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DESCRIPCION
ARN genomico del virus humano modificado de la hepatitis C con capacidad replicativa autbnoma
Campo de la Técnica

La presente invencion se refiere a: un método para replicar de forma auténoma el virus humano
de la hepatitis C (VHC) con diversos genotipos en un sistema celular cultivado; al ARN genémico del VHC
modificado utilizado para ello; y a células que replican el ARN gendmico del VHC descrito anteriormente.

Antecedentes de la Técnica

Como resultado de estudios recientes, ha quedado claro que el virus de la hepatitis C se clasifica
en un gran ndmero de tipos, dependiendo del genotipo o serotipo. De acuerdo con el método de
filoanalisis de Simmonds y col., que utiliza secuencias de nucleétidos de cepas de VHC, método que se
esta utilizando actualmente como principal método para la clasificacién de los genotipos del VHC, el VHC
se clasifica en los 6 tipos siguientes: genotipo 1a, genotipo 1b, genotipo 2a, genotipo 2b, genotipo 3a y
genotipo 3b (Documento de No-Patente 1). Estos tipos se clasifican ademas en varios subtipos. Se han
determinado también las secuencias de nucleétidos de los genomas de longitud completa de numerosos
genotipos del VHC (Documento de Patente 1 y Documentos de No-Patente 2 a 4).

El VHC provoca hepatitis cronica como consecuencia de una infeccion persistente. Una causa
principal de la hepatitis cronica, reconocida a escala global, es la infeccién persistente por VHC. De
hecho, aproximadamente un 50% de pacientes infectados persistentemente desarrolla hepatitis cronica y
aproximadamente un 20% de los pacientes evoluciona a hepatocirrosis a partir de 10 a 20 afios. Ademas,
algunos de estos pacientes desarrollan condiciones patolégicas fatales, por ejemplo cancer de higado.

Actualmente, los principales tratamientos contra la hepatitis C incluyen la utilizacion de interferén-
o o interferén-p y la utilizacion combinada de interferén-o. con ribavirina, que es un derivado del
nucledsido purina. Sin embargo, aunque se aplican estos tratamientos en pacientes, s6lo se observan sus
efectos terapéuticos en aproximadamente un 60% de tales pacientes. Cuando los tratamientos se
terminan después de haber obtenido dichos efectos terapéuticos, mas de la mitad de los pacientes
desarrolla la enfermedad recurrente. Se ha sabido que los efectos terapéuticos del interferén dependen
del genotipo de VHC. Esto es, se dice que los efectos del interferén son escasos en el genotipo 1b y que
sus efectos son elevados en el genotipo 2a (Documento de No-Patente 5). Ademas, la especificidad de
sustrato de la proteasa del VHC varia dependiendo del genotipo. La actividad inhibidora de un inhibidor
desarrollado mediante la proteasa NS3 del genotipo 1b es 50 veces inferior o méas a la que se desarrolla
mediante las proteasas NS3 de otros genotipos (Documento de No-Patente 6). En consecuencia, con el
fin de desarrollar un agente terapéutico del VHC eficaz, se requiere desarrollar el agente al mismo tiempo
que se confirma la reactividad de cada uno de los genotipos del VHC.

Recientemente, se ha obtenido un replicon de ARN subgendmico de VHC como un ARN
derivado de VHC que se puede replicar de forma auténoma (Documentos de Patente 2 y 3 y Documentos
de No-Patente 7 a 9). Por este medio, ya es posible analizar los mecanismos de replicacion del VHC
utilizando células cultivadas. Dicho replicon de ARN subgendmico de VHC se obtiene mediante la
sustitucion de una proteina estructural presente aguas abajo del IRES del VHC, en la region no traducida
5’ del ARN gendmico del VHC, con un gen de resistencia a la neomicina, y el EMCV-IRES que esta ligado
aguas abajo al mismo. Este replicon de ARN se introdujo en células humanas de cancer de higado Huh7
y luego se cultivaron las células en presencia de neomicina. Como consecuencia, se demostré que el
replicén de ARN se replicaba de forma autbnoma en las células Huh7. Ademas, también se demostré que
varios replicones de ARN subgendmico de VHC se replicaban de forma autonoma en células distintas de
Huh7, tales como células humanas de cancer cervical HeLa o células humanas de cancer de higado
HepG2 (Documento de Patente 3).

Sin embargo, dichos sistemas de replicacion de ARN intracelular del VHC se ha obtenido para
genotipos limitados, o mas bien, se han obtenido dichos sistemas sélo por medio de ARN gendmico de un
numero limitado de cepas de VHC. Por tanto, con respecto al VHC con un gran nimero de genotipos,
resulta extremadamente dificil analizar las diferencias en los efectos terapéuticos de los agentes
terapéuticos desarrollados contra el VHC que son provocados por diferencias en los genotipos de los
agentes mencionados anteriormente. Dicho replicon de ARN es un sistema experimental que solo sirve
para evaluar la replicacién del ARN del virus durante el proceso de crecimiento y replicacion del virus
VHC. Por tanto, es imposible que dicho replicon de ARN evalle procesos tales como la formacién de
particulas del virus VHC en una célula infectada, la liberacion del mismo fuera de la célula o la infeccion
de una nueva célula.

Actualmente, la aplicacion de un método para evaluar procesos tales como la formacién de
particulas del virus VHC, la liberacién del mismo fuera de la célula y la infecciébn de nuevas células se
limita a un sistema experimental empleando animales, por ejemplo chimpancés (Documento de No-
Patente 10). Sin embargo, este sistema experimental en el que se utilizan directamente cuerpos de
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animales vivos implica operaciones complicadas y, por tanto, es extremadamente dificil llevar a cabo
andlisis con dicho sistema experimental. En consecuencia, con el fin de analizar procesos tales como la
formacion de particulas del virus VHC, la liberacion del mismo fuera de la célula y la infeccion de nuevas
células, o con el fin de desarrollar un agente anti-VHC que utilice la inhibicion de estos procesos como
mecanismo de accién, es necesario elaborar un sistema experimental extremadamente simplificado capaz
de replicar estos procesos; a saber, un sistema de replicacién de particulas del virus VHC que utilice un
sistema de células cultivadas.

Si fuera posible suministrar de forma estable particulas del virus VHC procedentes de dicho
sistema de células cultivadas, el virus podria ser atenuado, o podria producirse un virus VHC no
infeccioso por medios basados en la biologia molecular, utilizando asi dichos virus como vacunas. Sin
embargo, debido a que las secuencias proteicas del VHC son diferentes segun el genotipo, la
antigenicidad del VHC también es diferente segun el genotipo. De hecho, la presencia de varios genotipos
constituye un impedimento significativo a la produccién de vacunas contra el VHC (Documento de No-
Patente 11). Por tanto, con el fin de producir eficazmente vacunas contra el VHC también se desea que
las particulas del virus VHC con varios genotipos se produzcan de forma estable en un sistema de células
cultivadas.

Es sabido que el VHC es una particula esférica de un tamafio de entre 55 y 65 nm que existe en
la sangre de un paciente infectado por HYC. Como método para purificar el VHC presente en el suero
humano, se conoce la cromatografia de afinidad que utiliza lectina (Documento de No-Patente 12) y la
cromatografia que utiliza heparina (Documento de No-Patente 13). Sin embargo, mediante estos
métodos, so6lo se puede purificar menos de 1 ml de virus a una concentracion de aproximadamente 1M
copias/ml. Por tanto, estos métodos no son aplicables industrialmente.

Se han disefiado hasta la fecha diversos métodos para purificar particulas virales distintas del
VHC (Documentos de Patente 4, 5, y 6, por ejemplo). Sin embargo, como queda claro a partir de estas
publicaciones, las particulas virales tienen diferentes propiedades y, por tanto, las particulas no dan una
informacion (til sobre cual seria un método éptimo para purificar el virus humano de la hepatitis C. El
Documento de Patente 7 describe que el virus de la hepatitis A humana, que es también un virus de la
hepatitis, se puede purificar mediante la eliminacién de ADN seguin cromatografia de intercambio i6nico.
Sin embargo, aunque el virus de la hepatitis A es también un virus de la hepatitis, es un virus que tiene
ADN como gen. Como queda claro a partir del hecho de que el virus de la hepatitis C tiene ARN como
gen, no existen similitudes relevantes entre el virus de la hepatitis A y el virus de la hepatitis C y, por
tanto, no se da ninguna informacion con respecto a métodos relevantes de purificacion. Con el fin de
utilizar particulas virales de la hepatitis C humana como vacunas o similares en el campo industrial en el
futuro, se requiere purificar a alto nivel dichas particulas en un gran volumen. En estas circunstancias, se
anticipa el desarrollo de un método de purificacion.

Documento de Patente 1: Publicacion de Patente JP (Kokai) N° 2002-171978 A
Documento de Patente 2: Publicacion de Patente JP (Kokai) N° 2001-17187 A
Documento de Patente 3: WO2004/104198A1

Documento de Patente 4: Patente Japonesa N° 3313117

Documento de Patente 5: Publicacion de Patente JP (Kohyo) N° 2002-503484 A
Documento de Patente 6: Publicacion de Patente JP (Kohyo) N° 2000-510682 A
Documento de Patente 7: Publicacion de Patente JP (Kokoku) N° 6-48980 B (1994)
Documento de No-Patente 1: Simmonds P. y col., Hepatology, 10 (1994) pp. 1321-1324
Documento de No-Patente 2: Choo Q. L. y col., Science, 244 (1989) pp. 359-362
Documento de No-Patente 3: Okamoto H. y col., J. Gen. Virol., 73 (1992) pp. 673-679
Documento de No-Patente 4: Mori S. y col., Biochem. Biophis. Res. Commun. 183 (1992) pp. 334-342
Documento de No-Patente 5: Yoshioka K. y col., Hepatology, 16 (1992) pp. 293-299
Documento de No-Patente 6: Thibeault D. y col., J. Virol., 78 (2004) pp. 7352-7359
Documento de No-Patente 7: Blight y col., Science, 290 (2000) pp. 1972-1974
Documento de No-Patente 8: Friebe y col., J. Virol., 75 (2001) pp. 12047-12057

Documento de No-Patente 9: Kato T. y col., Gastroenterology, 125 (2003) pp. 1808-1817
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Documento de No-Patente 10: Kolykhalov y col., Science, 277 (1997) pp. 570-574
Documento de No-Patente 11: Farci P. y col., Semin Liver Dis 20 (2000) pp. 103-126
Documento de No-Patente 12: Virology, 196 (1993) pp. 354-357

Documento de No-Patente 13: Journal of General Virology 86 (2005) pp. 677-685
Descripcion de la Invencion

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un método para replicar y amplificar el virus
de la hepatitis C con varios genotipos en un sistema de células cultivadas.

Como resultado de intensivos estudios dirigidos a la consecucion del objeto mencionado
anteriormente, los presentes inventores han producido ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis
C mediante la combinacién de ARN gendémico de una cepa JFH1 de VHC, que se puede replicar de forma
autébnoma con el ARN gendmico de una cepa de VHC, que no se puede replicar de forma auténoma in
vitro. Los inventores han descubierto que el ARN gendmico asi producido se puede replicar de forma
autbnoma en un sistema de células cultivadas. Especificamente, con respecto a la invencién mencionada
anteriormente, los presentes inventores han descubierto que la introducciéon de una porcion gendémica
comprendida entre la secuencia codificadra de la proteina NS3 de la cepa JFH1 y el terminal 3' de la
misma permite la modificacion del ARN gendémico del VHC 1b, que no se puede replicar de forma
auténoma in vitro, para resultar en un ARN que se puede replicar de forma autbnoma en un sistema de
células cultivadas.

Es decir, la presente invencion se refiere a ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C
que comprende secuencias de nucledtidos de porciones de ARN gendémico de dos o mas tipos de virus de
hepatitis C, comprendiendo una regién no traducida 5, una secuencia codificadora de la proteina del
ndcleo, una secuencia codificadora de la proteina E1, una secuencia codificadora de la proteina E2, una
secuencia codificadora de la proteina p7, una secuencia codificadra de la proteina NS2, secuencias
codificadoras de las proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 y una region no
traducida 3’, y que se puede replicar de forma auténoma, donde una de las cepas del virus de la hepatitis
C es un virus del genotipo 1b.

Especificamente, en una realizacion, la presente invencion se proporciona el ARN genémico del
virus modificado de la hepatitis C, que es producido por la sustitucion de una porcidon del ARN gendmico
del virus 1b de la hepatitis C comprendido entre una secuencia codificadora de la proteina NS3 y una
secuencia codificadora de la proteina NS5B, que es una secuencia gendmica en el terminal 3’, con una
secuencia parcial de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de una cepa JFH1
mostrada en la SEQ ID NO:1 (secuencia de ARN obtenida mediante la sustitucién de T por U en una
secuencia correspondiente a 3867-9678 de la secuencia de ADN depositada bajo el N° de Acceso al
GenBank AB047639), y que se puede replicar de forma auténoma.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona ARN gendmico del virus modificado de la
hepatitis C, que es producido por la sustitucién de la secuencia codificadora de la proteina NS5B del ARN
gendmico del virus de la hepatitis C por la secuencia codificadora de la proteina NS5B de la cepa JFH1
mostrada en la SEQ ID NO:2 y que se puede replicar de forma auténoma, donde una de las cepas del
virus de la hepatitis C es un virus del genotipo 1b.

Las cepas de los dos o mas tipos de virus de la hepatitis C utilizados aqui incluyen un virus de la
hepatitis C con genotipo 1b y un virus de la hepatitis C con genotipo 2a. Ejemplos de cepas virales con
genotipo 1b pueden incluir una cepa conl de VHC, una cepa TH de VHC, una cepa J de VHC, una cepa
JT de VHC y una cepa BK de VHC. La cepa viral con genotipo 2a es una cepa JFH1 de VHC.

El ARN gendémico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invencién puede
comprender ademas al menos un gen marcador selectivo y/o al menos un gen reporter y al menos una
secuencia IRES.

En este caso, el ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C comprende la regién no
traducida 5’ descrita anteriormente, al menos un gen marcador selectivo y/o al menos un gen reporter, al
menos una secuencia IRES, una secuencia codificadora de la proteina del ndcleo, una secuencia
codificadora de la proteina E1, una secuencia codificadora de la proteina E2, una secuencia codificadora
de la proteina p7, una secuencia codificadora de la proteina NS2, una secuencia codificadora de la
proteina NS3, una secuencia de la proteina NS4A, una secuencia codificadora de la proteina NS4B, una
secuencia codificadora de la proteina NS5A, una secuencia codificadora de la proteina NS5B y una region
no traducida 3, en este orden, en la direccion desde el terminal 5" al terminal 3'.

A modo de ejemplo de ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C mencionado
anteriormente, la presente especificacion describe un ARN genémico del virus modificado de la hepatitis
C, que comprende:
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()] un ARN con la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO:11; o

(b) un ARN con una secuencia de nucleétidos que comprende una delecién, sustitucion o
adicion de uno o mas, preferentemente 100, en particular 50 y especialmente 10 nucleétidos,
con respecto a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO:11 y que se puede
replicar de forma autbnoma y generar particulas virales de la hepatitis C.

Ademas, la presente invencion también proporciona una célula en la que se introduce el ARN
gendmico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invencion y que replica el ARN gendémico
del virus de la hepatitis C descrito anteriormente y puede generar particulas virales. Aqui, como célula
huésped se utiliza preferentemente una célula proliferativa. Ejemplos particularmente preferentes de tales
células huésped pueden incluir células eucariotas, incluyendo células procedentes del higado humano
tales como células Huh7, células HepG2, células IMY-N9, células HelLa o células 293, células cervicales
humanas y células procedentes del rifién fetal humano.

Ademas, la presente invencion proporciona también: un método para producir particulas virales
de la hepatitis C caracterizado porque comprende el cultivo de la célula mencionada anteriormente y la
recuperacion de las particulas virales del cultivo; y las particulas virales de la hepatitis C producidas por el
método anterior.

