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DESCRIPCIÓN 
 
Proteína de fusión no estructural del virus de la hepatitis C. 
 
El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, y es la causa principal de hepatopatías crónicas y hepatitis aguda. La 5 
infección vírica por el VHC está asociada con una tasa elevada (54-86%) de cronicidad, la cual, en el 5 a 24% de los 
casos, evoluciona a cirrosis y subsiguientemente a carcinoma hepatocelular durante un período de 20 a 30 años 
(McHutchinson, 2004, The American Journal of Managed Care 10, S21-29). Actualmente, en Europa y en los 
Estados Unidos de América, el 20-30% de los transplantes hepáticos y el 15-33% de los cánceres hepáticos son 
atribuibles a infección por el VHC. La Organización Mundial de la Salud estimó en 1999 que alrededor e 170 10 
millones de personas están crónicamente infectadas a nivel mundial por el VHC, y cada año se infectan 3 a 4 
millones de personas. 
 
El VHC es un virus de cubierta con un genoma de ácido ribonucleico (ARN) monocatenario positivo de 
aproximadamente 9.600 nucleótidos, cuya organización es habitual para todas las cepas y aislados del VHC. La 15 
traducción del genoma del VHC en la fase 0 genera una gran poliproteína de 3010 a 3030 aminoácidos según el 
genotipo, que es escindida proteolíticamente por proteasas víricas y celulares para producir 10 proteínas víricas. La 
tercera parte aminoterminal de la poliproteína codifica las proteínas estructurales del virión: la proteína Core (C), y 
las glucoproteínas de cubierta E1 y E2. Después de la región estructural viene una pequeña proteína de membrana 
integral, p7, que parece funcionar como un canal de iones. El resto del genoma codifica las proteínas no 20 
estructurales (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, que median los procesos intracelulares del ciclo vital del 
virus (Penin, 2004, Hepatology 39, 5-19). El VHC también codifica proteínas pequeñas, denominadas F 
(desplazamiento del marco) o ARFP (proteína del marco de lectura alternativo), que se pueden producir mediante 
desplazamiento del marco ribosómico o iniciación interna en un marco de lectura +1 alternativo dentro del gen core 
(véanse Branch et al., 2005, Semin. Liver Dis. 25:105-117; y el documento WO2004/069864). Las secuencias que 25 
codifican la poliproteína están flanqueadas en ambos extremos por dos regiones no traducidas muy conservadas 
(UTR), 5’UTR y 3’UTR, respectivamente. Un sitio de entrada al ribosoma interno, situado en 5’UTR, permite la 
fijación al ribosoma para la iniciación de la traducción, mientras que se piensa que la 3’UTR desempeña un papel 
importante en la iniciación de la replicación vírica. 
 30 
La terapia estándar actual para pacientes infectados crónicamente con VHC es una combinación de interferón alfa 
pegilado (PEG-IFN-α) y ribavirina (Fried et al., 2002, N. Engl. J. Med. 347, 975-982). Sin embargo, esta terapia es 
costosa, está asociada con efectos secundarios significativos que conducen a la terminación prematura del 
tratamiento en 10% de los casos, y es inadecuada para un número significativo de pacientes (por ejemplo aquellos 
con cirrosis hepática descompensada, enfermedades autoinmunitarias, antecedentes de depresión y embarazo). De 35 
forma más importante, sólo el 50% de los pacientes tratados responden al tratamiento (Falck-Ytter, et al., 2002, Ann. 
Intern. Med. 136, 288-292), y la tasa de respuesta es todavía más baja para pacientes infectados con el genotipo 1 
(27%-35%). 
 
En conjunto, se acumula un número de pruebas experimentales para enfatizar el papel crítico desarrollado por la 40 
inmunidad de células T en el control de la infección por VHC, particularmente respuestas mediadas por células T 
CD4+ y CD8+ dirigidas a las proteínas no estructurales (NS) (por ejemplo Francavilla et al., 2004, Eur. J. Immunol. 
34, 427-37; Grakoui et al., 2003, Science 302, 659-662; Shoukry et al., 2003, J. Exp. Med. 197,1645-1655; Thimme 
et al., 2001, J. Exp. Med. 194,1395-1406; Lechner et al., 2000, J. Exp. Med. 191,1499-1512; Gerlach, 1999, 
Gastroenterology 117, 933-941; Folgori et al., 2006, Nat Med. 12, 190-197). De hecho, se observan respuestas 45 
vigorosas de células T específicas del VHC en pacientes que se recuperan espontáneamente de hepatitis C aguda 
autolimitada, mientras que las respuestas de las células T son débiles y están centradas de forma muy particular en 
pacientes infectados persistentemente. Por otro lado, el papel desempeñado por los anticuerpos neutralizantes 
(inmunidad mediada por células B) es mucho menos claro (Logvinoff, 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 10149-
54). 50 
 
Desde el descubrimiento del virus del VHC hace 15 años, todavía no hay ninguna vacuna contra el VHC debido a la 
dificultad de lograr un crecimiento eficiente del virus en cultivo celular y la falta de modelos de laboratorio fácilmente 
disponibles de infección vírica. Sin embargo, ahora ha aparecido un gran número de vacunas candidatas (Barth y 
Baumert, 2004, Novel vaccine strategies, p. 214-227, In State of the Art of Hepatology: Molecular and Cell Biology 55 
eds Kluwer Academic Publishers; Inchauspe and Feinstone, 2003, Clin. Liver Dis. 7, 243-259), que se basan, por 
ejemplo, en péptidos derivados de VHC (Cerny et al., 1995, J. Clin. Invest. 95, 521-30), antígenos de VHC 
producidos recombinantemente, vacunas a base de ADN y de virus (Brinster et al., 2001, Hepatology 34,1206-1217; 
Foms et al., 2000, Hepatology 32, 618-625) y partículas semejantes al virus de VHC (Baumert et al., 1999, 
Gastroenterology 117,1397-1407; Jeong et al., 2004, J. Virol. 78,6995-7003). Actualmente se evalúan varios 60 
candidatos en modelos preclínicos, y la primera ola está entrando en ensayos clínicos. Las vacunas más avanzadas 
actualmente en fase II usan proteína de cubierta E1 con adyuvantes (Innogenetics) y epítopos de células CD4+ y 
CD8+ con adyuvantes (Intercell). 
 
Un enfoque que se ha explorado en forma activa durante esta última década se basa en el uso de poliproteínas que 65 
asocian diversos dominios antigénicos como inmunógenos. Una amplia mayoría de las poliproteínas de la técnica 
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anterior resultan de la fusión a otro polipéptido antigénico, fragmentos o epítopos que se originan a partir de diversas 
proteínas NS de VHC, a fin de formar un único polipéptido esperanzadoramente inmunógeno. Por ejemplo, los 
documentos WO01/30812 y WO03/031588 describen la fusión de polipéptidos de VHC de NS3 a NS5B para formar 
un único polipéptido que engloba las proteínas NS principales. El documento WO03/097677 describe la fusión de 
fragmentos antigénicos de 30 a 70 aminoácidos que se originan a partir de polipéptidos NS3, NS4B y NS5B. El 5 
documento WO2004/0461 describe una poliproteína que comprende Core, NS3, NS4B y NS5B. El documento 
WO2004/1110 describe vectores adenovíricos y de MVA para coexpresar NS3, NS4 y NS5B, en el que NS3 y NS4 
son expresadas como una proteína de fusión, y NS5B es expresada independientemente. 
 
Se ha de señalar que la configuración de las poliproteínas de la técnica anterior es como en el contexto nativo, 10 
apareciendo los diversos componentes en el orden en el que aparecen de forma natural en el precursor de VHC 
nativo. En particular, NS3 es seguida de NS4, que es seguida de NS5. Sin embargo, la configuración “nativa” no es 
óptima en términos de expresión e inmunogenicidad de las poliproteínas resultantes. 
 
Se puede esperar que el VHC continuará siendo una amenaza grave para la salud mundial durante muchos años, 15 
debido a la naturaleza crónica y persistente de infección, su elevada prevalencia y la morbidez significativa de las 
enfermedades asociadas. De este modo, existe una necesidad importante de desarrollar polipéptidos más 
inmunógenos, vectores de expresión, métodos para la preparación de los mismos, y sus usos, para mejora la 
prevención y tratamiento de infecciones por VHC o enfermedades o trastornos asociados con VHC. 
 20 
La presente invención se refiere a proteínas de fusión que implican polipéptidos no estructurales (NS) dispuestos en 
una configuración no nativa según la reivindicación 1. Se seleccionaron fragmentos específicos para los polipéptidos 
MS de VHC (por ejemplo NS3, NS4A, NS5B y opcionalmente NS4B), y se configuraron específicamente a fin de 
optimizar la inmunogenicidad y/o el procedimiento de producción recombinante de las proteínas de fusión 
resultantes. En comparación con los polipéptidos NS nativos, las nuevas proteínas de fusión de VHC proporcionadas 25 
por la presente invención, o sus secuencias nucleotídicas codificantes, pueden permitir una mejora de una respuesta 
inmunitaria anti-VHC y/o una mejora de la respuesta citotóxica global con la introducción en un organismo 
hospedante, y/o una mejora de la producción de lotes clínicos. De este modo, la invención representa un avance 
significativo en el tratamiento y prevención actuales de infecciones por VHC o enfermedades o trastornos asociados 
con VHC. En particular, se puede usar para reforzar terapias existentes o proporcionar un tratamiento alternativo a 30 
pacientes infectados crónicamente, especialmente aquellos que no responden a la terapia convencional.  
 
Este problema técnico se resuelve mediante la provisión de las realizaciones como se definen en las 
reivindicaciones. 
 35 
Otros aspectos, características y ventajas adicionales de la invención serán manifiestos a partir de la descripción 
siguiente de las realizaciones actualmente preferidas de la invención. Estas realizaciones serán para los fines de la 
descripción. 
 
En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invención proporciona una proteína de fusión aislada que 40 
comprende al menos tres polipéptidos NS, entre ellos los polipéptidos NS3, NS4A y NS5B, que se originan a partir 
de un virus de la hepatitis C (VHC), en la que dichos polipéptidos NS están configurados en dicha proteína de fusión 
en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuración nativa, en la que el polipéptido NS4A 
está situado en el término N y NS5B está situado en el término C de dicha proteína de fusión. 
 45 
Como se utiliza en la presente memoria a lo largo de toda la solicitud, los términos “un” y “una” se usan en el sentido 
de que significan “al menos un”, “al menos un primer”, “uno o más” o “una pluralidad” de los compuestos o etapas 
citados, excepto que el contexto dicte otra cosa. Por ejemplo, la expresión “una célula” incluye una pluralidad de 
células, incluyendo una mezcla de las mismas. 
 50 
El término “y/o”, siempre que se use en la presente memoria, incluye el significado de “y”, “o” y “todos o cualquier 
otra combinación de los elementos conectados mediante dicha expresión”. 
 
El término “alrededor de” o “aproximadamente”, como se utiliza en la presente memoria, significa en el 20%, 
preferentemente en el 10%, y más preferentemente en el 5% de un valor o intervalo dado. 55 
 
Los términos “aminoácidos” y “restos” son sinónimos, y engloban aminoácidos naturales así como análogos de 
aminoácidos (por ejemplo aminoácidos no naturales, sintéticos y modificados, incluyendo los isómeros ópticos D o 
L). 
 60 
Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” se usan en la presente memoria de forma intercambiable para 
referirse a polímeros de restos de aminoácidos que comprenden diez o más aminoácidos enlazados vía enlaces 
peptídicos. El polímero puede ser lineal, ramificado o cíclico, y puede comprender aminoácidos de origen natural y/o 
análogos de aminoácidos, y puede estar interrumpido por no aminoácidos. Como indicación general, si el polímero 
de aminoácidos es largo (por ejemplo más de 50 restos de aminoácidos), se denomina preferentemente como 65 
polipéptido o proteína. 
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En el contexto de la presente invención, las expresiones “ácido nucleico”, “molécula de ácido nucleico”, 
“polinucleótido” y “secuencia nucleotídica” se usan de forma intercambiable y definen un polímero de cualquier 
longitud de polidesoxirribonucleótidos (ARN) (por ejemplo, ADNc, ADN genómico, plásmidos, vectores, genomas 
víricos, ADN aislados, sondas, cebadores, y cualquier mezcla de los mismos) C o polirribonucleótidos (ARN) (por 5 
ejemplo ARNm, ARN antisentido), o polirribo-polidesoxirribonucleótidos mixtos. Engloban polinucleótidos 
monocatenarios o bicatenarios, lineales o circulares, naturales o sintéticos. Además, un polinucleótido puede 
comprender nucleótidos de origen no natural, tales como nucleótidos metilados y análogos nucleotídicos (véanse los 
documentos US 5.525.711, US 4.711.955 o EPA 302 175 como ejemplos de modificaciones), y pueden estar 
interrumpidos por componentes no nucleotídicos. Si están presentes, las modificaciones al nucleótido se pueden 10 
impartir antes o después de la polimerización. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, cuando se use para definir productos, composiciones y métodos, la 
expresión “que comprende” quiere decir que los productos, composiciones y métodos incluyen los componentes o 
etapas citados, pero sin excluir otros. “Que consiste esencialmente en” debería significar que excluye otros 15 
componentes o etapas de cualquier significancia esencial. De este modo, una composición que consiste 
esencialmente en los componentes citados no excluiría contaminantes en trazas y vehículos farmacéuticamente 
aceptables. “Que consiste en” debe significar que excluye más de elementos en trazas de otros componentes o 
etapas. Por ejemplo, un polipéptido “consiste en” una secuencia de aminoácidos cuando el polipéptido no contiene 
ningún aminoácido sino la secuencia de aminoácidos citada. Un polipéptido “consiste esencialmente en” una 20 
secuencia de aminoácidos cuando tal secuencia de aminoácidos está presente junto con sólo unos pocos restos de 
aminoácidos adicionales, típicamente de alrededor de 1 a alrededor de 50 restos adicionales más o menos. Un 
polipéptido “comprende” una secuencia de aminoácidos cuando la secuencia de aminoácidos es al menos parte de 
la secuencia de aminoácidos final del polipéptido. Tal polipéptido puede tener unos pocos hasta varios cientos de 
restos de aminoácidos adicionales. Tales restos de aminoácidos adicionales pueden desempeñar un papel en el 25 
tráfico de polipéptidos, facilitar la producción o purificación de polipéptidos, prolongar la semivida, entre otros. Lo 
mismo se puede aplicar para las secuencias nucleotídicas. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, el término “aislado” se refiere a una proteína, polipéptido, péptido o ácido 
nucleico que está purificado o eliminado de su entorno natural. El término “purificado” se refiere a una proteína, 30 
polipéptido, péptido o ácido nucleico que se separa de al menos algún otro componente o componentes con los que 
está asociado naturalmente. 
 
“VHC” significa “virus de la hepatitis C”. Los análisis filogenéticos amplios han conducido a la clasificación de 
aislados de VHC en 6 genotipos principales (1 a 6) que contienen diferentes subtipos (a, b, c, etc.) (Simmons et al., 35 
2005, Hepatology 42, 962-973). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 1a incluyen, sin limitación, HCV-1 
(Choo et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2451-2455), -J I (Okamoto et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20, 
6410-6410) y-H (Inchauspe et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 10292-10296). Los aislados de VHC ejemplares 
de genotipo 1b incluyen, sin limitación, HCV-JA (Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acad., Sci. 87, 9524-9528) y BK 
(Takamizawa et al., 1991, J. Virol. 65, 1105-1113). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 1c incluyen, sin 40 
limitación, HCV-G9 (Okamoto et al., 1994, J. Gen. Virol. 45, 629-635). Los aislados de VHC ejemplares de genotipo 
2a incluyen, sin limitación, HCV-J6 (Okamoto et al., 1991, J. Gen. Virol. 72,2697-2704). Los aislados de VHC 
ejemplares del genotipo 2b incluyen, sin limitación, HCV-J8 (Okamoto et al., 1992, Virology 188, 331-341). Los 
aislados de VHC ejemplares del genotipo 2c incluyen, sin limitación, HCV-BEBE1 (Nako et al., 1996, J. Gen. Virol. 
141, 701-704). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 3a incluyen, sin limitación, HCV-NZL1 (Sakamoto et al., 45 
1994, J. Gen. Virol. 75,1761- 1768). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 3b incluyen, sin limitación, HCV-
Tr (Chayama et al., 1994, J. Gen. Virol. 75, 3623-3628). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 4a incluyen, 
sin limitación, HCV-ED43 (Chamberlain et al., 1997, J. Gen. Virol. 78,1341-1347). Los aislados de VHC ejemplares 
del genotipo 5a incluyen, sin limitación, HCV-EUH1480 (Chamberlain et al., 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun. 
236, 44-49). Los aislados de VCH ejemplares del genotipo 6a incluyen, sin limitación, HCV-EUHK2 (Adams et al., 50 
1997, Biochem. Biophys. Res. Commun. 234, 393-396). 
 
El término “fusión” o “proteína de fusión”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la combinación con 
algún otro de al menos tres péptidos NS (o fragmento o fragmentos o variante o variantes de los mismos) en una 
cadena polipeptídica. Preferentemente, la fusión entre los diversos polipéptidos NS se lleva a cabo por medios 55 
genéticos, es decir, fusionando en el marco las secuencias nucleotídicas que codifican cada uno de los polipéptidos 
SN. Por “fusionado en el marco” se quiere decir que la expresión de las secuencias codificantes fusionadas da como 
resultado una única proteína sin ningún terminador transcripcional entre cada uno de los polipéptidos NS. 
 
La fusión entre cada uno de los polipéptidos NS puede ser directa o a través de un ligador. Como se utiliza en la 60 
presente memoria, “directa” se refiere a una fusión entre dos polipéptidos NS sin ningún resto de aminoácido 
adicional entre medias (por ejemplo los codones que codifican un polipéptido NS son contiguos a los codones que 
codifican al siguiente polipéptido NS). Como alternativa, se puede usar un péptido ligador en unión de al menos dos 
polipéptidos NS. La presencia de un ligador puede facilitar la formación completa, el plegamiento y/o el 
funcionamiento de la proteína de fusión. La presente invención no está limitada por la forma, tamaño o número de 65 
secuencias ligadoras empleadas, y se pueden insertar en la unión entre dos polipéptidos NS múltiples copias de una 
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secuencia ligadora. Los ligadores adecuados según la invención tienen 3 a 30 aminoácidos de longitud, están 
compuestos de repeticiones de restos de aminoácidos tales como glicina, serina, treonina, asparagina, alanina y/o 
prolina (véase, por ejemplo, Wiederrecht et al., 1988, Cell 54, 841; Aumailly et al., 1990 FEBS Lett. 262, 82; y 
Dekkeret al., 1993, Nature 362, 852). Los ejemplos representativos de ligadores adecuados incluyen un ligador Ser-
Gly-Ser para conectar el polipéptido NS del término N al segundo polipéptido NS, y un ligador Gly-Ser-Gly-Ser-Gly 5 
para conectar el segundo polipéptido NS al tercer polipéptido NS. Como alternativa, también se pueden usar 
secuencias derivadas del VHC para conectar entre sí dos polipéptidos NS (por ejemplo la porción C-terminal de un 
polipéptido NS4A nativo que se extiende desde aproximadamente la posición 1691 hasta aproximadamente la 
posición 1711, numeradas con relación a la poliproteína HCV-1 de longitud completa. 
 10 
“Al menos tres” significa un número que es tres o mayor que tres, con preferencia especial por tres o cuatro. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, la expresión “polipéptido NS” se refiere a una proteína no estructural 
reconocida en la técnica, seleccionada preferentemente del grupo constituido por polipéptidos NS2, NS3, NS4A, 
NS4B y NS5B. No obstante, se prefiere que la proteína de fusión no contenga ningún polipéptido NS5A. En el 15 
contexto de la invención, los polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención se pueden originar 
independientemente a partir de cualquier cepa o aislado de VHC identificado actualmente, tal como los descritos 
anteriormente en relación con el término “VHC”. El término “originar” significa que se puede aislar, clonar, derivar o 
que está relacionado. De este modo, según la presente invención, cada uno de los polipéptidos NS incluidos en la 
proteína de fusión pueden originarse de un polipéptido NS nativo o a partir de un polipéptido NS modificado, como 20 
se define posteriormente más abajo. 
 
