transformación en E. coli una sola colonia de cada (A) y (B) se cultivó 
durante la noche a 37ºC y se sembró en placas en medios selectivos. En general, las construcciones de tipo A crecen 
en tamaños de colonias mucho más pequeños que los del tipo B (Figura 2C y D, respectivamente). Además, las 15
construcciones de tipo A dan lugar a la progenie de un amplio intervalo de tamaños de colonias (histograma para 
diámetros de colonias normalizados, panel derecho de la figura 2C) indicativo para la selección y segregación de 
clones de plásmidos mutantes que ocasionalmente hacen que los ADNc sean menos tóxicos para E. coli. El análisis 
clonal identificó múltiples posibles mutaciones subyacentes, que incluye la inserción del transposón en la región viral 
E/NS1. Por el contrario, los clones de plásmidos que comprenden construcciones de tipo B de la serie pShuttleBAC 20
no se segregan y muestran un tamaño de colonia más homogéneo incluso después del pase repetido en E. coli que 
indica alta estabilidad genética.

Figura 3A. Detección de intermedios replicativos de la replicación del ARN de YFV-17D después de la transfección de 
células Vero-B con pShuttle/YF17D (tipo silvestre, WT) y su derivado deficiente de replicación pShuttle/YF17DAGDD 
(AGDD) por transferencia Northern. Los antigenomas orientados antisentido, ARN-(-) (panel superior A, 11 kb) y 25
genomas virales orientados al sentido, ARN-(+) (panel inferior A, 11 kb), se pudieron detectar 5 días después de la 
transfección solo en células transfectadas WT. La replicación en curso en presencia de actinomicina D (ACD), un 
inhibidor de la síntesis de ARN dirigida por ADN, confirma que después de la puesta en marcha inicial de la 
transcripción del genoma YFV-17D desde pShuttle/YF17D, la replicación viral continúa de manera autónoma en forma 
de plásmido independiente.30

Figura 3B. Detección del tratamiento adecuado del transcripto de ARN de YFV-17D mediante 5'- y 3'-RACE 
(amplificación rápida de los extremos del ADNc). pShuttle/YF17D pone en marcha la transcripción de los ARN
nacientes de YFV-17D (casos en negrita en la figura 3B) que comienzan y terminan con los extremos 5' y 3' adecuados
(panel superior e inferior, respectivamente) según lo confirmado por la rápida amplificación de los extremos de ADNc 
(RACE).35

Figura 4A-C. CPE similar inducido por YFV-17D de diferente origen. Los virus YFV-17D derivados de ARN transcrito 
y bloqueado terminalmente in vitro utilizando pACNR-FLYF17DII como molde (A) o recolectado después de la 
transfección del ADN plasmídito de pShuttle/YF17D (B) produce un efecto citopático (CPE) inducido por el virus 
idéntico en células BHK-21 5 días después de la infección (d.d.i.); C, células no infectadas para la comparación.

Figura 4D-E. Placa similar de fenotipo de YFV-17D de diferente origen. Los virus YFV-17D derivados de ARN transcrito 40
y bloqueado terminalmente in vitro utilizando pACNR-FLYF17DII como molde (D) o recolectado después de la 
transfección del ADN plasmítico de pShuttle/YF17D (E) produce un número comparable (5 días d.i. 3x105 unidades 
formadoras de placa (pfu) mL-1 vs 2x105 pfu mL-1) e idéntica morfología de las placas (diámetro 6,4 ± 0,7 mM frente a 
6,1 ± 1,1 mM; n=8, valor de p=0,6 mediante la prueba de la t) en células BHK-21.

Figura 5. Detección de DENV2 recombinante infeccioso mediante ensayo de inmunofluorescencia (IFA). El DENV245
NGC recombinante producido por las células BHK-21 transfectadas con pShuttle/DV2 muestra infección dependiente 
de la dosis de las células Vero-B, se visualiza como focos virales por tinción de inmunofluorescencia para la proteína 
E viral 5 días d.i. (A, sobrenadante no diluido, B, sobrenadante diluido 100 veces, C, células de control no infectadas).

Figura 6. Supervivencia de ratones AG129 infectados con Stamaril (cuadrados abiertos) o transfectado con 
pShuttle/YF17D (cruces). Desafío aproximadamente 10 a 12 días después de la i.p., los ratones (AG129) deficientes 50
en el receptor de interferón tipo I y II comienzan a perder peso y desarrollan un conjunto uniforme de síntomas, 
concretamente, ondulamiento del pelaje, temblor y parálisis flácida de las extremidades posteriores. Los animales 
control transfectados con la variante del plásmido NS5ΔGDD deficiente en su replicación (ΔGDD, círculos abiertos) 
no muestran patogénesis. Sin embargo, permanecen susceptibles a un segundo desafío con Stamaril® (triángulo 
relleno) 20 días después de la transfección inicial y luego mueren dentro de un período de tiempo comparable y 55
muestran síntomas similares. Los ADN plasmídicos se transfectaron i.p. utilizando microflores de carbonato de calcio 
en propilenglicol al 33% como portador.
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Figura 7. Morbilidad (A) y detección de ARN de YFV-17D (B) de ratones AG129 infectados. (A) Si se infecta o con 
Stamaril® o se transfecta con pShuttle/YF17D (pYF17D), los ratones AG129 pierden alrededor del 20% del peso 
corporal antes de tener que ser sacrificados después de un promedio de 12 a 13 días (MDD, día promedio hasta la 
muerte). Por el contrario, los ratones transfectados con pShuttle/YF17DΔGDD (ΔGDD) ganan peso, antes de ser 
desafiados con Stamaril® (ΔGDD + 2º Stamaril) y mueren a causa de la infección por YFV-17D en aproximadamente 5
dos semanas. (B) Se pueden detectar cantidades comparables de ARN de YFV-17D mediante la qRT-PCR en 
muestras de cerebro de ratones AG129 de (A) recogidas a la muerte.

Figura 8. Mapa de pShuttle/YF17D (construcción sintética #1). Leyenda: SV40p: promotor/origen del virus Simian 40, 
YFV-17D: vacuna de ADNc contra el virus de la fiebre amarilla cepa 17D, HDVrz: ADNc de ribozima del virus de
hepatitis delta; 2µ: S. cerevisiae origen de 2 micras; TRP1: gen TRP1 que confiere crecimiento prototrófico hacia 10
triptófano; parABC: genes de partición del plásmido F; repE: gen repE del plásmido F; oriS: origen del plásmido F; 
oriV: origen del plásmido RK2; CmR: gen de resistencia al cloranfenicol.

Figura 9. Crecimiento de colonias de E. coli después de la transformación con diferentes vectores de ADNc de YFV-
17D. (A) Colonias E. coli EPI-300T después de la transformación con pACNR-FLYF17DII y crecimiento durante 16h a 
37°C. Se puede observar una distribución de tamaño de colonias con dos subpoblaciones con diferencias de tamaño 15
mayores, microcolonias (diámetro menor que 0,2mm) y macrocolonias (diámetro alrededor de 0,4mm). Las 
microcolonias representan la mayoría de las colonias E. coli EPI-300T (B+C) después de la transformación con 
pShuttle/YFV17D. Siembra en placas sobre placas sin inductor (B) o con L-arabinosa al 0,01% (C) para la inducción 
de la replicación de alta copia mediada por el origen inducible de alta copia. Los círculos negros grandes son perlas 
de zirconia de 2,5 mm de diámetro embebidas en el agar para servir como calibradores. Las figuras intercaladas son 20
dibujos lineales esquemáticos que representan los contornos de la colonia observados en cada caso.

Figura 10. Distribución del tamaño de las colonias de E. coli después de la transformación con diferentes vectores de 
ADNc de YFV-17D. (A) Colonias E. coli EPI-300T después de la transformación con pACNR-FLYF17DII. (B+C)
Colonias E. coli EPI-300T después de la transformación con pShuttle/YFV17D. Siembra en placas sobre placas sin 
inductor (B), o con L-arabinosa al 0,01% (C) para la inducción de la replicación de alta copia mediada por el origen 25
inducible de alta copia.

Figura 11a. Mapa de pShuttle/ChimeriVax-JE. pShuttle/ChimeriVax-JE contiene el siguiente promotor/origen de SV40 
de nt 1-481 y 2452-10862 de YFV-17D, en el que se insertan 477-2477 de la vacuna de la cepa neuroatenuada SA14-
14-2 del JEV. Los segundos últimos dos últimos aminoácidos del JEV E-ORF se mutan a partir de una histidina a un 
codón de glicina para generar un sitio Kasl, el NS2A y el NS4B-ORF contienen dos mutaciones adaptativas G4055a y 30
G7349a encontradas en Imojev® que cambia una metionina a valina en el YFV-17D NS2A y una lisina a glutamina en 
los NS4B-ORF, respectivamente. Las mutaciones silenciosas adicionales generan marcadores de restricción en las 
posiciones 406 (Xhol), 4009 (BstEII) y 7315 (Nhel).

Figura 11b. Mapa de pShuttle/ChimeriVax-WN. pShuttle/ChimeriVax-WN contiene el siguiente promotor/origen de 
SV40 de nt 1-481 y 2452-10862 de YFV-17D, en el que se insertan 477-2477 de una cepa neuroatenuada NY-99 de 35
WNV. Los segundos últimos dos últimos aminoácidos del WN E-ORF se mutan a partir de una histidina a un codón de 
glicina para generar un sitio Kasl, el NS2A y el NS4B-ORF contienen dos mutaciones adaptativas G4055a y G7349a 
encontradas en Imojev® que cambia una metionina a valina en el YFV-17D NS2A y una lisina a glutamina en los 
NS4B-ORF, respectivamente. Las mutaciones silenciosas adicionales generan marcadores de restricción en las 
posiciones 406 (Xhol), 4009 (BstEII) y 7315 (Nhel).40

Figura 12. Mapa de pShuttle/EV71. pShuttle/EV71 contiene el ADNc de la cepa BrCr-TR de EV71 (Genbank 
AB204852.1) insertado entre el promotor/origen de SV40 en su extremo 5' terminal y una repetición larga de polyA de 
30 nt de longitud más la ribozima del virus de la hepatitis delta en su extremo 3'.

Figura 13. Representa secuencias con la SEC ID NO 1-7.

Definiciones45

El término "cromosoma artificial bacteriano (BAC)" se refiere a una construcción de ADN plasmídico utilizado para 
clonar secuencias de ADN en células bacterianas, tal como E. coli. Normalmente, las secuencias de ADN que van 
desde 30000 hasta aproximadamente 300000 pares de bases se pueden insertar en un BAC. El BAC, con el ADN 
insertado, puede ser captado por células bacterianas. A medida que las células bacterianas crecen y se dividen, el 
ADN del BAC se mantiene de manera estable dentro de las células bacterianas con un número de copias muy bajo 50
por célula bacteriana, preferiblemente que no exceda de 3 copias por célula, tal como en una sola copia por célula. La 
replicación de un BAC se inicia en una secuencia del origen de replicación (ori), típicamente la secuencia oriS. Esta 
replicación está estrictamente regulada por los productos génicos, generalmente la repE y/o repF, codificados por el 
BAC. El BAC codifica además para proteínas, tal como parA, B y C, que dirigen la partición de las copias del BAC a 
las células hijas durante la división. Normalmente los vectores BAC comprenden además marcadores seleccionables, 55
tales como resistencia a antibióticos o marcadores de enzimas informadoras, tales como lacZ que permite la selección 
azul-blanco. Un ejemplo de un BAC generalmente utilizado es el pBeloBac11 (Shizuya et al. (1992) Proc. Natl Acad 
Sci. EE.UU. 89, 8794-8797.) La secuencia de este vector se describió en el GenBank, número de acceso U51113. 
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pBeloBac11 es un plásmido circular que incluye oriS, el gen repE que produce una proteína que inicia y regula la 
replicación en oriS y los genes de partición par A, B y C. Para la selección, pBeloBac11 incluye un gen que codifica la 
resistencia al cloranfenicol. El vector también incluye un gen lacZα que puede deshacerse o eliminarse del vector 
cuando se clona un inserto en el BAC.

El término "secuencia de ori bacteriana inducible" se refiere a una secuencia de ori plasmídica que funciona en una 5
célula huésped bacteriana y responde a la(s) proteína(s) mediadora(s) de la amplificación. Preferiblemente, la función 
de replicación del ori inducible se suprime severamente o no existe en ausencia de dicha(s) proteína(s) mediadora(s) 
de la amplificación. Además, se prefiere que en presencia de dicha(s) proteína(s) mediadora(s) de la amplificación, el 
ori inducible amplifique el plásmido a un alto número de copias, preferiblemente a más de 20 copias por célula, más 
preferiblemente a más de 100, por ejemplo a más de 500 o 1000 copias por célula. Para uso en la presente invención 10
también se prefiere, aunque no es esencial, que el ori inducible responda a una única proteína mediadora de la 
amplificación.