Ademas, la presente invencién proporciona asimismo: un método para producir una célula
infectada por el virus de la hepatitis C que se caracteriza porque el método comprende el cultivo de la
célula mencionada anteriormente y la infeccion de otra célula por particulas virales contenidas en el
cultivo; y una célula infectada por el virus de la hepatitis C producida por el método anterior. En la
presente invencion, dichas particulas de VHC son purificadas mediante cromatografia en columna y/o
centrifugacion en gradiente de densidad, para obtener particulas de VHC con una pureza que permite su
utilizacién industrial en productos farmacéuticos. La cromatografia utilizada aqui consiste en uno o mas
tipos de cromatografia seleccionados de entre cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de
filtracion en gel y cromatografia de afinidad. La centrifugacién en gradiente de densidad se lleva a cabo
con uno o mas solutos seleccionados de entre cloruro de cesio, sacarosa y polimeros de azlcar, para
purificar el VHC.

Adicionalmente, la presente invencidén proporciona también un método para cribar ("screening")
una sustancia viral anti-hepatitis C utilizando la célula de la presente invencién o una célula infectada por
el virus de la hepatitis C. Este método se caracteriza porque comprende el cultivo de la célula de la
presente invencién, o una célula infectada por el virus de la hepatitis C, en presencia de una sustancia de
prueba y la deteccion del ARN viral de la hepatitis C o de particulas virales en el cultivo, evaluando asi los
efectos del virus anti-hepatitis C en la sustancia de prueba descrita anteriormente.

También, la presente invencién proporciona asimismo un método para producir una vacuna
contra la hepatitis C mediante las particulas virales de la hepatitis C de la presente invencién, o una
porcion de las mismas, como antigenos.

Ademas, la presente invencion proporciona también: un método para replicar y/o expresar un gen
extrafio en una célula, que se caracteriza porque el método comprende la insercién del ARN que codifica
el gen extrafio en el ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invencién y la
introduccion del ARN gendmico en una célula de interés, para replicar o expresar el gen extrafio en su
interior; y un vector viral dirigido a la célula hepatica, que comprende el ARN gendmico del virus
modificado de la hepatitis C de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, pueden producirse particulas virales del VHC infecciosas
utilizando un sistema de células cultivadas. Ademas, aln en el caso de una cepa de VHC que no puede
replicarse de forma autébnoma y que se aisla de pacientes, una region de la misma correspondiente a la
regiéon desde la region NS3 hasta el terminal 3’ se sustituye por ARN gendémico del virus de JFH1, o la
region NS5B se sustituye por NS5B de JFH1, de modo que la cepa de VHC anterior se puede replicar de
forma auténoma in vitro. En consecuencia, se pueden producir particulas virales del VHC con varios
genotipos en un sistema de células cultivadas y estas particulas virales se utilizan eficazmente para
estudios relacionados con el proceso de infeccion por VHC o para la produccién de un sistema de
screening para diversas sustancias que afectan a dicho proceso de infeccién por VHC y una vacuna
contra el VHC.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: vista esquematica que muestra los procedimientos para construir la plantilla de ADN
utilizada para producir el ARN gendémico del VHC de la presente invencion. La figura muestra la estructura
de un clon plasmido pJFH1 obtenido mediante la insercién del genoma de longitud completa del VHC
aguas abajo de un promotor T7. Los simbolos mostrados en la figura tienen los siguientes significados:
T7: promotor de ARN T7; 5-UTR: region no traducida 5’; C: proteina del ndcleo; E1, E2: proteinas de
envoltura; NS2, NS3, NS4A NS4B, NS5A, NA5B: proteinas no estructurales; 3'-UTR: region no traducida



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2360 808 T3

3’; Agel, Pmel, Xbal: sitios de clivaje de las enzimas de restriccion de Agel, Pmel y Xbal; y GDD: la
posicion de un motivo GDD de los aminoacidos que corresponde al centro activo de una proteina NS5B.

Figura 2: fotografia que muestra los resultados del andlisis Northern blot indicando la replicacion
de rJFH1 en células Huh7 en las que se ha introducido el rJFH1, es decir, el ARN genémico del VHC.

Figura 3: resultados de la deteccidon de una proteina nicleo del VHC, una proteina NS3, una
proteina NS5A y una proteina E2, en un medio.

Figura 4: resultados del curso temporal de los cambios en la liberacion de una proteina nucleo de
las células en las que se ha introducido el ARN gendmico del VHC, en un medio.

Figura 5: incluye graficos, mostrando cada uno la cantidad de proteina nucleo del VHC vy la
cantidad de ARN gendmico del VHC en cada fraccion obtenida mediante fraccionamiento en gradiente de
densidad de sacarosa del sobrenadante de cultivo de células Huh7 en las que se ha introducido rJFH1. El
circulo relleno representa una proteina nucleo (nucleo) del VHC vy el circulo vacio representa el ARN
gendémico del VHC. La Figura 5A muestra los resultados para células no tratadas Huh7 con rJFH1
introducido. La Figura 5B muestra los resultados de células Huh7 con rJFH1 introducido tratadas con
RNAsa. La Figura 5C muestra los resultados de células Huh7 con rJFH1 introducido tratadas con NP40.
La Figura 5D muestra los resultados de células Huh7 con rJFH1 introducido tratadas con NP40+RNAsa.

Figura 6: muestra la capacidad infecciosa de las particulas virales secretadas de la solucién de
cultivo de células Huh7 con rJFH1 introducido. La Figura 6A incluye fotografias que muestran los
resultados de una inmunotincion con un anticuerpo anti-nucleo (izquierda) y con un anticuerpo anti-NS5A
(derecha). La Figura 6B es un grafico que muestra el niumero de células positivas tefiidas con un
anticuerpo anti-nlcleo. La Figura 6C incluye graficos que muestran el cambio con el tiempo del nivel de
ARN de VHC en las células (izquierda) y en el sobrenadante (derecha).

Figura 7: muestra la capacidad de infeccion de las particulas virales secretadas de la solucion de
cultivo de células Huh7 con rJCH1/NS5B(jth 1) introducidos. La Figura 7A es un grafico que muestra el
aumento del ARN de VHC de las particulas virales secretadas en la solucién de cultivo de las células
Huh7 con rJCH1/NS5B(jfh 1) introducidos, en células nativas Huh7. La Figura 7B es un grafico que
muestra el nimero de células positivas tefiidas con un anticuerpo anti-nicleo.

Figura 8: muestra la estructura de un replicon quimérico de TH/JFH.

Figura 9: muestra los resultados referentes a la formacion de colonias mediante transfeccion del
ARN del replicén quimérico de rTH/JFH1.

Figura 10: muestra los resultados referentes a la formacion de colonias mediante la infeccion por el
sobrenadante de cultivo del replicén quimérico de TH/JFH1.

Figura 11: muestra los perfiles de elucion de la cromatografia de filtracion en gel. El eje vertical
representa la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. S-300, S-400 y S-500 representan
Sephacryl(R) S-300, S-400 y S-500 respectivamente. El eje horizontal representa la cantidad de elucion
eluida de la columna.

Figura 12: muestra los perfiles de elucion de la cromatografia de intercambio ionico. El eje vertical
representa la cantidad de proteina nicleo en las particulas de VHC.

Figura 13: muestra los perfiles de elucidn de la cromatografia de afinidad con lectina. El eje vertical
representa la cantidad de proteina nicleo en las particulas de VHC.

Figura 14: muestra los perfiles de elucion en dos tipos de cromatografia de afinidad utilizando
heparina y celulofina sulfatada. El eje vertical representa la absorbancia a una longitud de onda de 490
nm.

Figura 15: muestra el perfil de elucion de la cromatografia de afinidad con tincién azul. El eje
vertical representa la cantidad de proteina ndcleo en las particulas de VHC.

Figura 16: muestra los perfiles de purificacibn que implican la utilizacién combinada de
cromatografia en columna con centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa. El eje vertical
representa la cantidad de proteina nucleo en las particulas de VHC. Con respecto a la centrifugacion en
gradiente de densidad de sacarosa, la densidad de cada fraccion de solucién asi como la cantidad de
proteina nucleo en VHC se muestran en el eje vertical.

Esta especificacion incluye el contenido tal como se describe en la especificacion y/o figuras de
las Solicitudes de Patentes Japonesas N° 2004-243975, 2004-290801, 2005-69527 y 2005-69725, que
son documentos de prioridad de la presente solicitud.
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Forma de Realizacion de la Invencion
La presente invencién se describe detalladamente a continuacion.
1. ARN gendémico viral modificado quimérico de la hepatitis C

El genoma de un virus de la hepatitis C (VHC) es un ARN de una sola hebra, es decir hebra (+),
que se compone de aproximadamente 9.600 nucledtidos. Este ARN gendémico comprende una regién no
traducida 5’ (denominada también 5-NTR o 5-UTR), una region traducida compuesta de una regién
estructural y una region no estructural y una region no traducida 3' (denominada también 3'-NTR o 3'-
UTR). La region estructural codifica proteinas estructurales de VHC y la region no estructural codifica
diversas proteinas no estructurales.

Dichas proteinas estructurales del VHC (ndcleo, E1 y E2) y proteinas no estructurales del VHC
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) son traducidas como una poliproteina continua procedente de la
regién traducida. A continuacion, la poliproteina es sometida a digestién limitada con proteasa de modo
que las proteinas se puedan liberar y generar. Entre estas proteinas estructurales y no estructurales (a
saber, proteinas del virus VHC), el nucleo es una proteina nicleo y E1 y E2 son proteinas de envoltura.
La proteina no estructural es una proteina asociada a la replicacion de un virus per se. Es sabido que NS2
tiene actividad metaloproteasa y que NS3 tiene actividad serina-proteasa (un tercio del lado N-terminal)
asi como la actividad helicasa (dos tercios del lado C-terminal). Ademas, se ha reportado también que
NS4A es un cofactor de la actividad proteasa de NS3 y que NS5B tiene actividad ARN polimerasa
dependiente del ARN.

Actualmente, se sabe que los genotipos del VHC se clasifican al menos en el tipo 1 hasta el tipo
6. El VHC se clasifica en varios genotipos (VHC1a, VHC1h, VHC2a, VHC2b, etc.) dependiendo de su
secuencia, de acuerdo con la clasificacion internacional de Simmonds y col. (véase Simmonds P. y col.,
Hepatology, (1994) 10, pp. 1321-1324). En la presente invencion, el ARN gendmico del VHC que no se
puede replicar de forma autbnoma no se limita a los tipos de virus conocidos mencionados anteriormente,
sino que incluye todos los tipos de ARN gendmico de VHC que no se pueden replicar de forma autonoma,
es decir, con capacidad para liberar particulas infecciosas fuera de la célula. En la presente invencion, la
expresion “ARN que se puede replicar de forma autbnoma” o “que se replica de forma auténoma”
pretende significar que cuando se introduce ARN gendmico de VHC en una célula, el ARN gendmico del
VHC se replica de forma autbnoma, es decir puede liberar particulas infecciosas fuera de la célula.

En la presente especificacion, el ARN que incluye el ARN gendmico del VHC mencionado
anteriormente que se puede replicar de forma auténoma en un sistema de células cultivadas se denomina
“ARN replicon” o “replicn de ARN". En la presente especificacion, el ARN replicon de la presente
invencion, que comprende el ARN replicon de longitud completa, se denomina “ARN replicon de VHC de
longitud completa”. EI ARN replicon de VHC de longitud completa de la presente invencion tiene la
capacidad de generar particulas virales. Ademas, el ARN genémico del virus modificado de la hepatitis C
de la presente invencién es ARN replicon de VHC de longitud completa.

El ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invencion incluye un ARN
gendémico modificado de la hepatitis C que tiene las secuencias de nucle6tidos de porciones de ARN
gendémico de dos o mas tipos de virus de la hepatitis C, comprendiendo una regién no traducida 5’, una
secuencia codificadora de la proteina del nucleo, una secuencia codificadora de la proteina E1, una
secuencia codificadora de la proteina E2, una secuencia codificadora de la proteina p7, una secuencia
codificadora de la proteina NS2, la secuencia codificadora de la proteina de cada una de NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 y una regién no traducida 3’, y se puede replicar de forma
auténoma. Especificamente, en una realizacion, la presente invencion incluye ARN gendmico del virus
modificado de la hepatitis C que se produce mediante la sustitucién de una porcion del ARN gendmico del
virus de la hepatitis C que comprende desde la secuencia codificadora de la proteina NS3 hasta la
secuencia codificadora de la proteina NS5B, es decir una secuencia del genoma en el terminal 3’, por una
secuencia parcial de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de la cepa JFH1 mostrada
en la SEQ ID NO:1 (secuencia de ARN obtenida mediante la sustitucién de T por U en una secuencia que
corresponde a 3867-9678 de la secuencia de ADN depositada bajo el N° de Acceso al GenBank
AB047639), y que se puede replicar de forma autonoma.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona ARN gendmico del virus modificado de la
hepatitis C producido mediante la sustitucion de la secuencia codificadora de la proteina NS5B del ARN
gendmico del virus de la hepatitis C por la secuencia codificadora de la proteina NS5B de la cepa JFH1
mostrada en la SEQ ID NO:2, y que se puede replicar de forma auténoma.

Preferentemente, la presente invencion incluye ARN genomico del virus modificado de la
hepatitis C obtenido mediante virus de hepatitis C con los genotipos 1b y 2a, teniendo una secuencia de
nucledtidos que comprende una region no traducida 5’, una secuencia codificadora de la proteina del
nucleo, una secuencia codificadora de la proteina E1, una secuencia codificadora de la proteina E2, una
secuencia codificadora de la proteina p7, una secuencia codificadora de la proteina NS2, la secuencia
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codificadora de la proteina de cada una de NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B de la cepa JFH1 y una
region no traducida 3', y que se puede replicar de forma auténoma.

El ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C descrito anteriormente puede
comprender ademas al menos un gen marcador selectivo y/o al menos un gen reporter, y al menos una
secuencia IRES.

En la presente invencion, utilizando una cepa de VHC que se puede replicar de forma auténoma
en un sistema de células cultivadas con la combinacion de una cepa de VHC que no se puede replicar de
forma autonoma en dicho sistema de células cultivadas, debido a dos o mas tipos de virus de la hepatitis
C, la cepa del VHC que no se puede replicar de forma auténoma se puede modificar para que se
convierta en replicada de forma auténoma. De otro modo, una cepa viral que se replica eficazmente de
forma autébnoma se puede modificar para convertirse en replicada de forma autbnoma muy eficazmente.

Ejemplos especificos de cepas conocidas de VHC de tipo 1a puede incluir una cepa VHC-1, una
cepa VHC-H y una cepa VHC-J1. Ejemplos especificos de cepas conocidas de VHC de tipo 1b puede
incluir una cepa VHC-conl, una cepa VHC-TH, una cepa VHC-J, una cepa VHC-JT y una cepa VHC-BK.
Ejemplos especificos de cepas conocidas de VHC de tipo 2a pueden incluir una cepa VHC-J6, una cepa
JFH-1 y una cepa JCH1. Un ejemplo de cepa conocida de VHC de tipo 2b puede ser una cepa HC-J8. Un
ejemplo de cepa conocida de VHC de tipo 3a puede ser una cepa E-bl. La estructura de estos virus se
compone basicamente de 5-UTR, nucleo, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b y 3'-UTR (tal
como se ha descrito anteriormente). Se ha determinado la secuencia de nucledtidos de cada region de
cada cepa del VHC mencionadas anteriormente. Por ejemplo, se han determinado las secuencias de
nucledtidos de las regiones que corresponden al nicleo, E1, E2, p7 y NS2 en la secuencia de longitud
completa de la cepa TH. Ademas, en la secuencia de la cepa VHC-JT, se han determinado las regiones
gue corresponden al nicleo, E1, E2, p7 y NS2. Un ejemplo de ARN replicén de la presente invencion
puede ser ARN del replicon quimérico de VHC, que se obtiene mediante una cepa JFH1 del tipo 2a del
VHC y otras cepas distintas de la cepa JFH1 del tipo 2a del VHC, tal como una cepa de VHC, una cepa
VHC-H, una cepa VHC-J1, una cepa VHC-conl, una cepa VHC-TH (Wakita y col., J. Biol. Chem. (1994),
269, pp. 14205-14210; y Moradpour y col., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1998) 246, pp. 920-924),
una cepa VHC-J, una cepa VHC-JT, una cepa VHC-BK, una cepa VHC-J6, una cepa JCH1, una cepa HC-
J8 0 una cepa E-bl.