Un polipéptido NS “nativo” se refiere a una proteína, polipéptido o péptido NS que se puede encontrar o aislar a 
partir de una fuente en la naturaleza, distinto de ser modificado o alterado artificialmente por el hombre en el 
laboratorio. De este modo, la expresión “polipéptido NS nativo” incluiría polipéptidos NS de origen natural y sus 25 
fragmentos. Tales fuentes en la naturaleza incluyen muestras biológicas (por ejemplo sangre, plasma o suero 
procedente de pacientes infectados por VHC, o que han sido infectados en el pasado por un VHC), células 
cultivadas, así como materiales recombinantes (por ejemplo virus o genoma de VHC, librerías de ADN genómico o 
ADNc, plásmidos que contienen fragmentos de genoma de VHC, precursor procesado previamente recombinante o 
polipéptido NS procesado maduro, y similares). Las secuencias nucleotídicas y de aminoácidos de un número de 30 
polipéptidos NS/genes nativos se han descrito en la bibliografía, y están disponibles en bancos de datos 
especializados. Los ejemplos representativos de polipéptidos NS nativos se exponen en SEC ID nº: 1-4 (SEC ID nº: 
1-4 proporciona las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos nativos NS3, NS4A, NS4B y NS5B de la cepa JA 
del VHC de genotipo 1b). Sin embargo, los polipéptidos NS nativos no están limitados a estas secuencias 
ejemplares. De hecho, las secuencias de aminoácidos pueden variar entre diferentes genotipos, subtipos, y aislados 35 
de VHC, y este alcance natural de variación genética está incluido en el alcance de la invención. 
 
Uno o más de los polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención pueden incluir, 
independientemente entre sí, una o más modificaciones de aminoácidos de las secuencias ejemplares u otros 
polipéptidos NS nativos. La modificación o modificaciones se pueden generar por medio de mutación y/o adición de 40 
restos químicos (por ejemplo alquilación, acetilación, amidación, fosforilación y similar) o restos marcadores. La 
mutación o mutaciones incluyen supresión, sustitución o adición de uno o más restos de aminoácidos, o cualquier 
combinación de estas posibilidades. Cuando se contemplan varias modificaciones, pueden implicar restos 
consecutivos y/o restos no consecutivos. La modificación o modificaciones se pueden realizar de muchas maneras 
conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la secuencia nucleotídica que codifica el polipéptido NS se 45 
puede modificar usando técnicas recombinantes habituales, tales como corte enzimático seguido de modificación y 
ligación de fragmento definido, mutagénesis dirigida al sitio (por ejemplo usando el sistema de mutagénesis in vitro 
Sculptor™ de Amersham, Les Ullis, Francia), mutagénesis de PCR o barajado de ADN. 
 
Un polipéptido NS modificado preferido retiene un grado elevado de identidad de secuencia de aminoácidos con el 50 
polipéptido NS nativo correspondiente, por ejemplo al menos 75% de restos de aminoácidos idénticos a lo largo de 
la secuencia de aminoácidos de longitud completa o un fragmento más corto de la misma (por ejemplo de al menos 
10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100 aminoácidos de longitud). Más específicamente, en el contexto de la invención, en el 
contexto de la invención, el polipéptido NS modificado en uso en la invención comparte un grado de identidad con el 
polipéptido NS nativo correspondiente que es mayor que 75%, ventajosamente mayor que 80%, deseablemente 55 
mayor que 85%, preferentemente mayor que 90%, más preferentemente mayor que 95%, todavía más 
preferentemente mayor que 97%. El porcentaje de identidad entre los dos polipéptidos es una función del número de 
posiciones idénticas compartidas por la secuencia, teniendo en cuenta el número de espacios que es necesario 
introducir para el alineamiento óptimo y la longitud de cada espacio. En la técnica existen diversos programas de 
ordenador y algoritmos matemáticos para determinar el porcentaje de identidades entre secuencias de aminoácidos 60 
tales como, por ejemplo, el programa Blast (por ejemplo Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402; 
Altschul et al., 2005, FEBS J. 272, 51-01-5109) disponible en NCBI. 
 
Por ejemplo, cualquiera o todos los polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención se puede 
modificar para ser representativo de un genotipo o subtipo específico, y de este modo comprende una secuencia de 65 
aminoácidos que corresponde a una secuencia de consenso o de casi consenso que se determina típicamente 
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después del alineamiento de secuencias de diversos NS de un genotipo o subtipo particular. Cualquiera o todos los 
polipéptidos NS también se pueden modificar para proporcionar un polipéptido NS con propiedades funcionales 
modificadas, tales como una función enzimática reducida, y/o una capacidad reducida para ser anclado en una 
membrana celular y/o una capacidad reducida para ser procesado post-traduccionalmente, como se describe más 
abajo. Los aminoácidos que son críticos para tales propiedades funcionales se pueden identificar por métodos 5 
habituales, tales como análisis estructural y funcional. El experto en la técnica puede determinar fácilmente el tipo de 
modificación o modificaciones que es capaz de reducir o interrumpir una actividad enzimática dada. Por ejemplo, se 
puede obrar mediante técnicas de PCR o mutagénesis dirigida al sitio a fin de suprimir o sustituir uno o más 
aminoácidos en una región activa de la actividad enzimática (por ejemplo en el sitio catalítico), de manera que la 
actividad enzimática nativa se reduzca significativamente o se anule. La reducción o falta de una actividad biológica 10 
se puede determinar fácilmente en ensayos apropiados según la actividad enzimática a ensayar usando métodos 
conocidos por los expertos en la técnica. Los dominios de anclaje a la membrana se predicen habitualmente 
basándose en su naturaleza hidrófoba. 
 
Según la presente invención, los al menos tres polipéptidos MS incluidos en la proteína de fusión de la invención se 15 
configuran en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuración nativa. La configuración 
nativa es conocida en la técnica (véase el repaso dado en la sección de introducción de la presente solicitud), y el 
orden en el que aparecen los polipéptidos MS es como se encuentra en un precursor poliproteico de VHC, es decir, 
desde el término N al término C NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B. Según la configuración nativa: 
 20 

o un polipéptido NS2 siempre antecede a un polipéptido NS3 o un polipéptido NS4A o un polipéptido NS4B o 
un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B; y 

 
o un polipéptido NS3 siempre antecede a un polipéptido NS4A o un polipéptido NS4B o un polipéptido NS5A o 

un polipéptido NS5B; y 25 
 
o un polipéptido NS4A siempre antecede a un polipéptido NS4B o un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B; 

y 
 
o un polipéptido NS4B siempre antecede a un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B; y 30 
 
o un polipéptido NS5A siempre antecede a un polipéptido NS5B. 
 

En la proteína de fusión de la invención, la configuración no es nativa en el sentido de que al menos uno de los 
polipéptidos NS aparece en un orden que es distinto de aquel de la configuración nativa. De este modo, si la 35 
proteína de fusión comprende un polipéptido NS3, un polipéptido NS4A y un polipéptido NS5B, la configuración 
nativa sería NS3-NS4A-NS5B, con NS3 en el término N, y NS5B en el término C. Por el contrario, una configuración 
no nativa puede ser NS5B-NS3- NS4A, NS5B-NS4A-NS3, NS4A-NS3-NS5B, NS4A-NS5B-NS3 o NS3-NS5B-NS4A. 
 
En particular, la proteína de fusión de la invención comprende al menos uno de los siguientes: 40 
 

o un polipéptido NS4A fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS3; 
 
o un polipéptido NS3 fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B;  
 45 
o un polipéptido NS4B fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B;  
 
o un polipéptido NS4A fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS3, que 

está fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS4B; y/o 
 50 
o un polipéptido NS3 fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS4B que 

está fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B. 
 
En tales porciones específicas de la proteína de fusión de la invención, cada uno de los polipéptidos NS puede ser 
independientemente nativo o puede estar modificado. Por ejemplo, el polipéptido NS4A incluido en la porción NS4A-55 
NS3 puede ser nativo, mientras que el polipéptido NS3 comprende al menos una de las modificaciones descritas 
más abajo. 
 
En una forma de realización, todos los polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención se originan 
de la misma cepa o aislado de VHC. Como alternativa, al menos dos de los polipéptidos NS se originan a partir de 60 
cepas o aislados de VHC diferentes, a fin de proporcionar protección frente a un intervalo más amplio de genotipos 
de VCH. También podría ser interesante adaptar la proteína de fusión a la región geográfica específica donde se 
usará, incluyendo al menos un polipéptido NS de un aislado de VHC que es endémico en esta región (por ejemplo, 
los genotipos 1a, 1b, 2 y 3 son los más prevalentes en América del Norte, Europa y Asia; el genotipo 4 es 
predominante en África del Norte y Central; el genotipo 5 hasta ahora se ha identificado mayoritariamente en África 65 
del Sur, y los aislados del genotipo 6 se han encontrado principalmente en Vietnam y en Hong Kong. Por ejemplo, si 
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la proteína de fusión comprende un polipéptido NS3, un polipéptido NS4A y un polipéptido NS5B, el polipéptido NS3 
se puede originar a partir de una primera cepa de VHC, y los polipéptidos NS4A y NS5B a partir de una segunda 
cepa de VHC. Como alternativa, el polipéptido NS4A se puede originar a partir de la primera cepa de VHC, y los 
polipéptidos NS3 y NS5B a partir de una segunda cepa de VHC. Como alternativa, el polipéptido NS5B se puede 
originar a partir de una primera cepa de VHC, y los polipéptidos NS3 y NS4A a partir de una segunda cepa de VHC. 5 
Como alternativa, los polipéptidos NS3, NS4A y NS5B se originan cada uno de diferentes cepas de VHC. Cuando la 
proteína de fusión de la invención también comprende un polipéptido NS4B, se puede originar a partir de la misma 
cepa de VHC o a partir de una cepa de VHC diferente de los otros polipéptidos. 
 
Las realizaciones preferidas de la invención están dirigidas a una fusión que comprende, o consiste esencialmente 10 
en, o consiste en un polipéptido NS4A, un polipéptido NS3 y un polipéptido NS5B con NS4A en el término N y NS5B 
en el término C (fusión NS4A-3-5B). Opcionalmente, la fusión puede incluir un polipéptido NS4B (o un fragmento o 
fragmentos o variante o variantes del mismo) para mejorar adicionalmente la actividad inmunógena de la proteína de 
fusión resultante. El polipéptido NS4B está incluido preferentemente entre los polipéptidos NS3 y NS5B. Por lo tanto, 
la presente invención también se refiere a una proteína de fusión que comprende, o consiste esencialmente en, o 15 
consiste en un polipéptido NS4A, un polipéptido NS3, un polipéptido NS4B y un polipéptido NS5B, con NS4A en el 
término N y NS5B en el término C ( fusión NS4A-3-4B-5B). Aparte de los polipéptidos NS3, NS4A, NS5B y del NS4B 
opcional, se prefiere no obstante que la proteína de fusión de la invención no contenga otros polipéptidos de VHC, y 
especialmente ningún core y según se explica anteriormente en relación con los polipéptidos NS, ningún polipéptido 
NS5A. 20 
 
Más específicamente, la expresión “polipéptido NS3” se refiere a una proteína, polipéptido o péptido NS3 nativo, 
obtenido de cualquier cepa de VHC, o a una proteína, polipéptido o péptido NS3 modificado como se define 
anteriormente. El polipéptido NS3 en uso en la invención tiene una longitud de al menos 200 aminoácidos, 
ventajosamente al menos 300 aminoácidos, preferentemente al menos 400 aminoácidos, más preferentemente al 25 
menos 500 aminoácidos, e incluso más preferentemente al menos 600 aminoácidos. Con el fin de ilustrar, la 
proteína NS3 nativa de HCV-1 tiene una longitud de 631 aminoácidos, y está situada aproximadamente desde las 
posiciones 1027 a 1657 en un precursor poliproteico. Un polipéptido NS3 nativo comprende dos dominios activos 
distintos, un dominio de serina proteasa en el término N y un dominio de helicasa en el término C. La NS3 proteasa 
es responsable del procesamiento del precursor de la poliproteína de VHC en las uniones NS3/NS4A, NS4A/NS4B, 30 
NS4B/NS5A y NS5A/NS5B, y requiere NS4A como cofactor para la actividad proteolítica (Tomei et al., 1993, J. Virol. 
67, 4017-4026) y para el plegamiento apropiado (Yao et al., 1999, Structure (London) 7 p. 1353). Un motivo que 
consiste en un ácido aspártico o glutámico en la posición 6 y una cisteína o treonina en la posición I en dirección 5’ 
del sitio de escisión, y una serina o alanina en la posición 1 en dirección 3’ del sitio de escisión, es reconocido 
específicamente por la NS3 proteasa de VHC. Se piensa que la NS3 helicasa es importante para desenrollar el 35 
intermedio de ARN bicatenario durante la replicación vírica (Tai et al., 1996, J. Virol. 70, 8477-8484). 
 
Mediante un “polipéptido NS4A” se quiere decir una proteína, polipéptido o péptido NS4A nativo procedente de 
cualquier cepa de VHC, o una proteína, polipéptido o péptido modificado como se define anteriormente. El 
polipéptido NS4A en uso en la invención tiene una longitud de al menos 10 aminoácidos, ventajosamente al menos 40 
11 aminoácidos, preferentemente al menos 12 aminoácidos, más preferentemente al menos 13 aminoácidos. 
Mediante un “polipéptido NS4B” se quiere decir una proteína, polipéptido o péptido NS4B nativo procedente de 
cualquier cepa de VHC, o una proteína, polipéptido o péptido NS4B modificado como se define anteriormente. El 
polipéptido NS4B en uso en la invención tiene una longitud de al menos 20 aminoácidos, ventajosamente al menos 
25 aminoácidos, preferentemente al menos 30 aminoácidos, más preferentemente al menos 31 aminoácidos, e 45 
incluso más preferentemente al menos 32 aminoácidos. Con fines ilustrativos, la proteína NS4 (A-B) nativa de HCV-
1 que con la longitud de 315 aminoácidos y está situada aproximadamente desde las posiciones 1658 a 1972 en el 
precursor poliproteico. El polipéptido NS4A (posiciones 1658 a 1711) es un cofactor de NS3 proteasa, pero también 
se requiere para la estabilidad y localización de NS3 en la membrana del retículo endoplásmico (ER) (Failla et al., 
1994, J. Virol. 68, 3753-3760). El Polipéptido NS4B (posiciones 1712 a 1972) es una proteína de membrana integral 50 
cuya función todavía es desconocida. Los algoritmos predichos sugieren la presencia de cuatro a seis segmentos 
transmembránicos. Sin embargo, su expresión induce la formación de una banda membranosa aparentemente 
derivada de ER (Egger et al., 2002, J. Virol. 76, 5974-5984). 
 
Mediante un “polipéptido NS5B” se quiere decir una proteína, polipéptido o péptido NS5B nativo procedente de VHC, 55 
o una proteína, polipéptido o péptido NS5B modificado como se define anteriormente. El polipéptido NS5B en uso de 
la invención tiene una longitud de al menos 200 aminoácidos, ventajosamente al menos 300 aminoácidos, 
preferentemente al menos 400 aminoácidos, más preferentemente al menos 500 aminoácidos, e incluso más 
preferentemente al menos 550 aminoácidos. Con fines ilustrativos, la proteína NS5B nativa de HCV-1 tiene una 
longitud de 591 aminoácidos y está situada aproximadamente desde las posiciones 2421 a 3011 en el precursor 60 
poliproteico. La proteína NS5B nativa actúa como una ARN polimerasa dependiente de ARN, lo que 
presumiblemente permite la síntesis de un intermedio de ARN de cadena negativa y copias de progenie de cadena 
positiva (Lohman et al., 1997, J. Virol. 71, 8416-8428). Se encuentra asociada a la membrana del retículo 
endoplásmico mediante su secuencia de 21 aminoácidos del término C (Schmidt-Mende et al., 2001, J. Biol. Chem. 
276, 44052-44063). 65 
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En aras de la claridad, los tramos de aminoácidos citados en la presente memoria en relación con los polipéptidos 
NS3, NS4A, NS4B y NS5B se dan con respecto a sus posiciones en el precursor poliproteico de HCV-1 (como se 
describe por Choo et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2451-2455 o en GenBank con el número de acceso 
M62321). Sin embargo, como se explica anteriormente, la presente invención también engloba polipéptidos NS de 
otras cepas y aislados de VHC, así como polipéptidos NS modificados. Por lo tanto, excepto que el contexto indique 5 
claramente otra cosa, cuando se refiere en la presente memoria a un polipéptido NS o un polipéptido del mismo 
mediante referencia al precursor poliproteico de HCV-1, esto significa el polipéptido NS o el péptido del mismo de 
HCV-1, un polipéptido NS o el polipéptido del mismo de cualquier otra cepa o aislado de HCV, o un polipéptido NS 
modificado o un péptido del mismo. Una realización preferida de la presente invención se refiere a una proteína de 
fusión que comprenden los polipéptidos NS3, NS4A, NS5B y el NS4B opcional que se originan a partir de la cepa JA 10 
de VHC de genotipo 1b (Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acad., Sci. 87, 9524-9528). 
 
En una forma de realización, el polipéptido NS3 incluido en la proteína de fusión de la presente invención está 
modificado en comparación con el polipéptido NS3 nativo correspondiente, para mostrar una actividad de proteasa 
significativamente reducida, y de este modo ser incapaz de mediar la escisión de la proteína de fusión en 15 
polipéptidos individuales. La actividad de proteasa se ha localizado en la porción N-terminal del polipéptido NS3, 
desde alrededor de la posición 1027 hasta alrededor de la posición 1207 numeradas con respecto a la poliproteína 
de HCV-1 de longitud completa (desde alrededor de la posición 1 hasta alrededor de la posición 181 del polipéptido 
NS3 nativo de HCV-Ja mostrado en SEC ID nº: 1). Más específicamente, la actividad de NS3 proteasa se ha 
atribuido a los restos de la tríada catalíticos His (H) en la posición 1083, Asp (D) en la posición 1107, y Ser (S) en la 20 
posición 1165 (respectivamente las posiciones 57, 81 y 139 de SEC ID nº: 1). Los ejemplos representativos de 
polipéptidos NS3 adecuados deficientes en proteasas se describen en Bartenshlager et al., 1993, J. Virol. 67, 3835-
3844 y Tomei et al., 1993, J. Virol. 67, 4017-4026. Preferentemente, puesto que los restos Asp y Ser catalíticos se 
encuentran en un dominio antigénico predicho, el polipéptido NS3 en uso de la presente invención comprende la 
sustitución del resto His en la posición 1083 (que corresponde a la posición 57 de SEC ID nº: 1) o del resto de 25 
aminoácido situado en una posición equivalente de un polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC, por cualquier 
resto de aminoácido distinto de His, con especial preferencia por una sustitución por un resto de Ala (H1083A). La 
interrupción de la actividad de proteasa se puede determinar usando ensayos bien conocidos en la técnica 
(Takeshita et al., 1997, Anal. Biochem. 247, 242-246; Kakiuchi et al., 1997 J. Biochem 122, 749-755; Sali et al., 
1998, Biochemistry 37, 3392-3401; Kakiuchi et al., 1999, J. Virol. Meth. 80, 77-84). 30 
 
Como alternativa o en combinación, el polipéptido NS3 incluido la proteína de fusión de la invención está modificado 
en comparación con el polipéptido NS3 nativo correspondiente, para mostrar una actividad de helicasa 
significativamente reducida. Se han indicado cuatro restos en la actividad de helicasa asociada a NS3, 
especialmente Thr en posición 1295, Thr en posición 1437, Arg en posición 1490, y Arg en posición 1493, 35 
numeradas con relación a la poliproteína HCV-1 de longitud completa (que corresponden a los restos de Thr en las 
posiciones 269 y 411 y los restos de Arg en las posiciones 464 y 467 del polipéptido NS3 nativo de HCV-JA 
mostrado en SEC ID nº: 1). Los ejemplos representativos de polipéptidos NS3 adecuado deficientes en helicasa se 
describen en Kim et al. (1997, J. Virol. 71, 9400) y Lin y Kim (1999, J. Virol. 73, 8798-8807). Preferentemente, el 
polipéptido NS3 en uso de la presente invención comprende la sustitución del resto Arg en la posición 1490 (que 40 
corresponde a la posición 464 de SEC ID nº: 1) o del resto de aminoácido situado en una posición equivalente de un 
polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de aminoácido distinto de Arg, y la sustitución del 
resto Thr en la posición 1295 (que corresponde a la posición 269 de SEC ID nº: 1) o del resto de aminoácido situado 
en una posición equivalente de un polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de aminoácido 
distinto de Thr, con especial preferencia por una sustitución por un resto Ala en ambos casos (T1295A y R1490A). 45 
La interrupción de la actividad de helicasa se puede determinar usando ensayos bien conocidos en la técnica, por 
ejemplo evaluando la actividad desenrolladora. 
 
Lo más preferible, el polipéptido NS2 en el uso de la presente invención está mutado para reducir o interrumpir tanto 
las actividades de proteasa como de helicasa del polipéptido NS3 nativo, y comprende las modificaciones explicadas 50 
anteriormente en relación con estas funciones enzimáticas, con preferencia especial por las mutaciones H1083A, 
T1295A y R1490A. 
 