El oriV es particularmente útil para uso como ori bacteriano inducible en la presente invención debido a su amplio 
intervalo de huéspedes, su conocida capacidad para replicar fragmentos de ADN de 100 kb o más, su alto número de 
copias y su requerimiento para una sola proteína inductora. Ejemplos de cromosomas artificiales bacterianos que 15
comprenden un oriV inducible son pBeloBAC/oriV (Wild et al. (2002) Genome Res. 12, 1434-1444) y pBAC-LacZ 
(Addgene plasmid 13422: pBAC-lacZ, Adgene, Cambridge MA, EE.UU.). El plásmido pBAC-lacZ es un mini-F que se 
puede replicar en cepas habituales de E. coli, pero debido a que se mantiene como una única copia de episoma, 
proporciona bajos rendimientos de ADN. El pBAC-lacZ también contiene un segundo origen de replicación (oriV) con 
un número de copia mayor que solo está activo en presencia de un factor de acción trans codificado por el gen trfA. 20
La transformación de este plásmido en las células de E. coli que expresan trfA a partir de un promotor inducible 
permiten aumentar el número de copias del plásmido pBAC-lacZ induciendo la expresión de trfA. Las células de E. 
coli TransforMax™ EPI300™ (Epicenter, Madison WI, EE. UU.) contienen un gen trfA mutante inducible cuyo producto 
génico se requiere para el inicio de la replicación a partir del origen de replicación oriV. La expresión de trfA se puede 
inducir mediante la adición de L-arabinosa al medio de cultivo, que da como resultado la activación del oriV.25

"Origen de replicación de  levadura" se refiere a una secuencia dentro de un plásmido, tal como un cromosoma artificial 
bacteriano, que permite la replicación y el mantenimiento de este plásmido en células de levadura. El origen de 
replicación presente en el plásmido de 2µ (Huberman et al. (1987) Cell 51, 473-481.; Brewer y Fangman (1987) Cell 
51, 463-471; Hartley y Donelson (1980) Nature 286, 860-865.) ha demostrado ser un ori adecuado para transportar 
los cromosomas bacterianos artificiales a la levadura. Se han descrito otros ORIs de levadura adecuadas (Liachko et 30
al. (2013) Genome Res. 23, 698-704, por ejemplo, el ARS1 (secuencia de replicación de manera autónoma 1) y los 
derivados funcionalmente homólogos de los mismos como se usan en los plásmidos centroméricos de levadura (YCp) 
o el origen sintético CEN6/ARSH4 (Frazer y O'Keefe (2007) Yeast. 24, 777-789).

"casete de expresión viral" en el contexto de la presente invención se refiere a un ADNc de un genoma de virus de 
ARN flanqueado por elementos reguladores en cis, que tras la introducción de dicho cromosoma artificial bacteriano35
en una célula de mamífero favorece la transcripción de dicho ADNc viral y permite el procesamiento del ARN transcrito 
en ARN viral infeccioso, como se describe con más detalle a continuación.

"ARN viral infeccioso" se refiere al ARN viral que, tras la introducción en su huésped mamífero, es suficiente para 
proporcionar todas las funciones virales requeridas para la replicación viral y la producción de la progenie viral 
infecciosa. Esto incluye (i) servir como un molde transcripcional para la síntesis de ARN viral y la amplificación del 40
genoma, y (ii) servir como molde traslacional para la síntesis de proteínas virales que se requieren para la replicación 
viral. Otras funciones accesorias tal como, por ejemplo, señuelo de factores de la célula huésped implicados en la 
respuesta antiviral innata (Moon et al. (2012) ARN. 18, 2029-40. puede que tengan que ser proporcionadas también
por el ARN viral infeccioso.

"Atenuación" en el contexto de la presente invención se refiere al cambio en la virulencia de un patógeno por el cual 45
la naturaleza nociva de los organismos causantes de enfermedades se debilita (o atenúa); Los patógenos atenuados 
se pueden utilizar como vacunas vivas. Las vacunas atenuadas se pueden derivar de varias maneras, a partir de 
organismos vivos que se han debilitado, normalmente del cultivo bajo condiciones subóptimas (también llamadas 
atenuación), o de la modificación genética, que tiene el efecto de reducir su capacidad de causar enfermedades.

En esta memoria se describe un cromosoma artificial bacteriano que comprende una secuencia de ori bacteriana 50
inducible, que en presencia de un estímulo induce la amplificación de dicho cromosoma artificial bacteriano dentro de 
una célula bacteriana a un alto número de copias, preferiblemente a más de 10 copias por célula, más preferiblemente 
a más de 100, por ejemplo, a más de 500 o 1000 copias por célula. En general, la amplificación de dicho cromosoma 
artificial bacteriano como resultado de dicho estímulo no excede más de 10000, por ejemplo, no más de 5000 copias 
por célula. Un cromosoma artificial bacteriano, como se utiliza en la presente invención, comprende además un casete 55
de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus ARN flanqueado por elementos reguladores en 
cis, que tras la introducción dicho cromosoma artificial bacteriano en una célula de mamífero favorece la transcripción 
de dicho ADNc viral y permitir el procesamiento del ARN transcrito en ARN viral infeccioso. El ADNc viral comprendido 
en el casete de expresión viral de un cromosoma artificial bacteriano, como se utiliza en la presente invención, se 
puede derivar o de un virus que pertenece al grupo de los virus de cadena positiva, los virus de cadena negativa, los 60
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virus de ARN de doble cadena o los virus que usan una estrategia de ARN ambisentido para la replicación. Dicho 
ADNc viral contenido en el casete de expresión viral puede corresponder o a la de un genoma de virus de ARN de tipo 
silvestre o ser una construcción de ADNc viral quimérico en donde se han insertado secuencias de ADN heterólogas 
y/o se han eliminado secuencias virales nativas. Preferiblemente, dichas secuencias de ADN heterólogas codifican 
una o más proteínas, que se expresan de forma heteróloga por el virus recombinante después de la introducción en 5
una célula de mamífero de un cromosoma artificial bacteriano que contiene un casete de expresión viral que 
comprende dicho ADNc viral quimérico. Opcionalmente, el cromosoma artificial bacteriano, como se utiliza en la 
presente invención, comprende además una secuencia de replicación de manera autónoma en levadura para 
transportar y mantener dicho cromosoma artificial bacteriano en levadura. La posibilidad de transportar y mantener el 
cromosoma artificial bacteriano en una célula de levadura proporciona la ventaja de que es susceptible de 10
manipulación genética tanto en los sistemas genéticos de la levadura como en los bacterianos.

En ausencia de un estímulo del ori inducible, los cromosomas bacterianos artificiales se pueden utilizar para almacenar 
y clonar de forma estable el ADNc viral infeccioso en un huésped bacteriano, mientras que en presencia de tal estímulo, 
dicho ADNc se puede amplificar y posteriormente aislarse para ser utilizado. Los cromosomas artificiales bacterianos 
utilizados en la presente invención son particularmente útiles en el desarrollo, mantenimiento estable y producción de 15
ADNc viral para utilizarse como una vacuna viva contra patógenos virales de ARN. Alternativamente, dichos 
cromosomas bacterianos artificiales se utilizan para el mantenimiento y propagación de virus nativos o recombinantes 
a partir de ADNc, por ejemplo, con fines de investigación. Los cromosomas artificiales bacterianos según la presente 
invención, particularmente aquellos que comprenden un origen de replicación de levadura, tienen la ventaja además 
de que proporcionan un sistema versátil para diseñar genéticamente el ADNc viral. Esta versatilidad es particularmente 20
importante en los usos de investigación y desarrollo de dichos cromosomas bacterianos artificiales, por ejemplo, en el 
diseño de una vacuna viva de ADNc contra un patógeno viral de ARN o en investigaciones que apuntan a ilustrar el 
papel y la función de ciertos productos génicos virales utilizando un enfoque genético inverso.

En caso de que el cromosoma artificial bacteriano, como se utiliza en la presente invención, comprenda un casete de 
expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN de cadena positiva, se prefiere que dicho 25
ADNc viral esté precedido en su extremo 5' por un promotor dirigido por ARN polimerasa, que tras la introducción en 
una célula de mamífero, se inicia la transcripción del ADNc viral, mientras que en su extremo 3' está seguido 
preferiblemente por un elemento para la autoescisión del ARN para escindir el transcrito de ARN de dicho ADNc viral 
en una posición establecida. Juntos, estos elementos reguladores en cis permiten la transcripción y el procesamiento 
de dicho ADNc viral en ARN viral infeccioso cuando se introduce el cromosoma artificial bacteriano en una célula de 30
mamífero. Preferiblemente, dicho promotor dirigido por ARN polimerasa es un promotor dirigdo por ARN polimerasa 
II, tal como, por ejemplo, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV-IE) (Thomsen et al. (1984) Proc. 
Natl Acad Sci. EE.UU. 81, 659-663), el promotor del virus Simian 40 (Deboist y Chambon (1981) Nature 290, 304-310) 
o los derivados funcionalmente homólogos de los mismos, tal como el promotor quimérico CMV-IE/beta-actina de pollo
(CAG) (Niwa et al. (1991) Gene 108, 193-199.) o versiones inducibles de dichos promotores de ARN polimerasa II, tal 35
como el promotor mínimo de CMV-IE que lleva un operador de tetraciclina, (Gossen et al. (1995) Science. 268, 1766-
1769; Baron y Bujard (2000) Methods Enzymol. 327, 401-421). Alternativamente, dicho promotor dirigido por ARN 
polimerasa es un promotor de ARN polimerasa I (Russel y Zomerdijk (2006) Biochem. Soc. Simp. 73, 203-216) o de 
ARN polimerasa III, tal como el promotor U6 o H1. Además, se prefiere que dicho elemento para la autoescisión del 
ARN sea el ADNc de la ribozima genómica del virus de la hepatitis delta (Chadalavada et al., (2007) RNA 13, 2189-40
2201) o el ADNc de los elementos de ARN de ribozimas autoescindibles similares al virus de la hepatitis delta
funcionalmente homólogos, tal como se describe en Webb y Luptak (2011) RNA Biol. 8, 719-727. Preferiblemente, el 
ADNc viral de un virus de ARN de cadena positiva contenido en dicho casete de expresión viral se deriva de un virus 
que pertenece a una cualquiera de las siguientes familias virales: los Flaviviridae, que incluye el virus de la fiebre 
amarilla y otros flavivirus, los hepacivirus que incluye el virus de la hepatitis C, los pestivirus, que incluye el virus de la 45
diarrea viral bovina y el virus de la peste porcina clásica, los Togaviridae, que incluye el alfavirus, el chikungunya y el 
rubivirus, el virus de la rubéola, los Picornaviridae, que incluye los enterovirus, tal como poliovirus y rinovirus, y los 
aftosvirus, los Coronaviridae, que incluye el HCoV-229E, el SARS-CoV, el MERS-CoV (descrito inicialmente como 
coronavirus Novel 2012/London1_novel CoV 2012) y el coronavirus felino, y los hepevirus, que incluye el virus de la 
hepatitis E, y los Caliciviridae, que incluye el norwalkvirus y el norovirus. Dicho ADNc viral contenido en el casete de 50
expresión viral puede corresponder o a la de un genoma de virus de ARN de tipo silvestre o puede ser una construcción
de ADNc viral quimérico en donde se han insertado secuencias de ADN heterólogas y/o se han eliminado, truncado o 
mutado secuencias virales nativas. Preferiblemente, dichas secuencias de ADN heterólogas codifican uno o más 
péptidos/proteínas, que se expresan de forma heteróloga por el virus recombinante tras la introducción de un 
cromosoma artificial bacteriano en un mamífero que contiene un casete de expresión viral que comprende dicho ADNc55
viral quimérico.

En particular, el cromosoma artificial bacteriano utilizado en la presente invención contiene un casete de expresión 
viral que comprende el ADNc de la vacuna viva atenuada contra el virus de la fiebre amarilla (YFV)-17D de cadena 
positiva (Figura 6). Estos cromosomas bacterianos artificiales se pueden utilizar para la clonación estable y la 
propagación del ADNc de YFV-17D. Además, tales cromosomas bacterianos artificiales pueden servir como una 60
vacuna viva de ADN contra YFV-17D como una alternativa para la vacuna viva atenuada del virus YFV-17D utilizada 
actualmente (Stamaril® y preparaciones similares como YF-Vax® y otras). Con respecto a la vacuna existente del 
virus YFV-17D, la vacuna de ADN contra YFV-17 según la presente invención tiene la ventaja de que se puede producir

E14724009
27-03-2019ES 2 718 187 T3

 



10

a un costo menor sin la necesidad de cultivos de células eucariotas o huevos de gallina embrionados. Además, su 
distribución no requiere una cadena de frío y se puede administrar sin agujas.