Ademas, un ejemplo preferente del ARN genémico de VHC modificado de la presente invencién
puede ser un ARN gendmico de VHC obtenido mediante la sustitucién de una regién que corresponde a
la region desde la region NS3 hasta el lado 3'-terminal del ARN genémico de VHC de la cepa JFH1 del
virus de la hepatitis C por ARN genomico viral de JFH 1, o mediante la sustitucion de la secuencia
codificadora de la proteina NS5B por la secuencia codificadora de la proteina NS5B de otro ARN
gendmico de VHC o por la inserciéon aqui de la secuencia anterior. Por ejemplo, en el caso de JCH1 (ref)
del ARN genémico de VHC, que se conoce por no ser capaz de replicarse in vitro, una regién que
corresponde a la region desde la region NS3 de la misma hasta el lado 3'-terminal es sustituida por ARN
gendmico viral de JFH1 con el fin de que el ARN gendmico del VHC se pueda modificar para resultar en
un ARN genémico de VHC que pueda replicarse de forma autbnoma.

Ademas, en el caso del clon Con-1 (ref) del ARN gendmico del VHC con genotipo 1b de VHC (N°
de Acceso a EMBL AJ238799), una porcion de secuencia del ARN del mismo que codifica las proteinas
NS3, NS4, NS5A y NS5B es sustituida por la secuencia de ARN de una cepa JFH1 que codifica las
proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B, o solo la porcién de secuencia de ARN que codifica la proteina NS5B
del clon Con-1 (ref) con genotipo 1b del VHC es sustituida por la secuencia de ARN que codifica la
proteina NS5B de la cepa JFH1, de forma que el ARN gendmico del VHC se puede modificar para
resultar en un ARN gendmico de VHC que se puede replicar de forma auténoma.

El replicén de longitud completa que utiliza un gen del clon Con-1 puede ser replicado de forma
auténoma, pero no forma particulas de VHC (véase Pietschmann y col., Journal of Virology, (2002) 76, pp.
4008-4021). Sin embargo, tal como se describe en el ejemplo de la presente invencion, dichas particulas
de VHC se pueden formar mediante la sustitucion de una porcién de la secuencia de ARN que codifica las
proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B por la secuencia de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A
y NS5B de la cepa JFH1. Es decir, segun el método de la presente invencion, el ARN gendmico del virus
de la hepatitis C que puede replicarse de forma autbnoma pero que es incapaz de formar particulas de
VHC se puede convertir en ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C capaz de formar
particulas.

Ademas, aun en el caso de un VHC que es incapaz de producir un replicon que se pueda replicar
de forma autbnoma, tal como una cepa TH o una cepa JCH, se forman particulas de VHC mediante la
produccién de un gen quimérico del mismo con la cepa JFH-1, tal como se describe en el ejemplo de la
presente invencion. En consecuencia, la presente invencidon permite la conversion del ARN gendmico del
VHC que no puede replicarse de forma autonoma en un ARN gendmico del virus modificado de la
hepatitis C que puede formar particulas de VHC.
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Ademas, mediante la introduccién de una mutacion en NS5B de la porcion de secuencia de ARN
de la cepa JFH1, el crecimiento del ARN gendémico del VHC finaliza y también lo hace la generacion de
particulas de VHC. Por tanto, aparentemente, la NS5B desempefia un papel importante en permitir que el
ARN gendmico del VHC se replique de forma auténoma y genere particulas.

Actualmente, el VHC se clasifica en varios genotipos (VHC1a, VHC1b, VHC2a, VHC2b, etc.)
dependiendo de su secuencia, de acuerdo con la clasificacién internacional de Simmonds y col., (véase
Simmonds P. y col., Hepatology, (1994) 10, pp. 1321-1324). En la presente invencién, el ARN gendémico
del VHC que no se puede replicar de forma autbnoma no se limita a los tipos de virus conocidos
mencionados anteriormente, sino que incluye todos los tipos de ARN gendomico de VHC que no se
pueden replicar de forma auténoma.

En la presente invencion, la secuencia codificadora de la proteina NS5B es una secuencia
codificadora de la proteina NS5B derivada de la cepa JFH1 (SEQ ID NO:3), pero tiene la secuencia de
nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO:2. Sin embargo, la secuencia codificadora de la proteina NS5B de
la presente invencion incluye también secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con la secuencia
de nuclettidos mostrada en la SEQ ID NO:2 bajo condiciones astringentes, siempre que dichas
secuencias de nucleétidos codifiquen los aminoacidos que funcionan como una proteina NS5B (por
ejemplo, una proteina NS5B que comprende una sustitucion conservadora).

El término “condiciones astringentes” pretende indicar, por ejemplo, condiciones que consisten
en una concentracion de sodio de entre 300 y 2.000 mM y una temperatura entre 40°C y 75°C,
preferentemente una concentracién de sodio entre 600 y 900 mM y una temperatura de 65°C. Los
especialistas en la técnica pueden obtener facilmente el homdélogo de NS5B mencionado anteriormente,
con referencia a la clonacion molecular (Sambrook J. y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 10 Skyline Drive Plainview, NY (1989)).

El ARN gendmico del VHC de la presente invencion tiene una porcion de secuencia de ARN que
codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B en el ARN genémico del VHC con JFH1 o una secuencia
codificadora de la proteina NS5B.

En una realizacion, el ARN genémico del VHC de la presente invencion es un ARN que tiene una
secuencia de nucleétidos que incluye una region no traducida 5, una secuencia codificadora de la
proteina del ndcleo, una secuencia codificadora de la proteina E1, una secuencia codificadora de la
proteina E2, una secuencia codificadora de la proteina NS2, una secuencia codificadora de la proteina
NS3, una secuencia codificadora de la proteina NS4A, una secuencia codificadora de la proteina NS4B,
una secuencia codificadora de la proteina NS5A, una secuencia codificadora de la proteina NS5B y una
region no traducida 3’ en el ARN gendmico de la cepa viral de la hepatitis C. Ademas, en el ARN anterior,
la porcion de secuencia del ARN mencionado anteriormente que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y
NS5B es una porcion de secuencia de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B que
procede del ARN gendmico de VHC con JFH1 introducido de forma extrafia. Preferentemente, se trata de
ARN en el que la secuencia codificadora de la proteina NS5B del mismo es una secuencia codificadora
de la proteina NS5B derivada de ARN gendmico del VHC con JFH1 introducido de forma extrafia.

En la especificacion de la presente invencién, “region no traducida 5 (5-NTR o 5-UTR)”,
“secuencia codificadora de la proteina del nacleo (regién del ndcleo o regiéon C)”, “secuencia codificadora
de la proteina E1 (region E1)”, “secuencia codificadora de la proteina E2 (regién E2)", “secuencia

codificadora de la proteina NS2 (region NS2)”, “secuencia codificadora de la proteina NS3 (region NS3)”,

"o«

“secuencia codificadora de la proteina NS4A (regién NS4A)”, “secuencia codificadora de la proteina NS4B
(regiobn NS4B)”, “secuencia codificadora de la proteina NS5A (region NS5A)”, “secuencia codificadora de
la proteina NS5B (region NS5B)”, “region no traducida 3' (3-NTR o 3-UTR)” y otras regiones o sitios
especificos ya son conocidos en varios genotipos. Las regiones o sitios mencionados anteriormente de
una cepa de VHC desconocida se pueden determinar facilmente mediante la alineacién de la secuencia

de ARN genomico de longitud completa de un VHC conocido con aquella de la cepa de VHC anterior.

El término “gen marcador selectivo” se utiliza en la presente invencion en referencia a un gen que
puede conferir a las células selectividad para seleccionar solamente aquellas células en las que se ha
expresado el gen. Un ejemplo comin de dicho gen marcador selectivo puede ser un gen de resistencia a
antibiéticos. Ejemplos de tal gen marcador selectivo que se pueden utilizar preferentemente en la
presente invencion pueden incluir un gen de resistencia a la neomicina, un gen de la timidina-quinasa, un
gen de resistencia a la canamicina, un gen de resistencia a la piritiamina, un gen de adenilil-transferasa,
un gen de resistencia a la zeocina y un gen de resistencia a la puromicina. De entre ellos, son preferentes
el gen de resistencia a la neomicina y el gen de la timidina-quinasa, siendo especialmente preferente un
gen resistente a la neomicina. Sin embargo, los genes marcadores selectivos utilizados en la presente
invencion no se limitan a los mismos.

El término “gen reporter” se utiliza en la presente invencién en referencia a un gen marcador que
codifica un producto genético que actia como indicador de la expresion del gen. Un ejemplo comudn de
dicho gen reporter puede ser un gen estructural de una enzima que cataliza una reaccion luminosa o una
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reaccion de tincion. Ejemplos de genes reporter que se pueden utilizar preferentemente en la presente
invencion pueden incluir un gen de la cloramfenicol-acetiltransferasa derivado del transposén Tn9, un gen
de la B-glucuronidasa o B-galactosidasa derivado de Escherichia coli, un gen de la luciferasa, un gen de
la proteina verde fluorescente, un gen de la aequorina derivado de la medusa y una forma secretada del
gen de la fosfatasa alcalina placentaria humana (SEAP). Sin embargo, los genes reporter utilizados en la
presente invencion no se limitan a los mismos.

Uno de los genes marcadores selectivos y reporter mencionados anteriormente puede estar
incluido en el ARN del replicon, o ambos pueden estar incluidos también dentro del mismo. Con respecto
a dicho gen marcador selectivo o gen reporter, el gen puede estar incluido en el ARN genomico del virus
modificado de la hepatitis C o dos o varios genes pueden estar contenidos también dentro del mismo.

El ARN genémico del VHC de la presente invencién puede comprender ademas un ARN que
codifica cualquier gen extrafio que deba expresarse en las células en las que se introduce el ARN
gendmico del VHC de longitud completa. Este ARN que codifica un gen extrafio puede estar ligado aguas
abajo de la region no traducida 5' o puede estar ligado aguas arriba de la regidon no traducida 3'.
Asimismo, dicho ARN puede ser insertado en cualquier espacio de entre una secuencia codificadora de la
proteina del nucleo, una secuencia codificadora de la proteina E1, una secuencia codificadora de la
proteina E2, una secuencia codificadora de la proteina NS2, una secuencia codificadora de la proteina
NS3, una secuencia codificadora de la proteina NS4A, un secuencia codificadora de la proteina NS4B,
una secuencia codificadora de la proteina NS5A y una secuencia codificadora de la proteina NS5B.

Cuando el ARN genémico del VHC que comprende el ARN que codifica un gen extrafio se
traduce en las células en las que se ha introducido el ARN, esto permite que se exprese un producto
genético codificado por el gen extrafio. En consecuencia, dicho ARN gendmico del VHC que comprende
un ARN que codifica un gen extrafio se puede utilizar preferentemente también con el propésito de
generar el producto genético del gen extrafio en las células.

En el ARN gendmico del VHC de la presente invencion, las secuencias codificadoras de las
proteinas virales mencionadas anteriormente, el gen extrafio y otros estan ligados entre si de modo que
pueden ser traducidos a partir del ARN genoémico del VHC utilizando un marco de lectura correcto. Las
proteinas codificadas por el ARN genoémico del VHC estan ligadas preferentemente entre si a través de
sitios de clivaje para la proteasa o similares, de modo que las proteinas se traducen en forma de un
polipéptido continuo y se deja que se exprese, y de modo tal que el polipéptido se segmenta entonces con
la proteasa dentro de cada proteina y luego se libera.

El ARN gendmico del VHC asi producido, que comprende una parte de la secuencia de ARN que
codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de la cepa JFH1, se introduce en las células huésped
adecuadas para obtener células recombinantes que pueden replicar de forma auténoma el ARN genémico
del VHC, y preferentemente pueden replicar persistentemente de forma autébnoma el ARN gendmico del
VHC (es decir que pueden replicar el ARN genémico del VHC). En lo que sigue en la presente
especificacion, dichas células recombinantes que pueden replicar el ARN gendémico del VHC que
comprende una parte de la secuencia de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de la
cepa JFH1 se denominan “células replicantes del ARN genémico del VHC".

El tipo de células huésped utilizado para dichas “células replicantes del ARN gendémico del VHC”
no esta particularmente limitado, siempre que puedan ser subcultivadas. Las células eucariotas son
preferentes. Son especialmente preferentes células humanas y en particular células humanas derivadas
del higado, células cervicales humanas y células humanas derivadas del rifion fetal. Ademas, son
preferentes las células proliferativas que incluyen cepas de células de cancer o cepas de células madre.
Entre otras, son particularmente preferentes las células Huh7, células HepG2, células IMY-N9, células
Hela, células 293 y similares. Se pueden utilizar como tales células células comerciales o se pueden
obtener dichas células de instituciones depositarias de células. De otro modo, se pueden utilizar células
constituidas a partir de cualquier célula (células cancerosas o células madre, por ejemplo).

Se puede introducir el ARN genomico del VHC en las células huésped mediante cualquier
técnica conocida. Ejemplos de tales métodos de introduccion pueden incluir electroporacion, bombardeo
de particulas, lipofeccion, fosfato de calcio, microinyeccion y DEAE-sefarosa. De entre ellos, es
particularmente preferente un método que implique electroporacion.

El ARN gendmico del VHC se puede introducir por separado o se puede mezclar con otro acido
nucleico y luego ser introducido. Con el fin de cambiar la cantidad de ARN gendmico del VHC introducido
mientras se mantiene constante la cantidad de ARN introducido, se puede mezclar cierta cantidad de
ARN genomico del VHC con ARN celular total extraido de las células en las que se debe introducir el ARN
gendémico del VHC, para preparar cierta cantidad total de ARN, la cantidad total de ARN se puede
introducir en células. La cantidad de ARN gendmico del VHC introducido en las células se puede
determinar dependiendo del método de introduccion utilizado. La cantidad de dicho ARN genémico del
VHC introducido oscila preferentemente entre 1 picogramo y 100 microgramos, en particular entre 10
picogramos y 10 microgramos.
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La replicacién del ARN gendmico del VHC en las “células replicantes de ARN genémico del VHC”
puede ser confirmada mediante cualquier método de deteccién de ARN conocido. Por ejemplo, el ARN
total extraido de las células se somete al método de hibridacion Northern por medio de un fragmento de
ADN especifico del ARN genémico del VHC introducido como sonda, o al método RT-PCR con cebadores
especificos del ARN gendmico del VHC introducido.

Ademas, cuando se detecta una proteina de VHC en las proteinas extraidas de “células
replicantes de ARN gendmico del VHC”, se puede determinar qué células replican el ARN gendmico del
VHC. Dicha proteina del VHC puede ser detectada mediante cualquier método conocido para detectar la
proteina. Por ejemplo, dicha proteina del VHC puede ser detectada dejando que un anticuerpo reaccione
con una proteina del VHC que se debe expresar a partir del ARN genémico del VHC introducido, para que
reaccione con una proteina extraida de las células. De forma mas especifica, una muestra de proteina
extraida de las células se somete a Blot sobre una membrana de nitrocelulosa, se deja entonces que un
anticuerpo de la proteina de anti-VHC (por ejemplo, un anticuerpo especifico de la anti-NS3 o un
antisuero extraido de un paciente con hepatitis C) reaccione con el mismo, y entonces, por ejemplo, se
detecta el anticuerpo de la proteina del anti-VHC.