Como alternativa o en combinación con las modificaciones propuestas anteriormente en relación con el polipéptido 
NS3, el polipéptido NS5B incluido en la proteína de fusión de la invención está modificado en comparación con el 55 
polipéptido NS5B nativo correspondiente, para mostrar una actividad de ARN polimerasa dependiente de ARN. En 
esta función enzimática se han implicado dos restos Asp, respectivamente las posiciones 2640 y 2738, numeradas 
con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa (que corresponden a los restos Asp en las posiciones 
220 y 318 de polipéptido NS5B nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID nº: 4). Los ejemplos representativos de 
polipéptidos NS5B adecuados deficientes en polimerasas se describen en Lohmann et al. (1997, J. Virol. 71, 8416-60 
8428). Preferentemente, el polipéptido NS5B en uso en la presente invención comprende al menos la sustitución del 
resto Asp en la posición 2640 (que corresponde a la posición 220 de SEC ID nº: 4) o del resto de aminoácido situado 
en una posición equivalente de un polipéptido NS5B nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de 
aminoácido distinto de Asp, y/la sustitución del resto Asp en la posición 2738 (que corresponde a la posición 318 de 
SEC ID nº: 4) o del resto de aminoácido situado en una posición equivalente de un polipéptido NS5B nativo de otro 65 
serotipo de VHC por cualquier resto de aminoácido distinto de Asp, con referencia especial por la sustitución por un 
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resto Asn en ambos casos. La interrupción de la actividad de ARN polimerasa se puede determinar usando ensayos 
bien conocidos en la técnica, por ejemplo ensayos de replicasas convencionales basados en la incorporación de 
sustratos nucleotídicos radioactivos en un producto de ARN naciente (véanse, por ejemplo, Behrens et al., 1996, 
EMBO J. 15, 12-22; Ferrari et al., 1999, J. Virol. 73, 1649-1654). 
 5 
En otra forma de realización, los polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención pueden 
comprender además modificaciones adicionales en comparación con los polipéptidos NS nativos correspondientes. 
Las modificaciones adecuadas son aquellas que son beneficiosas al procesamiento, estabilidad y solubilidad de la 
proteína de fusión resultante, por ejemplo aquellos dirigidos a inactivar sitios de excisión potenciales, el anclaje de la 
membrana y/o la glucosilación como se describe más abajo. 10 
 
Ventajosamente, la proteína de fusión de la invención no comprende uno o más de los sitios de escisión reconocidos 
por NS3 normalmente presentes en el precursor de la poliproteína nativa de VHC en las uniones NS4A, 
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B, a fin de evitar el procesamiento en polipéptidos NS individuales. Aunque el 
polipéptido NS3 preferido en uso en la presente invención muestra una actividad de proteasa significativamente 15 
reducida, la inactivación de los sitios de escisión reconocidos por NS3 introduce un grado adicional de seguridad. La 
secuencia de consenso del sitio de escisión es Asp/Glu-X4-Cys/Thr-Ser/Ala, en la que X es cualquier resto de 
aminoácido. Se demostró que la escisión mediante el polipéptido NS3 nativo se produce después del resto Cys/Thr. 
Preferentemente, el polipéptido NS3 en uso en la invención no comprende el resto Thr o Cys normalmente presente 
en el término C de un polipéptido NS3 nativo (posición 1657 numerada con respecto a la poliproteína de HCV-1, que 20 
corresponde a la posición 361 de SEC ID nº: 1 o una posición equivalente de un polipéptido nativo de otro serotipo 
de VHC). Como alternativa o en combinación, el polipéptido NS4A no comprende el resto Cys normalmente presente 
en el término C de un polipéptido NS4A nativo (posición 1711 numerada con relación a la poliproteína de HCV-1, 
que corresponde a la posición 54 de SEC ID nº: 2 o una posición equivalente de un polipéptido NS4A nativo de otro 
serotipo de VHC). Como alternativa o en combinación, el polipéptido NS4B opcional no comprende el resto Cys 25 
normalmente presente en el término C de un polipéptido N4B nativo (posición 1972 numerada con relación a la 
poliproteína de HCV-1, que corresponde a la posición 261 de SEC ID nº: 3 o una posición equivalente de un 
polipéptido NS4B nativo de otro serotipo de VHC). 
 
En todavía otra forma de realización, la proteína de fusión de la invención puede estar modificada adicionalmente 30 
para suprimir uno más dominios hidrófobos que están implicados normalmente en el anclaje a la membrana de los 
polipéptidos nativos NS4A, NS4B y/o NS5B. Se han identificado en el polipéptido NS4B nativo seis dominios 
hidrófobos de anclaje a la membrana, mientras que uno está presente en la porción del término N del polipéptido 
NS4A nativo y uno está en la porción C-terminal del polipéptido nativo NS5B. Su supresión al menos parcial puede 
permitir mejorar la solubilidad de la proteína de fusión y facilitar de este modo su producción por medios 35 
recombinantes. Esto también puede permitir limitar la citotoxicidad global de la proteína de fusión en comparación 
con la administración de los polipéptidos de VHC individuales en un organismo hospedante dado. 
 
A este respecto, el polipéptido NS4A está modificado ventajosamente mediante supresión o sustitución de uno o 
más restos de aminoácidos hidrófobos normalmente presentes en la porción N-terminal del polipéptido NS4A nativo. 40 
Un polipéptido NS4A preferido tiene una supresión de hasta 20 aminoácidos primeros en el término N (por ejemplo, 
supresión preferida desde aproximadamente la posición 1658 hasta aproximadamente la posición 1677, numeradas 
con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa, que corresponden a la supresión desde 
aproximadamente la posición 1 hasta aproximadamente la posición 20 del polipéptido nativo NS4A de HCV-JA 
mostrado en SEC ID nº: 2), mientras que no obstante retiene la porción del polipéptido NS4A nativo que se extiende 45 
desde aproximadamente la posición 1678 hasta aproximadamente la posición 1690, numeradas con relación a la 
poliproteína de HCV-1 de longitud completa (desde aproximadamente la posición 21 hasta aproximadamente la 
posición 33 del polipéptido nativo NS4A de HCV-JA mostrado en SEC ID nº: 2). Puede retener o no la porción C-
terminal del polipéptido NS4A nativo, por ejemplo la porción que se extiende desde aproximadamente la posición 
1691 hasta aproximadamente la posición 1711, numerada con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud 50 
completa (que corresponde desde aproximadamente la posición 34 hasta aproximadamente la posición 54 del 
polipéptido NS4A nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID nº: 2). Lo más preferible, el polipéptido NS4A incluido en la 
proteína de fusión de la invención consiste en la porción de un polipéptido NS4A nativo que se extiende desde la 
posición 1678 hasta la posición 1690, numeradas con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa (que 
corresponde a la porción NS4A que se extiende desde la posición 21 hasta la posición 33 del polipéptido NS4A 55 
nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID nº: 2). 
 
Como alternativa o en combinación, un polipéptido NS5B preferido tiene suprimidos 10 a 30 restos de aminoácidos 
normalmente presentes en el término C de un polipéptido NS5B nativo, con especial preferencia por la supresión de 
al menos 21 restos de aminoácidos en el término C (por ejemplo desde la posición 2991 hasta la posición 3011, 60 
numeradas con relación a la polipéptido de HCV-1, que corresponden desde la posición 571 hasta la posición 591 
de SEC ID nº: 4). 
 
Como alternativa o en combinación, a un polipéptido NS4B opcional preferido se le suprime al menos uno de los seis 
dominios hidrófobos de anclaje a la membrana. Más preferentemente, el polipéptido NS4B opcional está truncado 65 
por uno o más aminoácidos tanto en el término N como C del polipéptido NS4B nativo correspondiente para retener 
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esencialmente el dominio antigénico interno. Preferentemente el polipéptido NS4B opcional en uso en la invención 
comprende o consiste esencialmente como alternativa en el tramo de aminoácidos que se extiende desde 
aproximadamente la posición 1789 hasta aproximadamente la posición 1890, numeradas con relación a la 
poliproteína de HCV-1 de longitud completa (que corresponde a aproximadamente la posición 78 a 
aproximadamente la posición 109 del polipéptido NS4B nativo de HCV-J mostrado en SEC ID nº: 3). 5 
 
La proteína de fusión de la invención se puede modificar adicionalmente para suprimir la N-glucosilación potencial 
con la expresión en una célula hospedante dada. A este respecto, se ha identificado un sitio de glucosilación de 
consenso Asn-Val-Ser-Val en el polipéptido NS5B nativo desde la posición 2789 a la posición 2792 numeradas con 
relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa (posición 369 a posición 372 de la proteína NS5B nativa de 10 
HCV-JA mostrada en SEC ID nº: 4). A este respecto, una mutación ejemplar consiste en la sustitución del resto Ser 
en la posición 2791, numerada con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa (posición 371 de SEC 
ID nº: 4), por un resto diferente de un resto Ser, tal como un resto Gly. 
 
De forma deseable, la proteína de fusión de la invención es inmunógena, en el sentido de que es capaz de inducir o 15 
estimular una respuesta inmunitaria específica de antígeno, ya sea humoral o celular, o ambas, con la introducción 
en un organismo hospedante. La presente invención también engloba proteínas de fusión que se han manipulado 
mediante ingeniería para potenciar la inmunogenicidad (por ejemplo mediante oxidación del enlace de disulfuro). De 
forma deseable, el plegamiento de los diversos polipéptidos NS incluidos en la proteína de fusión de la invención es 
como el plegamiento de los polipéptidos NS nativos. En el contexto de la invención, se prefiere que la proteína de 20 
fusión retenga uno o más dominios antigénicos reconocidos por un receptor de células T. En la bibliografía se 
describe un número de dominios antigénicos de VHC que se pueden retener adecuadamente en la proteína de 
fusión (véase, por ejemplo, Chien et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10011-10015; Chien et al., 1993, J. 
Gastroent Hepatol. 8, S33-39 y el documento WO03/097677). 
 25 
Preferentemente, el polipéptido NS3 incluido en la proteína de fusión de la invención retiene las porciones del 
polipéptido NS3 nativo que se extienden desde aproximadamente las posiciones 1038 hasta aproximadamente 
1082, desde aproximadamente la posición 1096 hasta aproximadamente la posición 1181, y desde 
aproximadamente la posición 1244 hasta aproximadamente la posición 1274, numeradas con relación a la 
poliproteína de HCV-1 de longitud completa (por ejemplo desde aproximadamente la posición 12 hasta 30 
aproximadamente la posición 56, desde aproximadamente la posición 70 hasta aproximadamente la posición 155, 
y/o desde aproximadamente la posición 218 hasta aproximadamente la posición 248 del polipéptido NS3 nativo de 
HCV-JA descrito en SEC ID nº: 1). Preferentemente, el polipéptido NS5B incluido en la proteína de fusión de la 
invención retiene la porción del polipéptido NS5B nativo que se extiende desde aproximadamente la posición 2573 
hasta aproximadamente la posición 2601, numeradas con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa 35 
(por ejemplo desde aproximadamente la posición 155 hasta aproximadamente la posición 182 del polipéptido nativo 
NS5B de HCV-J descrito en SEC ID nº: 4). Cuando la proteína de fusión de la invención comprende un polipéptido 
NS4B, preferentemente retiene la porción del polipéptido NS4B nativo desde aproximadamente la posición 1789 
hasta aproximadamente la posición 1820, numeradas con relación a la poliproteína de HCV-1 de longitud completa 
(por ejemplo desde aproximadamente la posición 78 hasta aproximadamente la posición 109 del polipéptido NS4B 40 
nativo de HCV-J descrito en SEC ID nº: 3). 
 
La actividad inmunógena de la proteína de fusión de la invención se puede evaluar mediante un número de técnicas 
que son habituales en la técnica, tales como las descritas en lo sucesivo en relación con el método de la invención, o 
como se ilustra en los ejemplos. En el contexto de la invención, se prefiere que la actividad inmunógena de la 45 
proteína de fusión sea mayor en extensión y/o en naturaleza que la actividad inmunógena habitual proporcionada 
por un polipéptido NS nativo. Por ejemplo, con la introducción de la proteína de fusión en un organismo hospedante, 
la respuesta inmunitaria puede ser de mayor potencia, de naturaleza más amplia (por ejemplo que implica más 
células inmunitarias, tales como células CD4+ y CD8+), o su alcance puede ser diferente (por ejemplo dirigido a un 
epítopo críptico no dominante) que con la introducción de un polipéptido NS nativo. Esto proporcionaría un efecto 50 
terapéutico potenciado, permitiendo así reducir los regímenes de dosificación y mejorando la calidad de vida. 
 
Un polipéptido NS3 preferido se origina a partir de la proteína NS3 nativa de HCV-JA mostrada en SEC ID nº: 1, que 
se modifica al menos de tal manera que: 
 55 

o retiene la porción que se extiende desde la posición 12 hasta la posición 56, desde la posición 70 hasta la 
posición 155, y desde la posición 218 hasta la posición 248; 

 
o comprende la sustitución del resto His en la posición 57 por un resto de aminoácido diferente de una His, tal 

como un resto Ala; 60 
 
o comprende la sustitución del resto Thr en la posición 269 por un resto de aminoácido diferente de una Thr, tal 

como un resto Ala; y 
 
o comprende la sustitución del resto Arg en la posición 464 por un resto de aminoácido diferente de una Arg, tal 65 

como un resto Ala; y 
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o no comprende el resto Thr en la posición 631. 

 
Incluso más preferentemente, el polipéptido NS3 en uso en la invención comprende, consiste esencialmente en, o 
consiste como alternativa en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº: 5. 5 
 
Un polipéptido NS4A preferido se origina a partir de la proteína NS4A de HCV-JA mostrada en SEC ID nº: 2, que se 
modifica al menos de tal manera que: 
 

o contiene la porción de SEC ID nº: 2 desde la posición 21 hasta la posición 33;  10 
o no contiene la porción de SEC ID nº: 2 desde la posición 1 hasta la posición 20. 

 
Incluso más preferentemente, el polipéptido NS4A tiene una secuencia de aminoácidos que consiste esencialmente 
en la porción de SEC ID nº: 2 desde la posición 21 hasta la posición 33, precedida por un resto Met iniciador. Lo más 
preferible, el polipéptido NS4A consiste esencialmente en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº: 6, 15 
precedida por un resto Met iniciador. 
 
Un polipéptido NS4B opcional preferido se origina a partir de la proteína NS4B nativa de HCV-JA mostrada en SEC 
ID nº: 3, que se modifica al menos de tal manera que: 
 20 

o comprende la porción que se extiende desde el resto Ser en la posición 78 hasta el resto Leu en la posición 
109;  

 
o no comprende el resto Cys en la posición 261. 

 25 
Incluso más preferentemente, el polipéptido NS4B opcional consiste esencialmente o como alternativa consiste en la 
secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID nº: 7. 
 
Un polipéptido NS5B preferido se origina a partir de la proteína NS5B nativa de HCV-JA mostrada en SEC ID nº: 4, 
que se modifica al menos de tal manera que: 30 
 

o comprende la porción que se extiende desde el resto Arg en la posición 154 hasta el resto Leu en la posición 
183; 

 
o comprende la sustitución del resto Asp en la posición 220 por un resto de aminoácido diferente de una Asp, 35 

tal como un resto Asn; 
 
o comprende la sustitución del resto Asp en la posición 318 por un resto de aminoácido diferente de una Asp, 

tal como un resto Asn; y 
 40 
o no comprende la porción que se extiende desde el resto Trp en la posición 571 hasta el resto Arg en la 

posición 591. 
 
Incluso más preferentemente, el polipéptido NS5B comprende, consiste esencialmente, o como alternativa consiste 
en la secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID nº: 8. 45 
 
Las proteínas de fusión de la invención más preferidas comprenden, o como alternativa consisten esencialmente en, 
o como alternativa consisten en una secuencia de aminoácidos que es homóloga o idéntica a la secuencia de 
aminoácidos citada en SEC ID nº: 9 o 10. La secuencia citada en SEC ID nº: 9 (figura 1) corresponde a la fusión de 
los polipéptidos NS4A, NS3 y NS5B descritos anteriormente, con una Met iniciadora N-terminal en la posición 1, 50 
extendiéndose el polipéptido NS4A desde el resto de aminoácido 2 hasta el resto de aminoácido 14, extendiéndose 
el péptido ligador desde el resto de aminoácido 15 hasta el resto de aminoácido 17, extendiéndose el polipéptido 
NS3 desde el resto de aminoácido 18 hasta el resto de aminoácido 647, extendiéndose el ligador desde el resto de 
aminoácidos 648 hasta el resto de aminoácido 652, y extendiéndose el polipéptido NS5B desde el resto de 
aminoácidos 653 hasta el resto de aminoácido 1222. La secuencia citada en SEC ID nº: 10 (figura 2) corresponde a 55 
la fusión de los polipéptidos más preferidos NS4A, NS3, NS4B y NS5B descritos anteriormente, con una Met 
iniciadora N-terminal en la posición 1, extendiéndose el polipéptido NS4A desde el resto de aminoácido 2 hasta el 
resto de aminoácido 14, extendiéndose el péptido ligador desde el resto de aminoácido 15 hasta el resto de 
aminoácido 17, extendiéndose el polipéptido NS3 desde el resto de aminoácido 18 hasta el resto de aminoácido 
647, extendiéndose el polipéptido NS4B desde el resto de aminoácidos 648 hasta el resto de aminoácidos 679, y 60 
extendiéndose el polipéptido NS5B desde el resto de aminoácidos 680 hasta el resto de aminoácidos 1249. 
 
Se describen en la presente memoria adicionalmente nuevos fragmentos peptídicos de las proteínas de fusión de la 
invención, y especialmente aquellos citados en SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10. Como se utiliza en la presente 
memoria, un fragmento comprende al menos 10, 15, 20, 50 o más restos de aminoácidos contiguos de las proteínas 65 
de fusión descritas en la presente memoria. Tales fragmentos se pueden escoger basándose en su capacidad para 
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llevar a cabo una función, por ejemplo unirse a un sustrato o actuar como un inmunógeno. Los fragmentos 
peptídicos adecuados son típicamente aquellos que comprenden un dominio o motivo de la proteína de fusión que 
contiene nuevas estructuras inmunógenas. Los dominios inmunógenos predichos son fácilmente identificables 
mediante programas de ordenador bien conocidos y fácilmente disponibles para los expertos en la técnica. Los 
fragmentos peptídicos se pueden sintetizar usando métodos de síntesis proteica conocidos.  5 
 
La proteína de fusión de la presente invención se puede producir mediante cualquier método adecuado, por ejemplo 
mediante técnicas de síntesis peptídica directa estándar (por ejemplo Bodanszky, 1984, en Principles of peptide 
synthesis, Springer-Verlag) y mediante tecnología de ADN recombinante como se describe más abajo en relación 
con los vectores de la invención. 10 
 
De este modo, la presente invención también proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica la 
proteína de fusión de la invención, con preferencia especial por moléculas de ácido nucleico que codifican una 
proteína de fusión que comprende o como alternativa consiste esencialmente en, o como alternativa consiste en una 
secuencia de aminoácidos como se muestra en SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10 o una secuencia de aminoácidos 15 
homóloga a SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10. 
 
De forma deseable, las moléculas de ácido nucleico de la invención se optimizan para proporcionar una expresión 
de nivel elevado en una célula hospedante particular, por ejemplo células hospedantes de mamífero, de levadura 
(por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycespombe o Pichia pastoris) o procariotas (por ejemplo E. coli). 20 
De hecho se ha observado que, cuando existe más de un codón para codificar un aminoácido dado, los patrones de 
uso de codones de los organismos son muy no aleatorios (véase, por ejemplo, Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res. 
20, 2111-2118), y la utilización de los codones puede ser notablemente diferente entre diferentes hospedantes 
(véase, por ejemplo, Nakamura et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24, 214-215). Puesto que las secuencias 
nucleotídicas que codifican NS usadas en la invención son de origen vírico (VHC), pueden tener un patrón de uso de 25 
codones inapropiado para la expresión eficiente en células hospedantes, tales como células bacterianas o 
eucariotas inferiores. 
 
Típicamente, la optimización de codones se lleva a cabo sustituyendo uno o más codones “nativos” (por ejemplo de 
VHC), que corresponden a un codón usado de forma infrecuente en esta célula hospedante particular, por uno o 30 
más codones que codifican el mismo aminoácido que se usa más frecuentemente. Esto se puede lograr mediante 
mutagénesis convencional o mediante técnicas sintéticas químicas (por ejemplo, dando como resultado una 
molécula de ácido nucleico sintética). No es necesario sustituir todos los codones nativos que corresponden a 
codones usados infrecuentemente, puesto que se puede lograr una mayor expresión incluso con una sustitución 
parcial. Además, se pueden realizar algunas desviaciones de la adhesión estricta al uso optimizado de codones para 35 
adecuar la introducción del sitio o sitios de restricción en la molécula de ácido nucleico resultante. 
 