Más particularmente, el cromosoma artificial bacteriano utilizado en la presente invención contiene un casete de 
expresión viral que comprende el ADNc de la vacuna viva atenuada contra YFV-17D en donde se han insertado 
secuencias de ADN heterólogas y/o se han eliminado las secuencias virales nativas. Por ejemplo, con referencia al 5
documento US6962708, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína prM-E en el ADNc de YFV-17D se puede 
o eliminar, truncar o mutar de modo que la proteína prM-E funcional de YFV-17D no se exprese, mientras que una 
secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de la envoltura viral de un segundo virus diferente, de modo que la 
proteína de la envoltura viral del segundo virus se expresa a partir del genoma alterado de la vacuna contra YFV-17D.
Preferiblemente, dicho segundo virus es también un flavivirus, tal como la encefalitis japonesa (JE, p. ej., JE SA14-14-10
2), Dengue (DEN, p. ej., cualquiera de los tipos 1-4 de Dengue; p. ej., la cepa PUO-218 de Dengue-2) (Gruenberg et 
al. (1988) J. Gen. Virol. 67, 1391-1398.), encefalitis del Valle del Murray (MVE), encefalitis de San Luis (SLE), Nilo 
Occidental (WN), encefalitis transmitida por garrapatas (TBE) (es decir, encefalitis centroeuropea (CEE) y encefalitis 
rusa de primavera-verano (RSSE)), y virus de la hepatitis C (VHC). Los flavivirus adicionales para uso como segundos
flavivirus incluyen el virus Kunjin, el virus Powassan, el virus de la enfermedad de la selva de Kyasanur, el virus Zika, 15
el virus Usutu y el virus de la fiebre hemorrágica de Omsk. La introducción de dicho cromosoma artificial bacteriano
que comprende un ADNc quimérico de YFV-17D en una célula de mamífero da como resultado la producción de un 
virus quimérico compuesto por los genes y productos génicos responsables de la replicación intracelular que pertenece
a YFV-17D y los genes y productos génicos de la cubierta del segundo virus. Dado que la envoltura viral contiene 
determinantes antigénicos responsables de inducir anticuerpos neutralizantes, el resultado de la infección con el virus 20
quimérico es que se generan dichos anticuerpos contra el segundo virus. Alternativamente, la secuencia de 
nucleótidos que codifica la proteína prM-E y/o NS1 en el ADNc de YFV-17D se puede o eliminar, truncar o mutar de 
modo que la proteína funcional prM-E y/o NS1 de la YFV-17D no se exprese como tal, mientras una secuencia de 
nucleótidos que codifica para un péptido/proteína que contiene un epítopo/antígeno específico de manera que dicha 
proteína se exprese desde el genoma alterado de la vacuna contra YFV-17D. Alternativamente, los ADNc que codifican 25
proteínas heterólogas se pueden insertar en otras posiciones en el ADNc de YFV-17D dentro del cromosoma artificial 
bacteriano utilizado en la presente invención, tal como las inserciones entre los genes E y NS1 (Bonaldo et al. (2007) 
Virol. J. 4, 115.), inserción en el gen C (Jones et al. (2005) Virology 331, 247-259.; Schoggings et al. (2012) Proc. Natl
Acad Sci. EE.UU. 109, 14610-14615) o las regiones no traducidas del ADNc de YFV-17D (Jones et al. (2005) citada
anteriormente). Preferiblemente, dicha proteína que contiene epítopo/antígeno es un antígeno tumoral, o un antígeno 30
de origen vírico, bacteriano o patógeno parasitario. La introducción de dicho cromosoma artificial bacteriano que 
comprende un ADNc de YFV-17D quimérico en una célula de mamífero da como resultado la producción de un virus 
quimérico compuesto por los genes y productos génicos responsables de la replicación intracelular que pertenece a 
YFV-17D y un gen y producto genético de dicho epítopo/proteina que contiene antígeno. Dado que la envoltura viral 
contiene determinantes antigénicos responsables de inducir anticuerpos neutralizantes, el resultado de la infección 35
con el virus quimérico es que dichos anticuerpos se generan contra dicho epítopo/proteína que contiene antígeno.

En caso de que el cromosoma artificial bacteriano utilizado en la presente invención comprenda un casete de expresión 
viral que comprenda un ADNc de un genoma de virus de ARN de cadena negativa, la construcción como se describió 
previamente para virus de ARN de cadena positiva tiene que ser modificado en una forma que el ADNc viral genómico 
esté presente en su orientación sentido (antigenómica) con respecto a los elementos cis que impulsan su expresión 40
(Radecke et al. (1995) EMBO J. 14, 5773-5784), y que además comprende el ADNc en orientación sentido que codifica 
los productos génicos virales en orientación sentido que junto con el ARN viral forman parte del complejo de replicasa 
viral necesario para el rescate de la replicación de ARN viral. Estos ADNc están flanqueados por los elementos 
reguladores cis requeridos para expresar estos productos génicos virales que construyen el complejo de replicasa viral 
a partir del plásmido. En el caso de los virus de ARN de cadena negativa no segmentados (Conzelmann (1998) Annu. 45
Rev. Genet. 32, 123-162) estos productos génicos virales son las proteínas N (NP), P y L. La expresión del ADNc 
antigenómico del genoma de ARN de cadena negativa puede ser dirigida o por los promotores de ARN polimerasa I o 
II (Martin et al., (2006) J. Virol. 80, 5708-5715; mientras que el casete de expresión para las proteínas virales que 
forman el complejo de la replicasa viral puede ser o policistrónico como se encuentra de forma natural en los propios 
virus o monocistrónico empleando un conjunto de diferentes promotores de la ARN polimerasa (Morita et al. (2012) 50
Biotechniques 0, 1-5) para la expresión equilibrada de cada componente de la replicasa. El rescate del virus de ARN 
de cadena negativa con genomas de ARN segmentados de un cromosoma artificial bacteriano según la presente 
invención requiere modificación con respecto al sistema como se describe para virus de ARN de cadena negativa con 
genomas de ARN no segmentados; más particularmente necesitan ser incorporadas unas casetes de expresión para 
cada segmento del genoma (Neumann y Kawaoka (2004) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 283, 43-60) impulsadas por 55
los promotores apropiados de ARN polimerasa I y II (Fodor et al. (1999) J. Virol. 73, 9679-9682). Debido a la capacidad 
limitada del vector de los sistemas de vectores de plásmidos utilizados para este propósito según la técnica anterior, 
todas las funciones requeridas para el rescate de tales virus tienen que proporcionarse en la técnica anterior mediante 
cotransfección de varios plásmidos, por ejemplo para el rescate de virus influenza utilizando hasta 8 o 12 plásmidos 
se describió anteriormente en Hoffmann et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 99, 11411-11416 y Fodor et al.60
1999 respectivamente (citado anteriormente). La alta capacidad del vector de los cromosomas bacterianos artificiales 
para contener grandes insertos, permite expresar genomas de virus de ARN de cadena negativa o segmentos de 
genoma más secuencias codificantes de proteínas virales adicionales de un solo cromosoma artificial bacteriano de 
una manera similar a la de los genomas de virus de cadena positiva.
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Preferiblemente, dicho ADNc viral de un virus de ARN de cadena negativa contenido en dicho casete de expresión 
viral y los casetes de expresión adicionales necesarios para el rescate de la replicación viral se derivan de un virus 
que pertenece a una cualquiera de las siguientes familias virales: Orthomyxoviridae, que incluye los virus de influenza 
A, B y C, y los paramoxivirus, que incluye el virus del sarampión, el virus de las paperas y el virus sincitial respiratorio. 
Dicho ADNc viral contenido en el casete de expresión viral puede corresponder o a la de un genoma de virus de ARN 5
de tipo silvestre o puede ser una construcción de ADNc viral quimérico en donde se hayan insertado secuencias de 
ADN heterólogas y/o se hayan eliminado, truncado o mutado secuencias virales nativas. Preferiblemente, dichas 
secuencias de ADN heterólogas codifican uno o más péptidos/proteínas, que se expresan de forma heteróloga por el 
virus recombinante tras la introducción de un cromosoma artificial bacteriano en un mamífero utilizado en la presente 
invención que contiene un casete de expresión viral que comprende dicho ADNc viral quimérico.10

En caso de que el cromosoma artificial bacteriano utilizado en la presente invención comprenda un casete de expresión 
viral que comprenda los ADNc de un genoma de virus de ARN de doble cadena, la construcción se debe modificar de 
tal manera que todos los segmentos de genoma de ARN viral necesarios para el rescate de la replicación de ARN viral 
como se describe en Boyce et al. (2008) J. Virol. 82, 8339-8348), es decir, los 10 ARNs en el caso del virus de la 
lengua azul, se pueden expresar a partir de los promotores de ARN polimerasa II, que permiten el procesamiento 15
adecuado, principalmente el bloqueo terminal, de los transcritos nacientes. Alternativamente, se pueden utilizar para 
este propósito promotores de ARN polimerasa I y III. Preferiblemente, dicho ADNc viral de un virus de ARN de doble 
cadena contenido en dichos casetes de expresión viral se deriva de un virus que pertenece a una cualquiera de las 
siguientes familias virales de los Reoviridae, que incluye reovirus, rotavirus y virus de la lengua azul. Dichos ADNc 
virales contenidos en el casete de expresión viral pueden o corresponder a los de un genoma de virus de ARN de tipo 20
silvestre o ser una construcción de ADNc viral quimérico en donde se han insertado secuencias de ADN heterólogas 
y/o se han eliminado, truncado o mutado secuencias virales nativas. Preferiblemente, dichas secuencias de ADN 
heterólogas codifican uno o más péptidos/proteínas, que se expresan de forma heteróloga por el virus recombinante 
tras la introducción de un cromosoma artificial bacteriano en un mamífero utilizado en la presente invención que 
contiene un casete de expresión viral que comprende dicho ADNc viral quimérico. 25

En caso de que el cromosoma artificial bacteriano utilizado en la presente invención comprenda un casete de expresión 
viral que comprenda un ADNc de un virus que utiliza una estrategia de ARN ambisentido para la replicación, la
construcción tiene que ser modificado en una forma que todos los segmentos del genoma de ARN viral necesarios 
para el rescate de la replicación del ARN viral como se describe (Lowen et al. (2004) Virology 330, 493-500.), se 
expresan a partir de los promotores de la ARN polimerasa I o II. Preferiblemente, dicho ADNc viral de un virus que 30
utiliza una estrategia de ARN ambisentido para la replicación contenida en dicho casete de expresión viral se deriva 
de un virus que pertenece a una cualquiera de las siguientes familias virales, los Bunyaviridae, que incluye el virus de 
la fiebre del Valle del Rift, el virus Hantaan y el virus Schmallenberg, y los Arenavirdae que incluye el virus Lassa. 
Dicho ADNc viral contenido en el casete de expresión viral puede corresponder o a la de un genoma de virus de ARN 
de tipo silvestre o puede ser una construcción de ADNc viral quimérico en donde se han insertado secuencias de ADN 35
heterólogas y/o se han eliminado, truncado o mutado secuencias virales nativas. Preferiblemente, dichas secuencias 
de ADN heterólogas codifican uno o más péptidos/proteínas, que se expresan de forma heteróloga por el virus 
recombinante tras la introducción de un cromosoma artificial bacteriano en un mamífero que contiene casetes de 
expresión viral que comprenden dicho ADNc viral quimérico.

Como se describió anteriormente y como se ilustró por los ejemplos, la presente invención permite generar altas 40
cantidades de ADNc viral de una calidad suficientemente alta para ser usada en vacunas de ADN.

La formulación de ADN en una preparación de vacuna es conocida en la técnica y se describe en detalle, por ejemplo, 
en el capítulo 6 al 10 de "DNA Vaccines” "Methods in Molecular Medicine Vol 127, (2006) Springer Saltzman, Shen y 
Brandsma (Eds.) Humana Press. Totoma, N.J. y en el capítulo 61 de Alternative vaccine delivery methods, páginas 
1200-1231, of Vaccines (6ª edición) (2013) (Plotkin et al. Eds.). Los detalles sobre el portador aceptable, diluyentes, 45
excipientes y adyuvantes adecuados en la preparación de vacunas de ADN también se pueden encontrar en el 
documento WO2005042014, como se indica a continuación.

"Portador, diluyente o excipiente aceptable" se refiere a una sustancia adicional que es aceptable para uso en medicina 
humana y/o veterinaria, con atención particular a la inmunoterapia.

A modo de ejemplo, un portador, diluyente o excipiente aceptable puede ser una carga sólida o líquida, diluyente o 50
sustancia de encapsulación que se puede utilizar de manera segura en la administración sistémica o tópica. 
Dependiendo de la vía de administración particular, se pueden utilizar una variedad de portadores, bien conocidos en 
la técnica. Estos portadores se pueden seleccionar de un grupo que incluye azúcares, almidones, celulosa y sus 
derivados, malta, gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites sintéticos, polioles, ácido algínico, 
disoluciones tamponadas con fosfato, emulsionantes, solución salina isotónica y sales tales como, sales de ácidos 55
minerales que incluyen hidrocloruros, bromuros y sulfatos, ácidos orgánicos tal como acetatos, propionatos y 
malonatos y agua libre de pirógenos.

Una referencia útil que describe los portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables es 
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. N. J. USA, 1991) que se incorpora en la presente memoria 
como referencia.60
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Se puede emplear cualquier vía segura de administración para proporcionar a un paciente la vacuna de ADN. Por 
ejemplo, se puede emplear la vía oral, rectal, parenteral, sublingual, bucal, intravenosa, intraarticular, intramuscular, 
intradérmica, subcutánea, inhalatoria, intraocular, intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica y similares. La 
inyección intramuscular y subcutánea puede ser apropiada, por ejemplo, para la administración de composiciones 
inmunoterapéuticas, vacunas proteináceas y vacunas de ácido nucleico. También se contempla que el bombardeo de 5
micropartículas o la electroporación pueden ser particularmente útiles para la administración de vacunas de ácido 
nucleico.