El hecho de que el ARN gendmico del VHC pueda ser replicado de forma auténoma se puede
confirmar, por ejemplo, transfectando células Huh7 con ARN como diana, cultivando las células Huh7 y
sometiendo el ARN extraido de las células del cultivo obtenido a hibridacion Northern Blot con una sonda
capaz de detectar especificamente el ARN introducido, pero dicho método de confirmacién no se limita a
esto. Las operaciones especificas para confirmar que el ARN puede ser replicado de forma auténoma se
encuentran en descripciones referentes a la confirmacion de la expresién de la proteina de VHC o la
deteccién del ARN gendmico del VHC en el ejemplo de la presente especificacion.

2, Produccion de particulas de VHC

Las células replicantes de ARN gendmico del VHC producidas tal como se ha descrito
anteriormente son capaces de generar particulas virales de VHC in vitro. Es decir, las células replicantes
del ARN gendmico del VHC de la presente invencion se cultivan en un medio adecuado y las particulas
virales generadas se cosechan entonces del cultivo (preferentemente, una solucion de -cultivo),
obteniéndose asi facilmente particulas de VHC.

La capacidad de generar particulas virales de las células replicantes del ARN genémico del VHC
se puede confirmar mediante cualquier método de deteccidn viral conocido. Por ejemplo, una solucion de
cultivo que contiene células que generan presumiblemente particulas virales se fracciona segin gradiente
de densidad de sacarosa y se miden entonces tanto la densidad, concentracion de proteinas del ndcleo
del VHC, como la cantidad de ARN genémico del VHC de cada fraccion. Como consecuencia, cuando el
pico de la proteina del nacleo del VHC corresponde al del ARN genémico del VHC y cuando la densidad
de una fraccion en la que se detecta el pico es inferior a la densidad de la misma fraccion, que es
fraccionada después de tratar el sobrenadante de cultivo con un 0,25% de NP40 (polioxietilen(9)octilfenil
éter) (por ejemplo entre 1,15 mg y 1,22 mg), se puede confirmar que las células tienen capacidad de
generar particulas virales.

Las particulas virales de VHC liberadas en la solucion de cultivo pueden detectarse también por
reaccion de un anticuerpo con una proteina del nacleo, una proteina E1 o una proteina E2. Ademas, es
posible también detectar indirectamente la existencia de particulas virales de VHC por el aumento del
ARN genoémico del VHC contenido en las particulas virales de VHC en la solucién de cultivo y detectando
luego el producto amplificado siguiendo el método RT-PCR con cebadores especificos.

3. Infeccidn de otras células con las particulas del VHC de la presente invencion

Las particulas virales de VHC generadas por el método de la presente invencion tienen
capacidad para infectar células (preferentemente células sensibles al VHC). La presente invencion
también proporciona un método para producir una célula infectada por el virus de la hepatitis C que
comprende el cultivo de células replicantes de ARN gendmico del VHC y después la infeccion de otras
células (preferentemente células sensibles al VHC) con particulas virales contenidas en el cultivo obtenido
(preferentemente una solucién de cultivo). El término “células sensibles al VHC” se utiliza aqui con
referencia a las células que tienen capacidad de ser infectadas por VHC. Dichas células sensibles al VHC
son preferentemente células hepaticas o células linfocitarias, sin limitarse a las mismas. Ejemplos
especificos de tales células hepéticas pueden incluir células hepéticas primarias, células Huh7, células
HepG2, células IMY-N9, células HelLa y células 293. Ejemplos especificos de células linfocitarias pueden
incluir células Molt4, células HPB-Ma y células Daudi. Sin embargo, sin limitarse a las mismas.

Cuando las células (por ejemplo células sensibles al VHC) son infectadas por particulas de VHC
generadas en las células replicantes del ARN gendémico del VHC de la presente invencion, el ARN
gendmico del VHC se replica en las células infectadas y se forman entonces particulas virales. A
continuacion, al dejar que las células se infecten con particulas virales generadas en las células
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replicantes del ARN genémico del VHC de la presente invencion, el ARN genoémico del VHC se puede
replicar en las células, y después se pueden producir particulas virales.

Cuando los animales que pueden infectarse con el virus VHC, por ejemplo chimpancés, son
infectados por particulas virales del VHC generadas en las células replicantes del ARN genémico del VHC
de la presente invencion, las particulas pueden causar una hepatitis derivada del VHC en los animales.

4. Purificacién de particulas de VHC

Se puede derivar una solucion que contenga virus de VHC utilizada en la purificacion de
particulas de VHC de una o mas seleccionadas de entre sangre procedente de un paciente infectado por
VHC, células cultivadas infectadas por VHC, un medio de cultivo celular que contiene células que generan
particulas de VHC como consecuencia de una recombinacion genética y una solucién obtenida del
homogenado celular.

La solucién que contiene virus de VHC se somete a centrifugacion y/o filtracién por un filtro para
eliminar células y residuos celulares. La solucion obtenida mediante la eliminacion de estos residuos se
puede concentrar a una ampliacién de entre 10 y 100 veces utilizando una membrana de ultrafiltracién
con un limite de peso molecular entre 100.000 y 500.000.

La soluciéon que contiene el VHC de la que se han eliminado los residuos puede purificarse
mediante cromatografia o centrifugacion en gradiente de densidad tal como se describe mas abajo, o
mediante el uso combinado de cromatografia con centrifugaciéon en gradiente de densidad, en cualquier
orden. Se describiran posteriormente los métodos representativos de cromatografia y de centrifugaciéon en
gradiente de densidad, pero la presente invencion no se limita a los mismos.

Se puede utilizar una cromatografia de filtracion en gel para purificar las particulas de VHC,
preferentemente con un soporte cromatografico que tiene, como matriz de gel, un polimero reticulado
compuesto de alildextrano y N,N’-metilen-bisacrilamida, y en particular con Sephacryl(R) S-300, S-400 y
S-500.

Se puede utilizar una cromatografia de intercambio i6nico para purificar las particulas de VHC,
preferentemente mediante Q-Sefarosa(R) como resina de intercambio iénico y preferentemente con SP
Sefarosa(R) como resina de intercambio catiénico.

Se puede utilizar una cromatografia de afinidad para purificar las particulas de VHC utilizando
como soporte, preferentemente, una resina a modo de ligando a la que se permite que se una a un
sustrato seleccionado de entre heparina, celulofina sulfatada, lectina y diversos pigmentos. Se puede
utilizar esta cromatografia de afinidad para purificar particulas de VHC preferentemente con heparina
HP(R) HiTtrap, azul HiTrap HP(R), Benzamidina FF(R) HiTrap, celulofina sulfatada o soportes a los que
se unen LCA, ConA, RCA-120 y WGA. Dicha cromatografia de afinidad se puede utilizar para purificar
particulas de VHC preferentemente con celulofina sulfatada como soporte. Inesperadamente, las
particulas de VHC se purifican con un aumento de 30 veces, con respecto al coeficiente de masa proteica
total en solucion, con relacion al nimero de copias de ARN de VHC antes y después de la purificacion.

En la purificacion por centrifugacion en gradiente de densidad, como soluto que forma un
gradiente de densidad se utiliza preferentemente cloruro de cesio, sacarosa, Nycodenz(R) o un polimero
de azucar tal como Ficoll(R) o Percoll(R). En particular, se utiliza sacarosa. Ademas, como disolvente a
utilizar aqui, es preferente el agua o una solucién tampoén tal como un tampoén fosfato, un tampon Tris, un
tampon acetato o un tampon glicina.

La temperatura aplicada a la purificacion oscila preferentemente entre 0°C y 40°C, en particular
entre 0°C y 25°C y especialmente entre 0°C y 10°C.

En un método de purificacion que implica la centrifugacién en gradiente de densidad, la fuerza
centrifuga aplicada a la purificacién oscila preferentemente entre 1x10™ y 1x10° g, en particular entre
5x10% y 1x10’ g y especialmente entre 5x10* y 5x10° g.

Con respecto al uso combinado de los métodos de purificacion, se pueden combinar en cualquier
orden la centrifugacion en gradiente de densidad y la cromatografia en columna. Preferentemente, tras
haber purificado las particulas de VHC mediante mdltiples tipos de cromatografia en columna, el resultado
se somete a centrifugacion en gradiente de densidad. En particular, se lleva a cabo una cromatografia de
intercambio i6nico en columna y luego una cromatografia de afinidad para obtener una fraccion que
contiene particulas de VHC vy, a continuacién, se purifica la fraccién obtenida mediante centrifugacién en
gradiente de densidad. Especialmente, una fraccién que contiene particulas de VHC obtenida mediante
cromatografia en columna utilizando Q-Sefarosa(R) se purifica ademas en una columna con celulofina
sulfatada y, a continuacion, la fraccién obtenida que contiene particulas de VHC se purifica mediante
centrifugacion en gradiente de densidad. Ademas, se puede llevar a cabo una dialisis o ultrafiltracion entre
el proceso de cromatografia en columna y el proceso de centrifugacion en gradiente de densidad para
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sustituir un soluto en la solucién que contiene particulas de VHC y/o para concentrar las particulas de
VHC.

5. Otras realizaciones de la presente invencion

El ARN gendémico del VHC se replica con gran eficacia en las células replicantes de ARN
gendmico del VHC de la presente invencién. En consecuencia, utilizando las células replicantes de ARN
gendémico de VHC de la presente invencién se puede producir un ARN gendémico de VHC con alto
rendimiento.

En la presente invencion, se cultivan las células replicantes de ARN genémico del VHC y el ARN
se extrae del cultivo (células cultivadas y/o medio de cultivo). Luego, se somete a electroforesis el ARN
extraido para aislar y purificar el ARN gendémico del VHC separado, obteniéndose asi ARN genémico de
VHC. El ARN asi producido comprende una secuencia genémica de VHC. Al proporcionar dicho método
para producir el ARN que comprende la secuencia genomica del VHC, se posibilita el andlisis mas
detallado del genoma del VHC.

Ademas, las células replicantes del ARN gendémico del VHC de la presente invencion pueden
utilizarse preferentemente para producir una proteina de VHC. Dicha proteina de VHC puede obtenerse
mediante cualquier método conocido. Por ejemplo, se introduce el ARN gendémico del VHC en las células
para producir células recombinantes. A continuacién, se cultivan las células recombinantes y se recupera
la proteina del cultivo obtenido (células cultivadas y/o medio de cultivo) por los métodos habituales.

Las particulas virales de VHC pueden estar dirigidas a células hepéticas. Por tanto, puede
producirse un vector viral dirigido a células hepaticas por medio del ARN gendémico del VHC de la
presente invencién. Este vector viral se utiliza preferentemente para la terapia genética. En la presente
invencién, el ARN que codifica un gen extrafio se incorpora en el ARN gendmico del VHC y luego se
introduce el ARN en las células, para introducir el gen extrafio mencionado anteriormente en las células. A
continuacion, el gen extrafio puede replicarse y luego expresarse en las células.

Ademas, el ARN se produce mediante intercambio de la secuencia codificadora de la proteina E1
y/o de la proteina E2 en el ARN genémico del VHC con la proteina de envoltura de un virus procedente de
otras especies vivas. El ARN producido se introduce entonces en las células, para producir particulas
virales. Asi, se posibilita que las células de varias especies vivas puedan ser infectadas por el ARN. En
este caso también se incorpora un gen extrafio en el ARN gendémico del VHC y el ARN obtenido se puede
utilizar como vector viral dirigido a las células, de forma que el gen extrafio pueda expresarse en varios
tipos de células, dependiendo de la directividad de una proteina de envoltura del virus recombinante.

La presente invencion se refiere también a un método para producir un vector viral que contiene
un gen extrafio, el cual comprende la insercion del ARN que codifica el gen extrafio en el ARN genémico
del VHC, la introduccion del ARN gendmico en las células y el cultivo de las mismas para que las células
puedan generar particulas virales.

La presente invencién también proporciona un método para producir una vacuna contra la
hepatitis C o una vacuna contra el virus utilizado para la recombinacion genética de una proteina de
envoltura utilizando las particulas de VHC de la presente invencidon o una parte de las mismas, como
antigeno, o utilizando particulas producidas por recombinacion genética de la proteina de envoltura del
virus para alterar la directividad de las células o una parte de las mismas, como antigeno. Ademas, se
puede producir también un anticuerpo neutralizante de la infeccion por VHC utilizando las particulas de
VHC de la presente invencion o una parte de las mismas, como antigeno, o utilizando particulas
producidas por recombinacién genética de la proteina de envoltura del virus para alterar la directividad de
las células o una parte de las mismas, como antigeno.

Las células replicantes del ARN gendmico del VHC de la presente invencidn, o células infectadas
por VHC que estan infectadas por particulas virales generadas en las células replicantes del ARN
gendémico de VHC, se pueden utilizar, por ejemplo, para la replicacién del VHC o para la reconstruccion
de particulas virales, o como sistema de ensayo para el screening de una sustancia que favorezca o
inhiba la liberaciéon de particulas virales (sustancia antivirus de la hepatitis C). Especificamente, por
ejemplo, dichas células se cultivan en presencia de una sustancia de prueba y se detectan en el cultivo
obtenido el ARN gendémico de VHC o particulas virales. A continuacion, se determina si la sustancia de
prueba mencionada anteriormente favorece o no, o inhibe o no, la replicacién del ARN del replicon o del
ARN gendmico del VHC, la formacién de dichas particulas virales o la liberacién de las mismas, buscando
asi una sustancia que favorezca o inhiba el desarrollo de los virus de la hepatitis C. En este caso, el ARN
gendmico del VHC contenido en el cultivo se puede detectar midiendo la cantidad de ARN gendémico de
VHC en el ARN extraido de las células mencionadas anteriormente, la proporciéon del mismo o su
presencia 0 ausencia. Las particulas virales contenidas en el cultivo (principalmente, una soluciéon de
cultivo) se pueden detectar midiendo la cantidad de proteina de VHC contenida en la solucion de cultivo,
la proporcion de la misma o su presencia 0 ausencia.
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Las particulas de VHC generadas en las células replicantes del ARN genémico del VHC de la
presente invencion, asi como las células sensibles al VHC, se pueden utilizar como sistemas de ensayo
para el screening de una sustancia que favorezca o inhiba la unién del VHC a las células.
Especificamente, por ejemplo, las células sensibles al VHC se cultivan conjuntamente con particulas de
VHC generadas en las células replicantes de ARN gendmico del VHC de la presente invencion en
presencia de una sustancia de prueba. A continuacion, el ARN genémico del VHC o las particulas virales
se detectan en el cultivo obtenido. Se determina si la sustancia de prueba mencionada anteriormente
favorece o0 no, o inhibe o no, la replicacion del ARN gendémico del VHC o la formacion de particulas
virales, investigando asi una sustancia que favorezca o inhiba el desarrollo de virus de la hepatitis C.

Dicho ARN gendmico del VHC o particulas virales pueden ser detectadas segin los medios
mencionados anteriormente o los ejemplos que se describen mas adelante. El sistema de prueba descrito
anteriormente se puede utilizar para la produccion o evaluacién de un agente preventivo, un agente
terapéutico, o un agente de diagnéstico de infeccion por el virus de la hepatitis C.

Se presentan a continuacion ejemplos especificos de utilizacién del sistema de prueba de la
presente invencion mencionado anteriormente.

Q) Screening de una sustancia que inhibe el desarrollo del VHC y la infeccion que le
acompafia

Ejemplos de sustancias que inhiben el desarrollo de VHC y la infeccidon que le acompafia pueden
incluir: un compuesto organico que afecte directa o indirectamente al desarrollo del VHC y la infeccién que
le acompafia; y un oligonucleétido antisentido que se hibrida con la secuencia diana del genoma del VHC
0 una hebra complementaria del mismo, para afectar directa o indirectamente al desarrollo del VHC o a la
traduccion de una proteina del VHC.

(2) Evaluacion de diversas sustancias con actividad antiviral en el cultivo celular

Un ejemplo de las diferentes sustancias mencionadas anteriormente puede ser una sustancia
obtenida mediante el disefio racional de farmacos o cribado de alta capacidad (por ejemplo, enzima
aislada y purificada).