Además de la optimización del uso de codones, la expresión en la célula hospedante se puede mejorar 
adicionalmente a través de modificaciones adicionales de la secuencia nucleotídica. Por ejemplo, la molécula de 
ácido nucleico de la invención se puede modificar para prevenir el agrupamiento de codones raros no óptimos que 40 
están presentes en áreas concentradas, y/o para suprimir o modificar elementos de secuencias al menos 
parcialmente negativos que se espera que influyan negativamente en los niveles de expresión. Tales elementos de 
secuencias negativos incluyen, sin limitación, las regiones que tienen un contenido muy elevado (>80%) o muy bajo 
(<30%) de GC; tramos de secuencias ricas en AT o ricas en GC; secuencias de repeticiones directas o invertidas 
inestables; estructuras secundarias de ARN; y/o elementos reguladores crípticos internos tales como cajas TATA 45 
internas, sitios chi, sitios de entrada al ribosoma, y/o sitios donantes/aceptores de ayuste. 
 
La molécula de ácido nucleico optimizada de la invención es capaz preferentemente de expresar la proteína de 
fusión de la invención en una célula hospedante dada a un mayor nivel, es decir, al menos 110%, ventajosamente al 
menos 150%, y preferentemente al menos 200%, en comparación con el nivel expresado por una molécula de ácido 50 
nucleico que implica los genes nativos de VHC correspondientes en idénticas condiciones (por ejemplo mismo tipo 
celular, mismas condiciones de cultivo, mismo vectores de expresión, etc.). Los niveles de expresión se pueden 
evaluar mediante técnicas convencionales tales como transferencia Western, usando un anticuerpo específico para 
uno de los polipéptidos de VHC incluidos en la proteína de fusión de la invención. 
 55 
Según una forma de realización preferida, la presente invención proporciona moléculas de ácido nucleico que 
comprende, o como alternativa consisten esencialmente en, o como alternativa consisten en una secuencia 
nucleotídica que es homóloga o, incluso más preferentemente, idéntica a cualquiera de las secuencias nucleotídicas 
mostradas en SEC ID nº: 11-16. La molécula de ácido nucleico de SEC ID nº: 11 codifica una proteína de fusión 
NS4A-3-5B cuya secuencia nucleotídica se ha optimizado para la expresión en células de mamíferos (por ejemplo 60 
humanas). La molécula de ácido nucleico de SEC ID nº: 12 codifica una fusión NS4A-3-4B-5B cuya secuencia 
nucleotídica se ha optimizado para la expresión en células de mamífero (por ejemplo células humanas). La molécula 
de ácido nucleico de SEC ID nº: 13 codifica una fusión NS4A-3-5B cuya secuencia nucleotídica se ha optimizado 
para la expresión en levadura (por ejemplo P pastoris). La molécula de ácido nucleico de SEC ID nº: 14 codifica una 
fusión NS4A-3-4B-5B cuya secuencia nucleotídica se ha optimizado para la expresión en levadura (por ejemplo P. 65 
pastoris). La molécula de ácido nucleico de SEC ID nº: 15 codifica una fusión NS4A-3-5B cuya secuencia 
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nucleotídica se ha optimizado para la expresión en procariota (por ejemplo E. coli). La molécula de ácido nucleico de 
SEC ID nº: 16 codifica una fusión NS4A-3-4B-5B cuya secuencia nucleotídica se ha optimizado para la expresión en 
procariota (por ejemplo E. coli). Por supuesto, las secuencias se puede equipar con secuencias no codificantes en 5’ 
y 3’ que proporcionan si es necesario una Met iniciadora en el extremo 5’, uno o más codones STOP en el extremo 
3’, y sitios de restricción adecuados en ambos extremos para facilitar las etapas de clonación. Las moléculas de 5 
ácido nucleico ejemplares también se proporcionan en las figuras 3-8. 
 
También se describen moléculas de ácido nucleico que son capaces de hibridarse en condiciones restrictivas a las 
moléculas de ácido nucleico como se definen anteriormente. Las condiciones de hibridación restrictivas son 
conocidas por los expertos en la técnica. Típicamente, la hibridación se lleva a cabo en 6 veces de cloruro de 10 
sodio/citrato de sodio (SSC) a alrededor de 45ºC, y a esto le sigue uno o más lavados en 0,2 veces SSC, 0,1% de 
SDS a 50-65ºC. Preferentemente, tales ácidos nucleicos de hibridación comparten un grado de identidad de 
secuencias con las moléculas de ácido nucleico definidas anteriormente mayor que 70% a lo largo de la secuencia 
nucleotídica de longitud completa o un fragmento más corto de la misma (por ejemplo de al menos 30, 45, 50, 60, 
80, 100, 150, 200 nucleótidos de longitud. Más preferentemente, el grado de identidad entre ellos es mayor que 15 
70%, ventajosamente mayor que 80%, deseablemente mayor que 85%, preferentemente mayor que 90%, más 
preferentemente mayor que 95%, todavía más preferentemente mayor que 97%. 
 
Los ejemplos representativos de tales moléculas de ácido nucleico de hibridación incluyen, sin limitación, moléculas 
de ácido nucleico que son complementarias en al menos alrededor de 20, 30, 40, 50, 100, o 150 nucleótidos 20 
contiguos incluidos en cualquiera de las SEC ID nºs: 11-16 (por ejemplo moléculas de ácido nucleico antisentido). 
También se describen variaciones de las secuencias ejemplares, tales como codones degenerados, o polimorfismo 
entre diferentes aislados/cepas de VHC, o variaciones que resultan de técnicas tales como el barajado de ADN. 
 
También se describen fragmentos de la molécula de ácido nucleico de la invención, por ejemplo fragmentos 25 
generados mediante endonucleasas de restricción o mediante PCR. Tales fragmentos se pueden usar como sondas, 
cebadores o fragmentos que codifican una porción inmunógena de la proteína de fusión. 
 
La molécula de ácido nucleico de la presente invención se puede generar usando datos de secuencias accesibles en 
la técnica y la información de secuencias proporcionada en la presente memoria. La secuencia de ADN que codifica 30 
cada uno de los polipéptidos de VHC incluidos en la proteína de fusión de la presente invención se puede aislar 
directamente de células que contienen VHC, ADNc y librerías genómicas, genomas víricos o cualquier vector de la 
técnica anterior que se sabe que los incluye, mediante técnicas de biología molecular o de PCR convencional, y, si 
es necesario, se puede modificar adicionalmente mediante técnicas de mutagénesis habituales (por ejemplo para 
optimizar la expresión en una célula hospedante particular, para cumplir con una secuencia específica del genotipo o 35 
del subtipo, como se describe anteriormente). La fusión de las secuencias que codifican cada uno de los 
polipéptidos de VHC se puede lograr, por ejemplo, mediante ligación en el marco ya sea directamente o a través de 
una secuencia que codifica un ligador peptídico. Como alternativa, la molécula de ácido nucleico de la invención 
también se puede generar mediante síntesis química en un procedimiento automatizado (por ejemplo ensamblado a 
partir de oligonucleótidos sintéticos solapantes como se describe, por ejemplo, en Edge, 1981, Nature 292, 756; 40 
Nambair et al., 1984, Science 223, 1299; Jay et al., 1984, J. Biol. Chem. 259, 6311). 
 
También se proporciona mediante la presente invención un vector que comprende una o más copias de la molécula 
o moléculas de ácido nucleico de la invención. Por ejemplo, puede ser ventajoso incluir en el mismo vector 
moléculas de ácido nucleico que codifican proteínas de fusión que se originan a partir de diferentes genotipos o 45 
subtipos. 
 
El término “vector”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere tanto a vectores de expresión como no de 
expresión, e incluye vectores víricos así como no víricos, incluyendo vectores extracromosómicos (por ejemplo 
plásmidos de múltiples copias) y vectores integrantes diseñados para ser incorporados en el cromosoma o 50 
cromosomas del hospedante. En el contexto de la invención son particularmente importantes los vectores para uso 
en terapia génica (es decir, que son capaces de suministrar la molécula de ácido nucleico a un organismo 
hospedante), así como vectores de expresión para uso en diversos sistemas de expresión. 
 
Se puede usar una variedad de sistemas de hospedantes-vectores para expresar la proteína de fusión de la 55 
invención, incluyendo organismos procariotas tales como bacterias (por ejemplo E. coli o Bacillus subtilis) 
transformadas con vectores bacteriófagos, plasmídicos o cosmídicos que contienen la molécula de ácido nucleico 
que codifica la fusión; levaduras (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, Pichia pastoris) 
transformadas con vectores de expresión de levadura que contienen la molécula de ácido nucleico que codifica la 
fusión; sistemas celulares de insectos (por ejemplo células Suficiente 9) infectados con vectores de expresión víricos 60 
(por ejemplo baculovirus) que contienen la molécula de ácido nucleico que codifica la fusión; sistemas de células 
vegetales infectados con vectores de expresión víricos (por ejemplo virus del mosaico de la coliflor CaMV; virus del 
mosaico del tabaco TMV) o transformados con vectores de expresión plasmídicos (por ejemplo plásmido Ti) que 
contienen la molécula de ácido nucleico que codifica la fusión; o sistemas de células de mamíferos (por ejemplo 
células cultivadas) transfectados o infectados con vectores de expresión plasmídicos o víricos que contienen la 65 
molécula de ácido nucleico que codifica la fusión. 
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Los vectores adecuados para uso en sistemas procariotas incluyen sin limitación pBR322 (Gibco BRL), pUC (Gibco 
BRL), pBluescript (Stratagene), p Poly (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201), pTrc (Amann et al., 1988, Gene 69, 
301-315); pET 11d (Studier et al., 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 60-89); pIN 
(Inouye et al., 1985, Nucleic Acids Res. 13, 3101-3109; Van Heeke et al., 1989, J. Biol. Chem. 264, 5503-5509); y 5 
vectores pGEX, en los que la molécula de ácido nucleico de la invención se puede expresar en fusión con glutationa 
S-transferasa (GST). El plásmido pGEX-2T (código de producto de Amersham Biosciences: 27-4801-01, número de 
acceso de GenBank U13850) es particularmente adecuado en el contexto de la invención. 
 
Los vectores adecuados para la expresión en levaduras (por ejemplo S. cerevisiae) incluyen, pero no se limitan a, 10 
pYepSecl (Baldari et al., 1987, EMBO J. 6, 229-234), pMFa (Kujan et al., 1982, Cell 30, 933-943), pJRY88 (Schultz 
et al., 1987, Gene 54, 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y pTEF-MF (código de producto 
de Dualsystems Biotech: P03303).  
 
Los vectores adecuados para la expresión de células hospedantes de mamíferos pueden ser de origen vírico o no 15 
vírico (por ejemplo ADN plasmídico). Los vectores plasmídicos adecuados incluyen, sin limitación, pREP4, pCEP4 
(Invitrogene), pCI (Promega), pCDM8 (Seed, 1987, Nature 329, 840) y pMT2PC (Kaufman et al., 1987, EMBO J. 6, 
187-195), pVAX y pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi et al., 2002, J. Virol. 76, 12735-12746). 
 
Además, los sistemas de hospedantes-vectores usados en el contexto de la presente invención también pueden 20 
comprender uno o más elementos adicionales que permiten el mantenimiento, propagación o expresión de la 
molécula de ácido nucleico de la presente invención de la célula hospedante. Tales elementos adicionales incluyen 
sin limitación un gen o genes marcadores a fin de facilitar la identificación y aislamiento de las células hospedantes 
recombinantes (por ejemplo mediante complementación de una auxotrofia celular, o mediante resistencia a 
antibióticos), elementos estabilizantes (por ejemplo secuencia cer como se describe en Summers y Sherrat, 1984, 25 
Cell 36, 1097-1103 y el sistema DAP como se describe en el documento US 5.198.343), y elementos integradores 
(por ejemplo secuencias víricas LTR y transposones). 
 
Los genes marcadores adecuados para la expresión en células hospedantes procariotas incluyen genes de 
resistencia a tetraciclina y ampicilina. También, se pueden usar genes de resistencia para la expresión en células 30 
hospedantes de mamíferos, tales como dihidrofolato reductasa (dhfr), que confiere resistencia a metotrexato (Wigler 
et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 3567; O’Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 1527); gpt, que 
confiere resistencia a ácido micofenólico (Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 2072); neo, que 
confiere resistencia al aminoglucósido G-418 (Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150, 1); zeo, que confiere 
resistencia a zeomicina; kana, que confiere resistencia a kanamicina; e hygro, que confiere resistencia a higromicina 35 
(Santerre et al., 1984, Gene 30, 147). Para la expresión en sistemas de levaduras, se pueden usar los genes URA3 
y LEU2, que proporcionan complementación de mutantes de levadura ura3 o leu2. En particular, se puede usar 
ventajosamente el gen URA3, a partir del que se ha suprimido su promotor. 
 
También se puede utilizar en el contexto de la invención un número de sistemas de expresión a base de virus, 40 
derivados de una variedad de diferentes virus (por ejemplo retrovirus, adenovirus, AAV, poxvirus, virus del herpes, 
virus del sarampión, espumavirus y similares). Como se utiliza en la presente memoria, la expresión “vector vírico” 
engloba ADN vectorial así como partículas víricas generadas del mismo. Los vectores víricos pueden ser 
competentes en replicación, o se pueden inactivar genéticamente para ser defectuosos en la replicación o que 
tengan una replicación alterada. La expresión “competente en la replicación”, como se utiliza en la presente 45 
memoria, engloba vectores víricos selectivos para la replicación y condicionalmente replicativos que se manipulan 
mediante ingeniería para replicarse mejor o selectivamente en células hospedantes específicas (por ejemplo células 
tumorales). 
 
Tales vectores incluyen, por ejemplo, vectores adenovíricos que tienen un número de ventajas bien documentadas 50 
para la transferencia génica o para la reproducción recombinante (para un repaso, véase “Adenoviral vectors for 
gene therapy”, 2002, Ed D. Curiel and J. Douglas, Academic Press). Los vectores adenovíricos para uso según la 
presente invención pueden derivar de una variedad de fuentes humanas o animales. Se puede emplear cualquier 
serotipo desde los serotipos adenovíricos 1 a 51, con especial preferencia por los adenovirus humanos 2 (Ad2), 5 
(Ad5), 6 (Ad6), 11 (Ad11), 24 (Ad24) y 35 (Ad35). Los adenovirus citados están disponibles de la American Type 55 
Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.), y han sido el objeto de numerosas publicaciones que describen su 
secuencia, organización y métodos de producción, permitiendo al experto aplicarlos (véanse, por ejemplo, los 
documentos US 6.133.028; US 6.110.735; WO 02/40665; WO 00/50573; EP 1016711; Vogels et al., 2003, J. Virol. 
77, 8263-8271). 
 60 
El vector adenovírico de la presente descripción es competente en la replicación. Los ejemplos de tales vectores 
adenovíricos competentes en la replicación son bien conocidos en la técnica y están fácilmente disponibles para los 
expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Hernandez-Alcoceba et al., 2000, Human Gene Ther. 11, 2009-2024; 
Nemunaitis et al., 2001, Gene Ther. 8, 746-759; Alemany et al., 2000, Nature Biotechnology 18, 723-727). Los 
vectores adenovíricos competentes para la replicación adecuados para uso en la invención se pueden manipular 65 
mediante ingeniería a partir de un genoma adenovírico de tipo salvaje mediante supresión en el dominio E1A CR2 
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para anular la unión al Rb (véase, por ejemplo, el documento WO 00/24408) y/o mediante sustitución de los 
promotores E1 y/o E4 nativos por promotores específicos del estado tisular, tumoral o celular (véanse, por ejemplo, 
los documentos US 5.998.205, WO 99/25860, US 5.698.443, WO 00/46355, WO 00/15820 y WO 01/36650).  
 
El vector adenovírico de la invención tiene replicación defectuosa (véase, por ejemplo, el documento WO 94/28152; 5 
Lusky et al., 1998, J. Virol 72, 2022-2032). Los vectores adenovíricos de replicación defectuosa preferidos son 
defectuosos en E1 (véanse, por ejemplo, los documentos 6.136.594 y US 6.013.638), extendiéndose una supresión 
E1 desde aproximadamente las posiciones 459 a 3328, o desde aproximadamente las posiciones 459 a 3510 (con 
referencia a la secuencia del adenovirus humano tipo 5 descrito en el GeneBank con el número de acceso M 73260 
y en Chroboczek et al., 1992, Virol. 186, 280-285). La capacidad de clonación se puede mejorar adicionalmente 10 
suprimiendo una porción o porciones adicionales del genoma adenovírico (todo o parte de la región E3 no esencial o 
de otras regiones E2, E4 esenciales). 
 
La molécula de ácido nucleico de la presente invención se puede insertar en cualquier localización del genoma 
adenovírico. Preferentemente, se inserta en sustitución de la región E1. Se puede colocar en orientación sentido o 15 
antisentido, con relación a la dirección transcripcional natural de la región en cuestión. 
 
Otros vectores víricos adecuados derivan de poxvirus (véase, por ejemplo, Cox en “Viruses in Human Gene 
Therapy” Ed J. M. Hos, Carolina Academic Press). En el contexto de la presente invención, un vector poxvírico se 
puede obtener a partir de cualquier miembro de poxviridae, en particular la viruela del canario, la difteria aviar y el 20 
virus de la vacuna, siendo este último preferido. Los virus de la vacuna adecuados incluyen, sin limitación, la cepa 
de Copenhague (Goebel et al., 1990, Virol. 179, 247-266 y 517-563; Johnson et al., 1993, Virol. 196, 381-401), la 
cepa Wyeth y la cepa Ankara modificada (MVA) (Antoine et al., 1998, Virol. 244, 365-396). Las condiciones 
generales para construir poxvirus recombinantes son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, el 
documento EP 206 920; Mayr et al., 1975, Infection 3, 6-14; Sutter y Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 25 
10847-10851; documento US 6.440.422). La molécula de ácido nucleico de la presente invención se inserta 
preferentemente en el genoma poxvírico en un locus no esencial. El gen de timidina cinasa es particularmente 
apropiado para la inserción en vectores de la vacuna de Copenhague (Hruby et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci USA 
80, 3411-3415; Weir et al., 1983, J. Virol. 46, 530-537), y la supresión II o III para la inserción en el vector de MVA 
(Meyer et al., 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038; Sutter et al., 1994, Vaccine 12, 1032-1040). 30 
 
Los vectores de la invención comprenden la molécula de ácido nucleico de la invención en una forma adecuada para 
su expresión en una célula u organismo hospedante, lo que significa que la molécula de ácido nucleico se coloca 
bajo el control de una o más secuencias reguladoras, apropiadas para el vector y/o la célula hospedante. Como se 
utiliza en la presente memoria, la expresión “secuencia reguladora” se refiere a cualquier secuencia que permite, 35 
contribuye o modula la expresión de una molécula de ácido nucleico en una célula hospedante dada, incluyendo la 
replicación, duplicación, transducción, ayuste, traducción, estabilidad y/o transporte del ácido nucleico o uno de sus 
derivados (es decir, ARNm) en la célula hospedante. Los expertos en la técnica apreciarán que la elección de las 
secuencias reguladoras puede depender de factores tales como la célula hospedante, el nivel de expresión 
deseado, etc. 40 
 
El promotor es de especial importancia, y los promotores adecuados útiles en el contexto de la presente invención 
incluyen promotores constitutivos que dirigen la expresión de la molécula de ácido nucleico en muchos tipos de 
célula hospedante y aquellos que dirigen la expresión de la secuencia nucleotídica sólo en ciertas células 
hospedantes (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas del hígado) o en respuesta a sucesos específicos o 45 
factores exógenos (por ejemplo por temperatura, aditivo de nutrientes, hormona u otro ligando). 
 