Las formas de dosificación incluyen comprimidos, dispersiones, suspensiones, inyecciones, soluciones, jarabes, 
trociscos, cápsulas, supositorios, aerosoles, parches transdérmicos y similares. Estas formas de dosificación también 
pueden incluir inyectar o implantar dispositivos de liberación controlada diseñados específicamente para este propósito 10
u otras formas de implantes modificados para actuar adicionalmente de esta manera. La liberación controlada del 
agente terapéutico se puede efectuar recubriendo el mismo, por ejemplo, con polímeros hidrófobos que incluyen 
resinas acrílicas, ceras, alcoholes alifáticos superiores, ácidos polilácticos y poliglicólicos y ciertos derivados de 
celulosa, tal como la hidroxipropilmetilcelulosa. Además, la liberación controlada se puede efectuar utilizando otras 
matrices de polímeros, liposomas y/o microesferas.15

Las vacunas de ADN adecuadas para administración oral o parenteral se pueden presentar como unidades discretas, 
tal como cápsulas, sobres o comprimidos, cada una contiene una cantidad predeterminada de ADN plasmídico, como 
un polvo o gránulos o como una disolución o suspensión en un líquido acuoso, un líquido no acuoso, una emulsión de 
aceite en agua o una emulsión líquida de agua en aceite. Dichas composiciones se pueden preparar por cualquiera 
de los métodos de farmacia, pero todos los métodos incluyen la etapa de asociar uno o más agentes como se describió 20
anteriormente con el portador que constituye uno o más ingredientes necesarios. En general, las composiciones se 
preparan mezclando de manera uniforme e íntima los plásmidos de ADN con portadores líquidos o portadores sólidos 
finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario, se da forma al producto en la presentación deseada.

Las composiciones anteriores se pueden administrar de una manera compatible con la formulación de dosificación, y 
en tal cantidad que sea efectiva. La dosis administrada a un paciente debe ser suficiente para efectuar una respuesta 25
beneficiosa en un paciente durante un período de tiempo apropiado. La cantidad de agente(s) a administrar puede 
depender del sujeto a tratar, incluida la edad, el sexo, el peso y el estado general de salud del mismo, factores que 
dependerán del juicio del profesional.

Normalmente, las vacunas de ADN se usan para la inmunización profiláctica o terapéutica de seres humanos, pero 
para ciertos virus se pueden aplicar también en animales vertebrados (normalmente mamíferos, aves y peces), 30
incluidos animales domésticos tal como el ganado y animales de compañía. Se considera la vacunación de animales 
que son un reservorio vivo de virus (zoonosis) tal como monos, ratones, ratas, aves y murciélagos.

Las vacunas pueden incluir un adyuvante, es decir, una o más sustancias que mejoran la inmunogenicidad y/o la 
eficacia de una composición de vacuna. Sin embargo, las vacunas vivas se pueden dañar eventualmente por los 
adyuvantes que pueden estimular inmediatamente la respuesta inmune innata de la replicación viral. Ejemplos no 35
limitantes de adyuvantes adecuados incluyen escualano y escualeno (u otros aceites de origen animal); copolímeros 
de bloque; detergentes tales como Tween-80; Quill A, aceites minerales tales como Drakeol o Marcol, aceites 
vegetales tales como aceite de cacahuete; adyuvantes derivados de Corynebacterium tales como el Corynebacterium 
parvum; adyuvantes derivados del Propionibacterium tales como el Propionibacterium acne; el Mycobacterium bovis
(bacilo de Calmette y Guerin o BCG); interleucinas tales como interleucina 2 e interleucina 12; monocinas tales como40
la interleucina 1; factor de necrosis tumoral; interferones tales como el gamma-interferón; combinaciones tales como 
saponina-hidróxido de aluminio o Quil A-hidróxido de aluminio; liposomas; ISCOMt) y adyuvante ISCOMATRIX (B); 
extracto de pared celular micobacteriana; glicopéptidos sintéticos tales como dipéptidos de muramilo u otros derivados; 
avridina; derivados del lípido A; sulfato de dextrano; DEAE-Dextrano o con fosfato de aluminio; carboxipolimetileno tal 
como Carbopol'EMA; emulsiones de copolímero acrílico tales como Neocryl A640; vacunas o proteínas de poxvirus 45
animales; adyuvantes de partículas subvirales-iricas, tales como la toxina del cólera, o mezclas de los mismos.

La presente invención se ilustra además por medio de los siguientes ejemplos:

Ejemplos

Ejemplo 1: Animales, virus, células, bacterias y levaduras utilizados en el trabajo experimental presentado en los 
Ejemplos 2 y 350

Animales

Se criaron en casa ratones 129/Sv con desactivación de ambos receptores de interferón tipo I y II (ratones AG129; 
B&K Universal Ltd/UK).

Virus y células

Se obtuvieron de ATCC células Vero-B (riñón de mono verde africano; American Type Culture Collection (ATCC) CCL-55
81) y BHK-21 (células de riñón de hámster bebé; ATCC CCL-10). Todas las células se cultivaron esencialmente como 
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se describe (De Burghgraeve et al. (2012) PLoS ONE 7, e37244). Se adquirió la vacuna contra el virus de la fiebre 
amarilla cepa 17D (Stamaril®) de Sanofi Pasteur MSD, Bruselas, Bélgica.

Bacterias y levaduras

Las cepas bacterianas utilizadas para la clonación y propagación de rutina de pShuttle-BAC fueron E. coli Top 10 
(Invitrogen) y Epi300-T (Epicenter), respectivamente. Las bacterias transformadas con plásmidos de ADNc de 5
flavivirus de longitud completa pACNR-FL17DII, pACNR-DENV2 y p4 (veáse a continuación) se cultivaron 
habitualmente a 28ºC y los rendimientos de ADN plasmídico aumentaron por amplificación con cloranfenicol. El 
plásmido Shuttle que contenía células Epi-300T se cultivó a 37°C y se amplificó como se describe a continuación. Se 
cultivó la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae YPH500 (genotipo: MATα ura3-52 lys2-801_amber ade2-
101_ochre trp1- Δ63 his3-Δ200 leu2-Δ1) en medios selectivos de Difco-BD Biosciences y Sigma-Aldrich. La 10
transformación de células de levadura competentes se llevó a cabo utilizando el método del acetato de litio, y las 
levaduras se cultivaron a 28ºC.

Los cebadores que se utilizan en la sección experimental se muestran a continuación:

Tabla 1: lista de cebadores

# Nombre del cebador Secuencia 5' a 3' SEQ 
ID NO:

16 mRFP(+)_Age/BstX/NcoKozak 8

17 m RFP(-)_Not/Xba 9

55 YF17D(-)10862 AGTFFTTTTFTFTTTFTCATCC 10

109 YF3'-HDrz5'(+) 11

110 HDrzMiddle(+) 12

111 HDrz3'(-) 13

173 YF17D(+)1_SP6_Xm a/Not 14

194 Trp1(+)_Nsi/Not/Sal 15

195 2micron(+)_Nsi/Ngo M4/R1 16

231 DENV2(+)1_T7_Xma/Not_tataGGGAGTT 17

334 pBABEfwd Accccgcctcaatcctc 18

391 YF17D(+)10627 GGTTTCTGGGACCTCCCACCCCAGAGT 19

393 miRNA Cloning Linker 1 /5rApp/CTGTAGGCACCATCAAT/3ddC/ 20

394 Linker1_reverse/Nhe/Sal gtcgacgctagcGATTGATGGTGCCTACAG 21

425 HDrz_BstE_Hygro(-) 22

426 Hygro_BstE_HDrz 23
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453 SV40(+)-76 24

454 SV40/YF17D(+)1 25

455 SV40/DV2(+)1 26

456 HDrz(-)5' 27

457 YF17D(-)10862_HDrz 28

458 DV2(-)10724_HDrz 29

474 SV40(-)_HDrz/Pme 30

475 HDrz(+)_Sfi/Pme/BstE 31

552 SV40(-)-1 Gaggcggcctcggcctctgca 32

553 HDrz(+)5' tGGCCGGCATGGTCCCAGCCT 33

856 SV40/DV4(+)1 34

857 DV4(-)10649_HDrz 35

946 HA-tag_H1(-) 36

947 YF17D(+)7637_T7p 37

948 YF17D(-)8136_Sp6p 38

208 AGTAAATCCTGTGTGCTAATT 39

94 GGCAATCACGACTCGTTGCG 40

953 AGATGGTATCTTCATATTTAGAG 41

954 ACATTTGCTTTGGTCCCTGTCT 42

453 SV40(+)-76 43

988 SV40/hRV14(+)1 44

989 hRV14pA(-)7214_30xA_HDrz 45

991 SV40/EV71(+)1 46

992 EV71 pA(-)7408_30xA_HDrz 47
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990 HDrz(-)5'#2 48

Ejemplo 2: Producción de cromosomas artificiales bacterianos que contienen ADNc viral de YFV-17D, fiebre del 
dengue tipo 2 (DENV2) y fiebre del dengue tipo 4 (Denv4), respectivamente

Los cromosomas artificiales bacterianos que contienen ADNc viral de YFV-17D, fiebre del dengue tipo 2 (DENV2) y 
fiebre del dengue tipo 4 (Denv4).se prepararon respectivamente como se describe a continuación.5

Material y métodos

Construcciones de plásmidos (cromosomas bacterianos artificiales)

Se generaron todos las construcciones de plásmidos mediante técnicas estándar y se confirmaron mediante 
secuenciación de Sanger. Se generó el vector lanzadera inducible pShuttleBAC/Pme en varias etapas como sigue
(Figura 1). Primero, el gen lacZ presente en pBAC/LacZ (plásmido Addgene #13422), un derivado del pBeloBAC/oriV 10
inducible por arabinosa (Wild et al. (2002) Genome Res. 12, 1434-1444), se reemplazó por un casete de ADN sintético 
que contenía (i) el promotor/origen del virus Simian 40 (SV40) (SEQ ID 1) que impulsa el gen hph que confiere 
resistencia a la higromicina B, (ii) el ADNc sintético de la ribozima genómica del virus de la hepatitis delta (HDrz) 
(Chadalavada et al. (2007) RNA 13, 2189-2201) (SEC ID NO 2), y (iii) la Saccharomyces cerevisiae origen del plásmido 
episomal de 2µ y (iv) gen TRP1 que confiere crecimiento prototrófico para triptófano. El bloque de construcción (i) se 15
amplificó por PCR a partir de pBABE-hygro (Morgenstern et al. (1990) Nucleic Acids Res. 18, 3587-3996; plásmido
Addgene #1765) utilizando los cebadores #334 y #425. Se amplificó el bloque de construcción (ii-iv) por PCR a partir 
de pJet(-)/Trp1_2micron-YF3'_HDrz_BstE utilizando los cebadores #426 y #231. El plásmido pJet(-)/Trp1_2micron-
YF3'_HDrz_BstE es un derivado de pJet1.2/blunt (CloneJET PCR cloning kit, Fermentas) que contiene una fusión del 
extremo 3' del ADNc de YFV-17D (que comprende los nt virales 9466 a 10862) a (ii) el HDrz (ensamblado a partir de 20
los nucleótidos de ADN #109, 110 y 111) y las secuencias 2µ-TRP1 (iii+iv) que originalmente se derivaron de pRE637 
(Esteban & Fujimura, (2003) Proc. Natl Acad Sci. EE.UU. 100, 2568-2573) que utiliza los cebadores de PCR #194 y 
#195. El bloque de construcción (i) se fusionó a (ii-iv) por PCR de extensión solapada antes de la clonación en los 
sitios SalI de pBAC/LacZ para dar lugar a la construcción intermedia pShuttleBAC/SV40_Hygro_HDrz. Posteriormente,
el elemento de relleno de genes hph se reemplazó a partir de pShuttleBAC/SV40_Hygro_HDrz para un sitio de 25
clonación múltiple (Sliyo-PmeI-PrimeroEII) en el vector lanzadera final pShuttleBAC/Pme (Figura 1A) mediante una 
PCR invertida que abarca el plásmido completo utilizando los cebadores #474 y #475 y la recircularización mediante
la ADN ligasa de T4 antes de la transformación y clonación en E. coli.