3) Identificacion de una nueva diana que debe ser atacada, utilizada para el tratamiento de
pacientes infectados por VHC

Con el fin de identificar una proteina de célula huésped que desempefia un papel importante en
la replicacion de un virus VHC, se pueden utilizar por ejemplo las células replicantes del ARN genémico
del VHC de la presente invencion.

4) Evaluacion de la capacidad del virus VHC para adquirir resistencia a agentes o similares, e
identificacién de la mutacion asociada a dicha resistencia

(5) Produccién de la proteina viral utilizada como antigeno que se puede utilizar para el desarrollo,
produccién y evaluacién de un agente de diagnostico o del agente terapéutico para la infecciéon por el
virus de la hepatitis C

(6) Produccién de la proteina viral y del VHC atenuado utilizados como antigenos que se pueden
utilizar para el desarrollo, produccion y evaluacién de una vacuna contra la infeccion por el virus de la
hepatitis C

Ejemplos

La presente invencion se describe de forma mas especifica en base a los siguientes ejemplos y
figuras. Sin embargo, estos ejemplos no pretenden limitar el alcance técnico de la presente invencion.

Ejemplo 1: Produccion de ARN genémico de VHC
1. Construccién del vector de expresion

Se obtuvo el ADN correspondiente a la region genémica total del virus de una cepa JFH1 del
virus de la hepatitis C (genotipo 2a) aislado de pacientes que padecen hepatitis fulminante a partir de un
clon de JFH1 que comprendia el ADNc gendmico de longitud total de la citada cepa viral (Kato T. y col., J.
Med. Virol. 64 (2001) pp. 334-339). EI ADN obtenido se inserté entonces aguas abajo de una secuencia
promotora de ARN de T7 que habia sido insertada en un plasmido pUC19. Especificamente, un
fragmento de RT-PCR obtenido mediante amplificacion del ARN viral de la cepa JFH1 se cloné en un
vector pGEM-T EASY (Promega), para obtener varios ADN de plasmido tales como pGEM1-258,
pGEM44-486, pGEM317-849, pGEM617-1323, pGEM1141-2367, pGEM2285-3509, pGEM3471-4665,
pGEM4547-5970, pGEM5883-7003, pGEM6950-8035, pGEM7984-8892, pGEM8680-9283, pGEM9231-
9634, y pGEM9594-9678 (Kato T. y col., Gastroenterology, 125 (2003) pp. 1808-1817). EI ADNc
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gendmico del virus contenido en cada plasmido se ligd uno con otro por el método PCR vy utilizando
enzimas de restriccion y asi se clond el ADNc gendémico de longitud total. Una secuencia promotora de
ARN de T7 se insert6 aguas arriba del mismo, para obtener un clon JFH1 (pJFH1) (Figura 1). Se debe
observar que la secuencia de ADNc de longitud completa del pJFH ha sido registrada en el International
DNA Databank (DDBJ/ EMBL/GenBank) bajo el N° de acceso AB047639.

Posteriormente, con respecto a una regidon de NS5B en el pJFH1 (secuencia de nucleétidos:
SEQ ID NO:2; secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO:3), un motivo GDD de los aminoéacidos
correspondiente al centro activo de ARN polimerasa codificada por la region anterior se muté a GND, para
producir un clon plasmido mutante pJFH1/GND. Como la secuencia de aminoacidos del centro activo de
una proteina NS5B codificada por el clon plasmido mutante pJFH1/GND es mutada, este clon no puede
expresar una proteina NS5B activa, necesaria para la replicacién del ARN del VHC.

Posteriormente, se suprimio una region E1 y una region E2 de JFH1 para producir pJFH1/AE1-
E2. Ademés, el ADNc de longitud total del VHC de una cepa J6CF (N° de Acceso del GenBank
AF177036) diferente de la cepa JFH1 y el de una cepa JCH1 (Kato T., y col., J. Med. Virol. 64 (2001) pp.
334-339) se insertaron aguas abajo de una secuencia promotora del ARN de T7 que habia sido insertada
en un plasmido pUC19, para producir pJ6CF y pJCH1, respectivamente. Ademas, la region codificante de
NS5B del pJCH1 fue sustituida por la NS5B del JFH1, para producir pJCH1/NS5B (jfh1).

2, Produccion de ARN genémico de VHC

Con el fin de producir un ADN plantilla utilizado para la sintesis de ARN, cada uno de pJFH1,
pJFH1/GND, pJFH1/AE1-E2, pJ6CF, pJCH1 y pJCH1/NS5B (jfhl) fue segmentado con la enzima de
restriccion Xbal. A continuacion, de 10 a 20 ug de cada uno de estos fragmentos de clivaje con Xbal se
incubd con 20 U de Mung Bean Nuclease (cantidad total de solucién de reaccion: 50 p) a 30°C durante 30
minutos. La Mung Bean Nuclease es una enzima que cataliza una reaccion de digestion selectiva de una
parte de una sola hebra de un ADN de dos hebras. En general, cuando el ARN se sintetiza directamente
utilizando el fragmento de clivaje con Xbal mencionado anteriormente como plantilla, se sintetiza el ARN
del replicén, a cuyo terminal 3’ se afiaden de forma redundante 4 nucleétidos CUGA que constituyen una
parte de una secuencia de reconocimiento de Xbal. Asi, en el presente ejemplo, dicho fragmento de
clivaje con Xbal fue tratado con Mung Bean Nuclease para eliminar los 4 nucleétidos CUGA del fragmento
de clivaje con Xbal. A continuacion, la solucién asi tratada con Mung Bean Nuclease que contenia un
fragmento de clivaje con Xbal se sometié a un tratamiento de eliminaciéon de proteinas de acuerdo con
métodos comunes, para que el fragmento de clivaje con Xbal, del que se habian eliminado los 4
nucleétidos CUGA, pudiera ser purificado. El fragmento purificado se utiliz6 como ADN plantilla.

Posteriormente, el ARN fue sintetizado in vitro a partir del ADN plantilla anterior. Dicho ARN fue
sintetizado sometiendo a reaccién 20 ul de una solucién de reaccion que contenia de 0,5 a 1,0 ug del
ADN plantilla a 37°C durante 3 a 16 horas, mediante MEGAscript fabricado por Ambion.

A la finalizacion de la sintesis de ARN, se afiadio a la solucion de reaccion DNAsa (2U) y se dejo
reaccionar la mezcla a 37°C durante 15 minutos. A continuacion, se extrajo el ARN con acido fendlico y se
eliminé el ADN plantilla. Asi, los diversos tipos de ARN del VHC sintetizados a partir del ADN plantilla
mencionado anteriormente procedente de pJFH1 y pJFH1/GND se denominaron rJFH1, rJFH1/GND,
rJFH1/AE1-E2, rJ6CF, rJCH1 y rJCH1/NS5B(jfh1).

Con respecto al ARN de VHC asi obtenido, rJFH1 es ARN producido mediante ADN bajo el N°
de Acceso del GenBank AB047639 como plantilla; JFH1/GND es ARN producido utilizando, como
plantilla, ADN obtenido mediante la sustitucién de G en el nucleétido 8618 por A, con respecto al ADN
bajo el N° de Acceso del GenBank AB047639; rJFH1/AE1-E2 es ARN producido utilizando, como plantilla,
ADN que comprende una delecién de la parte 989-2041 de la secuencia de ADN, con respecto al ADN
bajo el N° de Acceso del GenBank AB047639; rJ6CF es ARN producido por medio de ADN bajo el N° de
Acceso del GenBank AF177036 como plantilla; rJCH1 es ARN producido por medio de ADN bajo el N° de
Acceso del GenBank AB047640 como plantilla; y rJCH1/NS5B (jfhl) es ARN producido utilizando, como
plantilla, ADN obtenido ligando la parte 1-3866 de la secuencia de ADN del ADN bajo el N° de Acceso del
GenBank AB047640, a la parte 3867-9678 de la secuencia de ADN del ADN bajo el N° de Acceso al
GenBank AB047639, por medio del sitio Avrll de la enzima de restriccion. Las secuencias de nucleétidos
de estos ARN se pueden confirmar. Este tltimo ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C es
una realizacién de la presente invencion.

Ejemplo 2: Generacion de células replicantes de ARN genémico de VHC y de particulas
virales en células

1. Replicacion del genoma del VHC y generacion de particulas virales en células

Cada uno de los ARN gendmicos del VHC de longitud completa sintetizados anteriormente
(rJFH1 y rJFH1/GND) se ajusto para que el nivel total de ARN alcanzase 10 pg. Posteriormente, se
introdujeron los ARN mezclados en células Huh7 por el método de electroporacion. Las células Huh7
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tratadas por electroporacion se inocularon en una placa de cultivo y luego se cultivaron durante 12 horas,
24 horas, 48 horas, y 72 horas. A continuacién, se recuperaron las células y entonces se extrajo el ARN
de las mismas. El ARN extraido se analiz6 por el método Northern blot. Dicho andlisis Northern blot se
llevé a cabo de acuerdo con Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd edition, J. Sambrook, E.F.
Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). El ARN extraido de las células se
sometié a electroforesis desnaturalizada en agarosa. A la finalizacion de la electroforesis, el ARN se
transcribi6 en una membrana de nylon de carga positiva. Una sonda de ARN o ADN etiquetada con p
producida a partir de pJFH1 se dejé hibridar con el ARN transcrito en la membrana, tal como se ha
descrito anteriormente. A continuacion, se lavé la membrana y luego se expuso a una pelicula,
detectandose asi una banda de ARN especifica del genoma del VHC.

Como se muestra en la Figura 2, cuando las células fueron transfectadas con JFH1/GND, la
banda de ARN introducida se confirmé en forma de una sefial débil 4 horas después de la transfeccion.
Sin embargo, dicha sefial era una atenuacion dependiente del tiempo y, 24 horas mas tarde, no se
confirmé casi ninguna banda de sefial.

Por otra parte, cuando las células se transfectaron con rJFH1, 4 a 12 horas después de la
transfeccion la intensidad de la sefial de la banda de ARN introducido fue casi la misma que en el caso de
la introduccion de JFH1/GND. A continuacion, la sefial se atenud una vez, pero se confirmé una sefial
clara de la banda de ARN a partir de 24 horas en adelante. Esta sefial era especifica del VHC. En otras
palabras, se consider6 que una parte del ARN de rJFH1 introducido se replicd y se desarrolld. Dicha
replicacién no se observo en el rJFH1/GND obtenido mediante la mutacion del motivo activo de NS5B,
que era una enzima replicante de ARN. Asi, se confirmé que la actividad de NS5B era importante para la
replicaciéon del ARN de longitud total del VHC. Se llevo a cabo el mismo experimento utilizando la cepa
JCH1 (Kato T. y col., J. Med. Virol. 69 (2001) pp. 334-339), que habia sido aislada de pacientes con
hepatitis crénica por los presentes inventores. En el caso de esta cepa, no se confirmé en absoluto la
replicacion del ARN del VHC.

2, Deteccién de la proteina del VHC

Se extrajo una proteina de una forma dependiente del curso temporal de células transfectadas
con ARN de rJFH1 o rJFH1/GND de acuerdo con los métodos habituales y se analizé entonces por SDS-
PAGE y Western blot. Para dicho analisis, células Huh7 se transfectaron transitoriamente con ADN de
plasmido de expresion que incluia un gen de NS3, NS5A, nlcleo o E2, y el extracto celular obtenido se
utilizé como control positivo (proteina NS3). Ademas, se utiliz6 como control negativo una proteina
extraida de células Huh7 no transfectadas. Una muestra de proteina extraida de cada clon celular se
sometié a Blot sobre una membrana de PVDF (Immobilon-P, fabricado por Millipore). A continuacion, un
anticuerpo especifico de la anti-NS3 (suministrado por el Dr. Moradpour; Wolk B. y col., J. Virology. 2000;
74: 2293-2304), un anticuerpo especifico de la anti-NS5A (producido mediante la insercion de la regién de
NS5A de JFH1 en un vector de expresién y su utilizacién con un raton de acuerdo con los procedimientos
de inmunizacion con ADN), un anticuerpo especifico del anti-nacleo (anticuerpo 2H9 del clon) y un
anticuerpo especifico de la anti-E2 (producido mediante sintesis del péptido de GTTTVGGAVARSTN
(SEQ ID NO:4) en la region de E2 de JFH1 y el péptido de CDLEDRDRSQLSPL (SEQ ID NO:5) dentro, y
luego mediante la inmunizacion de un conejo con los dos péptidos sintéticos), se utilizaron para detectar
las proteinas NS3, NS5A, nucleo y E2 codificadas por el ARN de JFH1. Ademas, como control intrinseco,
se detectd una proteina actina mediante un anticuerpo anti-actina.

Como se muestra en la Figura 3, en las células transfectadas con rJFH1, a partir de 24 horas
después de la transfeccién se detectaron las proteinas NS3, NS5A, nucleo y E2, y se confirmé que el
incremento del nivel de expresion dependia del tiempo. Por contraste, en las células transfectadas con
rJFH1/GND, o en las células Huh7 no transfectadas, no se detectdé ninguna de dichas proteinas NS3,
NS5A, nuacleo, y E2. Se descubrid que estas proteinas se expresaban dentro como consecuencia de la
replicacién autbnoma del rJFH1 transfectado.

A partir de los resultados obtenidos en los puntos 1 y 2 anteriores, se confirmé que rJFH1 se
replica en células constituidas por la transfeccion con rJFH1.

3. Deteccidn de la proteina de nucleo de VHC en un medio de cultivo de células
transfectadas

Se inocularon células Huh7, en las que se habian introducido por electroporacién rJFH1,
rJFH1/GND, rJFH1/AE1-E2, rJ6CF y rJCH1, en una placa de cultivo. Las células se cultivaron entonces
en su interior durante 2 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas. A continuacion, se midio la
proteina nucleo del VHC contenida en el medio de cultivo. Dicha medicién se llevé a cabo mediante la
prueba IRMA con antigeno del VHC Ortho (Aoyagi y col., J. Clin. Microbiol., 37(1999) pp. 1802-1808).

Como se muestra en la Figura 4, se detect6 una proteina nucleo en el medio de cultivo 48 a 72

horas después de la transfeccion con rJFH1. Por otra parte, en el medio de cultivo de las células
transfectadas con rJFH1/GND, rJ6CF y rJCH1 no se detectaron proteinas de nucleo del VHC. En el medio
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de cultivo de las células transfectadas con rJFH1/AE1-E2 se detect6 una pequefia cantidad de proteina
nucleo del VHC. rJFH1/GND, rJ6CF, y rJCH1 no se pueden replicar de forma auténoma en células Huh?7,
mientras que rJFH1 y rJFH1/AE1-E2 pueden replicarse de forma auténoma. Asi, se descubrié que la
replicaciéon autonoma del ARN del VHC introducido es esencial para la liberacion de dicha proteina nucleo
y, ademas, que E1 y E2 son necesarias para que una gran cantidad de proteina nicleo pueda liberarse
establemente fuera de las células.