Los promotores adecuados para la expresión en una célula hospedante de in E. coli incluyen, pero no se limitan a, el 
promotor lambda pL de bacteriófago, los promotores lac, TRP y pTAC inducible por IPTG. Los promotores 
adecuados para la expresión en levaduras incluyen los promotores TF (Mumberg et al., 1995, Gene 156, 119-122), 50 
PGK (Hitzeman et al., 1983, Science 219, 620-625), MF alfa (Inokuchi et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 3185-3193), 
CYC-1 (Guarente etal, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 2199), GAL-1, GAL4, GAL10, PHO5, gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa (GAP o GAPDH), y alcohol deshidrogenasa (ADH) (Denis et al., 1983, J. Biol. Chem. 25, 
1165). Para la expresión en vectores poxvíricos, se puede usar el promotor de la vacuna 7.5K, H5R, TK, p28, p11 o 
K1L, los promotores sintéticos descritos en Chakrabarti et al. (1997, Biotechniques 23, 1094-1097), Hammond et al. 55 
(1997, J. Virological Methods 66, 135-138) y Kumar y Boyle (1990, Virology 179, 151-158), así como los promotores 
quiméricos temprano/tardío. Los promotores adecuados para la expresión constitutiva en células de mamíferos 
incluyen el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV) (Boshart et al., 1985, Cell 41, 521-530), el 
promotor tardío principal de adenovirus, el promotor de fosfoglicerocinasa (PGK) (Adra et al., 1987, Gene 60, 65-74), 
y el promotor de timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV)-1. Los promotores eucariotas inducibles 60 
regulados por compuestos suministrados exógenamente incluyen, sin limitación, el promotor de metalotioneína (MT) 
inducible por zinc (Mc Ivor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), el promotor del virus de tumor mamario de ratón 
(MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema del promotor de T7 polimerasa (documento WO 98/10088), el 
promotor de insecto de ecdisona (No et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3346-3351), el promotor represible 
mediante tetraciclina (Gossen et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5547-5551), el promotor inducible por 65 
tetraciclina (Kim et al., 1995, J.Virol. 69, 2565-2573), el promotor inducible por RU486 (Wang et al., 1997, Nat. 
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Biotech. 15, 239-243 y Wang et al., 1997, Gene Ther. 4, 432-441), y el promotor inducible por rapamicina (Magari et 
al., 1997. J. Clin. Invest. 100, 2865-2872). 
 
También se pueden usar promotores específicos de tejidos, especialmente aquellos que permiten seleccionar como 
diana las células infectadas por VHC cuando se desea beneficio terapéutico. Los promotores adecuados incluyen 5 
promotores específicos del hígado, tales como HMG-CoA reductasa (Luskey, 1987, Mol. Cell. Biol. 7,1881-1893); el 
elemento 1 regulador de esterol (SRE-1; Smith et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 2306-2310); albúmina (Pinkert et al., 
1987, Genes Dev. 1, 268-277); fosfoenol piruvato carboxi cinasa (PEPCK) (Eisenberger et al., 1992, Mol. Cell Biol. 
12,1396-1403); proteína reactiva C humana (CRP) (Li et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 4136-4142); glucocinasa 
humana (Tanizawa et al., 1992, Mol. Endocrinology 6, 1070-1081); colesterol 7-alfa hidrilasa (CYP-7) (Lee et al., 10 
1994, J. Biol. Chem. 269, 14681-14689); alfa-1 antitripsina (Ciliberto et al., 1985, Cell 41, 531-540); proteína de 
unión al factor de crecimiento similar a insulina (IGFBP-1) (Babajko et al., 1993, Biochem Biophys. Res. Comm. 
196,480-486); transferrina humana (Mendelzon et al., 1990, Nucleic Acids Res. 18, 5717-5721); colágeno tipo I 
(Houglum et al., 1994, J. Clin. Invest. 94, 808-814) y los genes FIX (documento US 5.814.716). 
 15 
Los promotores adicionales adecuados para uso en esta invención se pueden obtener a partir de genes que son 
expresados preferentemente en células tumorales proliferativas, tales como los promotores del gen de alfa-
fetoproteína sobreexpresado en cánceres hepáticos (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465), la transcriptasa 
inversa de telomerasa (TERT) (documentos WO99/27113, WO 02/053760 y Horikawa et al., 1999, Cancer Res. 59, 
826), y elemento sensible a hipoxia (HRE). 20 
 
Los expertos en la materia apreciarán que los elementos reguladores que controlan la expresión de la molécula de 
ácido nucleico de la invención pueden comprender además elementos adicionales para el inicio, regulación y/o 
terminación apropiados de la transcripción (por ejemplo secuencias de terminación de la transcripción poliA), 
transporte de ARNm (por ejemplo secuencias de señal de localización nuclear), procesamiento (por ejemplo señales 25 
de ayuste), y estabilidad (por ejemplo intrones y secuencias de 5’ y 3’ no codificantes), traducción (por ejemplo señal 
peptídica, propéptido, secuencias líder tripartitas, sitios de unión a ribosoma, secuencias de Shine-Dalgamo, etc.) en 
la célula hospedante u organismo y las etapas de purificación (por ejemplo un marcador). 
 
Por ejemplo, se puede usar un péptido señal, eventualmente en combinación con un propéptido, para facilitar la 30 
secreción de la proteína de fusión en el medio de cultivo. El péptido señal se inserta típicamente en el término N de 
la proteína de fusión inmediatamente después del iniciador Met, y, si es necesario, el propéptido se inserta en 
dirección 3’ del péptido señal. La elección de la señal y/o de los propéptidos es amplia y es accesible a las personas 
expertas en la técnica. Los ejemplos de señal/propéptidos apropiados para la presente invención incluyen, pero no 
se limitan a, las secuencias de péptido señal del factor de coincidencia (MF) alfa (Kurjan y Herskowitz, 1982, Cell 30, 35 
933-934 y el documento US 5.879.926); invertasa (documento WO84/01153); PHOS (documento DK 3614/83); 
YAP3 (proteasa aspártica 3 de levadura; documento WO95/02059); y BAR1 (documento WO87/02670). Durante la 
entrada en el ER, el péptido señal se separa por escisión del polipéptido precursor en un sitio de procesamiento. El 
sitio de procesamiento puede comprender cualquier secuencia peptídica que es reconocida por una enzima 
proteolítica de la célula hospedante. Los ejemplos de sitios de procesamiento preferidos incluyen, pero no se limitan 40 
a, cualquier combinación de los dos restos básicos Lys y Arg (con preferencia especial por Lys-Arg) que son 
escindidos por la endopeptidasa codificada por el gen KEX2 de Saccharomyces cerevisiae (véase Fuller et al., 1986, 
Microbiology, 273-278) o la proteasa equivalente de otra especie de levadura (véase Julius et al., 1983, Cell 32, 839-
852). 
 45 
Para facilitar la purificación de la proteína de fusión recombinante a partir de la célula hospedante o del 
sobrenadante de cultivo, se puede usar un marcador peptídico (por ejemplo una secuencia peptídica corta capaz de 
ser reconocida por antisueros disponibles). Preferentemente, el marcador se inserta en el término C de la proteína 
de fusión. Los marcadores ejemplares incluyen, sin limitación, el marcador His (por ejemplo, compuesto de 6 o más 
restos de histidina), secuencia peptídica de glutationa-S-transferasa (GST) de S mansoni, proteína de unión a 50 
maltosa (MPB) de E. coli, fosfatasa alcalina humana, el octapéptido FLAG, y el marcador e (documento US 
6.686.152). 
 
También se considera un plásmido lanzadera para la expresión en levadura, que comprende la molécula de ácido 
nucleico de la invención (por ejemplo la secuencia nucleotídica de SEC ID nº: 13 y 14) colocada bajo el control del 55 
promotor TEF y una secuencia terminadora transcripcional apropiada (por ejemplo terminador del citocromo cyc) que 
comprende además orígenes de replicación para células hospedantes de E. coli y levadura (por ejemplo ORI y 2µ 
respectivamente), marcadores de selección adecuados para la expresión en E. coli (por ejemplo gen de resistencia a 
ampicilina) y levadura (por ejemplo auxotrofia URA3 y leu2-3). 
 60 
Además, se describe un plásmido pGEX adecuado para la expresión en E. coli que comprende la molécula de ácido 
nucleico de la invención (por ejemplo la secuencia nucleotídica de SEC ID nº: 15 y 16) colocada bajo el control del 
promotor pTAC inducible por IPTG, y una secuencia terminadora transcripcional apropiada que comprende además 
un origen adecuado de replicación para E. coli (por ejemplo ORI), y un marcador de selección adecuado (por 
ejemplo gen de resistencia a ampicilina). 65 
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Todavía otra forma de realización preferida se refiere a un vector adenovírico defectuoso en la replicación para la 
expresión en células de mamíferos, que comprende la molécula de ácido nucleico de la invención (por ejemplo la 
secuencia nucleotídica de SEC ID nº: 11 y 12) colocada bajo elementos reguladores apropiados. Preferentemente, el 
vector adenovírico defectuoso en la replicación es un genoma Ad5 al que se le ha suprimido E1 y E3, extendiéndose 
la supresión E1 desde aproximadamente el nucleótido 459 hasta aproximadamente el nucleótido 3511, y la 5 
supresión E3 desde aproximadamente el nucleótido 28592 hasta aproximadamente el nucleótido 30470. Un vector 
adenovírico preferido comprende las secuencias Ad5 desde aproximadamente el nucleótido 1 hasta 
aproximadamente el nucleótido 458, conteniendo el casete de expresión, desde 5’ hasta 3’, el potenciador/promotor 
temprano inmediato de CMV, un intrón de β-globina/IgG humano quimérico (como se encuentra en el vector pCI 
disponible en Promega), la secuencia que codifica cualquiera de las dos formas poliproteicas (SEC ID nº: 11 o 12) y 10 
la señal de poliadenilación de SV40 seguido de una secuencia de Ad5 desde aproximadamente el nucleótido 3512 
hasta aproximadamente el nucleótido 28592, y desde aproximadamente el nucleótido 30470 hasta 
aproximadamente el nucleótido 35935. 
 
Si es necesario, el vector de la invención puede comprender además uno o más transgenes, por ejemplo un gen de 15 
interés a expresar junto con la molécula de ácido nucleico de la invención en una célula hospedante u organismo. 
De forma deseable, la expresión del transgén tiene una actividad terapéutica o protectora frente a una enfermedad o 
afección asociada a VHC. El transgén adecuado incluye, sin limitación, genes que codifican citocinas (por ejemplo 
IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21, IFNg), genes que codifican toxinas (por ejemplo ricina, toxina de la difteria, toxina del 
cólera), genes suicidas, y especialmente los genes que codifican K HSV-1 (Caruso et al., 1993, Proc. Natl. Acad. 20 
Sci. USA 90, 7024-7028) que se va a usar en combinación con el profármaco aciclovir o ganciclovir, citoxina 
desaminasa (CDasa), uracilo fosforribosilo transferasa (UPRTasa) que se va a usar en combinación con el 
profármaco 5-fluorocitosina (5-FC). El producto génico FCU-1 (descrito en el documento WO 99/54481) es 
particularmente útil en este contexto. Si se usa un transgén, se coloca bajo el control de elementos reguladores 
apropiados, y se puede insertar en cualquier localización del vector de la invención o en un vector independiente que 25 
se usa en combinación con el vector de la invención. 
 
La inserción de la molécula de ácido nucleico de la invención en una estructura principal vectorial se puede llevar a 
cabo mediante biología molecular habitual, por ejemplo como se describe en Sambrook et al. (2001, Molecular 
Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory). La inserción en el vector adenovírico o en un vector 30 
poxvírico se puede llevar a cabo a través de recombinación homóloga como se describe respectivamente en 
Chartier et al. (1996, J. Virol. 70, 4805-4810) y Paul et al. (2002, Cancer gene Ther. 9, 470-477). 
 
La presente invención también engloba vectores (por ejemplo ADN plasmídico) complejados a lípidos o polímeros 
para formar estructuras en partículas tales como liposomas, lipocomplejos o nanopartículas. Tales tecnologías están 35 
disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, Arangoa et al., 2003, Gene Ther. 10: 5-14; Eliaz et al., 2002, Gene 
Ther. 9, 1230-1237 y Betageri et al., 1993, “Liposome drug delivery systems”, Technomic Publishing Company, Inc). 
 
Se describen partículas víricas infecciosas que comprenden las moléculas de ácido nucleico o vectores de la 
presente invención descritos anteriormente. 40 
 
Típicamente, tales partículas víricas se producen mediante un procedimiento que comprende las etapas de: 
 

(a) introducir el vector vírico de la invención en una extirpe celular adecuada, 
 45 
(b) cultivar dicha extirpe celular en condiciones adecuadas para permitir la producción de dicha partícula vírica 

infecciosa, 
 
(c) recuperar la partícula vírica infecciosa producida a partir del cultivo de dicha extirpe celular, y 
 50 
(d) opcionalmente purificar dicha partícula vírica infecciosa recuperada. 

 
Cuando el vector vírico es defectuoso, las partículas infecciosas se producen habitualmente en una extirpe celular 
de complementación o vía el uso de un virus auxiliar, que suministra en trans los genes víricos no funcionales. Por 
ejemplo, las extirpes celulares adecuadas para complementar vectores adenovíricos a los que se les ha suprimido 55 
E1 incluyen las células 293 (Graham et al., 1997, J. Gen. Virol. 36, 59-72) así como las células PER-C6 (Fallaux et 
al., 1998, Human Gene Ther. 9, 1909-1917). Las células apropiadas para propagar vectores poxvíricos son células 
aviares, y los más preferible fibroblastos de embriones de pollo primarios (CEF) preparados a partir de embriones de 
pollo obtenidos de huevos fertilizados. 
 60 
Las partículas víricas infecciosas se pueden recuperar del sobrenadante de cultivo o a partir de las células tras la 
lisis. Se pueden purificar además según técnicas estándar (cromatografía, ultracentrifugación en un gradiente de 
cloruro de cesio como se describe, por ejemplo, en los documentos WO96/27677, WO98/00524, WO98/22588, 
WO98/26048, WO00/40702, EP1016700 y WO00/50573). 
 65 
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La presente invención también engloba vectores o partículas víricas que se han modificado para permitir la selección 
preferente a una célula diana particular (véase, por ejemplo Wickam et al., 1997, J. Virol. 71, 8221-8229; Arnberg et 
al., 1997, Virol. 227, 239-244; Michael et al., 1995, Gene Therapy 2, 660-668; documento WO94/10323; documento 
WO02/96939 y documento EP 1 146 125). Un rasgo característico de los vectores seleccionados como dianas y 
partículas víricas de la invención es la presencia en su superficie de un ligando capaz de reconocer y unirse a un 5 
componente celular y expuesto a la superficie, tal como un marcador específico de las células (por ejemplo una 
célula infectada con VHC), un marcador específico de tejidos (por ejemplo un marcador específico de hígado), así 
como un antígeno vírico (por ejemplo HVC). Los ejemplos de ligandos adecuados incluyen anticuerpos o sus 
fragmentos dirigidos contra un dominio antigénico de VHC. La selección de las dianas se puede llevar a cabo 
insertando genéticamente el ligando en un polipéptido presente sobre la superficie del virus (por ejemplo fibra 10 
adenovírica, penton, pIX o producto génico p14 vacunal). 
 
La invención también se refiere a células hospedantes que comprenden las moléculas de ácido nucleico, vectores o 
partículas víricas infecciosas de la invención descritas en la presente memoria. En el contexto de la presente 
invención, la expresión “célula hospedante” debería ser entendida ampliamente sin ninguna limitación referida en 15 
particular a la organización en tejido, órgano, o células aisladas. Tales células pueden ser de un único tipo de células 
o un grupo de tipos diferentes de células, y englobar extirpes celulares cultivadas, células primarias y células 
proliferativas. 
 
En el contexto de la invención, las células hospedantes incluyen células procariotas, células eucariotas inferiores 20 
tales como levadura, y otras células eucariotas tales como células de insectos, células vegetales y de mamíferos 
(por ejemplo humanas o no humanas). Las células hospedantes de E. coli preferidas incluyen sin limitación BL21 
(disponibles en Amersham Biosciences). Las células hospedantes de levadura preferidas incluyen, sin limitación, S. 
cerevisiae, S. pombe, Pichia pastoris, con preferencia especial por células de levadura que expresan KEX-2, tales 
como la cepa TGY47.1 (o su GY73.4 conversor Leu+ isogénico) descrito en el documento EP 607 080, y aquellas 25 
descritas en los documentos US 5.879.926, US 5.162.208 y US 6.103.515. Las células hospedantes de mamíferos 
preferidas, sin limitación, células BHK (riñón de hámster neonato), CV-1 (extirpe celular de riñón de mono africano), 
COS (por ejemplo COS-7), células de ovario de hámster chino (CHO), células NIH/3T3 de ratón, células HeLa, y 
células Vero. Las células hospedantes también engloban células de complementación capaces de complementar al 
menos una función defectuosa de un vector defectuoso en la replicación de la invención (por ejemplo vector 30 
adenovírico), tal como células 293 y PERC.6. 
 
La célula hospedante se puede encapsular adicionalmente. La tecnología de encapsulamiento celular se ha descrito 
previamente (Tresco et al., 1992, ASAIO J. 38, 17-23; Aebischer et al., 1996, Human Gene Ther. 7, 851-860). 
 35 
Todavía un aspecto adicional de la presente invención es un método para producir recombinantemente la proteína 
de fusión, que emplea los vectores, partículas víricas infecciosas y/o células hospedantes de la invención. El método 
para producir la proteína de fusión comprende (a) introducir un vector o una partícula vírica infecciosa de la 
invención en una célula hospedante adecuada para producir una célula hospedante transfectada o infectada, (b) 
cultivar in vitro dicha célula hospedante transfectada o infectada bajo condiciones adecuadas para el crecimiento de 40 
la célula hospedante, (c) recuperar la proteína de fusión del cultivo celular, y (d) opcionalmente purificar la proteína 
de fusión recuperada. 
 
Se espera que aquellos expertos en la materia sepan los numerosos sistemas de expresión disponibles para 
producir las proteínas de fusión de la invención en células hospedantes apropiadas y los métodos para producir un 45 
vector o una partícula vírica infecciosa en una célula hospedante. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, 
microinyección (Capechi et al., 1980, Cell 22, 479-488), transfección mediada por CaPO4- (Chen y Okayama, 1987, 
Mol. Cell Biol. 7, 2745-2752), transfección mediada por DEAE-dextrano, electroporación (Chu et al., 1987, Nucleic 
Acid Res. 15,1311-1326), fusión de lipofección/liposoma (Felgner et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA84, 7413-
7417), bombardeo de partículas (Yang et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 9568-9572), pistolas génicas, 50 
transducción, infección vírica, así como la administración directa en un organismo hospedante vía diversos medios. 
 
Los vectores de la invención se pueden usar en asociación con reactivos de transfección, a fin de facilitar la 
introducción del vector en la célula hospedante, tal como polímeros policatiónicos (por ejemplo citosano, 
polimetacrilato, PEI, etc.) y lípidos catiónicos (por ejemplo DC-Chol/DOPE, lipofectina transfectam disponible ahora 55 
de Promega). Además, como se explica en la presente memoria, se pueden usar tecnologías de ADN recombinante 
para mejorar la expresión de la molécula de ácido nucleico en la célula hospedante, por ejemplo usando vectores de 
número elevado de copias, sustituyendo o modificando una o más secuencias reguladoras transcripcionales (por 
ejemplo promotor, potenciador y similar), optimizando el uso de codones de la molécula de ácido nucleico que 
codifica la fusión a la célula hospedante, y suprimiendo secuencias negativas que pueden desestabilizar el 60 
transcrito. 
 
Las células hospedantes de la presente invención se pueden cultivar en biorreactores de fermentación 
convencionales, matraces, y cápsulas de petri. El cultivo se puede llevar a cabo a una temperatura, pH y contenido 
de oxígeno apropiados para una célula hospedante dada. No se harán en la presente memoria intentos para 65 
describir con detalle los diversos métodos conocidos para la producción de proteínas en células procariotas y 
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eucariotas. La producción de la proteína de fusión puede ser periplásmica, intracelular o segregada fuera de la 
célula hospedante (por ejemplo en el medio de cultivo). 
 
Cuando la proteína de fusión no se segrega fuera de la célula hospedante traductora, o cuando no se segrega 
completamente, se puede recuperar mediante procedimientos de lisis estándar, incluyendo congelación 5 
descongelación, ultrasonidos, destrucción mecánica, uso de agentes de lisis, y similares. Si se segrega, se puede 
recuperar directamente a partir del medio de cultivo. 
 
La proteína de fusión se puede purificar entonces por métodos de purificación bien conocidos, incluyendo 
precipitación con sulfato de amonio, extracción ácida, electroforesis en gel, filtración y métodos cromatográficos (por 10 
ejemplo cromatografía de fase inversa, exclusión molecular, intercambio iónico, afinidad, fosfocelulosa, interacción 
hidrófoba, hidroxilapatita, o cromatografía de líquidos de altas prestaciones). Las condiciones y tecnología usadas 
para purificar una proteína de fusión particular de la invención dependerán de factores tales como la carga neta, el 
peso molecular, la hidrofobia, la hidrofilia, y serán manifiestas para aquello que tienen pericia en la técnica. Además, 
el nivel de purificación dependerá del uso pretendido. También se entiende que, dependiendo de la célula 15 
hospedante productora, las proteínas de fusión pueden tener diversos patrones de glucosilación, o puede estar no 
glucosiladas (por ejemplo cuando se producen en bacterias). 
 