Las construcciones de expresión de los virus pShuttle/YF17D, pShuttle/DV2 y pShuttle/DV4 se generaron al pegar los 
ADNc de YFV-17D (SEQ ID NO 3), la cepa Nueva Guinea-C del DENV2 (NGC) y la cepa Dominica del DENV4, 30
respectivamente, en pShuttleBAC/Pme por recombinación homóloga en S. cerevisiae (Figura 1B). Con ese fin, los 
ADNc virales se amplificaron mediante tres rondas de PCR que introducían extensiones terminales que contenían los 
-76 pb del promotor/origen SV40 (Ghosh et al. (1981) Proc. Natl Acad Sci. EE.UU. 78, 100-104) en sus extremos 5' y 
la secuencia HDrz de 86 nt (Chadalavada et al., (2007) RNA 13, 2189-2201) en sus extremos 3'. La primera PCR (10 
ciclos) utilizó combinaciones de cebadores específicos para virus #454 más #457, #455 más #458 y #856 más #857, 35
respectivamente, seguidos de 10 ciclos cada uno utilizando el SV40 y HDrz específico #453 más #456, y finalmente 
los cebadores #453 más #111. Los respectivos moldes de ADNc viral fueron pACNR-FLYF1DII (Bredenbeek). et al.
(2003) citado anteriormente), pACNR-DENV2 y p4 (Durbin et al. (2001) Am J Trop Med Hyg. 65, 405-413). El plásmido 
pACNR-DENV2 es un derivado de pACNR-FLYF17D en donde la secuencia YFV-17D se reemplazó por el ADNc de
NGC del DENV2 derivado del pDVWS601 (Gualano et al. (1998) Gen. Virol. 79, 437-446), sin embargo contiene sitios 40
Age y BstEII de traducción silenciosa extras en las posiciones nt 7537 y 10232 del genoma viral, respectivamente. La 
parte del vector linealizado necesaria para la recombinación se realizó mediante una PCR invertida en 
pShuttleBAC/Pme que se prelinealizó con PmeI utilizando los cebadores #552 más #553. Los vectores amplicones se 
trataron con DpnI antes de la purificación en gel y la transformación en levadura YPH500 para reducir la transferencia 
de la forma de fondo un molde de plásmido posiblemente sin cortar. Se cultivaron los clones de levadura en ausencia 45
de triptófano para seleccionar plásmidos lanzadera recombinantes. Los ADN plasmídicos recuperados de las 
minipreparaciones de levadura se transfirieron a las células de E. coli Epi300-T (Epicenter) y se amplificaron, como se 
describe (Wild et al. (2000) citado anteriormente), mediante la adición de 0,1% (p/v) de L-arabinosa a lod cultivos 
durante la noche diluidos 6 veces en medio LB fresco (complementado con cloruro de magnesio 20mM) y crecimiento 
durante 6 horas a 37°C con agitación vigorosa.50

Se generó por recombinación homóloga una variante de YFV-17D que contenía una mutación letal no convertible en 
su ORF NS5 (RdRp ΔGDD) de una longitud de 3,6kb, BglII-PstI, fragmento de restricción I derivado del plásmido 
episomal de levadura (YEp) p404Gal1/HA-NS5ΔGDD_ura3 que comprendía un ADNc de YFV-17D mutado de forma 
apropiada nt 9294 cadena abajo  en pShuttle/YF17D linealizado por ClaI (nt 9656 cadena abajo de YFV-17D) y KasI 
(cadena arriba del HDrz, poscición nt +27) para producir pShuttle/YF17DAGDD.55
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Resultados

Una serie de construcciones de ADN sintético (serie pShuttleBAC) se ha ensamblado a partir de varios bloques de 
construcción de ADN para servir como plásmidos de expresión de virus de ARN (Figura 1). La construcción vectorial 
común pShuttleBAC/Pme es un cromosoma artificial bacteriano que contiene un segundo origen (oriV) para la 
amplificación condicional en E. coli, y un origen de levadura de 2µ y un marcador auxotrópico TRP1 para la replicación 5
episomal en Saccharomyces cerevisiae (Figura 1A). Se insertó el ADNc de la vacuna contra YFV-17D para producir 
pShuttle/YF17D mediante homólogo entre el promotor de SV40 y la ribozima del HDV presente en pShuttleBAC/Pme 
(Figura 1B). Se muestra el mapa de pShuttle/YF17D en la Figura 8 (SEQ ID NO 4). Se han insertado también los 
ADNc de otros flavivirus. En contraste con los clones de ADNc flaviviral de la técnica anterior, tales como pACNR-
FLYF17DII, pShuttle/YF17D muestran una estabilidad genética superior en E. coli (Figura 2), sin embargo, se puede 10
inducir a producir altos rendimientos de ADN plasmídico.

Ejemplo 3: Caracterización in vitro e in vivo del cromosoma artificial bacteriano que comprende el ADNc de la vacuna 
contra YFV-17D

Se encontró que las características de YFV-17D expresadas a partir de un cromosoma artificial bacteriano son 
idénticas a las del virus de la vacuna original (tal como la eficacia de la replicación, el rendimiento del virus y el fenotipo 15
de la placa). Además, cuando este ADN de plásmido de YFV-71D desnudo se inyectó i.p. en ratones AG129, dió como 
resultado la misma patología, morbilidad y mortalidad que el virus parental. Este sistema conveniente, robusto y 
reproducible proporciona una vacuna de ADN para YFV a bajos costos sin la necesidad de cultivos de células 
eucariotas o huevos de gallina embrionados. Ya no requerirá una cadena de frío y se puede administrar sin agujas.

Material y métodos20

Transcripción in vitro, bloqueo terminal in vitro y electroporación

El plásmido pACNR-FLYF17DII (Bredenbeek et al. (2003) J. Gen. Virol. 84, 1261-1268) que contenía el ADNc de YFV-
17D de longitud completa se linealizó con Aflll y se purificó por digestión con proteinasa K, extracción con fenol-
cloroformo y precipitación con etanol. Alternativamente, se realizaron los moldes de ADNc de longitud completa para 
la transcripción in vitro (IVT) por PCR de pACNR-FLYF17DII utilizando los cebadores #173 y #55 y la ADN polimerasa 25
de alta fidelidad KAPA para superar los rendimientos limitados de plásmidos. Se produjeron transcriptos de ARN 
carrera (run-off) in vitro mediante el uso de la ARN polimerasa Sp6 (kit de producción de ARN de gran escala Ribomax, 
Promega). Los transcriptos se bloquearon terminalmente utilizando la transferasa de la 7-metilguanosina del virus 
vaccinia purificado (sistema de bloqueo terminal, Scriptcap 7mG, Epicenter) y se usaron para la electroporación de 
células BHK-21 que utiliza un exceso de ARN total extraído de células BHK-21 como ARN portador. El medio de cultivo 30
celular se recolectó en el momento en que las células transfectadas mostraron una citopatogenicidad casi completa. 
El medio se eliminó de los residuos de la célula mediante centrifugación y posteriormente se utilizó para preparar 
reservas de virus en células BHK-21.

Transfección de plásmidos

Las células Vero-B se sembraron en un medio que contenía un 10% de suero de ternera fetal en placas de 6 pocillos 35
hasta una confluencia del 70% y se transfectaron al día siguiente con 2,5µg de ADN plasmídico utilizando el reactivo
Transit-LT1 (Mirus) en una relación ADN-a-vehículo de 1:3. El plásmido pmRFP1 se cotransfectó en una relación de 
1:10 para servir como un control visual para garantizar eficiencias de transfección iguales. Para el mantenimiento a 
largo plazo y la producción de reservas de virus, se cambió el medio después de la incubación durante la noche para 
contener solo 2% de suero.40

Mapeo de los extremos del ARN viral

El procesamiento apropiado del ARN viral derivado del vector pShuttleBAC se analizó mediante amplificación rápida 
de los extremos del ADNc (RACE). Después de 5' RACE se ha publicado con gran detalle un nuevo protocolo de 
ligación inversa/amplificación (Dallmeier & Neyts (2013) Anal. Biochem. 434, 1-3). La 3' RACE del ARN genómico de 
YFV-17D no poliadenilado se realizó esencialmente como se describe antes. En resumen, 5µl de ARN total tratado 45
con ADNasa I de células Vero transfectadas con pShuttle/YF17D (aproximadamente 1µg de ARN) se ligaron al 
enlazador modificado #393 5'-adenilado y 3'-didesoxicititosina (ddC) (miRNA Cloning Linker 1, IDT DNA Technologies) 
por la actividad del mutante K227Q de la ARN ligasa 2 de T4 (New England Biolabs) en presencia del 15% de 
polietilenglicol (PEG)-8000 en un volumen total de reacción de 10 µL durante la noche a 16°C. Los productos de 
ligación se amplificaron mediante RT-PCR en una sola etapa (Qiagen) utilizando los cebadores específicos de 50
enlazador #391 y #394 de YFV-17D, respectivamente. Los amplicones de 265 pb se purificaron en gel y se clonaron 
en pJet1.2/blunt (kit de clonación PCR CloneJet, Fermentas) después de pulir los extremos 3' salientes de adenina 
generado por la ADN polimerasa Taq y se analizaron mediante secuenciación de Sanger.

Detección de formas de ARN replicativo viral intracelular

La transferencia Northern y la detección de intermedios replicativos víricos después de la desnaturalización por 55
electroforesis en gel de agarosa se realizó esencialmente como se describe (Dallmeier et al. (2008) PLoS Pathog. 4, 

E14724009
27-03-2019ES 2 718 187 T3

 



17

e1000230) con ligeras modificaciones con respecto al sistema de gel y el diseño de la sonda empleado. Brevemente, 
se desnaturalizaron por calor 3µg de ARN total y se separaron a través de un gel de agarosa al 1% en ácido 3-(N-
morfolino)propanosulfónico 20mM, pH 7,0, acetato de sodio 5mM y ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2mM que 
contenía formamida al 1% y 0,01 µg mL-1 de bromuro de etidio seguido por transferencia capilar en membranas de 
nailon con carga positiva (Roche Diagnostics) en 20x SSC (cloruro de sodio 3M, citrato de sodio 300 mM, pH 7,0). Se 5
generaron sondas de ADN complementario de cadena sencilla marcadas con DIG de cadena especifica al extremo 5 
'de la región NS5 de YFV-17D (nt 7637-8136) según Knuchel et al. (2000) J. Histochem. Cytochem. 48, 285-294, 
utilizando los cebadores #947 y #948. Las hibridaciones y la inmunodetección se realizaron según el manual de 
aplicación de DIG para hibridación de filtros (Roche Diagnostics).

Cuantificación del virus por ensayo de placa y RT-qPCR10

Se cuantificó 7 días d.i. el virus infeccioso liberado de las células transfectadas mediante un ensayo de placa viral de 
monocapas confluentes de células BHK-21 que utilizan una capa de celulosa microcristalina al 1% (Avicell) en medio 
de mantenimiento 0,5x como se describe antes (Kaptein et al. (2010) Antimicrob Agents Chemother. 54, 5269-8520). 
Para la cuantificación de las cargas de ARN viral en tejidos de ratón infectados, se deshicieron trozos de necropsias 
congeladas en un molino de bolas Precellys en tampón RLT (RNeasy, Qiagen), y posteriormente se extrajo el ARN 15
total según las instrucciones del fabricante. La PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-qPCR) para el ARN de 
YFV-17D se realizó exactamente como se describe (Kaptein et al. (2010) citado anteriormente) utilizando cebadores 
y sondas dirigidas a un tramo de aproximadamente 150 nt del gen NS3 y diluciones en serie del mismo fragmento de 
ADNc de YFV-17D clonado como estándares.

Ensayo de inmunofluorescencia20

Los sobrenadantes eliminados de células BHK-21 transfectadas con pShuttle/DV2 7d d.t. se utilizaron para inocular 
cultivos de Vero-B subconfluentes que se fijaron después de 5 días en paraformaldehído al 4% y se inmunotiñeron 
esencialmente como se describió anteriormente (De Burghgraeve et al. (2012) PLoS ONE 7, e37244). La expresión 
de la proteína E intracelular se detectó mediante el anticuerpo monoclonal específico para el serotipo DENV2 (mAb) 
3H5.1 (Millipore) y un Ab secundario marcado con Alexa Fluor-488 (Millipore). Después de la tinción con DAPI, se 25
visualizaron las células utilizando una estación de imágenes de células FLoid (Life Technologies).

Transfección in vivo de ratones

Se mezcló de 10 a 20µg de ADN plasmídico con 20µg de microflores de carbonato de calcio como portador (Fumoto 
et al. (2012) Mol. Pharm. 9, 1962-1970) en propilenglicol al 33% e inyectado por vía intraperitoneal en ratones AG129 
adultos (aproximadamente 20g). Alternativamente, se inyectó por vía intraperitoneal media dosis de vacuna viva 30
atenuada contra YFV-17D (Stamaril®, Sanofi Pasteur MSD, Bruselas). Se monitorearon el peso y el comportamiento 
diariamente.

Resultados

Si se transfecta en células de mamífero, la transcripción del ARN de YFV-17D adecuadamente procesado se pone en 
marcha desde pShuttle/YF17D (Figura 3B) que inicia la replicación del virus autosostenida intracelular (Figura 3A). 35
Las células transfectadas con pShuttle/YF17D secretan finalmente viriones infecciosos que no se pueden distinguir
fenotípicamente del virus YFV-17D parental con respecto a su capacidad para inducir un efecto citopático en el cultivo 
de tejidos (Figura 4A-C), el rendimiento del virus y el fenotipo de la placa (Figura 4D + E). Los virus recombinantes así 
generados se pueden por lo tanto considerar biológicamente idénticos (cuantitativamente y cualitativamente). Del 
mismo modo, las células transfectadas con pShutte/DV2 producen la cepa recombinante infecciosa Nueva Guinea C 40
del DENV2 (Figura 5).