4. Detecciéon de particulas de VHC en medio de cultivo de células transfectadas

Con el fin de analizar si la proteina nucleo liberada dentro del medio de cultivo en el ejemplo
mencionado anteriormente era o no secretada en forma de particulas virales, el medio de cultivo obtenido
6 dias después de la transfeccion con rFJH1 se fraccioné en gradiente de densidad de sacarosa. Esto es,
2 ml de una solucion de sacarosa al 60% (peso/peso) (disuelta en 50 mM Tris, pH 7,5/ 0,1M NaCl / 1 mM
EDTA), 1 ml de una solucién de sacarosa al 50%, 1 ml de una solucién de sacarosa al 40%, 1 ml de una
solucion de sacarosa al 30%, 1 ml de una soluciéon de sacarosa al 20% y 1 ml de una solucién de
sacarosa al 10% se laminaron en un tubo centrifugo y después 4 ml del sobrenadante de cultivo de una
muestra se lamind encima. Este tubo se centrifugd entonces a 400.000 r.p.m. a 4°C durante 16 horas
utilizando un rotor Beckmann SW41Ti. Al finalizar la centrifugacion, 0,5 ml de cada una de las fracciones
se recupero del fondo del tubo centrifugo. La densidad, la concentracion de proteina del nicleo de VHC y
el nimero de copias de ARN de VHC se sometieron a prueba para cada fraccion. La deteccion del ARN
del replicon mediante RT-PCR cuantitativa se llevo a cabo mediante deteccion de ARN en la regién no
traducida 5 del ARN de VHC de acuerdo con el método de Takeuchi y col. (Takeuchi T. y col.,
Gastroenterology 116: 636-642 (1999)). Especificamente, el ARN del replicon contenido en el ARN
extraido de las células se amplific6 por PCR utilizando los siguientes cebadores sintéticos y el kit EZ rTth
RNA PCR (Applied Biosystems), y se detect6 entonces utilizando el sistema detector de secuencias ABI
Prism 7700 (Applied Biosystems).

R6-130-S17: 5'-CGGGAGAGCCATAGTGG-3' (SEQ ID NO:6)
R6-290-R19: 5'-AGTACCACAAGGCCTTTCG-3' (SEQ ID NO:7)
Sonda TagMan, R6-148-S21FT: 5-CTGCGGAACCGGTGAGTACAC-3' (SEQ ID NO:8)

Como se muestra en la Figura 5A, el pico de la proteina nucleo correspondia al del ARN de VHC
en una fraccién de 1,17 mg/ml. Se descubrié que la densidad de esta fraccion era de aproximadamente
1,17 mg/ml. Se trataba de una gravedad especifica mas ligera que la de un producto unido consistente en
una proteina nucleo y acido nucleico, que se habia reportado anteriormente. Si la proteina nucleo y el
ARN del VHC existentes en la fraccién de 1,17 mg/ml forman una estructura de particulas de VHC, se
considera que esta fraccién es resistente a la nucleasa. Por tanto, una solucion de cultivo obtenida 6 dias
después de la transfeccion con JFH1 fue tratada con 10 pug/ml de ARNasa A durante 20 minutos y se
fraccion6 entonces en gradiente de densidad de sacarosa.

Como consecuencia, tal como se muestra en la Figura 5B, el ARN del VHC se descompuso y el
pico de la proteina nucleo y el del ARN del VHC se detectaron en una fraccion de 1,17 mg/ml, como en el
caso de no ser tratada con RNAsa A. Es decir, se confirmé que la proteina nucleo y el ARN de VHC
existentes en la fraccion de 1,17 mg/ml formaban una estructura de tipo particula de VHC.

A continuacién, se sometid la solucidon de cultivo al mismo fraccionamiento que el descrito
anteriormente, después de haber sido tratada con un 0,25% de NP40. Como consecuencia, el pico de la
proteina nucleo y el del ARN de VHC cambiaron a 1,28 mg/ml (Figura 5C). Después, cuando la soluciéon
de cultivo fue tratada simultdaneamente con un 0,25% de NP40 asi como con RNAsa A, el pico del ARN de
VHC desaparecio (Figura 5D). Por tanto, se consideré que una membrana superficial con baja gravedad
especifica conteniendo lipidos habia sido exfoliada de las particulas virales como consecuencia del
tratamiento con NP40, de modo que las particulas se convirtieron en particulas de nicleo consistentes
solamente en &cido nucleico y una proteina ndcleo que no tenian una estructura de tipo viral, resultando
en un incremento de la gravedad especifica.

A partir de estos resultados, se confirmé que el ARN viral se habia replicado mediante
transfeccion de las células Huh7 con rJFH1 y que las particulas virales se forman por este medio y se
liberan en la solucién de cultivo.

5. Experimento con respecto a la infectividad de particulas virales en el medio de cultivo

Se transfectaron células Huh7 con rJFH1 y se examind la infectividad de las particulas de VHC
secretadas en un medio de cultivo. Se recuperd el sobrenadante del cultivo 3 dias después de la
transfeccion de las células Huh7 con rJFH1 o rJFH1/AE1-E2. Se centrifugd el medio de cultivo recuperado
y se recupero6 el sobrenadante centrifugado, seguido de filtracion por un filtro de 0,45 um. En presencia de
este medio de cultivo, se cultivaron las células Huh7 que no habian sido transfectadas con ARN. 48 horas
mas tarde, las células fueron inmunotefiidas de forma fluorescente con un anticuerpo anti-ndcleo o un
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anticuerpo anti-NS5A. Como se muestra en la Figura 6A, en el caso de las células cultivadas en presencia
de un medio de cultivo obtenido mediante transfeccién de células Huh7 con rJFH1, se observd en las
células la expresion de una proteina nucleo y de una proteina NS5A. Por otra parte, en el caso de las
células cultivadas en presencia de un medio de cultivo obtenido mediante transfeccién de células Huh7
con rJFH1/AE1-E2, no se observd en las células dicha expresion de una proteina nacleo y de una
proteina NS5A (datos no mostrados).

Posteriormente, se recuperd un sobrenadante de cultivo 3 dias después de la transfeccion de
células rHuh7 con JFH1 y se concentré entonces a una ampliacion de 30 veces utilizando un ultrafiltro
(limite: 1 x 10° Da). Las células Huh7 que no habian sido transfectadas con ARN se cultivaron en 100 pl
de un medio de cultivo que contenia particulas de VHC concentradas en un cubreobjetos de 15 mm. 48
horas mas tarde, se inmunotifieron las células con un anticuerpo anti-nicleo y entonces se contd el
numero de células positivas tefiidas con el anticuerpo anti-nGcleo, a saber, las células infectadas. Como
consecuencia, tal como se muestra en la Figura 6B, se confirmaron 394,0 + 26,5 células infectadas
(aproximadamente un 0,51% de las células totales). A continuacion, se confirmé si esta infeccién se debia
0 no a particulas del VHC que habian sido secretadas en el medio de cultivo como resultado de la
transfeccion de las células Huh7 con rJFH1. Es decir, utilizando un medio de cultivo preparado
sometiendo una solucién de cultivo utilizada para el tratamiento de infeccion por UV y otro medio de
cultivo preparado sin la etapa de transfeccion con ARN, las células Huh7 que no habian sido
transfectadas con ARN se cultivaron en un cubreobjetos de 15 mm. 48 horas mas tarde, se inmunotifieron
las células con un anticuerpo anti-ndcleo y se conté entonces el nimero de células infectadas. Como
resultado, en el caso en el que las células estaban tratadas con UV, el nimero de células infectadas se
redujo drasticamente. En el caso del medio de cultivo preparado sin la etapa de transfeccion con ARN, no
se observaron células infectadas.

Ademas, se examind si las particulas infecciosas por VHC amplificaban o no el ARN en las
células y liberaban entonces nuevas particulas de VHC en el medio de cultivo. Las células Huh7 que no
habian sido transfectadas con ARN se cultivaron en 100 pl de un medio de cultivo que contenia particulas
de VHC preparadas mediante la concentracién de un medio de cultivo obtenido 48 horas después de la
transfeccion de las células Huh7 con rJFH1. A continuacion, las células y el medio de cultivo se
recuperaron cada dia y se recuperé el ARN del mismo. La cantidad de ARN de VHC se someti6 a prueba
por el método mencionado anteriormente. Como consecuencia, tal como se muestra en la Figura 6C, el
ARN de VHC se amplifico hasta cierta cantidad en las células y la cantidad de ARN de VHC aument6 de
forma dependiente del tiempo en el sobrenadante. Por otra parte, se llevé a cabo el mismo examen
utilizando una solucién de cultivo obtenida mediante la transfeccién de células Huh7 con rJFH1/AE1-E2.
Sin embargo, no se detectd ARN de VHC en las células ni en la solucion de cultivo.

A partir de estos resultados, se confirmé que las particulas de VHC secretadas en el medio de
cultivo tienen infectividad como consecuencia de la transfeccion de las células Huh7 con rJFH1 y también
tienen la capacidad de amplificar el ARN de VHC en las células infectadas y producir nuevas particulas de
VHC.

6. Produccion de particulas virales de VHC por rJCH1/NS5B(jfh1)

Se examind si las particulas de VHC son o no secretadas en un medio de cultivo como resultado
de la transfeccién de las células Huh7 con rJCH1/ NS5B(jfhl), o si las particulas de VHC secretadas
presentan o no infectividad. Una solucién de cultivo obtenida 6 dias después de la transfeccion de células
Huh7 con rJCH1/NS5B(jfh1) se concentrd por el método descrito en el apartado 5 anterior. En presencia
de este medio de cultivo, se cultivaron células Huh7 que no habian sido transfectadas con ARN y se
sometieron a prueba los cambios dependientes del tiempo de la cantidad de ARN de VHC en las células.
A las 12 horas del inicio del cultivo, la cantidad de ARN de VHC en las células aumenté de forma
dependiente del tiempo (Figura 7A). Ademas, las células Huh7 que no habian sido transfectadas con ARN
se cultivaron en un cubreobjetos de 15 mm, y se cultivaron entonces las células en presencia del medio
de cultivo concentrado. 48 horas mas tarde, se inmunotifieron las células con un anticuerpo anti-ndcleo y
entonces se contd el numero de células positivas tefiidas con el anticuerpo anti-nicleo, a saber, las
células infectadas. Como consecuencia, tal como se muestra en la Figura 7B, se observaron las células
infectadas. A partir de estos resultados, se descubrié que las particulas de VHC secretadas en un medio
de cultivo adquieren infectividad como consecuencia de la transfeccion de las células Huh7 con
rJCH1/NS5B(jfhl) y que tienen la capacidad también de amplificar el ARN de VHC en las células
infectadas y producir nuevas particulas de VHC.

En consecuencia, aun en el caso de una cepa que no puede replicarse de forma auténoma in
vitro, tal como una cepa de VHC aislada de pacientes, la sustitucion de la regién HS5B de la misma por
NS5B de rJFH1 permite la replicacién autdnoma de la misma en un sistema celular de cultivo asi como la
generacion de particulas de VHC.
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Ejemplo 3
1. Produccioén de particulas virales de VHC por Conl/C-NS2/JFH-1

Se transfectaron células Huh7 con ARN de VHC quimérico que comprendia la parte NS5B de
una cepa Con-1 con el genotipo 1b del VHC y la de JFH-1 y luego se investigé si las particulas de VHC
eran 0 no secretadas en una solucién de cultivo y si las particulas de VHC secretadas presentan o no
infectividad.

La secuencia de una cepa Con-1 con genotipolb del VHC correspondiente a 1 hasta 1.026
(regiones del nicleo, E1, E2, p7 y NS2 de la cepa Conl) se ligé aguas abajo de 5-UTR de una cepa JFH-
1. A continuacion, la regién 1.031-3.030 de la cepa JFH-1 (de NS3 a NS5b) se ligé también aguas abajo
de la misma. Después, la 3'-UTR de la cepa JFH-1 se ligo también aguas abajo de la misma, para
producir un constructo. Utilizando este constructo, se produjo ARN de VHC quimérico de rConl/C-
NS2/JFH-1 por el método descrito en el Ejemplo 1-2 anterior. A continuacién, las células Huh7 se
transfectaron con el ARN anterior por el método descrito en el Ejemplo 2-1 anterior. Las células Huh7 se
transfectaron con ARN de VHC y se midié con el tiempo la proteina nicleo contenida en el sobrenadante.
Desde aproximadamente 48 horas en adelante, se detectd en el sobrenadante dicha proteina nucleo v,
por tanto, se pudo confirmar que las particulas de VHC fueron generadas en el sobrenadante celular.
Posteriormente, se concentrd el sobrenadante a un aumento de 20 veces mediante ultrafiltracion y luego
se afiadi6 el concentrado a las células Huh7. 48 horas después del cultivo, se tifieron las células con un
anticuerpo de conejo anti-NS3.

Como consecuencia, no se observo en la simulaciéon ninguna célula positiva del anticuerpo anti-
NS3 ni rJFH1/AE1-E2, pero dichas células positivas del anticuerpo anti-NS3 se detectaron en rJFH-1 y
rConl/C-NS2/JFH-1. A partir de estos resultados, se pudo confirmar que rConl/C-NS2/JFH-1 puede
generar particulas infecciosas de VHC, como con JFH-1.

Ejemplo 4: Produccion de ARN del replicon de VHC quimérico de longitud total derivado de
ARN genémico de VHC quimérico de longitud total

1. Construccion del vector de expresion

El ADN (clon JFH-1: SEQ ID NO:9) que contenia el ADNc genémico de longitud total de una
cepa JFH-1 (genotipo 2a), que es un virus de la hepatitis C aislado de pacientes que padecen hepatitis
fulminante, se insertd aguas abajo de una secuencia promotora de ARN de T7 en un pladsmido pUC19,
para producir ADN de plasmido.

Especificamente, un fragmento de RT-PCR obtenido mediante amplificacion del ARN viral de la
cepa JFH-1 se clon6 en un vector pGEM-T EASY (Promega), para obtener varios ADN de plasmido tales
como pGEM1-258, pGEM44-486, pGEM317-849, pGEM617-1323, pGEM1141-2367, pGEM2285-3509,
pGEM3471-4665, pGEM4547-5970, pGEM5883-7003, pGEM6950-8035, pGEM7984-8892, pGEM8680-
9283, pGEM9231-9634 y pGEM9594-9678 (Kato y col., Gastroenterology, (2003) 125:pp. 1808-1817). El
ADNCc derivado del ARN genémico del virus contenido en cada plasmido se ligé uno con otro por PCR y
utilizando enzimas de restriccion, y asi se cloné el ADNc gendmico de longitud total. Una secuencia
promotora de ARN de T7 se insert6 aguas arriba del genoma del virus de longitud total. En adelante, el
ADN de plasmido asi construido se denomina pJFH1. Se debe observar que la produccién del clon JFH-1
mencionado anteriormente se describe en la Publicacién de Patente Japonesa (Kokai) N° 2002-171978 A
y el documento de Kato y col. (Kato y col.,, J. Med. Virol., (2001) 64(3): pp. 334-339). Ademas, la
secuencia de nucleotidos del ADNc de longitud completa del clon JFH-1 ha sido registrada en el
International DNA Databank (DDBJ/ EMBL/GenBank) bajo el N° de acceso AB047639.

Posteriormente, EMCV-IRES (sitio interno de entrada al ribosoma para el virus de la
encefalomiocarditis) y un gen de resistencia a la neomicina (neo; también denominado gen de la
neomicina-fosfotransferasa) se insertaron entre la region no traducida 5’ y la region de nucleo de pJFH1,
que era ADN de plasmido, para construir pFGREP-JFH1, que era ADN de plasmido. Dicha construccion
se llevé a cabo de acuerdo con los procedimientos de lkeda y col. (Ikeda y col., J. Virol., (2002) 76(6):pp.
2997-3006).

2. Construccion del vector de expresion quimérico

La cepa JFH1 es VHC derivado de VHC de tipo 2a. Una cepa TH derivada de VHC de tipo 1b
(Wakita y col., J. Biol. Chem., (1994) 269, pp. 14205-14210; y Moradpour y col., Biochem. Biophys. Res.
Commun., (1998) 246, pp. 920-924) se utiliz6 para producir un vector de VHC quimérico. Las partes de
nacleo, E1, E2, y p7 del pFGREP-JFH1 tal como se produjo anteriormente se sustituyeron por las de la
cepa TH, para producir VHC quimérico, pFGREP-TH/JFHL1.