En otro aspecto, esta invención proporciona una composición que comprende la proteína de fusión, la molécula de 
ácido nucleico, el vector, la partícula vírica infecciosa, la célula hospedante de la invención (también denominada en 20 
la presente memoria “agente activo”) o cualquier combinación de los mismos (por ejemplo combinación de proteínas 
de fusión o vectores/partículas víricas que codifican proteínas de fusión de diferentes genotipos o subtipos). 
Preferentemente, la composición es una composición farmacéutica que comprende además de una cantidad 
terapéuticamente eficaz del agente o agentes activos, un vehículo farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en 
la presente memoria, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una dosis suficiente para el alivio de uno o más 25 
síntomas asociados normalmente con la enfermedad o afección que se desea tratar. Cuando está implicado el uso 
profiláctico, esta expresión significa una dosis suficiente para prevenir o retrasar el establecimiento de una 
enfermedad o afección. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz para inducir una respuesta inmunitaria 
sería aquella cantidad necesaria para provocar la activación del sistema inmunitario (por ejemplo que da como 
resultado el desarrollo de una respuesta anti-VHC). 30 
 
Como se utiliza en la presente memoria, un “vehículo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos y 
cualesquiera vehículos, disolventes, diluyentes, excipientes, adyuvantes, medios de dispersión, revestimientos, 
agentes antibacterianos y antifúngicos, y agentes que retrasan la absorción y similares, compatibles con la 
administración farmacéutica. 35 
 
De forma adecuada, la composición farmacéutica de la invención comprende un diluyente apropiado para uso 
humano o animal. Es preferentemente isotónica, hipotónica o débilmente hipertónica, y tiene una fuerza iónica 
relativamente baja. Los ejemplos representativos incluyen agua estéril, disolución salina fisiológica (por ejemplo 
cloruro de sodio), disolución de Ringer, glucosa, trealosa o disoluciones de sacarosa, disolución de Hank, u otras 40 
disoluciones salinas balanceadas fisiológicamente acuosas (véase, por ejemplo, la edición más actual de 
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, A. Gennaro, Lippincott, Williams & Wilkins). La composición de 
la invención está tamponada adecuadamente a fin de que sea apropiada para uso humano a un pH fisiológico o 
ligeramente básico (por ejemplo entre alrededor de pH 7 y alrededor de pH 9). Los tampones adecuados incluyen, 
sin limitación, tampón de fosfato (por ejemplo PBS), tampón de bicarbonato y/o tampón Tris. 45 
 
La composición también contiene otros excipientes farmacéuticamente aceptables para proporcionar propiedades 
farmacéuticas o farmacodinámicas deseables, incluyendo, por ejemplo, modificar o mantener el pH, osmolaridad, 
viscosidad, claridad, color, esterilidad, estabilidad, velocidad de disolución de la formulación, modificar o mantener la 
liberación o absorción en el organismo humano o animal, promover el transporte a través de la barrera de la sangre 50 
o la penetración en un órgano particular (por ejemplo el hígado). Los excipientes adecuados incluyen aminoácidos. 
 
Los vehículos farmacéuticamente aceptables incluidos en la composición de la invención deben permitir también 
conservar su estabilidad en las condiciones de fabricación y almacenamiento a largo plazo (es decir, al menos un 
mes) a temperaturas de congelación (por ejemplo -70ºC, -20ºC), temperaturas refrigeradas (por ejemplo 4ºC) o 55 
temperatura ambiente. A este respecto, las formulaciones que están particularmente adaptadas a la composición de 
la invención incluyen: 
 

o 1M de sacarosa, 150 mM de NaCl, 1 mM de MgCl2, 54 mg/l de Tween 80, 10 mM de Tris pH 8,5 
(especialmente cuando el agente activo es un vector adenovírico) y 60 

 
o 10 mg/ml de manitol, 1 mg/ml de HSA, 20 mM de Tris, pH 7,2, y 150 mM de NaCl 
 
o disolución salina fisiológica. 

 65 
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Además, la composición de la invención puede comprender uno o más adyuvantes adecuados para la aplicación 
sistémica o mucosal en seres humanos. Preferentemente, el adyuvante es capaz de estimular la inmunidad a la 
composición de la invención, especialmente una inmunidad mediada por células T, por ejemplo a través de 
receptores de tipo toll (TLR), tales como TLR-7, TLR-8 y TLR-9. Los ejemplos representativos de adyuvantes útiles 
incluyen, sin limitación, alum, emulsión de aceite mineral tal como completa de Freund e incompleta i(IFA), 5 
lipopolisacárido o un derivado del mismo (Ribi et al., 1986, Immunology and Immunopharmacology of Bacterial 
Endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY, p407-419), saponinas tales como QS21 (Sumino et al., 1998, J.Virol. 72, 4931-
4939; documento WO 98/56415); compuestos de imidazoquinolina tales como Imiquimod (Suader, 2000, J. Am Acad 
Dermatol. 43, S6-S11) y un compuesto relacionado S-27609 (Smorlesi, 2005, Gene Ther. 12,1324-1332), 
oligodesoxinucleótidos de citosina fosfato guanosina tales CpG (Chu et al., 1997, J. Exp. Med. 186:1623; Tritel et al., 10 
2003, J. Immunol. 171: 2358-2547) y péptidos catiónicos tales como IC-31 (Kritsch et al., 2005, J. Chromatogr Anal. 
Technol Biomed Life Sci 822, 263-270). 
 
La composición de la presente invención se puede administrar mediante una variedad de modos de administración, 
incluyendo la administración sistémica, tópica y localizada. La inyección se puede llevar cabo por cualquier medio, 15 
por ejemplo mediante inyección subcutánea, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intratumoral, intravascular, 
intraarterial o mediante inyección directa en una arteria (por ejemplo mediante infusión en la arteria hepática) o una 
vena que alimente al hígado (por ejemplo inyección en la vena porta). Las inyecciones se pueden realizar con 
jeringuillas y agujas convencionales, o cualesquiera otros dispositivos apropiados disponibles en la técnica. Como 
alternativa, la composición de la presente invención se puede administrar vía una ruta mucosal, tal como la vía 20 
oral/alimentaria, nasal, intratraqueal, intrapulmonar, intravaginal o intrarrectal. La administración en el aparato 
respiratorio se puede realizar a través de nebulización o en aerosol de composiciones en gotitas, de pulverización, o 
de polvo seco, usando un recipiente a presión (por ejemplo con un propelente adecuado tal como 
diclorodifluormetano, propano, nitrógeno y similar), o en un dispensador que no está a presión. La administración 
tópica también se puede llevar a cabo usando medios transdérmicos (por ejemplo parche y similar). En el contexto e 25 
la invención, las administraciones intramuscular y subcutánea constituyen las vías preferidas. 
 
La composición de la invención puede estar en diversas formas, por ejemplo sólida, líquida o congelada. Las 
composiciones sólidas (por ejemplo en polvo seco o liofilizadas) se pueden obtener mediante un procedimiento que 
implica el secado a vacío y la liofilización. Para la administración mucosal, las composiciones se pueden formular 30 
como cápsulas y gránulos gastrorresistentes para la administración oral, supositorios para administración rectal o 
vaginal, eventualmente combinación con potenciadores de la absorción útiles para incrementar el tamaño de poros 
de las membranas mucosales. Tales potenciadores de la absorción son típicamente sustancias que tienen 
similitudes estructurales a los dominios fosfolipídicos de las membranas mucosales, tales como desoxicolato de 
sodio, glucocolato de sodio, dimetil-beta-ciclodextrina, lauroil-1-lisofosfatidilcolina). 35 
 
La dosis apropiada se puede adaptar en función de diversos parámetros, en particular el modo de administración; la 
composición empleada; la edad, salud y peso del organismo hospedante; la naturaleza y grado de síntomas; el tipo 
de tratamiento concurrente; la frecuencia de tratamiento; y/o la necesidad de prevención o terapia. El médico realiza 
habitualmente otro refinamiento de los cálculos necesarios para determinar la dosificación apropiada para el 40 
tratamiento, a la luz de las circunstancias relevantes. Para una guía general, la dosis adecuada para una 
composición que comprende virus (por ejemplo partículas adenovíricas) varía desde alrededor de 105 a 1013 ui 
(unidades infecciosas), deseablemente de alrededor de 107 a 1012 ui. Una composición a base de plásmidos 
vectoriales se puede administrar en dosis de entre 10 µg y 20 mg, ventajosamente entre 100 µg y 2 mg. Una 
composición proteica se puede administrar en una o más dosis de entre 10 ng y 20 mg, con una especial preferencia 45 
por una dosis de alrededor de 0,1 µg a alrededor de 2 mg de la proteína terapéutica por kg de peso corporal. La 
administración puede tener lugar en una única dosis o una dosis repetida una o varias veces después de un cierto 
intervalo de tiempo. 
 
La composición farmacéutica de la invención se puede emplear en métodos para tratar una variedad de 50 
enfermedades y estados patológicos, especialmente aquellos asociados con una infección por VHC. Como se utiliza 
en la presente memoria, el término “tratamiento” o “tratar” engloba la profilaxis y/o terapia. Es especialmente útil para 
tratar infección persistente por VHC y cáncer hepático en pacientes infectados con VHC. El término “cáncer” engloba 
cualesquiera afecciones cancerosas, incluyendo tumores difusos o localizados, metástasis, pólipos cancerosos así 
como lesiones preneoplásicas (por ejemplo cirrosis). Preferentemente, con la introducción en un organismo 55 
hospedante según las modalidades descritas en la presente memoria, la composición de la invención proporciona un 
beneficio terapéutico al hospedante tratado. La expresión “organismo hospedante” está destinada a englobar a 
cualquier animal, particularmente mamífero, tal como cualquier sujeto murino, rata, bovino, porcino, canino, felino, 
equino, simio o humano, por ejemplo un ser humano infectado con VHC. El beneficio terapéutico se puede 
evidenciar de muchas maneras, por ejemplo una disminución de la viremia de VHC detectada en sangre, plasma o 60 
sueros del individuo infectado en comparación con antes del tratamiento, y/o mediante la detección de una 
respuesta inmunitaria anti-VHC (por ejemplo producción de anticuerpos anti-VHC y/o inmunidad mediada por células 
T) o mediante el retraso de los síntomas asociados con una infección por VHC (por ejemplo retraso en el desarrollo 
de cirrosis hepática o cáncer), o mediante una disminución de afecciones de inflamación/esteatosis/fibrosis 
hepáticas, típicamente asociadas con infección por VHC, o mediante una respuesta mejorada del individuo a 65 
terapias convencionales. 
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En consecuencia, la presente invención también engloba el uso de la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, 
vector, partícula vírica infecciosa, célula hospedante o composición de la invención para la preparación de un 
fármaco destinado a tratar o prevenir infecciones por VHC, enfermedades y estados patológicos asociados a VHC, 
según las modalidades descritas anteriormente. 5 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula 
vírica infecciosa, célula hospedante o composición de la invención para su uso para tratar o prevenir infecciones por 
VHC, enfermedades asociadas con VHC y estados patológicos, según las modalidades descritas anteriormente. 
 10 
Si se desea, el uso de la invención se puede llevar a cabo conjuntamente con una o más modalidades terapéuticas 
convencionales (por ejemplo radiación, quimioterapia y/o cirugía). El uso de enfoques terapéuticos múltiples 
proporciona al paciente con una intervención más amplia. En una realización, el método de la invención se puede 
anteceder o puede estar seguido de una intervención quirúrgica. En otra realización, puede estar precedido o 
seguido por radioterapia (por ejemplo radiación gamma). Los expertos en la técnica pueden formular fácilmente 15 
protocolos apropiados de terapia de radiación y parámetros que se pueden usar (véanse, por ejemplo, Pérez y 
Brady, 1992, Principles and Practice of Radiation Oncology, segunda edición JB Lippincott Co; usando adaptaciones 
y modificaciones apropiadas como será fácilmente manifiesto para los expertos en el campo. 
 
En todavía otra forma de realización, el uso de la composición de la invención está asociado a quimioterapia con uno 20 
o más fármacos contra VIH que se usan convencionalmente para tratar o prevenir infecciones por VHC, 
enfermedades y estados patológicos asociados a VHC. Los ejemplos representativos de fármacos contra VHC 
incluyen, sin limitación, inhibidores de proteasas, por ejemplo inhibidores de serina proteasas tales como VX950 de 
Vertex), inhibidores de polimerasas, inhibidores de helicasas, antifibróticos, análogos nucleosídicos, agonistas de 
TLR, inhibidores de N-glucosilación, ARNip, oligonucleótidos antisentido, anticuerpos anti-VHC, moduladores 25 
inmunitarios, vacunas terapéuticas y agentes antitumorales usados habitualmente en el tratamiento de 
hepatocarcinomas asociados a VHC (por ejemplo adriamicina o una mezcla de adriamicina, lipiodol y spongel, 
administrada habitualmente mediante quimioembolización en la arteria hepática). Por ejemplo, las vacunas 
terapéuticas incluyen antígenos recombinantes, VLPs, vectores o péptidos sintéticos basados en o que codifican 
proteínas estructurales de VHC (Core, cubierta E1 y/o E2) que son particularmente adecuados para disparar una 30 
respuesta humoral anti-VHC. Tales fármacos contra el VHC se pueden proporcionar en una única dosis, o, como 
alternativa, en múltiples dosis según protocolos estándar, dosificaciones y regímenes durante varias horas, días y/o 
semanas. Su administración puede anteceder, ser concomitante, o subsiguiente a la administración de la 
composición de la invención. Una combinación particularmente adecuada incluye el tratamiento con IFN-α-2a 
pegilado (por ejemplo una dosis de 10 µg/semana) y/o ribavirina (por ejemplo a 800 a 1200 mg/día) durante 24 a 48 35 
semanas, antes, en paralelo o subsiguientemente al uso de la composición de la invención. 
 
En otra forma de realización, el uso de la invención se lleva a cabo según una modalidad terapéutica de vacunación-
revacunación, que comprende la administración secuencial de una o más composiciones de sensibilización y una o 
más composiciones de revacunación. Típicamente, las composiciones de sensibilización y de revacunación usan 40 
diferentes vehículos que comprenden o codifican al menos un dominio antigénico en común. La composición de 
sensibilización se administra inicialmente al organismo hospedante, y la composición de revacunación se administra 
subsiguientemente al mismo organismo hospedante después de un período que varía desde un día hasta doce 
meses. El uso de la invención puede comprender una a diez administraciones secuenciales de la composición de 
sensibilización, seguido de una a diez administraciones secuenciales de la composición de revacunación. De forma 45 
deseable, los intervalos de inyección son cuestión de una semana a seis meses. Además, las composiciones de 
sensibilización y revacunación se pueden administrar en el mismo sitio o en sitios alternativos, mediante la misma 
vía o mediante vías diferentes de administración. Por ejemplo, las composiciones basadas en polipéptido se puede 
administrar mediante una vía mucosal, mientras que las composiciones basadas en vectores se inyectan 
preferentemente, por ejemplo inyección subcutánea para un vector de MVA, inyección intramuscular para un 50 
plásmido de ADN y para un vector adenovírico. 
 
En el contexto de la invención, una composición se usa para sensibilizar o revacunar, o tanto sensibilizar como 
revacunar, una respuesta inmunitaria anti-VHC. Las composiciones de sensibilización preferidas de la invención son 
preferentemente aquellas que comprenden un vector adenovírico/virus que codifica la fusión y un ADN plasmídico 55 
que codifica la fusión. Los vectores de MVA/virus que codifican la fusión se usan preferentemente para la 
revacunación. Por otro lado, la proteína de fusión producida de forma recombinantemente se puede usar 
independientemente para la sensibilización o la revacunación. Por ejemplo, se puede sensibilizar con una proteína 
de fusión producida recombinantemente que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº: 9 o SEC ID 
nº: 10, y se puede revacunar con un vector adenovírico que codifica tal proteína de fusión. Como otro ejemplo, se 60 
puede sensibilizar con un plásmido de ADN que codifica una proteína de fusión que tiene la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10, y se puede revacunar con partículas de virus de MVA que 
codifican tal proteína de fusión. 
 
También es posible usar la composición de la invención en combinación con cualquier material de la técnica anterior 65 
que codifica o que comprende un dominio antigénico en común con la composición de la invención (por ejemplo un 
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dominio antigénico del polipéptido NS3, NS4B y/o NS5B). La fuente de tal material es amplia, e incluye, sin 
limitación, péptidos, proteínas, vector vírico de una variedad de virus, ADN plasmídico, partículas proteinosas tales 
como partículas semejantes a virus (Bums et al., 1994, Mol. Biol. Techno. 1, 137-145), materiales celulares tales 
como células irradiadas, partículas víricas, etc. Por ejemplo, los vectores particularmente apropiados útiles en este 
contexto son los vectores adenovírico y MVA descritos en el documento WO2004/111082 que codifican NS3, NS4 y 5 
NS5B. Como otro ejemplo, también son útiles en el contexto de la invención los péptidos descritos en el documento 
WO03/097677 que comprende dominios antigénicos de NS3, NS4B y NS5B. Con fines ilustrativos, se puede 
sensibilizar con las partículas adenovíricas del documento WO2004/111082 y revacunar subsiguientemente con la 
proteína de fusión producida recombinantemente de SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10 o con el vector/virus MVA que 
codifica la proteína de fusión de SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10 como se define anteriormente. Como otro ejemplo, se 10 
puede sensibilizar con un plásmido de ADN que codifica la proteína de fusión de SEC ID nº: 9 o SEC ID nº: 10, y 
revacunar con el vector de MVA del documento WO2004/111082. 
 
Sin embargo, también son posibles en el contexto de la invención otras combinaciones de sensibilización 
revacunación. 15 
 
También se describen anticuerpos que se unen selectivamente a la proteína de fusión de la presente invención o 
sus fragmentos peptídicos. Como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo se une selectivamente a un 
péptido diana cuando se une al péptido diana y no se une significativamente a proteínas no relacionadas. En ciertos 
casos, se entendería que el anticuerpo que se une al péptido todavía es selectivo a pesar de cierto grado de 20 
reactividad cruzada. No obstante, se prefiere que el anticuerpo no se una con afinidad elevada o selectividad 
elevada a polipéptidos NS nativos individuales y a fusiones de polipéptidos NS configurados en una configuración 
nativa. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo se define en términos consistentes con los reconocidos en la 25 
técnica. Los anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales, así como fragmentos de 
tales anticuerpos, incluyendo, pero sin limitarse a, Fab o F(ab’).sub.2, y fragmentos Fv. Los anticuerpos se pueden 
producir usando técnicas convencionales en la técnica, por ejemplo administrando a un animal una cantidad eficaz 
de una proteína de fusión de la presente invención y/o un fragmento peptídico del mismo. Los anticuerpos se 
preparan preferentemente a partir de regiones o fragmentos discretos de la proteína de fusión de la invención que 30 
comprenden secuencias únicas, tales como aquellas que solapan el sitio de fusión entre los polipéptidos NS4A y el 
NS3 y los polipéptidos NS3 y NS5B. 
 
Los anticuerpos descritos en la presente memoria tienen una variedad de usos potenciales que están dentro del 
alcance de la presente invención. Por ejemplo, tales anticuerpos se pueden usar (a) como reactivos en ensayos para 35 
detectar una proteína de fusión de la presente invención, (b) como reactivos en ensayos para detectar la presencia 
de un virus de VHC en una muestra biológica, y/o (c) como herramientas para recuperar la proteína de fusión 
producida recombinantemente de la presente invención a partir de una mezcla de proteínas y otros contaminantes 
(por ejemplo permitiendo la purificación mediante cromatografía de afinidad o inmunoprecipitación a partir de células 
hospedantes cultivadas). 40 
 
También se describe un método para la detección y/o cuantificación de un virus de VHC o un anticuerpo anti-VHC 
en una muestra biológica (por ejemplo plasma, suero, tejido) tomada de un individuo susceptible de ser infectado por 
dicho virus de VHC usando la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, 
célula hospedante, composición o anticuerpo de la invención. 45 
 
El método es más particularmente adecuado para la detección y/o cuantificación de un virus de VHC en una muestra 
biológica, y comprende al menos las etapas de poner en contacto dicha muestra biológica con al menos uno de los 
anticuerpos de la invención en condiciones que permitan la formación de un complejo entre el virus y el anticuerpo, y 
detectar y/o cuantificar la formación de dicho complejo por cualquier medio apropiado. 50 
 
El método también es más particularmente adecuado para la detección y/o cuantificación de un anticuerpo anti-VHC 
en una muestra biológica, y comprende al menos las etapas de poner en contacto dicha muestra biológica con al 
menos una de la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula 
hospedante, composición de la invención en condiciones que permiten la formación de un complejo entre el 55 
anticuerpo anti-VHC y la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula 
hospedante, composición de la invención, y detectar y/o cuantificar la formación de dicho complejo por cualquier 
medio apropiado. 
 