La transfección intraperitoneal de pShuttle/YF17D en ratones AG129, un modelo in vivo de ratón letal establecido de 
la infección por YFV-17D (Meier et al. (2009) PLoS Pathog. 5, e1000614; Thibodeaux et al. (2012) Vaccine 30, 3180-
3187), causa una mortalidad similar inducida por el virus (Figura 6) y morbilidad (Figura 7) como la vacuna Stamaril® 
genuina contra el YFV. En conclusión, su sistema conveniente, robusto y reproducible puede permitir el desarrollo de 45
una vacuna de ADN para YFV a bajos costos sin la necesidad de cultivos de células eucariotas o huevos de gallina 
embrionados. Ya no requerirá una cadena de frío y se podría administrar sin agujas.

Ejemplo 4: Morbilidad y mortalidad inducida por pShuttle/YF17D (DNA-YFVax) en ratones AG129 infectados por vía 
subcutánea, y por inyección a chorro sin aguja de ADN plasmídico desnudo

Para determinar la viabilidad de otras vías para la aplicación de pShuttle/YF17D (DNA-YFVax) además de la vía 50
intraperitoneal, se inyectaron grupos (n = 3) de ratones AG129 machos de 9 semanas de edad (machos, peso 22 a 
25 g) con 25µg de DNA-YFVax en 100 µL de solución salina tamponada con fosfato (PBS), o (i) por vía subcutánea 
(s.c.) utilizando una jeringa y una aguja G27, o (ii) transdérmicamente (t.d.) mediante un inyector a chorro sin aguja 
(Injex-30, Injex Pharma GmbH, Berlín, Alemania) aprobado para uso clínico en humanos por aplicación t.d. de, por 
ejemplo, insulina o anestesicos. El AG129 inyectado i.p. con 25µg de DNA-YFVax formulado con microcristales de 55
carbonato de calcio en 200 µl de propilenglicol al 33%, servía como antes como grupo control. La morbilidad y la 
mortalidad se anotaron como antes, el experimento finalizó después de 30 días (veáse tabla 2).
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Tabla 2: Mortalidad en ratones AG129 machos inyectados con ADN-YFVax a través de diferentes vías

grupo mortalidad día a la muerte MDD

intraperitoneal (con CaCO3) 0/3 n.a. n.a.

subcutáneo 1/3 13, n.a., n.a. n.a.

inyección a chorro 3/3 16, 16, 19 17±2

MDD (en inglés, mean day to death)-día medio a la muerte; n.a.-no aplica

Al menos algunos de los ratones AG129 inyectados con ADN-YFVax por la vía s.c. y t.d. desarrollaron signos de 
enfermedad inducida por YFV-17D (pérdida de peso, ondulamiento del pelaje, espalda encorvada, parálisis de las 
extremidades posteriores) y tuvieron que ser sacrificados. Lo más importante, todos los ratones inyectados mediante 5
inyección a chorro sin aguja murieron sistemáticamente a causa de la encefalitis inducida por YFV-17D dentro de los 
17±2 días, mientras que todos los ratones control inyectados i.p. sobrevivieron a lo largo del transcurso del tiempo del 
experimento (30 días). La falta de mortalidad en el grupo control durante el curso de la inspección (en comparación 
con un MDD de 13±2 presentado en el ejemplo 3) se puede explicar fácilmente por el peso mayor y el sexo masculino 
de los animales utilizados.10

Es de destacar que el uso de carbonato de calcio como portador de DNA-YFVax no es necesariamente óptimo para 
la administración de vacunas; concretamente en ocasiones incluso se observó algún efecto inhibitorio en los hámsters 
(veáse ejemplo 5) dependiendo de ambos, la vía de inyección y la variabilidad entre los diferentes lotes de microflores 
de carbonato de calcio. En conclusión, el DNA-YFVax se puede administrar con éxito en diferentes formulaciones y 
por diferentes vías de inyección, que incluye por inyección a chorro sin aguja.15

Ejemplo 5: Seroconversión de hámsters dorados sirios después de la inmunización con pShuttle/YF17D (DNA-YFVax)

Para determinar la inducción de la inmunidad protectora a YFV por el ADN-YFVax, se utilizó el modelo preclínico de
los hámsters dorados sirios (Mesocricetus auratus) (Tesh et al. (2001) J Infect Dis. 183, 1431-1436). Con ese fin, se 
inmunizaron grupos de hámsters hembra (de 8 a 10 semanas, 90-100 g) por inyección intraperitoneal (i.p.) o de una 
1/5 dosis de Stamaril® (100µL), o 20µg de pShuttle/YF17D (ADN-YFVax) formulado con microcristales de carbonato 20
de calcio en 200µL de propilenglicol al 33% como antes. En una repetición, se aplicaron en cambio 10µg de DNA-
YFVax. Se extrajo la sangre semanalmente mediante punción cardíaca bajo anestesia quirúrgica completa, se 
recolectaron los sueros mediante centrifugación y se almacenaron congelados a -80°C. Dos hámsters no tratados 
sirvieron como donantes para los sueros normales. Para anotar las correlaciones inmunológicas de protección
adecuadas, se analizaron los sueros (i) mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IIFA) y (ii) mediante un 25
ensayo de neutralización por reducción de placas (PRNT).

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IIFA). Los anticuerpos IgG específicos de YFV-17D (Stamaril® y DNA-
YFVax) en suero de hámster inmunizado se determinaron utilizando un kit comercial de IIFA de YFV (EUROIMMUN 
Medizinische Labordiagnostika AG, Lübeck, Alemania, número de catálogo FI-2665-1005G y FI-2665-1010G) validado 
para uso clínico en humanos (Niedrig et al. (2008) Clin Vaccine Immunol. 15, 177-81) De acuerdo con las instrucciones 30
del fabricante con algunas modificaciones. El suero de hámster se diluyó a 20, 66, 200, 660 y 2000 veces en tampón
de muestra y se aplicaron 30µl de dilución de suero en los portaobjetos de YFV-IIFA. Los portaobjetos se incubaron 
durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego se lavaron en PBS que contenía Tween-20 al 0,2% durante 5 
minutos. Para la detección de anticuerpos inducidos en Mesocricetus el anticuerpo secundario IgG antihámster 
marcado con FITC (Jackson Immuno Research Laboratories Inc., número de catálogo 307-095-003) se diluyó 1:50 en 35
PBS que contenía BSA al 2% y se utilizó en lugar del anticuerpo secundario antihumano proporcionado en el kit . Las 
diapositivas se contrastaron con DAPI y los títulos de punto final se determinaron mediante microscopía de 
fluorescencia.

Ensayo de neutralización por reducción de placas (PRNT). Se determinaron los títulos de anticuerpos neutralizantes 
en sueros de hámster vacunados contra la fiebre amarilla utilizando PRNT. En resumen, se colocaron 0,5x106 células 40
BHK/pocillo, se sembraron en placas de 12 pocillos durante la noche en medio de crecimiento (MEM, medio 
complementado con FCS al 10%, bicarbonato de sodio al 1% y glutamina al 1%). Todos los sueros se analizaron en 
triplete en diluciones en serie 1:20, 1:66, 1:200, 1:660, 1:2000 y 1:6600. Se mezclaron 30µL de dilución de suero con 
30µL de medio de ensayo (idéntico al medio de crecimiento pero que contenía solo FCS al 2%) que contenía 40 placas 
que formaban el virus YFV-17D (Stamaril®, lote G5400P1, se sometieron a pases una vez sobre células Vero-B). 45
Después de esta adsorción previa durante 1 hora a 37°C, se añadieron 440µL de medio de ensayo y se añadieron 
500µL de cada mezcla a las células BHK. Después de 1h de incubación a temperatura ambiente, se lavaron las células 
y se cubrieron con medio de ensayo complementado con agarosa LMP (Invitrogen) a una concentración final del 0,5%. 
Posteriormente, se cultivaron las células durante 5 días a 37ºC, se fijaron con formaldehído al 8% durante 2 horas y 
se tiñeron con tinción de Giemsa. Se contaron las placas y los títulos de neutralización del 50% se calcularon según 50
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Reed y Munch (Reed & Muench (1938) Am. J. Hyg. 27, 493-497).

En general, la detección de anticuerpos de reacción cruzada por IIFA (tabla 3) y de anticuerpos neutralizantes por 
PRNT fue consistente (tabla 4). Con respecto a la eficacia de la vacuna, la ADN-YFVax no mostró inferioridad a 
Stamaril®; en ambos grupos de prueba, 2 de cada 3 individuos (1/5 de Stamaril® vs. 20µg de ADN-YFVax) y 4 de 
cada 5 en comparación con 2 de cada 4 individuos (1/5 de Stamaril® vs. 10µg de ADN-YFVax) seroconvertieron a 5
títulos altos de anticuerpos reactivos cruzados y neutralizantes de YFV (veáse tabla 3 y 4). Se puede considerar que 
estos valores representan una inmunidad protectora total (correlatos inmunes de protección), con títulos de PRNT de
>40 que son protectores en un modelo de hámster de desafío de YFV letal (Julander et al. (2011) Vaccine 29, 6008-
6016). Lo más importante es que la OMS establece un índice de neutralización logarítmica (LNI) de >0,7 ya que se 
correlaciona con la protección inmunológica después de la vacunación en primates, y esto se aplica a los humanos 10
(Documento de posición de la OMS (2013) Wkly. Epidemiol. Rec. 88, 269-283.). Este índice de referencia de títulos 
PRNT Log10 >0,7 es superado por DNA-YFVax en hámsters en varios órdenes de magnitud, en más de 150 veces 
(consulte la Tabla 4).

Además, la respuesta inmune fue más homogénea en individuos vacunados con ADN-YFVax en comparación con 
Stamaril®, con la seroconversión a títulos altos de PRNT detectados de manera constante en 3 semanas, en lugar de 15
solo 4 semanas después, es decir, 3 semanas más tarde que el otro seroconvertidor del grupo Stamaril®.

Tabla 3: Respuestas de anticuerpos de reacción cruzada de YFV en hámsters dorados sirios inmunizados con 
Stamaril® y DNA-YFVax

Grupo

Log10 del título medio geométrico de IIFA *

d28 d21 d14 d7 d3/D0

8-10 semanas ♀♀ hámster ND

8-10 semanas ♀♀ hámster + Stamaril® (1/5) 2,3 (2/3) 2,3 (2/3) 2,3 (1/3) 1,3 (1/3) ND

8-10 semanas ♀♀ hámster + Stamaril® (1/5) 1,9 (4/5)

8-10 semanas ♀♀ hámster + ADN-YFVax (20µg) 2,3 (2/3) 2,3 (2/3) 2,3 (1/3) ND ND

8-10 semanas ♀♀ hámster + ADN-YFVax (10µg) 2,3 (2/4) 2,3 (2/3) 2,8 (2/4) ND ND

ND=sin detección; * (x/x) = n.º individuos seroconvertidos de n.º de individuos evaluados

Tabla 4. Respuestas de anticuerpos neutralizantes en hámsters dorados sirios inmunizados con Stamaril® y DNA-YFVax20

Animales Título medio geométrico de PRNT, día 28 d.i.

No inmunizado H001 ND

H002 ND

8-10 semanas ♀♀ hámster + Stamaril® (1/5) H012 405±57

H013 ND

H014 947±98

8-10 semanas ♀♀ hámster + ADN-YFVax (20µg) H015 ND

H016 928±45

H017 822±151

ND=sin detección
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Ejemplo 6: Determinación de la inestabilidad genética de los ADNc de YFV-17D clonados

(a) Material de partida: Se realizaron preparaciones de plásmidos a gran escala de pACNR-FLYF17DII (Bredenbeek) 
et al. (2003) anteriormente y pShuttle/YFV-17D utilizando técnicas estándar. Con ese fin, se transformó pACNR-
FLYF17DII en una cepa derivada estándar de E. coli K12, se sembró en placas de agar LB que contenían 100 µg/mL 5
de ampicilina y se cultivó durante la noche a 28°C (en lugar de 37°C) para favorecer la estabilidad del plásmido. Se 
incrementó secuencialmente una pequeña colonia y se cultivó en LB que contenía 100 µg/ml a 28°C bajo agitación 
vigorosa en dos cultivos consecutivos durante la noche, para finalmente alcanzar un cultivo discontinuo de 1L. Este 
lote se cultivó durante la noche a 28°C y se amplificó finalmente por adición de cloranfenicol a una concentración final 
de 20 µg/mL durante otras 8 horas a 28°C. De manera similar, se transformó pShuttle/YFV-17D en células de la cepa 10
E. coli EPI300-T (Epicentre), se sembró en placas de agar LB que contenían 20 µg/ml de cloranfenicol, pero se
cultivaron durante la noche a 37°C. Se incrementó secuencialmente el último plásmido, por lo tanto, pero todo el 
crecimiento fue en presencia de 20 µg/ml de cloranfenicol y a 37°C. Se diluyó el último cultivo discontinuo durante la 
noche, uno en seis en medio LB fresco que contenía 20 µg/ml de cloranfenicol y L-arabinosa al 0,01%, y se cultivó 
durante no más de 6h. Se purificaron los plásmidos utilizando una columna estándar de purificación de afinidad 15
(Qiagen), se disolvieron en TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) hasta una concentración final de 1 µg/mL y se 
almacenaron congelados a -20°C.