En la presente especificacion, la secuencia de ARN de longitud completa de la cepa JFH-1
mencionada anteriormente (derivada de un clon JFH-1) y la secuencia parcial de ARN de la cepa TH
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utilizada para producir el cuerpo quimérico anterior (ARN genémico parcial (1-3748) que comprende una
parte correspondiente a la region desde la region no traducida 5’ de la cepa TH de VHC hasta la regién
NS3 de la misma), se muestran en las SEQ ID NO: 9 y 10, respectivamente. En la secuencia de ARN
gendémico de longitud completa de la cepa JFH-1 (SEQ ID NO: 9) mencionada anteriormente, la “region
no traducida 5™ corresponde a 1-340, la “secuencia codificante de la proteina nlcleo” corresponde a 341-
913, la “secuencia codificante de la proteina E1” corresponde a 914-1489, la “secuencia codificante de la
proteina E2” corresponde a 1490-2590, la “secuencia codificante de la proteina NS2” corresponde a 2780-
3430, la “secuencia codificante de la proteina NS3” corresponde a 3431-5323, la “secuencia codificante
de la proteina NS4A” corresponde a 5324-5486, la “secuencia codificante de la proteina NS4B”
corresponde a 5487-6268 la “secuencia codificante de la proteina NS5A” corresponde a 6269-7663 y la
“secuencia codificante de la proteina NS5B” corresponde a 7664-9442.

3. Produccion de ARN del replicon de VHC quimérico de longitud completa

Con el fin de producir ADN plantilla utilizado para la sintesis de ARN del replicon de VHC
quimérico de longitud completa, el vector de expresién pFGREP-TH/JFH1 tal como se construydé mas
arriba se clivd con la enzima de restriccion Xbal. A continuacién, 10 a 20 pg del fragmento de clivaje de
Xbal se mezclaron en 50 ul de una solucién de reaccién y la mezcla obtenida se incubé con 20 U de Mung
Bean Nuclease a 30°C durante 30 minutos. La Mung Bean Nuclease es una enzima que cataliza una
reaccion de digestion selectiva de una parte de una sola hebra en ADN de dos hebras. En general,
cuando el ARN se sintetiza directamente utilizando el fragmento de clivaje con Xbal mencionado
anteriormente como plantilla, se sintetiza el ARN del replicén, a cuyo terminal 3’ se afiaden de forma
redundante 4 nucleétidos CUGA que constituyen una parte de una secuencia de reconocimiento de Xbal.
Asi, en el presente ejemplo, dicho fragmento de clivaje con Xbal fue tratado con Mung Bean Nuclease,
para eliminar los 4 nucledtidos CUGA del fragmento con Xbal. A continuacion, la solucion asi tratada con
Mung Bean Nuclease que contenia el fragmento de clivaje con Xbal se sometié a un tratamiento de
eliminacion de proteinas de acuerdo con los métodos habituales, para que el fragmento de clivaje con
Xbal, del que se habian eliminado los 4 nucleétidos CUGA, se purificara. El fragmento purificado se utilizd
como ADN plantilla.

Posteriormente, el ARN fue sintetizado in vitro a partir del ADN plantilla utilizando ARN
polimerasa de T7. Se utilizo MEGAscript fabricado por Ambion para dicha sintesis de ARN. 20 ul de una
solucion de reaccion que contenia de 0,5 a 1,0 pug del ADN plantilla se dej6 reaccionar de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas por el fabricante.

A la finalizacién de la sintesis de ARN, se afiadid a la solucion de reaccion DNAsa (2U) y la
mezcla obtenida se sometié a reaccién a 37°C durante 15 minutos. A continuacién, se extrajo el ARN con
acido fendlico y se elimind el ADN plantilla. Asi, el ARN sintetizado a partir del ADN plantilla mencionado
anteriormente procedente de pFGREP-TH/JFH1 se denominé rFGREP-TH/JFH1. La secuencia de
nucleétidos del ARN gendmico del VHC quimérico en rFGREP-TH/JFH se muestra en la SEQ ID NO: 11.
Dicho rFGREP-TH/JFH es un ejemplo del ARN del replicén del VHC quimérico de longitud total de la
presente invencion.

Ejemplo 5: Produccion de células replicantes del ARN del replicon del VHC quimérico de
longitud total y constitucion del clon celular

1. Introduccion del ARN genéomico del VHC quimérico de longitud total en células

Distintas cantidades del ARN gendmico del VHC quimérico de longitud total (f(FGREP-TH/JFH1)
tal como se sintetizé anteriormente se mezclaron con ARN celular total extraido de células Huh7,
resultando la cantidad total de ARN en 10 pg. Posteriormente, se introdujo el ARN mezclado en células
Huh7 por el método de electroporacion. Tras haber sido cultivadas las células durante 16 a 24 horas, se
afadi6 G418 al mismo en distintas cantidades. El cultivo continué mientras la solucién de cultivo se
cambiaba por una solucidn fresca dos veces a la semana. A la finalizacion del cultivo durante 21 dias, se
tifieron las células supervivientes con violeta cristal. Se cont6 el nUmero de colonias tefiidas y entonces se
calculé el numero de colonias obtenidas por peso de ARN utilizado para la transfeccion. Ademas, en
varias placas de cultivo, se clonaron las colonias de células supervivientes y el cultivo continué. Se extrajo
ARN, ADN genoémico y una proteina de las células clonadas y, a continuacion, se investigé la deteccion
de ARN del replicon de VHC quimérico de longitud completa, la presencia o ausencia de incorporacion de
un gen de resistencia a la neomicina en el ADN gendmico y la expresion de una proteina de VHC. Se
muestran los resultados en detalle mas abajo.

2, Capacidad de formacion de colonias

Como consecuencia de la transfeccion mencionada anteriormente, la formacion de colonias por
las células se observé ain en un caso donde la concentracion de G418 era de 1,0 mg/ml. Se consider6
qgue el ARN del replicon de rFGREP-TH/JFH1 se replicabla de forma auténoma en las células Huh7
transfectadas con el ARN del replicon de rFGREP-TH/JFH1, y que un gen de resistencia a la neomicina
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se expresaba persistentemente para mantener la resistencia al G418. Asi, las células podian
desarrollarse y las células Huh7 adquirir la capacidad de formacion de colonias.

Ejemplo 6: Infectividad del virus quimérico VHC en el sobrenadante de cultivo
Experimento referente a la infectividad de particulas virales del VHC quimérico en sobrenadante de cultivo

Se transfectaron células Huh7 con rFGREP-TH/JFH1 y se recuper6 entonces el sobrenadante de
cultivo que contenia clones de células replicantes del ARN del replicon del VHC quimérico de longitud
completa. Se afadio el sobrenadante de cultivo a células Huh7 que no habian sido infectadas, de modo
tal que las células Huh7 se infectaron con particulas virales en el sobrenadante de cultivo. Al dia siguiente
a la infeccion, se afiadieron 0,3 mg/ml de G418 al medio de cultivo que contenia las células Huh7
infectadas y luego se cultivo la mezcla durante 21 dias. A la finalizacion del cultivo, se fijaron las células y
luego se tifieron con violeta cristal. Como resultado, se observé la formacion de colonias en las células
infectadas con el sobrenadante de cultivo que contenia clones de células replicantes de ARN del replicon
del VHC quimérico de longitud completa obtenidos mediante transfeccion con rFGREP-TH/JFH1. Esto
muestra que los clones de células replicantes de ARN del replicon del VHC quimérico de longitud
completa obtenidos por transfeccién con rFGREP-TH/JFH1 generan VHC infeccioso y también que el
VHC presenta infectividad a nuevas células.

Ejemplo 7: Purificacién de particulas de VHC
1. Filtracion en gel

La Figura 11 muestra la distribucion de particulas de VHC en cada fraccion mediante
cromatografia de filtracién en gel. Los soportes de gel utilizados fueron Sephacryl(R) S300, S400 y S500.
Una solucién que contiene particulas de VHC utilizada para la cromatografia en columna se purificé por
cromatografia en una columna que contenia cada uno de los soportes de gel anteriores. El tampon
utilizado para la purificacion comprendia 10 mM de Tris-clorhidrato, 1 mM &cido etilendiaminotetraacético
y 100 mM cloruro de sodio (pH 8,0). Como consecuencia, en el caso de utilizar Sephacryl(R) S-300, se
obtuvieron particulas de VHC a una fraccién pasante denominada fraccion de vacio. Asi, utilizando
Sephacryl(R) S-300, se separaron las particulas de VHC de las proteinas de pequefio peso molecular, de
modo que pudo cambiarse la concentracion de sal de la solucién. La relacién entre la proteina ndcleo de
VHC y la masa de proteina total era de 3,78 cuando se comparé con las particulas de VHC antes de la
purificaciéon en columna y, por tanto, la relaciéon entre las particulas de VHC y la proteina total aumenté.
Por otra parte, en el caso de utilizar Sephacryl(R) S-400 y S-500, como se obtuvieron las particulas de
VHC a una fraccién eluida dependiendo del peso molecular, las particulas se pueden separar de otras
proteinas con distintos pesos moleculares.

2. Cromatografia de intercambio iénico

La Figura 12 muestra la distribucion de particulas de VHC en cada fraccion mediante
cromatografia de intercambio iénico. Los soportes de gel utilizados fueron SP Sefarosa HP(R) y Q
Sefarosa HP(R).

En el caso de una columna utilizando SP Sefarosa HP(R), la columna se equilibré con 50 mM de
un tampon de acido citrico (pH 6,2). Se afadié a la columna una solucién que contenia particulas de VHC
que habia sido concentrada mediante un ultrafiltro con un peso molecular fraccional situado entre 100.000
y 500.000 y luego diluida con 50 mM de un tampdn de &cido citrico (pH 6,2). A continuacion, se hizo pasar
por la columna 50 mM de un tampdén de acido citrico (pH 6,2) a un caudal aproximadamente 10 veces
superior al de la columna. Posteriormente, 50 mM de tampon de acido citrico (pH 6,2) a los que se habia
afiadido 0,1M NaCl, 0,3M NaCl y 1M NacCl, se hicieron pasar sucesivamente por la columna a un volumen
aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuacién, 50 mM de un tampén de &cido
citrico (pH 6,2) al que se habia afiadido 1M NaCl pas6 por la columna a un volumen aproximadamente 5
veces superior al de la columna (fraccion 1M de NaCIw). Como resultado, las particulas de VHC se
eluyeron en la fraccion de 50 mM de tampdn de acido citrico (pH 6,2) al que se habia afiadido 0,1M NacCl.

En el caso de una columna utilizando Q Sefarosa HP(R), la columna se equilibr6 con 50 mM de
un tampon de Tris-HCI (pH 8,0). Se afiadi6 a la columna una solucién que contenia particulas de VHC
gue habia sido concentrada mediante un ultrafiltro con un peso molecular fraccional situado entre 100.000
y 500.000 y luego diluida con 50 mM de tampdén de Tris-HCI (pH 8,0). A continuacion, 50 mM de un
tampoén de Tris-HCI (pH 8,0) paso por la columna, a un volumen aproximadamente 10 veces superior al
de la columna. Posteriormente, 50 mM de tampones de Tris-HCI (pH 8,0) a los que se habia afiadido
0,1M NaCl, 0,3M NaCl y 1M NaCl pasaron sucesivamente por la columna, a un volumen
aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuaciéon, 50 mM de un tampon de Tris-HCI
(pH 8,0) al que se habia afiadido 1M NaCl, pas6 por la columna a un volumen aproximadamente 5 veces
superior al de la columna (fraccién 1M de NaCIW). Como resultado, las particulas de VHC se eluyeron en
la fraccion de 50 mM de tamp6n de Tris-HCI (pH 8,0), al que se habia afiadido 0,3M NaCl. La relacién
entre la proteina nudcleo del VHC y la masa de proteina total era de 2,32 cuando se compar6 con las
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particulas de VHC antes de la purificacion en columna y, por tanto, la relacion entre las particulas de VHC
y la proteina total aumento.

3. Cromatografia de afinidad

La Figura 13 muestra la distribucion de particulas de VHC en cada fraccion mediante
cromatografia de afinidad con lectina. En la cromatografia de afinidad se utilizaron soportes a los que se
unen cada uno de RCA-120, ConA, LCA y WGA.

En el caso de cromatografia de afinidad con ConA, LCA y WGA, la columna se equilibré con una
solucidén salina tamponada con fosfato. Se afiadié a la columna una solucién que contenia particulas de
VHC que habia sido concentrada mediante un ultrafiltro con un limite de peso molecular situado entre
100.000 y 500.000 y luego diluida con una solucién salina tamponada con fosfato. A continuacion, la
solucion salina tamponada con fosfato pasé por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces
superior al de la columna. Posteriormente, una solucién salina tamponada con fosfato a la que se habia
afiadido 0,35M lactosa pas6 por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la
columna. A continuacion, una solucién salina tamponada con fosfato a la que se habia afadido 0,5M
lactosa paso6 por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como
resultado, en el caso de la cromatografia de afinidad con LCA y ConA, no se observd ninguna unién
especifica al soporte. En el caso de la cromatografia de afinidad con WGA, las particulas de VHC se
eluyeron en la fraccion de solucion salina tamponada con fosfato a la que se habia afadido 0,35M
lactosa.

En el caso de cromatografia de afinidad con RCA-120, la columna se equilibré con una solucion
salina tamponada con fosfato. Se afiadi6 a la columna una solucion que contenia particulas de VHC que
habia sido concentrada por un ultrafiltro con un peso molecular fraccional situado entre 100.000 y 500.000
y luego diluida con una solucion salina tamponada con fosfato. A continuacion, la solucién salina
tamponada con fosfato pasé por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces superior al de la
columna. Posteriormente, la soluciéon salina tamponada con fosfato a la que se habia afiadido 0,38M
lactosa pas6 por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A
continuacion, una solucién salina tamponada con fosfato a la que se habia afiadido 0,38M lactosa pasé
por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, en el
caso de la cromatografia de afinidad con RCA-120, las particulas de VHC se eluyeron en la fraccién de
solucion salina tamponada con fosfato a la que se habia afiadido 0,38M lactosa.

La Figura 14 muestra la distribucion de particulas de VHC en cada fraccion mediante
cromatografia de afinidad con heparina y celulofina sulfatada.

En cada cromatografia de afinidad, la columna se equilibré con 20 mM de un tampén fosfato (pH
7,0). Se afiadio a la columna una solucién que contenia particulas de VHC que habia sido concentrada
mediante un ultrafiltro con un limite de peso molecular situado entre 100.000 y 500.000 y luego diluida con
20 mM de tampon fosfato (pH 7,0). A continuacion, el tampdn fosfato (pH 7,0) pasé por la columna a un
volumen aproximadamente 10 veces superior al de la columna. Posteriormente, tampones fosfato (pH
7,0) a los que se habian afadido uno cualquiera de 0,1M, 0,3M, 0,5M y 1M de NaCl pasaron
sucesivamente por la columna a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A
continuacion, 20 mM de un tampén fosfato (pH 7,0) al que se habia afiadido 1M NaCl paso por la columna
a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, en el caso de la
cromatografia de afinidad con heparina, las particulas de VHC se eluyeron en la fraccion de 20 mM de
tampon fosfato (pH 7,0) al que se habia afiadido 0,3M NacCl. La relacién entre la proteina ndcleo del VHC
y la masa de proteina total fue de 0,36 cuando se compard con las particulas de VHC antes de la
purificaciéon en columna y, por tanto, la relacion entre las particulas de VHC y la proteina total se redujo.
En el caso de la cromatografia de afinidad con celulofina sulfatada, las particulas de VHC se eluyeron en
la fraccion de 20 mM de tampodn fosfato (pH 7,0) a la que se habia afiadido 0,1M NacCl.

La Figura 15 muestra la distribucion de particulas de VHC en cada fraccion mediante
cromatografia de afinidad por tincion azul.