Un experto en la materia determinará fácilmente la cantidad de anticuerpo, proteína de fusión, molécula de ácido 60 
nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula hospedante, composición a usar en los métodos de la invención. 
Los medios de detección y/o cuantificación del virus son rutinarios y bien conocidos por una persona experta en la 
técnica. A título de ilustración, se puede mencionar transferencias, Elisa, técnicas denominadas de sándwich, 
técnicas de competición, y técnicas de PCR. En particular las técnicas denominadas “de tiempo real”. El uso de un 
anticuerpo, proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula hospedante, o 65 
composición de la presente invención como reactivo se puede facilitar mediante acoplamiento (es decir, enlazando 
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físicamente a una sustancia detectable).Los ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas (por 
ejemplo proxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidada o acetilcolinesterasa), grupos 
prostéticos (por ejemplo estreptavidina/biotina, o avidina/biotina), materiales fluorescentes (por ejemplo 
umbeliferona, fluoresceína, o derivados de fluoresceína), materiales luminiscentes, materiales luminiscentes, 
materiales bioluminiscentes (por ejemplo luciferasa, luciferina, o acuorina), y materiales radioactivos (por ejemplo 5 
1251,131I, 35S o 3H). 
 
Finalmente, también se describe el uso de la proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica 
infecciosa, célula hospedante, composición, o anticuerpo de la invención para el diagnóstico in vitro de una infección 
por VHC en una muestra biológica. 10 
 
La invención se ha descrito de una manera ilustrada, y se entenderá que la terminología que se ha estado usando 
pretende ser la naturaleza de las palabras de la descripción en lugar de una limitación. Obviamente, son posibles 
muchas modificaciones y variaciones de la presente invención a la luz de las enseñanzas anteriores. 
 15 
Leyendas de las figuras 
 

La figura 1 ilustra la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión NS4A-3-5B. Los restos de aminoácidos 
añadidos o modificados están subrayados, mientras que los restos nativos sustituidos se muestran debajo de la 
secuencia. 20 
 
La figura 2 ilustra la secuencia de aminoácidos de una proteína de fusión NS4A-3-4B-5B. Los restos de 
aminoácidos añadidos o modificados están subrayados, mientras que los restos nativos sustituidos se muestran 
debajo de la secuencia. 
 25 
La figura 3 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-5B optimizada para la 
expresión en células de mamíferos. 
 
La figura 4 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-4B-5B optimizada para la 
expresión en células de mamíferos. 30 
 
La figura 5 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-5B optimizada para la 
expresión en células de levadura. 
 
La figura 6 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-4B-5B optimizada para la 35 
expresión en células de levadura. 
 
La figura 7 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-5B optimizada para la 
expresión en células procariotas. 
 40 
La figura 8 ilustra la secuencia nucleotídica que codifica la proteína de fusión NS4A-3-4B-5B optimizada para la 
expresión en células procariotas. 
 
La figura 9 ilustra el diseño esquemático de las proteínas de fusión NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B ilustradas en los 
siguientes ejemplos. A, B, C, D y E representan dominios antigénicos que se pueden predecir en los polipéptidos 45 
NS3, NS4B y NS5B (véase el documento WO03/097677). 
 
La figura 10 ilustra la construcción esquemática de los vectores de expresión gWiz NS4A-3-5B Hs y gWiz NS4A-
3-4B-5B Hs. 
 50 
La figura 11 ilustra la expresión in vitro mediante transferencia Western tras la infección de células Huh-7 con los 
plásmidos gWiz NS4A-3-5B (A línea 1 y C línea 3), gWiz NS4A-3-4B-5B (B línea 1 y C línea 2) y gWiz (A línea 2, 
B línea 2 y C línea 1). Las células Huh-7 transfectadas se lisaron a 48 h después de la transfección, y las 
proteínas de fusión se detectaron mediante análisis de transferencia Western usando anticuerpos monoclonal de 
ratón anti-NS3 (A y B) o monoclonal de ratón anti-NS5B (C). 55 
 
La figura 12 ilustra la evaluación de las respuestas de células T CD8+ específicas de NS3 mediante ensayo de 
ELISPOT de IFNγ tras la inyección intramuscular de gWiz NS4A-3-5B Hs. Los esplenocitos de ratones 
individuales se cultivaron en presencia de péptido GLL específico de NS3 o en presencia de un péptido 
irrelevante, durante 40 h. Los resultados se muestran como el valor medio del número de manchas detectadas 60 
para 106 esplenocitos obtenidos para pocillos triplicados. M1, M2, M3 y M4 representan 4 ratones inmunizados 
con el gWiz NS4A-3-5B Hs. Mc es un ratón de control. 
 
La figura 13 ilustra la expresión de las proteínas de fusión a partir de células infectadas con adenovirus. Se 
infectaron células A549 (1,5 x 106 células) a una MOI de 10 con diferentes adenovirus, respectivamente los 65 
adenovirus AdTG17476 y AdTG17477, que expresan la fusión, así como un adenovirus vacío y un adenovirus 
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recombinante y relevante como controles negativos. Las células se cultivaron durante 48 h con 10% de suero 
antes de lisarlas con tampón de Laemmli. Las muestras proteicas (volumen 1/20) se cargaron en un gel de 
electroforesis SDS PAGE. Las proteínas se detectaron mediante azul de Coomassie. Línea 1: marcadores de 
peso molecular; Línea 2: células A549 no infectadas; Línea 3: células A549 infectadas con adenovirus vacío; 
Línea 4: células A549 infectadas con adenovirus irrelevante; Línea 5: células A549 infectadas con AdTG17476; y 5 
Línea 6: células A549 infectadas con AdTG17477. 
 
La figura 14 ilustra respuestas de Elispot IFNγ inducidas con proteínas de fusión de Ad de VHC en ratones 
transgénicos HLA-A2.1. Se inyectaron AdTG17476, AdTG 17477 o Ad vacío intramuscularmente en el músculo 
anterior de la tibia una vez a una dosis de 109 UI/ratón. Las respuestas inmunitarias celulares se investigaron 2 10 
semanas después de la inyección mediante ELISPOT de IFNγ para cada grupo de animal (incluyendo 4 ratones 
para grupos de ensayo y 2 ratones para grupo de control). Se presentan a respuestas de ratones individuales 
(M1 a 4) frente a los epítopos GLL (figura 14A) y KLT (figura 14B) restringidos a HLA-A2 específicos de NS3 y el 
epítopo KLQ (figura 14C) restringido a HLA-A2 específico de NS5B. Como control negativo, se usó el péptido 
irrelevante DLM. Una respuesta ELISPOT se considera positiva si el número de manchas para 106 esplenocitos 15 
es mayor que 50 (línea de corte). 
 

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invención. 
 
Ejemplos 20 
 
Materiales y Métodos 
 
Los constructos descritos más abajo se preparan según las técnicas generales de ingeniería genética y de clonación 
molecular, como se detalla en Sambrooket al. (2001, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 25 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY) o según las recomendaciones del fabricante cuando se usa un kit 
comercial. Las técnicas de amplificación mediante PCR son conocidas por los expertos en la técnica (véase, por 
ejemplo PCR Protocols - A guide to Methods and applications, 1990; Ed Innis, Gelfand, Sninsky and White, 
Academic Press Inc). La extirpe celular de hepatoma Huh-7 humana se usó para evaluar la expresión correcta de las 
proteínas de fusión a partir de los constructos descritos en los ejemplos que siguen. Las condiciones de cultivo son 30 
convencionales en la técnica. Con fines ilustrativos, las células se hicieron crecer a 37ºC en atmósfera de CO2 al 5% 
en medio completo DMEM que contiene medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con 10% de suero 
fetal de ternera, 2 mM de L-glutamina y 100 UI/ml de penicilina/estreptomicina (Sigma). Las células se transfectaron 
usando el reactivo Lipofectamine Plus (Invitrogen) y según las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos 
monoclonales murinos dirigidos contra NS3 y NS5B se pueden adquirir comercialmente o se pueden preparar según 35 
técnicas convencionales en la técnica. 
 
Construcciones plasmídicas 
 
Se usaron oligonucleótidos solapantes para generar genes sintéticos (GeneART, Regensburg, Alemania) que 40 
codifican, respectivamente, las proteínas de fusión NS4A-NS3-NS5B (3666 nucleótidos) y NS4A-NS3-NS4B-NS5B 
(3747 nucleótidos). El diseño de las fusiones se ilustra en la figura 9. Las secuencias nucleotídicas se utilizaron para 
la expresión elevada en homo sapiens (SEC ID nº: 11 y 12 y figuras 3 y 4), Pichia (SEC ID nº: 13 y 14 y figuras 5 y 
6) y E. coli (SEC ID nº: 15 y 16 y figuras 7 y 8). La secuencia de aminoácidos de las fusiones resultantes se ilustra 
en SEC ID nº: 9 para NS4A-NS3-NS5B y en SEC ID nº: 10 para NS4A-NS3-NS4B-NS5B. Cada una de las 45 
secuencias nucleotídicas sintéticas se clonó en los sitios de restricción SacI y KpnI del plásmido pPCR-Script 
(Stratagene). 
 
Para la expresión transitoria en células de mamíferos, los genes sintéticos que codifican la fusión, optimizados para 
la expresión en homo sapiens (SEC ID nº: 11-12 y figuras 3 y 4), se insertaron en los sitios de restricción SacI y NotI 50 
del vector de expresión gWiz (Gene Therapy Systems) bajo el control transcripcional del promotor de 
citomegalovirus, para generar los vectores gWiz NS4A-3-5B Hs y gWiz NS4A-3-4B-5B Hs (figura 10). La secuencia 
se modificó entonces para mejorar la secuencia de consenso de Kozak (subrayada) usando el oligonucleótido 
mostrado en SEC ID nº: 17 (5'-ATG TAC GTC GAC CACC ATG GGC AGC GTG GTG ATT GTG GGC CGG ATC 3') 
y para crear codones de parada (en negrita) usando el oligonucleótido mostrado en SEC ID nº: 18 (5'-CAT GTA GC 55 
GGC CGC TCA TCA TCT AGG CCT GGC CCT GGA CAG-3'). Todos los plásmido se verificaron mediante 
secuenciación. 
 
Estudios de expresión in vitro 
 60 
Análisis de transferencia Western 
 
Un día antes de la transfección, se colocaron células Huh-7 (5x 105 por pocillo) en placas de 6 pocillos. Las células 
se transfectaron con el vector gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs, o el plásmido gWiz como control 
negativo. A las 48 h después de la transfección, las células se lisaron en 50mM de Tris-HCl, 150mM de NaCl, 0,1% 65 
de SDS, 1% de NP40 y 0,5% de desoxicolato de sodio. Las muestras de los lisados se calentaron a 95ºC durante 5 
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minutos, y las proteínas se separaron mediante electroforesis en SD-8% de poliacrilamida. La inmunotransferencia 
se llevó a cabo usando anticuerpos monoclonales murinos específicos de S3 (por ejemplo 8G4C3, bioMerieux) o 
NS5B (por ejemplo 11F6C8, bioMerieux) como anticuerpo primario, seguido de un anticuerpo anti-IgG de ratón de 
cabra conjugado con peroxidasa (Sigma) como anticuerpo secundario. Las señales se revelaron usando el kit ECL 
comercial (Amersham Biosciences). 5 
 
Análisis de inmunofluorescencia 
 
Un día antes de la transfección, se colocaron cubreobjetos de vidrio en placas de 6 pocillos y se trataron con 
gelatina al 0,2% durante 10 minutos, y después 5x 105 células Huh-7 se colocaron en placas en cada pocillo. Las 10 
monocapas celulares se transfectaron con el vector gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs o con el plásmido 
gWiz como control negativo. A las 48 h después de la transfección, los cubreobjetos se lavaron dos veces en PBS y 
las células se fijaron durante 10 minutos con 4% de PFA, y después se lavaron y se permeabilizaron con 0,1% de 
Triton X-100 en PBS durante 10 minutos. Los cubreobjetos se lavaron y se trataron con anticuerpos monoclonales 
murinos específicos de NS3 (por ejemplo 8D8E1, bioMerieux) o NS5B (por ejemplo 5B-12B7, proporcionado por D. 15 
Moradpour) como anticuerpo primario durante 1h a temperatura ambiente. Después de lavar se añadió anti-IgG de 
ratón TRITC (Dako) durante 20 minutos. Después de lavar, los cubreobjetos se montaron en glicerol al 80%. Se 
observaron hilos con el microscopio Carl Zeiss Axioplan, y las imágenes se tomaron con una cámara digital 
AxioCam Color. 
 20 
Estudios de expresión in vivo 
 
Los ratones transgénicos HLA-A2.1 producidos como se describe Pascolo et al. (1997, J. of Experimental Medicine 
185, 2043-2051) se hicieron reproducir. A estos ratones se les suprimieron los genes H-2Db y β2-microglobulina 
murina, y expresaron una molécula de histocompatibilidad clase I monocatenaria transgénica en la que el término C 25 
de la β2m humana se enlazó covalentemente al término N de una cadena pesada quimérica (dominios 
intracitoplásmicos y transmembránicos HLA-A2.1 α1-α2, H-2Db a3). 
 
Protocolos de inmunización 
 30 
Los animales transgénicos HLA-A2 recibieron un pretratamiento con 10 µM de cardiotoxina (Latoxan) cinco días 
antes de la inyección de los plásmidos. Se inyectaron intramuscularmente plásmidos gWiz NS4A-3-5B, gWIZNS4A-
3-4B-5B y gWiz (control negativo) en 2 veces a intervalos de 2 semanas a una dosis de 100 үg (en 100 үl 1X PBS). 
Se investigaron las respuestas de las células T CD8+ restringidas a HLA-A2 2 semanas después de la segunda 
inmunización, tal como se describe en Himoudi et al. (2002, J. Virol. 76, 12735-46). 35 
 
Monitorización de la respuesta inmunitaria mediante ensayos ELISPOT 
 
Se cultivaron esplenocitos (2 x 105) en pocillos triplicados durante 40 h en placas de Multiscreen (Millipore) 
revestidas con anticuerpo monoclonal anti-IFNγ de ratón (Pharmingen; 10 µg/ml) en medio de cultivo completo 40 
αMEM (Invitrogen) en presencia de 10 unidades/ml de IL-2 recombinante (PeproTech Inc, Inglaterra) sólo como 
control negativo, o 5 µg/ml de concavalina A como control positivo, o con 10 µg de péptido (péptido irrelevante DLM, 
péptido GLL situado en la proteína NS3 descrita en Martin et al., 2004, J. Med. Virol. 74, 397-405 y Himoudi et al., 
2002, J. Virol. 76, 12735-46). Las células productoras de IFNγ se cuantificaron mediante ensayo de inmunomancha 
enlazada encima específico de citocinas (ELISPOT) como se describe previamente (Himoudi et al., 2002, J. Virol. 45 
76, 12735-46). El número de manchas (que representa células de IFNγ individuales) en los pocillos de control 
negativo se restó del número en los pocillos de ensayo que contienen péptidos. Los resultados se muestran como el 
valor medio obtenido para pocillos triplicados. 
 
Ejemplo 1: Expresión in vitro de las poliproteínas NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B 50 
 
Las secuencias que codifican las proteínas de fusión NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B se construyeron como se 
esquematiza en la figura 9. Las secuencias se optimizaron para la expresión en tres hospedantes diferentes 
(GeneART, Regensburg, Alemania), ser humano (Hs), Pichia pastoris (Pp) y E. coli (Ec), respectivamente, como se 
da a continuación: 55 
 

NS4A-3-5B Hs optimizada para la expresión en homo sapiens (SEC ID nº: 11 y figura 3)  
NS4A-3-5B Pp optimizada para la expresión en Pichia (SEC ID nº: 13 y figura 5)  
NS4A-3-5B Ec optimizada para la expresión en E. coli (SEC ID nº: 15 y figura 7)  
NS4A-3-4B-5B Hs optimizada para la expresión en homo sapiens (SEC ID nº: 12 y figura 4)  60 
NS4A-3-4B-SB Pp optimizada para la expresión en Pichia (SEC ID nº: 14 y figura 6)  
NS4A-3-4B-5B Ec optimizada para la expresión en E. coli (SEC ID nº: 16 y figura 8) 

 
Las secuencias optimizadas para la expresión en homo sapiens que codifican las fusiones NS4A-NS3-NS4B-NS5B y 
NS4A-NS3-NS5B se clonaron en los vectores de expresión gWiz (GeneThecapy Systems) bajo el control 65 
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transcripcional del promotor de citomegalovirus (figura 10). La expresión de las proteínas de fusión NS se evaluó 
mediante transferencia Western e inmunofluorescencia en células Huh-7 transfectadas con los vectores gWiz NS4A-
3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs, o el plásmido gWiz como control negativo. 
 
Como se muestra en la figura 11, el análisis de transferencia Western reveló una única banda que tiene el peso 5 
molecular esperado de alrededor de 135 kDa para cada fusión individual (figura 11A línea 1, y figura 11C línea 3 
para la fusión NS4A-3-5B corta, y figura 11B línea 1, y figura 11C línea 2 para la fusión larga NS4A-3-4B-5B) tras la 
detección con los anticuerpos específicos anti-NS3 (figuras 11A y 7B) o anti-NS5B (figura 11C). Como se esperaba, 
no se detectaron proteínas en las muestras obtenidas a partir de células Huh-7 transfectadas con el plásmido gWiz 
(figura 11A línea 2, figura 11B línea 2 y figura 11C línea 1). Estos resultados confirman que la fusión corta NS4A-10 
NS3-NS5B y la fusión larga que incorpora adicionalmente NS4B son expresadas en células Huh-7. 
 
Los análisis de inmunofluorescencia confirmaron la expresión de las dos proteínas de fusión en células 
transfectadas Huh-7. De forma interesante, ambas proteínas de fusión mostraron una localización citoplásmica que 
sugiere un procesamiento apropiado como resultado de la supresión de la mayoría de los dominios de anclaje a 15 
membrana hidrófobos. Las células transfectadas con el plásmido gWiz no presentaron ninguna seña. 
 
Ejemplo 2: Evaluación in vivo de la inmunogenicidad de gWIZ NS4A-3-5B Hs y NS4A-3- 4B-5B Hs 
 
Para evaluar la capacidad de los plásmidos gWiz NS4A-3-SB Hs and NS4A-3-4B-5B Hs para inducir respuestas de 20 
células T CD8+ en ratones transgénicos HLA-A2, se llevó a cabo un estudio de inmunogenicidad usando ratones 
transgénicos HLA-A2 como se describe en Material y Métodos. Se investigaron las respuestas de células T CD8+ 
restringidas a HLA-A2 mediante ensayo ELISPOT de IFNγ 2 semanas después de la segunda inmunización. Como 
se ilustra en la figura 12, el pgWiz NS4A-3-5B fue capaz de inducir células T productoras de IFNγ específicas del 
péptido GLL bien conocido e inmunodominante restringido a HLA-A2 (proteína NS3, Martin et al., 2004, J. Med. 25 
Virol. 74, 397-405), sugiriendo una presentación correcta de estos epítopos. 
 
También es posible usar ensayos de exposición murino preclínicos a fin de evaluar las proteínas de fusión para 
determinar la inmunidad protectora. Puesto que los ratones no son capaces de ser infectados directamente por virus 
de VHC, estos ensayos emplean virus de la vacuna recombinantes (cepa WR) o Listeria que expresa antígenos NS 30 
de VHC. Tras la inyección del virus de la vacuna o de Listeria, los ratones desarrollan una infección que alcanza un 
pico 2 a 6 días después de la inyección, dando como resultado que se detecten virus o bacterias en los ovarios 
(modelo de la vacuna) o hígados (modelo de Listeria) de ratones inyectados. La evaluación preclínica implica la 
vacunación de ratones con la vacuna candidata (administración de la proteína de fusión recombinante o de 
partículas adenovíricas que expresan la proteína de fusión), controles (por ejemplo administración de fusión de 35 
polipéptidos NS en configuración nativa) y constructos negativos (por ejemplo antígenos no de VHC, o adenovirus 
vacío). Los animales se expusieron subsiguientemente al virus de la vacuna recombinante que expresa todos los 
antígenos NS de VHC (NS2 a NS5) o a Listeria que expresa uno de los antígenos NS incluidos en la vacuna 
candidata. Si la vacuna sensibiliza con éxito a células T específicas, los ratones expuestos desarrollan respuesta 
inmunitaria a la vacuna o al vector de Listeria vía los antígenos NS. La actividad protectora de la vacuna candidata 40 
da como resultado títulos más bajos de vacuna o de Listeria, según se mire en los ovarios o hígados de los ratones 
vacunados, en comparación con los títulos de vacuna o Listeria medidos en los ovarios o hígados de los ratones no 
vacunados. 
 