(b) Crecimiento y tamaño de la colonia. Se transformaron ambos plásmidos en E. coli EPI300-T y se estriaron sobre 
agar MacConkey (2% de peptona, 0,5% de NaCl, 1% de lactosa, 0,15% de sales biliares, 0,003% de rojo neutro, 
0,0001% de cristal violeta, 1,35% de agar) que contenía el antibiótico adecuado como medio selectivo. Se embebieron20
perlas de zirconia estériles (diámetro 2,5mm) en el agar para servir como calibradores para mediciones de tamaño 
absoluto. Para una alícuota de bacterias transformadas con pShuttle/YFV-17D, el agar contenía L-arabinosa adicional 
al 0,01%. Después de la incubación durante 16 horas a 37°C, se tomaron fotografías utilizando una cámara digital 
habitual (Canon Powershot SX10IS) y se almacenaron como archivos JPEG (veáse la Figura 9). Las imágenes se 
enviaron a OpenCFU versión 3.8.11 para el análisis de imágenes con respecto al recuento y tamaño de colonias,25
Geissman (2013) PLoS One. 8, e54072.

Los clones E. coli que alberguan a pShuttle/YFV-17D crecieron a tamaños mucho más grandes y poblaciones mucho 
más homogéneas (Figura 9B) que los clones que contenían pACNR-FLYF17DII (Figura 9A). Inesperadamente, esta 
toxicidad aparentemente menor de pShuttle/YFV-17D permanece incluso en el estado inducido por arabinosa (Figura 
9C). Las colonias más grandes presentes en la población transformante pACNR-FLYF17DII (Figura 9A) contienen 30
más probablemente plásmidos con mutaciones que eliminan la expresión críptica de proteínas virales tóxicas (veáse
Ejemplo 6).

El análisis de la imagen reveló una homogeneidad significativamente mayor en los clones que contenían pShuttle/YFV-
17D en comparación con el pACNR-FLYF17DII (Tabla 5). De hecho, los transformantes pACNR-FLYF17D se pueden 
dividir, obviamente, en al menos dos subpoblaciones de medias de diferentes tamaños, dando como resultado (i) una 35
gran desviación estándar de la media (Tabla 5), una distribución de tamaños no gaussiana (Figura 10A) y (iii) una gran 
diferencia, por ejemplo, entre las medias aritméticas calculadas y el tamaño medio de las colonias (Tabla 5). Por el 
contrario, los transformantes que albergan pShuttle/YFV-17D muestran un tamaño de colonia más homogéneo (Tabla 
5) y una distribución de tamaño de Gauss en forma de campana (Figura 10B). Inesperadamente, esto último se aplica 
también completamente al estado inducido por arabinosa de pShuttle/YFV-17D (Tabla 5, Figura 10C).40

Tabla 5. Estadística descriptiva que puntua los tamaños de colonias transformantes (en mm)

Estadística descriptiva pACNR-FLYF17DII pShuttle/YFV-17D pShuttle/YFV-17D + ara

Media 0,265832815 0,583330396 0,462981572

Error estándar 0,002723111 0,003093512 0,002016904

Mediana 0,2 0,616 0,477

Modo 0,15 0,616 0,477

Desviación estándar 0,154475074 0,123314407 0,086633004

Varianza de la muestra 0,023862548 0,015206443 0,007505277

Curtosis 1,265566671 0,005301521 0,450188526

Asimetría 1,50038333 -0,216414415 0,070062482
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Intervalo 1 0,728 0,583

Mínimo 0,1 0,224 0,212

Máximo 1,1 0,952 0,795

Suma 855,45 926,912 854,201

Recuento 3218 1589 1845

Ejemplo 7 Patrón y frecuencia de mutación durante la propagación de los ADNc de YFV-17D clonados en E. coli

Con el fin de abordar la estabilidad genética clonal de los plásmidos que contienen ADNc de YFV-17D, ambos 
plásmidos como se describe en el Ejemplo 6 se transformaron en E. coli EPI300-T y se estriaron sobre agar 
MacConkey que contenía el antibiótico apropiado como un medio selectivo como antes (veáse Ejemplo 6b). Los clones 5
pACNR-FLYF17DII se incubaron a 28°C durante 24h, mientras que los clones pShuttle/YF17D se incubaron a 37°C 
durante 16h.

De cada plásmido, se escogieron dos series de cada 24 a 48 colonias para el crecimiento del plásmido en 200 µl de 
medio líquido (LB que contenía el antibiótico apropiado suplementado con MgCl2 20mM). Se eligió para empezar una 
serie pACNR-FLYF17DII de colonias pequeñas (serie pAS) y una de colonias grandes (serie pAL), respectivamente. 10
Para pShuttle/Y17D donde no se pudieron observar mayores diferencias de tamaño (veáse Ejemplo 6b), las colonias 
con diferencias de tamaño razonables se eligieron como dos series de cultivos partiendo de colonias más pequeñas 
(serie pSS) y más grandes (serie pSL), respectivamente.

Se incubaron las bacterias que contenían el plásmido pACNR durante 24 horas a 28°C, mientras que las colonias 
pShuttle se incubaron durante la noche a 37°C y, posteriormente, durante 6 horas en 600 µl de LB que contenía 15
cloranfenicol y arabinosa al 0,01%. Parte de estos cultivos [considerados como plásmidos de pase 0 (P0)] donde se 
sometieron directamente a PCR para la amplificación (GoTaq Green Mastermix, Promega) utilizando los cebadores 
#208 y #94 (que corresponde a YFV-17D de nt 1-940 y #953 y #954 que corresponde a YFV-17D de nt 2500-3600, 
respectivamente.

Los amplicones se purificaron por afinidad (Qiagen) y se secuenciaron directamente (Bigdye, Applied Biosystems) 20
utilizando los cebadores #208 y #953, respectivamente. Se esperaba que las regiones de ADNc analizadas 
contuvieran ADNc con determinantes de toxicidad conocidos previamente, concretamente, promotores crípticos para
la transcripción y traducción ilegítimas en E. coli en la región viral no traducida 5' (Li et al. (2011) citado anteriormente; 
Pu et al. (2011) citado anteriormente) y una extensión de proteínas especialmente hidrófobas dentro de las regiones 
virales E-NS1 (Yamshchikov et al. (2001) Virology 281, 272-280.), respectivamente.25

Se diluyó 1/100 otra parte de cada clon cultivado en medio fresco y se cultivó como antes para dar lugar al siguiente
pase (P1). El último se repitió hasta 10 pases (P10). Los plásmidos de P1, P3 y P3 donde se analizaron mediante 
PCR y secuenciación como antes. Para P10, el plásmido se cultivó en un volumen mayor de 5 ml de medio y los 
plásmidos se aislaron mediante un procedimiento estándar de minipreparación de plásmidos alcalinos. Estas 
minipreparaciones de plásmidos se sometieron a (i) análisis de PCR (dirigido a las regiones de nt 1-940 y 2500-3600) 30
seguido de inspección electroforética en gel de agarosa, (ii) secuenciación directa (si se pudieron detectar los 
amplicones de la PCR) y (iii) mediante análisis de restricción utilizando PstI. El resultado de la secuenciación de P0, 
P1, P3 y P10 se resume en la Tabla 6 y 7. Los resultados de la PCR y los análisis de restricción de P10 se resumen 
en la Tabla 8. 

Mutaciones encontradas en pases tempranos35

La secuenciación directa de plásmidos de pases tempranos (números de pases bajos P0 a P3) de las series pAS y 
pAL (Tabla 6) reveló una frecuencia de mutación bastante alta de hasta un 13% en una preparación de plásmidos 
originalmente clonal (veáse Ejemplo 6a). Casi todas las mutaciones encontradas fueron mutaciones sin sentido o por 
desplazamiento del marco (FS) debido a la introducción de codones de parada prematuros (PMSt) y 
deleciones/inserciones de un solo nucleótido, respectivamente. Estas mutaciones obviamente eliminan40
completamente la expresión del marco de lectura abierto (ORF) de YFV-17D de longitud completa. En la serie pSL se 
encontraron mutaciones similares en P1, aunque con menos frecuencia. En la serie pSS en P0, se encontraron 
mutaciones de sentido erróneo que no anularon la expresión del ORF viral.

En conclusión, las preparaciones a gran escala de plásmidos originalmente clonales (veáse Ejemplo 6a) que llevan el 
ADNc de YFV-17D contienen cantidades fácilmente detectables de variantes de plásmidos mutantes. En el caso de 45
pACNR-FLYF17DII, la mayoría de las mutaciones eliminan la expresión de la poliproteína viral de longitud completa, 
obviamente hacen que el ARN viral se genere a partir de la replicación de los respectivos ADNc mutantes es
incompetente. Este es el caso de más del 10% de todos los clones de plásmidos. En el caso de pShuttle/YFV-17D, la 
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frecuencia de mutación es menor (menos del 10%), y lo más importante, una fracción más pequeña de mutantes 
constituirá por lo tanto a priori replicación de virus incompetentes.

Mutaciones encontradas en el pase p10

Cuando se analizaron los plásmidos de las series pAL y pAS en el pase P10, la mayoría de los plásmidos contenían 
grandes reorganizaciones estructurales que condujo a 10 de 48 (21%) y 44 de 48 (92%) clones de plásmidos, 5
respectivamente, a un fracaso completo para amplificar la región de nt 2500-3600 (Tabla 8). Esto fue acompañado por 
un patrón de restricción anormal de los últimos plásmidos mutantes con hasta varias kilobases de ADN perdido de los 
plásmidos. Es de destacar que todos los clones mutantes analizados todavía contenían la región de nt 1-940 (Tabla 
6) y, donde por lo tanto eran más probablemente descendientes de la pACNR-FLYF17DII original (Tabla 8) en lugar 
de contaminantes irrelevantes. Se espera la deleción de dichos fragmentos de ADNc tóxicos y se describe de la técnica 10
anterior (Yamshchikov et al. (2001) citada anteriormente).

Por el contrario, las reorganizaciones y deleciones similares donde nunca se encontraron en la serie pShuttle-YFV17D. 
Aquí, solo 2 de 48 (4%) mostraron una mutación de sentido erróneo que obviamente cambia un posible codón de 
iniciación en el marco de ATG (nt 2957-2959) en la región de codificación E-NS1. Esto no anularía la expresión del 
ORF viral.15

En conclusión, pases repetidos de pACNR-FLYF17DII originalmente clonal (veáse ejemplo 6a) conduce a grandes 
deleciones en el ADNc viral y, por lo tanto, la pérdida de ADNc funcional en hasta un 90% y más de todos los clones 
de plásmidos, de manera más obvia, hacen que el ARN viral se generade a partir de los respectivos ADNc mutantes 
totalmente no funcionales. En el caso de pShuttle/YFV-17D, la frecuencia de mutación es mucho menor (menos del 
5%) y, lo más importante, no se pueden observar mutantes que constituyan a priori virus de replicación incompetentes 20
que sería imposible su uso como, por ejemplo, vacunas vivas atenuadas de ADN.

Tabla 6: Mutaciones que ocurren en el ADNc de YFV-17D clonado durante los pases en E. coli (pases tempranos)

serie de clones pases región frecuencia mutante

Clones mutantes de todos 
los clones analizados (%)

tipo de mutación 
introducida

pAL P1 1-940 0/38 (0) n.a.

P0 2500-3600 3/24 (13) 1 x PMSt 2x FS

pAS P1 1-940 0/48 (0) n.a.

P3 1-940 2/91 (2) 2x FS*

P0 2500-3600 1/23 (4) 1x S**

pSL P1 1-940 0/34 (0) n.a.

P3 1-940 0/34 (0) n.a.

P0 2500-3600 2/24 (8) 2x FS

pSS P0 2500-3600 1/23 (4) 1x MS

n.a.-no aplica; PMSt: codón de parada prematuro generado (mutación sin sentido); FS-desplazamiento 
del marco debido a la inserción o deleción de un solo nucleótido; MS-mutación sin sentido que cambia 
el codón; S-cambio de codón sinónimo silencioso

* un FS observado en la región no codificante inmediatamente cadena arriba del codón de inicio

** población mixta de los tres codones alternativos, pero no el codón sinónimo de tipo silvestre
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serie de clones pase región frecuencia mutante 

Clones mutantes de todos los 
clones analizados (%)

tipo de mutación 
introducida

pAL P10 1-940 0/48 (0) n.a.

P10 2500-3600 10/48 (21) DEL

pAS P10 1-940 0/47 (0) n.a.

P10 2500-3600 44/48 (92) DEL

pSL* P10 2500-3600 2/48 (4) 2x MSi

n.a.-no aplica; DEL-grandes deleciones (rango de kilobases), para más detalles, veáse la Tabla 8; 
MSi-posible cambio de mutación sin sentido en el marco del codón de inicio ATG

* Cuando los cultivos durante la noche derivados del pase P0 se sembraron en placas, los clones pSS 
y pSL crecieron hasta el mismo tamaño de las colonias y, por lo tanto, ya no se consideraron por 
separado en P10.