Ejemplo 3: Expresión de la proteína de fusión NS4A-3-5 B y NS4A-3-4B-5B en células de mamíferos. 45 
 
Los genes sintéticos que codifican la fusión, optimizados para la expresión en homo sapiens (SEC ID nº: 11-12), que 
corresponden a NS4A-NS3-NS5B (3666 nucleótidos) y NS4A-NS3-NS4B-NS5B (3747 nucleótidos), se amplificaron 
mediante PCR a partir de los plásmidos correspondientes pPCR-Script, usando los siguientes cebadores OTG18033 
(GGGGGGCTAGCGCCACCATGGGCAGCGTGGTGATTG; SEC ID nº: 19) y OTG 18036 50 
(GGGGGGGTACCCTCATCATCTAGGCCTGGCCCTG; SEC ID nº: 20). Ambos fragmentos se insertaron en los 
sitios de restriccón NheI y KpnI de un plásmido lanzadera adenovírico que contiene un casete de expresión 
conducido por CMV rodeado por secuencias adenovíricas (nucleótidos adenovíricos 1-458 y nucleótidos 3328-5788, 
respectivamente) para permitir la generación del genoma del vector mediante recombinación homologada (Chartieret 
al., 1996, J. Virol. 70,4805-4810). Los vectores adenovíricos resultantes están suprimidos en E3 (nucleótidos 28592-55 
30470) y El (nucleótidos 459-3511), sustituyéndose la reión EI por el casete de expresión que contiene, desde 5’ 
hasta 3’, el potenciador/promotor temprano inmediato de CMV, un intrón β-globina humana/IgG quimérico (como se 
muestra en el vector pCI disponible en Promega), la secuencia que codifica una de las dos formas poliproteicas y la 
señal de poliadenilación tardía de SV40. Los vectores adenovíricos resultantes se denominaron pTG17476 (NS4A-3-
4B-5B) y pTG17477 (NS4A-3-5B). Los adenovirus recombinantes, AdTG17476 y AdTG1.7477, se generaron 60 
transfectando los genomas víricos linealizados con PacI en una extirpe celular de complementación EI convencional. 
La propagación, purificación y titulación del virus se realizaron como se describe previamente (Erbs, 2000, Cancer 
Res. 60, 3813-3822). 
 
La expresión de las proteínas de fusión se evaluó en células infectadas con adenovirus mediante electroforesis en 65 
SDS PAGE. Se infectaron células A549 (1,5 x 106 células) (ATCC CCL-185) a una MOI de 10 o 100 con los 
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adenovirus AdTG17476 y AdTG17477 que expresan la fusión, así como con un adenovirus vacío y un adenovirus 
recombinante irrelevante como controles negativos. Las células se cultivaron durante 48 h con 10% de suero antes 
de ser lisado con tampón de Laemmli. Se cargaron muestras de proteína (volumen 1/20) en un gel de electroforesis 
de SDS PAGE, y las proteínas se tiñeron mediante azul de Coomassie. Como se ilustra en la figura 13, se observó 
claramente una única banda que tiene el peso molecular esperado de aproximadamente 135 kDa en células 5 
infectadas con AdTG17476 y AdTG17477 (Líneas 5 y 6), que refleja niveles de expresión elevada en células 
infectadas con los vectores adenovíricos que codifican la fusión. Por otro lado, esta banda está ausente en las 
muestras recogidas de las células infectadas con los controles negativos (Líneas 3 y 4) así como células A549 no 
infectadas (Línea 2). 
 10 
Los niveles de expresión se analizaron mediante transferencia Western en las células A549 infectadas con los 
constructos víricos a MOI de 10 durante 48 horas. Los peletes celulares se recogieron y se sondaron con un 
anticuerpo monoclonal murino anti-NS3 (por ejemplo 1B6, bioMerieux) y un anticuerpo policlonal de conejo anti-NS4 
(por ejemplo RB, bioMerieux). Se reveló una banda principal que tiene el peso molecular esperado en las muestras 
recogidas de células infectas con AdTG17476 y AdTG17477 tras la detección con los anticuerpos específicos anti-15 
NS3 o anti-NS4, confirmando los niveles de expresión elevados detectados tras la tinción con azul de Coomassie. 
 
Ejemplo 4: Inmunogenicidad de Adenovirus que expresa n las poliproteínas de VHC en ratones transgénicos 
HLA A2 
 20 
Modelo de animal 
 
Los ratones transgénicos HLA-A2.1 se produjeron como se describe por Pascolo et al. (1997, J Ex Med). Estos 
ratones tienen los genes de H-2Db y β2-microglobulina murina suprimidos y expresan una molécula de 
histocompatibilidad de clase I monocatenaria transgénica en la que el término C de la βm humana está enlazado 25 
covalentemente al término N de una cadena pesada quimérica (dominios transmembránicos e intracitoplásmicos 
(HLA-A2.1 α1-α2, H-2Db a3). 
 
Protocolo de inmunización 
 30 
Se incluyeron tres grupos de ratones en el protocolo, respectivamente cuatro ratones inyectados con AdTG17476 
(Ad NS4A- 3-4B-5B), cuatro ratones inyectados con AdTG17477 (Ad NS4A-3-5B) y dos ratones de control 
inyectados con un Ad vacío (Ad514). Los adenovirus se inyectaron intramuscularmente en el músculo de la tibia 
anterior una vez a una dosis de 109 UI en 10 µl de 1X PBS. Las respuestas inmunitarias celulares se investigaron 
dos semanas después de la inyección. 35 
 
Monitorización de las respuestas inmunitarias 
 
Ensayos ELISPOT 
 40 
Se recogieron esplenocitos de ratones de cada grupo y los glóbulos rojos se lisaron. Se cultivaron 2.105 células en 
pocillos triplicados durante 40 h en placas Multiscreen (Millipore) revestidas con anticuerpo monoclonal IFNγ de ratón 
(Pharmingen; 10 mg/ml) en medio de cultivo completo αMEM (GIBCO BRL) en presencia de 10 unidades/ml de IL-2 
murina recombinante (PeproTech Inc, Inglaterra), sola como control negativo, o con 10 µm de péptido (péptido 
irrelevante DLM, péptidos GLL y KLT situados en la proteína NS3, péptido KLQ situado en la proteína NS5B (Martin 45 
et al., 2004, J Med Virol. 74, 397-405) y (Himoudi et al., 2002, J Virol., 76, 12735-12746), o 5 µg/ml de concavalina A 
como control positivo. Las células T productoras de IFNγ se cuantificaron mediante ensayo de inmunomancha 
enlazado a enzima específico de citocinas (ELISPOT) como se describe previamente (Himoudi et al., J Virol 2002). 
El número de manchas (que representa las células T productoras de IFNγ individuales) en pocillos de control 
negativo se restaron del número en pocillos de ensayo que contienen péptidos. Los resultados se muestran como el 50 
valor medio obtenido para pocillos triplicados. 
 
Resultados  
 
Se investigaron las respuestas de células T restringidas a HLA-A2 mediante ensayo de ELISPOT de IFNγ dos 55 
semanas después de la inmunización con adenovirus. Como se muestra en la figura 14, tanto AdTG17476 como 
AdTG 17477 fueron capaces de inducir en animales todos los animales vacunados, frecuencias elevadas de células 
T productoras de IFNγ específicas del epítopo GLL restringido a HLA-A2 (figura 14A; valor de la mediana: 1210 y 
868 manchas respectivamente) con una eficiencia mayor estadísticamente significativa para AdTG17476 (ensayo de 
Mann-Whitney: P=0,0209). Ambos virus también indujeron células T productoras de IFNγ específicas del epítopo 60 
KLT subdominante (figura 14B) con menores frecuencias (valor de la mediana: 187 y 90 manchas). Además, 2:4 
ratones vacunados con AdTG17476 y 1:4 ratones vacunados con AdTG17477 desarrollaron respuestas dirigidas al 
epítopo KLQ de la proteína NS5B (figura 14C). 
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Esto demuestra que las proteínas de fusión según la invención se pueden producir en niveles elevados en sistemas 
eucariotas, y que las proteínas resultantes son inmunógenas en modelos de animales convencionales. 
 
Listado de secuencias 
 5 
<110> TRANSGENE S.A. 
 
<120> Proteína de fusión no estructural del virus de la hepatitis C 
 
<130> TG173 10 
 
<160> 20 
 
<170> PatentIn versión 3.1 
 15 
<210> 1 
<211> 631 
<212> PRT 
<213> Virus de la hepatitis C 
 20 
<400> 1 
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<210> 2 
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<211> 54 
<212> PRT 
<213> Virus de la hepatitis C 
 
<400> 2 5 

 
 
<210> 3 
<211> 261 
<212> PRT 10 
<213> Virus de la hepatitis C 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 591 
<212> PRT 5 
<213> Virus de la hepatitis C 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 630 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> resto NS3 derivado de polipéptido NS3 de HCV-JA al que se le inactivó las actividades de proteasa y helicasa  
 10 
<400>5 
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<210> 6 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> resto NS4A derivado de polipéptido JA NS4A de HCV-JA mediante truncamiento del C y N-terminal  
 10 
<400> 6 

 
 
<210> 7 
<211> 32 15 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> resto NS4B derivado de polipéptido NS4B de HCV-JA mediante truncamiento de N y C 20 
 
<400> 7 

 
 
<210> 8 25 
<211> 570 
<212> PRT 
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<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> resto NS5B derivado de polipéptido NS5B de HCV-JA al que se le inactivó la actividad de polimerasa y 
truncamiento del término C 5 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 1222 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> fusión de los restos de NS4A, NS3 y NS5B de HCV JA 
 10 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 1249 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> fusión de los restos de NS4A, NS3, NS4B y NS5B de HCV JA 
 10 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 3666 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresión en células 
de mamíferos 10 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 3747 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresión en 
células de mamíferos  10 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 3666 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresión en Pichia  
 
<400> 13 

 10 
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<210> 14 
<211> 3747 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresión en 
Pichia  10 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 3666 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresión en E. coli 
 10 
<400> 15 

 



63 

 

 



64 

 

 



65 

 
 
<210> 16 
<211> 3747 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia nucleotídica que codifica la fusión NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresión en E. 
coli 10 
 
<400> 16 

 

 



66 
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<210> 17 
<211> 46 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> oligonucleótido para mejorar la secuencia de consenso de kozak 
 10 
<400> 17 
 
atgtacgtcg accaccatgg gcagcgtggt gattgtgggc cggatc 46 
 
<210> 18 15 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> oligonucleótido para crear codones de parada 
 
<400> 18 
 
catgtagcgg ccgctcatca tctaggcctg gccctggaca g 41 25 
 
<210> 19 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 30 
 
<220> 
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<223> cebador 
 
<400> 19 
 
ggggggctag cgccaccatg ggcagcgtgg tgattg 36 5 
 
<210> 20 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador de PCR 
 
<400> 20 15 
 
gggggggtac cctcatcatc taggcctggc cctg 34 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Proteína de fusión aislada, que comprende al menos tres polipéptidos NS, entre ellos los polipéptidos NS3, NS4A 
y NS5B, que se originan a partir de un virus de la hepatitis C (VHC), estando configurados dichos polipéptidos NS en 
dicha proteína de fusión en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuración nativa, 5 
estando situado el polipéptido NS4A en el término N y estando situado NS5B en el término C de dicha proteína de 
fusión. 
 
2. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 1, en la que la fusión entre cada uno de los polipéptidos NS es 
directa o a través de un ligador. 10 
 
3. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 1 o 2, en la que todos los polipéptidos NS se originan a partir de 
la misma cepa o aislado de VHC. 
 
4. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 1 o 2, en la que al menos dos de los polipéptidos NS se originan 15 
a partir de cepas o aislados de VHC diferentes. 
 
5. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende un polipéptido NS4A, 
un polipéptido NS3, un polipéptido NS4B y un polipéptido NS5B. 
 20 
6. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el polipéptido NS3 está 
modificado en comparación con un polipéptido NS3 nativo, para mostrar una actividad de proteasa 
significativamente reducida. 
 
7. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el polipéptido NS3 está 25 
modificado en comparación con un polipéptido NS3 nativo para mostrar una actividad de helicasa significativamente 
reducida. 
 
8. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el polipéptido NS5B está 
modificado en comparación con un polipéptido NS5B nativo para mostrar una actividad de ARN polimerasa 30 
dependiente de ARN significativamente reducida. 
 
9. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicha proteína de fusión no 
comprende uno o más de los sitios de escisión reconocidos por NS3 normalmente presentes en un precursor 
poliproteico de VHC nativo en las uniones NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B. 35 
 
10. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que los polipéptidos NS4A, NS4B 
y/o NS5B se modifican para suprimir uno o más dominios hidrófobos que están implicados normalmente en el 
anclaje a la membrana de los polipéptidos nativos NS4A, NS4B y/o NS5B. 
 40 
11. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el polipéptido NS3 se 
origina a partir de la proteína NS3 nativa mostrada en la SEC ID nº: 1 que se modifica al menos de tal manera que: 
 

o retiene la porción que se extiende desde la posición 12 hasta la posición 56, desde la posición 70 hasta la 
posición 155, y desde la posición 218 hasta la posición 248; 45 

 
o comprende la sustitución del resto His en la posición 57 por un resto de aminoácido diferente de una His, tal 

como un resto Ala; 
 
o comprende la sustitución del resto Thr en la posición 269 por un resto de aminoácido diferente de una Thr, tal 50 

como un resto Ala; y 
 
o comprende la sustitución del resto Arg en la posición 464 por un resto de aminoácido diferente de una Arg, tal 

como un resto Ala; y 
 55 
o no comprende el resto Thr en la posición 631. 

 
12. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 11, en la que el polipéptido NS3 comprende la secuencia de 
aminoácidos mostrada en la SEC ID nº: 5. 
 60 
13. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el polipéptido NS4A se 
origina a partir de la proteína NS4A nativa mostrada en la SEC ID nº: 2 que se modifica al menos de tal manera que: 

 
o contiene la porción de la SEC ID nº: 2 desde la posición 21 hasta la posición 33; 
o no contiene la porción de la SEC ID nº: 2 desde la posición 1 hasta la posición 20. 65 
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14. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 13, en la que el polipéptido NS4A consiste esencialmente en la 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID nº: 6 precedida de un resto Met iniciador. 
 
15. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que el polipéptido NS4B se 
origina a partir de la proteína NS4B nativa mostrada en la SEC ID nº: 3 que se modifica al menos de tal manera que: 5 
 

o comprende la porción que se extiende desde el resto Ser en la posición 78 hasta el resto Leu en la posición 
109; 

 
o no comprende el resto Cys en la posición 261. 10 
 

16. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 15, en la que el polipéptido NS4B opcional consiste 
esencialmente en la secuencia de aminoácidos tal como se muestra en la SEC ID nº: 7. 
 
17. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el polipéptido NS5B se 15 
origina a partir de la proteína nativa NS5B mostrada en la SEC ID nº: 4 que se modifica al menos de tal manera que: 
 

o comprende la porción que se extiende desde el resto Arg en la posición 155 hasta el resto Leu en la posición 
182. 

 20 
o comprende la sustitución del resto Asp en la posición 220 por un resto de aminoácido diferente de una Asp, 

tal como un resto Asn; 
 
o comprende la sustitución del resto Asp en la posición 318 por un resto de aminoácido diferente de una Asp, 

tal como un resto Asn; 25 
 
o no comprende la porción que se extiende desde el resto Trp en la posición 571 hasta el resto Arg en la 

posición 591. 
 
18. Proteína de fusión aislada según la reivindicación 17, en la que el polipéptido NS5B comprende la secuencia de 30 
aminoácidos tal como se muestra en la SEC ID nº: 8. 
 
19. Proteína de fusión aislada según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, en la que dicha proteína de fusión 
comprende una secuencia de aminoácidos que es homóloga o idéntica a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
la SEC ID nº: 9 o 10. 35 
 
20. Molécula de ácido nucleico aislada que codifica la proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 19. 
 
21. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 20, que comprende una secuencia nucleotídica 40 
optimizada para la expresión en una célula hospedante de mamífero. 
 
22. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 21, que comprende una secuencia nucleotídica que 
es homóloga o idéntica a las secuencias nucleotídicas mostradas en la SEC ID nº: 11 o la SEC ID nº: 12. 
 45 
23. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 20, que tiene una secuencia nucleotídica optimizada 
para la expresión en una célula hospedante de levadura. 
 
24. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 23, en la que la célula hospedante de levadura se 
selecciona de entre el grupo constituido por Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe y Pichia pastoris. 50 
 
25. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 24, que comprende una secuencia nucleotídica que 
es homóloga o idéntica a las secuencias nucleotídicas mostradas en  la SEC ID nº: 13 o la SEC ID nº: 14. 
 
26. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 20, que tiene una secuencia nucleotídica optimizada 55 
para la expresión en una célula hospedante procariota. 
 
27. Molécula de ácido nucleico aislada según la reivindicación 26, que comprende una secuencia nucleotídica que 
es homóloga o idéntica a las secuencias nucleotídicas mostradas en la SEC ID nº: 15 o la SEC ID nº: 16. 
 60 
28. Vector que comprende una o más copias de la molécula de ácido nucleico según cualquiera de las 
reivindicaciones 20 a 27. 
 
29. Partícula vírica infecciosa que comprende la molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 
20 a 27 o el vector de la reivindicación 28. 65 
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30. Célula hospedante que comprende la molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 20 a 
27 o el vector de la reivindicación 28 o la partícula vírica infecciosa de la reivindicación 29. 
 
31. Método para producir recombinantemente la proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, 
que comprende: 5 
 

(a) introducir el vector según la reivindicación 28 o la partícula vírica infecciosa según la reivindicación 29 en una 
célula hospedante para producir una célula hospedante transfectada o infectada según la reivindicación 30, 
 

(b) cultivar in vitro dicha célula hospedante transfectada o infectada, en condiciones adecuadas para el 10 
crecimiento de la célula hospedante, 
 

(c) recuperar la proteína de fusión del cultivo celular, y 
 

(d) opcionalmente, purificar la proteína de fusión recuperada. 15 
 
32. Composición que comprende la proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, la molécula 
de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 20 a 27, el vector según la reivindicación 28, la partícula 
vírica infecciosa según la reivindicación 29, la célula hospedante según la reivindicación 30, o cualquier combinación 
de los mismos. 20 
 
33. Proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, la molécula de ácido nucleico según 
cualquiera de las reivindicaciones 20 a 27, el vector según la reivindicación 28, la partícula vírica infecciosa según la 
reivindicación 29, la célula hospedante según la reivindicación 30 o la composición según la reivindicación 32, para 
su uso en el tratamiento o prevención de infecciones por VHC, enfermedades y estados patológicos asociados a 25 
VHC. 
 
34. Proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula hospedante, o 
composición según la reivindicación 33, en los que dicho uso se lleva a cabo según una modalidad terapéutica de 
sensibilización y revacunación. 30 
 
35. Composición según la reivindicación 33, en la que se usa para sensibilizar o estimular, o tanto sensibilizar como 
estimular, una respuesta inmunitaria anti-VHC. 
 
36. Proteína de fusión, molécula de ácido nucleico, vector, partícula vírica infecciosa, célula hospedante, o 35 
composición según cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, en los que dicho uso se lleva a cabo conjuntamente 
con una quimioterapia con uno o más fármacos contra VHC. 
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Fig.1 
Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión NS4A-3-5B 
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Fig. 2 
Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión NS4A-3-4B-5B 
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Fig. 3 
Proteína de fusión 4A-3-5B_(Hs) 
optimizada para Homo sapiens 
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Fig. 4 
Proteína de fusión 4A-3-4B-5B (Hs) optimizada para Homo sapiens 
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Fig. 5 
Proteína de fusión 4A-3-5B optimizada para la expresión en: Pichia pastoris 
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Fig. 6 
Proteína de fusión 4A-3-4B-5B optimizada para la expresión en Pichia pastoris 
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Fig. 7 
Proteína de fusión 4A-3-5B optimizada para Escherichia coli 

 

 



100 

 

 



101 

 

 



102 

 

 



103 

 

 



104 

 

 



105 

Fig. 8 
Proteína de fusión 4A-3-4B-5B optimizada para Escherichia coli 
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