Tabla 8: Grandes cambios estructurales en los plásmidos que llevan el ADNc de YFV-17D clonado durante el pase 
en E. coli (pase P10)

Serie de clones Pase Fallo para amplificar la 
región 1-940 por PCR
Clones mutantes de 
todos los clones 
analizados (%)

Fallo para amplificar la 
región 1-940 por PCR
Clones mutantes de 
todos los clones 
analizados (%)

Patrón de restricción 
anormal

Clones mutantes de todos 
los clones analizados (%)

pAL P10 0/48 (0%) 10/48 (21%) n.d.

pAS P10 0/48 (0%) 44/48 (94%) 46/48 (96%)

pSL* P10 n.d. 0/48 (0%) n.d.

n.d.-no determinado

* Cuando los cultivos durante la noche derivados del pase P0 se sembraron en placas, los clones 
pSS y pSL crecieron hasta el mismo tamaño de las colonias y, por lo tanto, ya no se consideraron 
por separado en P10.

Ejemplo 8: Construcción de pShuttle/YFV-JE, pShuttle/YFV-WN, y pShuttle/YFV-USU como vectores de expresión 5
para vacunas quiméricas de flavivirus

Los derivados quiméricos recombinantes de YFV-17D se desarrollan y se utilizan como vacunas en las que el YFV-
17D sirve como un vector para antígenos heterólogos (Guy et al. (2010) Vaccine 28, 632-49; solicitud de la patente de 
EE.UU. 20100278773), por ejemplo, para las glicoproteínas de superficie de otros antígenos patógenos de flavivirus 
tal como las proteínas prM y E del virus de la encefalitis japonesa (JEV) y el virus del Nilo Occidental (WNV), 10
desarrollado como ChimeriVax-JE (Imojev® Sanofi Pasteur-MSD) y ChimeriVax-WN20, respectivamente. El 
pShuttle/YFV-17D (DNA-YFVax) se puede modificar como tal que puede poner en marcha estos virus de la vacuna 
ChimeriVax antes mencionados directamente desde el ADN plasmídico transfectado y, por lo tanto, puede sustituir 
completamente a dichas vacunas vivas atenuadas ChimeriVax-JE (Imojev®) y ChimeriVax-WN20 que contienen virus 
vivos.15

El BAC que expresa ChimeriVax-JE, pShuttle/ChimeriVax-JE (Figura 11a), se genera sustituyendo nt 482-2451 de 
YFV-17D, en pShuttle/YFV17D por nt 477-2477 de la vacuna de la cepa neuroatenuada SA14-14-2 del JEV (Chambers 
(1999) J. Virol. 73 (4), 3095-3101; Arroyo et al. (2001) J. Virol. 75, 934-942.) más dos mutaciones adaptativas en los 
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genes NS2A y NS4B del esqueleto YFV-17D (Pugachev et al. (2004) J. Virol. 78, 1032-1038). Esto se logra mediante 
la recombinación homóloga y la unión de tres fragmentos de plásmidos; dos amplicones de PCR de pShuttle/YFV17D 
(nt 7228-481 y nt 3966-7342) y un fragmento de ADNc de YFV-JEV quimérico preparado mediante la síntesis 
personalizada de ADN (IDT Integrated DNA Technologies, Haasrode, Bélgica). El último comprende nt 359-4105 de 
ChimeriVax-JE (Figura 11a). La construcción final tiene una secuencia como se especifica en la SEC ID NO: 5.5

El BAC que expresa ChimeriVax-WN02, pShuttle/ChimeriVax-WN02 (Figura 11b), se genera sustituyendo la región 
del gen prM-E de pShuttle/ChimeriVax-JE por la región WNV (cepa NY99) que contiene tres mutaciones 
neuroatenuadas en la proteína E según Monath et al. (2006) (Proc Natl Acad Sci USA. 103, 6694-6699), a saber, 
L107F, A316V y K440R. Con ese fin, se prepara un fragmento de ADNc de YFV-WNV quimérico mediante síntesis de 
ADN personalizada (IDT Integrated DNA Technologies, Haasrode, Bélgica) y se recombinan en los sitios Xhol (nt 406) 10
y Kasl (nt 2477) de pShuttle/ChimeriVax-JE. La construcción final tiene una secuencia como se especifica en la SEC 
ID NO: 6.

Ejemplo 9: Construcción de pShuttle/EV71 como vectores de expresión para diferentes picornavirus

Los enterovirus son virus de ARN-(+) que pertenecen a la familia de los picornavirus de virus pequeños no envueltos 
con un genoma de ARN en la orientación de sentido. Normalmente, el genoma de los picornavirus no está bloqueado 15
terminalmente, pero en su lugar lleva una proteína VPg unida covalentemente en el extremo 5'. En ausencia de una 
estructura cap, un sitio interno de entrada ribosomal (IRES) recluta la maquinaria de traducción celular al ARN viral 
para la expresión de proteínas virales. En principio, la replicación picornaviral y la producción de la progenie del virus 
infeccioso se pueden poner en marcha intracelularmente después de la transcripción heteróloga del genoma viral. En 
la técnica anterior, el genoma viral se expresa a partir de un ADNc que está bajo el control de un promotor fago y se 20
transcribe solo si la polimerasa de ARN del fago semejante se cotransfecta y se expresa en una célula productora 
(sistema de dos plásmidos). Del mismo modo, dicha polimerasa del fago se puede expresar intracelularmente 
mediante la transducción de los ADNc respectivos utilizando un helpervirus tal como un baculovirus recombinante 
(Yap et al. (1997) Virology. 231, 192-200).

En lugar del enfoque más complicado de la técnica anterior, el ADNc picornaviral se puede expresar intracelularmente 25
a partir de un derivado de pShuttle-BAC (sistema de un plásmido) para la puesta en marcha directa de la replicación 
viral, como se ejemplifica en la siguiente para el enterovirus humano 71 (EV71). Con ese fin, el genoma de EV71 se 
clona como un casete de expresión en pShuttle-BAC con un promotor SV40 en 5' y una cola de poliA en el extremo 3' 
seguida por una ribozima del virus de la hepatitis delta. Esto se logra amplificando el ADNc de EV71 por PCR utilizando
los cebadores #991 y #992, y la reamplificación con los cebadores #453 y #990 para generar un casete de expresión 30
respectivo. Se pueden utilizar diferentes fuentes de ácido nucleico como molde para esta PCR para amplificar 
adecuadamente el ADNc de EV71 de aproximadamente 7,4 kb de longitud; (i) un ADNc de EV71 ya clonado, tal como 
el descrito por Chua et al. (2008) J. Gen. Virol. 89, 1622-1632) y Zhang et al. (2013) Virus Genes. 47, 235-243), o (ii) 
el producto de la transcripción inversa de cualquier cultivo de tejido, o ARN genómico de longitud completa derivado 
de tejido humano o animal de EV71. Alternativamente, (iii) el ADNc de EV71 se puede preparar mediante síntesis 35
génica personalizada. Independientemente de la fuente de ADNc, el casete de expresión así generado se insertará 
en pShuttle/BAC-Pme que se ha linealizado mediante digestión con endonucleasas de restricción utilizando PmeI, 
preferiblemente por recombinación en levadura. Tal construcción tiene una secuencia como se especifica en la SEC 
ID NO: 7 para la cepa BrCr-TR de EV71 (Arita et al. (2005) J. Gen. Virol. 86, 1391-401).

Se puede seguir una estrategia similar para la clonación de otros enterovirus tal como, por ejemplo, el rinovirus humano 40
14 (hRV14), cambiando solo el primer conjunto de cebadores para la amplificación inicial del ADNc viral. Los cebadores 
adecuados para hRV14 son #988 y #989.

Los virus infecciosos EV71 y hRV14 se generarán por transfección de los plásmidos pShuttle/EV71 y pShuttle/hRV14, 
respectivamente, en células de mamífero cultivadas tales como células de carcinoma de cérvix humano (HeLa) o por 
transfección in vivo. Las variantes atenuadas de las mismas se pueden generar de manera similar y utilizarse como 45
vacunas vivas atenuadas.

Listado de secuencias

<110> Katholieke Universiteit Leuven
Dallmeier, Kai
Neyts, Johan50

<120> cromosomas artificiales bacterianos

<130> KUL1457PCT
55

<140> aún no conocido
<141> 25-04-2014

<150> GB1307528.8
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REIVINDICACIONES

1. Un cromosoma artificial bacteriano (BAC) para uso como vacuna, en donde el BAC comprende:

- una secuencia de ori bacteriana inducible para la amplificación de dicho BAC a más de 10 copias por célula 
bacteriana, y

- un casete de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado y que comprende 5
elementos reguladores en cis para la transcripción de dicho ADNc viral en células de mamífero y para el 
procesamiento del ARN transcrito en un virus de ARN infeccioso.

2. El BAC según la reivindicación 1 para uso como vacuna, en donde dicho ADNc de un genoma de virus de ARN 
atenuado es una construcción de ADNc viral quimérico de un genoma de virus de ARN, en donde se ha insertado una 
secuencia de ADN heteróloga o en donde se ha eliminado, truncado o mutado una secuencia viral nativa.10

3. El BAC según la reivindicación 1 para uso como vacuna, en donde dicho casete de expresión viral comprende:

un ADNc de un genoma de virus de ARN de cadena positiva

un promotor dirigido por ARN polimerasa que precede al extremo 5 'de dicho ADNc para iniciar la transcripción de 
dicho ADNc, y

un elemento para la autoescisión del ARN después del extremo 3' de dicho ADNc para escindir el transcrito de 15
ARN de dicho ADNc viral en una posición establecida.

, preferiblemente el ADNc de la ribozima genómica del virus de la hepatitis delta.

4. El BAC según la reivindicación 3 para uso como vacuna, en donde dicho virus de ARN de cadena positiva se 
selecciona del grupo que consiste en flavivirus, hepacivirus, pestivirus, togavirus, picornavirus, coronavirus, hepevirus 
y calicivirus.20

5. El BAC según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso como vacuna, en donde dicho casete de 
expresión viral comprende un ADNc de un virus de fiebre amarilla, preferiblemente el ADNc de la vacuna viva atenuada 
contra el virus de la fiebre amarilla YFV-17D.

6. El BAC según la reivindicación 1 para uso como vacuna contra virus de ARN, en donde dicho casete de expresión 
viral comprende un ADNc de un virus que pertenece al grupo de virus de ARN de cadena negativa, virus de ARN de 25
doble cadena o virus de ARN ambisentido.

7. El BAC según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso como vacuna, en donde dicho cromosoma 
artificial bacteriano comprende además una secuencia de replicación de manera autónoma en levadura para 
transportar y mantener dicho cromosoma artificial bacteriano en levadura, preferiblemente el origen de plásmido de 
2µ o el ARS1 (Secuencia de replicación de manera autónoma 1).30

8. El BAC según la reivindicación 3 para uso como vacuna, en donde dicho promotor dirigido por ARN polimerasa es 
un promotor de ARN polimerasa II, preferiblemente seleccionado del promotor temprano inmediato de Citomegalovirus 
(CMV-IE), el promotor del virus Simian 40, o en donde dicho promotor de ARN polimerasa es un promotor de ARN 
polimerasa I o III.

9. El BAC según la reivindicación 5 para uso como vacuna, en donde dicho casete de expresión viral comprende un 35
ADNc de la vacuna viva atenuada contra YFV-17D, en donde una o más de las secuencias de ADNc que codifican las 
proteínas superficiales del virión están eliminadas, truncadas, o mutadas, de modo que dicha proteína superficial del 
virión funcional de YFV-17D no se expresa y en donde se inserta una secuencia de ADNc que codifica una proteína 
heteróloga en el ADNc de YFV-17D.

10. El BAC según la reivindicación 9 para uso como vacuna, en donde dicha proteína heteróloga es una proteína 40
supercifial del virión de un flavivirus.

11. El BAC según la reivindicación 9 o 10 para uso como vacuna, en donde dicho casete de expresión viral comprende 
un ADNc de la vacuna viva atenuada contra YFV-17D, en donde una o más secuencias de ADNc no relacionadas se 
insertan para expresarse como una o más proteínas heterólogas dentro de la poliproteína viral o en donde dicho casete 
de expresión viral comprende un ADNc viral en donde se insertan secuencias de ADNc extrañas para ser expresadas 45
de forma heteróloga por dichos virus recombinantes.

12. Un método para preparar una vacuna contra virus de ARN que comprende las etapas de:

a) proporcionar un huésped bacteriano transfectado con un BAC que comprende:

- una secuencia de ori bacteriana inducible para la amplificación de dicho BAC a más de 10 copias por célula 
bacteriana, y50
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- un casete de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado y que comprende 
elementos reguladores en cis para la transcripción de dicho ADNc viral en células de mamífero y para el 
procesamiento del ARN transcrito en ARN viral infeccioso,

b) amplificar el BAC añadiendo un compuesto que activa dicho ori inducible,

c) aislar el BAC amplificado,5

d) formular el BAC en una vacuna.

13. Un cromosoma artificial bacteriano (BAC) que comprende:

- una secuencia de ori bacteriana inducible para la amplificación de dicho BAC a más de 10 copias por célula 
bacteriana, y

- un casete de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado, o10

- un casete de expresión viral que comprende un ADNc de un genoma de virus de ARN atenuado y que comprende 
elementos reguladores en cis para la transcripción de dicho ADNc viral en células de mamífero y para el 
procesamiento del ARN transcrito en ARN viral infeccioso,

para uso en la prevención de una infección por virus ARN.
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