En la cromatografia de afinidad por tinciéon azul, se utilizé para la columna un soporte obtenido
mediante la unién de Azul Cibacrén F3G-A a particulas de agarosa. La columna se equilibré6 con 20 mM
de tampon fosfato (pH 7,0). Se afiadié a la columna una solucién que contenia particulas de VHC que
habia sido concentrada mediante un ultrafiltro con un limite de peso molecular situado entre 100.000 y
500.000 y luego diluida con 20 mM de un tampoén fosfato (pH 7,0). A continuacién, una solucién salina
tamponada con fosfato pasé por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces superior al de la
columna. Posteriormente, 20 mM de tampones fosfato (pH 7,0) a los que se habian afiadido 1M 6 2M
NaCl pasaron sucesivamente por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la
columna. A continuacion, 20 mM de un tampon fosfato (pH 7,0) al que se habia afiadido 2M NaCl pasoé
por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, las
particulas de VHC se eluyeron en una fracciéon no ligante de la columna. La relacién entre la proteina
nacleo del VHC y la masa de proteina total fue de 3,33 cuando se compar6 con las particulas de VHC
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antes de la purificacién en columna y, por tanto, la relacién entre las particulas de VHC y la proteina total
aumento.

4, Centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa

Se purificaron las particulas de VHC mediante la utilizacibn combinada de cromatografia en
columna y centrifugacién en gradiente de densidad de sacarosa con referencia a los ejemplos
mencionados anteriormente.

En primer lugar, se purificaron las particulas de VHC utilizando Q Sefarosa HP(R). La columna se
equilibr6 con 50 mM de un tampo6n de Tris-HCI (pH 8,0). Se afiadié a la columna una solucién que
contenia particulas de VHC que habia sido concentrada mediante un ultrafiltro con un peso molecular
fraccional situado entre 100.000 y 500.000 y luego diluida con 50 mM de un tampoén de Tris-HCI (pH 8,0).
A continuacion, 50 mM de un tampoén de Tris-HCI (pH 8,0) pas6é por la columna a un volumen
aproximadamente 10 veces superior al de la columna. Posteriormente, 50 mM del tampdn de Tris-HCI (pH
8,0) al que se habia afiadido cada uno de 0,1M NacCl, 0,3M NaCl y 1M NaCl pasaron sucesivamente por
la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuacion, 50 mM de
un tampon de Tris-HCI (pH 8,0) al que se habia afiadido 1M NaCl paso6 por la columna, a un volumen
aproximadamente 5 veces superior al de la columna (fraccion 1M de NaCIW). Como resultado, tal como
se muestra en la Figura 16A, las particulas de VHC se eluyeron en la fraccion de 50 mM del tampén de
Tris-HCI (pH 8,0) a la que se habia afiadido 0,3M NaCl; la fraccién de 50 mM del tampdén de Tris-HCI (pH
8,0) a la que se habia afiadido 1M NaCl; y la fraccién 1M de NaCIW. Se recogieron las fracciones que
contenian las particulas de VHC. La relacién entre la proteina ndcleo del VHC y la masa de proteina total
fue de 2,29 cuando se comparé con las particulas de VHC antes de la purificacion en columna y, por
tanto, la relacion entre las particulas de VHC y la proteina total aumentoé.

En segundo lugar, las particulas de VHC se purificaron mediante cromatografia en celulofina
sulfatada. En cada cromatografia, la columna se equilibr6 con 20 mM de un tampén fosfato (pH 7,0). Se
afadio a la columna una solucién que contenia particulas de VHC obtenida mediante la concentracion por
un ultrafiltro con un limite de peso molecular situado entre 100.000 y 500.000 conteniendo las fracciones
particulas de VHC purificadas con Q Sefarosa HP(R), y luego dilucién del resultado con 20 mM de tampén
fosfato (pH 7,0). A continuacion, el tampoén fosfato (pH 7,0) pas6é por la columna a un volumen
aproximadamente 10 veces superior al de la columna. Posteriormente, 20 mM de tampones fosfato (pH
7,0) a los que se habian afiadido 0,25M 6 1M NaCl pasaron sucesivamente por la columna, a un volumen
aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuaciéon, 20 mM de un tampén fosfato (pH
7,0) al que se habia afiadido 1M NaCl paso por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces
superior al de la columna. Como resultado, tal como se muestra en la Figura 16B, particulas de VHC se
eluyeron principalmente en 20 mM de tampén fosfato (pH 7,0) al que se habia afiadido 1M NaCl. La
relacion entre la proteina nicleo del VHC y la masa de proteina total en 20 mM del tampoén fosfato (pH
7,0) al que se habia afiadido 1M NaCl fue de 31,4 cuando se compard con las particulas de VHC antes de
la purificacién en columna. Por tanto, la relacidn entre las particulas de VHC y la proteina total aumento.

Ademas, se purificaron particulas de VHC mediante centrifugacion en gradiente de densidad de
sacarosa. La fraccién de 20 mM del tampdn fosfato (pH 7,0) a la que se habia afiadido 1M NaCl mediante
cromatografia en celulofina sulfatada se concentré mediante un ultrafiltro con un limite de peso molecular
situado entre 100.000 y 500.000 y luego se diluyé con un tampén TEN (10 mM de tampén Tris-HCI (pH
8,0), 0,1M cloruro de sodio y 1 mM acido etilendiaminotetraacético (pH 8,0)). Una solucién que contenia
particulas de VHC se lamind sobre una solucién obtenida por laminacién de soluciones de sacarosa al
60%, 50%, 40%, 30%, 20% y 10%, y la solucién obtenida se centrifugd a 390 kg durante 18 horas a 4°C.
Como las particulas de VHC se agruparon en una fraccion con una gravedad especifica de
aproximadamente 1,2, se recogi6 la fraccion. La relacién entre la proteina nucleo del VHC y la masa de
proteina total en la fraccién recogida fue de 1,69 cuando se comparé con las particulas de VHC antes de
la purificacion en columna. Por tanto, la relacién entre las particulas de VHC y la proteina total aumento.

En la fraccion que contenia particulas de VHC purificadas mediante centrifugacion en gradiente
de densidad de sacarosa, la relaciéon entre la proteina nicleo del VHC y la masa de proteina total fue
aproximadamente de 120 veces la purificada cuando se compar6 con la relacion antes del inicio de la
cromatografia en columna. La fraccion final contenia 10° copias/ml de particulas de VHC.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas aqui se incorporan aqui como
referencia en su totalidad.

Aplicacion Industrial

La presente invencién permite la produccion de particulas virales de VHC con varios genotipos
en un sistema de células cultivadas. Es decir, ain en el caso de una cepa de VHC que no puede
replicarse de forma autdbnoma in vitro, tal como las cepas de VHC aisladas de pacientes, la parte de la
secuencia de ARN de las mismas que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B se sustituye por
una parte de la secuencia de ARN que codifica las proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de JFH1, de modo
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tal que la cepa HSV anterior puede replicarse de forma autbnoma en un sistema de células cultivadas,
produciendo asi particulas de VHC. Las particulas de VHC purificadas por la presente invencién se
pueden utilizar directamente como vacuna para uso médico. El ARN gendmico del VHC o las particulas
virales proporcionadas por la presente invencion se pueden utilizar también como vector viral para un gen
extrafio. Ademas, el método de la presente invencién también se puede utilizar para estudios referentes a
un proceso de infeccion por VHC o para la produccion de un sistema de cribado para varias sustancias
gue afectan a dicho proceso de infeccion por VHC.

Texto Libre del Listado de Secuencias

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

1

A WDN

© 00 N o o

11

secuencia que codifica las proteinas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc)
secuencia que codifica las proteinas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc)
proteina NS5B de JFH1

Péptido sintético disefiado en base a un fragmento E2 de JFH1

Péptido sintético disefiado en base a un fragmento E2 de JFH1

Cebador (R6-130-S17)

Cebador (R6-290-R19)

Sonda TagMan (R6-148-S21FT)

ARN gendémico del virus de la Hepatitis C de longitud completa derivado de la
cepa JFH1 (clon JFH-1)

Secuencia de ARN gendmico que comprende la region 5° UTR a NS3 de la
cepa TH1

ARN gendmico del virus de la Hepatitis C quimérico derivado de la cepa JFH1
del VHC (clon JFH-1) y de la cepa TH del VHC
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gctcccatca
atgacggggc
cagtccttce
aacaagactc
gacttggtag
gecegtcgacc
gacaagcggs
gggeegetge
cggegegtgg
tctcccactt
tacttgcatg
caggggtaca
tacctatcca
accgggeagg
agcggegect
ctcggcatceg
gctacggecca
ctcgggeggs
ggagggagac
cttcggggca
ccagctcagg
gactttgact
gaccccacct
cgcegeggge
cgagcctcag
tggtacgatc
ggcctaccceg
cacatagacg

ctgcttatge
gtgacaggac
tcggaacaac
tagccggctt
gctggeccag
tatétctggt
gagcattgcet
tctgecectag
ccaaatccat
tcagtgacaa
ctccaactgg
aagtactagt
aggcacatgg
ccatcacgta
atgacatcat
gaacggtcct
caccceecgg
agggtgagat
acctgatttt
tgggecttgaa
gagatgtggt
ccgtgatcga
tcactataac
gcacaggtag
gaatgtttga
tcacaccagce
tgtgtcaaga
cccacttect
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ccagcaaaca
agaacaggcc
catctceggge
acggggtccg
cceceetggg
cacgcggaac
ctcccecegaga
gggccacgtce
cgatttcatc
cagcacgcca
cagtggaaag
gcttaaccce
catcaatccc
ctccacatat
catatgcgat
tgatcaagca
gtcagtgaca
ccccttctat
ctgccactca
tgeegtggea
ggtecgtegee
ctgcaatgta
cacacagact
aggaagacag
cagtgtagtg
ggagaccacc
ccatcttgaa
ctcccaaaca

cgaggectce
ggggaagtcce
gttttgtgga
gtcacgcaga
accaagtctt
gctgatgtca
cccatttega
gttgggctet
cccgttigaga
ccggetgtige
agcaccaagg
tcggtagetg
aacattagga
ggcaaatttc
gaatgccacg
gagacagccg
acccceccate
gggagggcega
aagaaaaagt
tactatagag
accgacgcecc
gcggtcaccce
gtcccacaag
ggcacttata
ctttgtgagt
gtcaggctta
ttttggeagg
aagcaagcgg

26

tgggcgcecat
aaatcctgte
ctgtttacca
tgtactcgag
tggagccgtg
tcceggeteg
ccttgaaggg
tccgagcagce
cactcgacgt
cccagaccta
tccetgtege
ccaccctggg
ctggagtcag
tcgecegatgg
ctgtggatge
gggtcagact
ccgatataga
ttcecctate
gtgacgaget

‘ggttggacgt

tcatgacggg
aagctgtcga
acgctgtctc
ggtatgtttc
gctacgacgc
gagcgtattt
cagttttcac
gggagaactt

agtggtgagt
cacagtctct
cggagetgge
tgctgaggses
caagtgtgga
BagacgcCgeges
gtcctcggge
tgtgtgetcet
tgttacaagg
tcaggtcges
gtatgccegee
gttiggggce
gaccgtgatg
gggctgeget
tacctccatt
aactgtgctg
agaggtaggc
ctgcatcaag
cgcggegecc
ctccataata
gtacactgga
cttcagecetg
acgcagtcag
cactggtgaa
aggggetgeg
caacacgccc
cggectcaca
cgcgtaccta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



gtagcctacc
atgtggaagt
cgtttggecc
acatgcatgce
ctggcageceg
cacgtcaacc
gagatggagg
atgttgaagt
caacccgcta
aacttcatta
gtggcttcca
atccttctca
accggetttg
gtgcteggtge
aagatcatgt
ctgtctecgg
ggaccggees
aaccacgtcg

ctacttgget
gactgcccca
atcttgacag
cccttecatet
acgcgetgec
acagggcecta
gagggecagt
gcctcggagt
actgacaatc
ggtgtgcaga
ttctgegttg
gacgcagacg
gcgeggeget
tcagcaccgt
gtcgatgeca
cccgttcteg
ccatcggagt
cctgactaca
gttgctggtt
cggacagtgg
acctttggcc
gaatccggeg
tctatgcccce
cttcaaccte
acttgctecg
gctctaataa
tcgetgttge

aagctacggt
gectggeceeg
ctattaccaa

_aagctgacct

tcgccgeata
agcgagtcgt
aatgcgcctce
ccaagatcca
tgcaggctte
gcggeatcca
tgatggcatt
acatcatggg
tcgtcagtegg
acatcctgge
ctggcgagaa
gagccctggt
agggegeggt
ccccetactea

ctcttactat
tcccatgcetc
acttcaaaaa
cttgtcaaaa
cttgeggege
aaacctgcat
gcgegecgaa
acgcggaggt
tgaaaattce
tccataggtt
ggcttaatte
tattgaggtc
tggcacggeg
cgctgeggge
acctgctcat
actttctcga
gcatgctece
acccgecget
gtgetctece
gtctgagega
agccccectce
gtcecgacgte
ccctcgaggg
ccceecaggg
aggaggacga
ctccctgtag
gataccataa
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gtgcgccaga
actcaagcct
tgaggtcacc
tgaggtcatg
ttgcctggeg
cgttgegeeg
tagggegegct
aggcttgetg
atggcccaaa
atacctcgea
cagtgccgec
aggctggtta
cctggtegege
aggatatggt
gccctctatg
ggtgegestc
ccaatggatg
ctacgtgacg

aaccagccta
cggatcctgg
ttggctgacc
gegggtacaag
caacatctct
gaacacctgg
accccccacg
gacgcagcat
ttgccaacta
tgcacccaca
ctatgctgte
catgctaaca
atcacctcca
cacctgcace
ggagggeggt
gccaatggcece
caggagcggsg
cgtggaatcg
cccceccaag
gagcaccata
gagcggtgat
ccctggtgag
ggageccetgga
geggegegta
taccaccgtg
ccccgaagag
caaggtgtac

gccaaggecc
acgcttgcgg
ctcacacacc
accagcacgt
actggatgcg
gataaggagg
ctcatcgaag
cagcaggccet
gtggaacaat
ggattgtcaa
ctcaccagtc
gcgteccaga
gctgeegteg
gcgggeattt
gaagatgtca
atctgcegegg
aacaggctta
gagtcggatg

ctcagaagac

ctccgegacg
tctaaattgt
ggtetgtese
ggcaatgtcc
caggggacct
aactacaaga
gggtcgtact
cctteteccag
ccaaagccgt
gggteccage
gatccgceccecc
tctgaggcega
acccacagca
gtggctcaga
gaggaagaga
tttccacggg
tggaggagsc
aaggccccga
tcagaagccce
gcaggctcgt
ccggecceccet
gatccggacc
gcteceggtt
tgetgetceca
gaaaagttgce
tgtacaacat
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ctcceecgte
gcecccacace
ctgggacgaa
gggtcctage
tttccatcat
tcctgtatga
aggggcagceg
ctaagcagge
tttgggccag
cactgccagg
cgttgtcgac
tcgcaccacce
gcagcatagg
cggggegecet
tcaatctact
ccattctgeg
ttgeetttge
cgtcgeageg

tccacaattg
tgtgggactg
tccccaaget
ccggcactgg
gcectggegcte
ttcctatcaa
ccgcecatcetg
cctatgtaac
agtttttcte
ttttccggga
ttcectgtga
acatcacgge
gctcctcagt
acacctatga
cagagcctga
gcgacctiga
ccttaccgge
cagattacca
cgcctecece
tccagcaact
ccacggggec
cagagacagg
tggagtctga
cgggctegeg
tgtcatactce
caatcaaccc
caaagagcege

ctgggacgcece
tctecetgtac
gtacatcgee
tggaggagtc

cggeecgettg -

ggcettttgat
gatagccgag
ccaggacata
acacatgtgg
gaaccccgeg
cagtaccacc
cgeggggecec
cctgggtaag
cgtcgeattc
geectgggate
ccgecacgtg
ttccagagga
tgtgacccaa

gataactgag

ggtttgcacc
geeceggecte
catcatgacc
tatgaggatc
ttgctacacg

gagggtggceg

aggactgacc
ctgggtggac

tgaggtctcg

acctgagccce

ggagactgeg

gagccagcta
cgtggacatg
gtccagggte
gccctcaata
ttgggcacgg
accgceccacce
aaggagacgc
ggccatcaag
gggecgeegee
tteegecetec
tcaggtagag
gtcttggtet
ctggaccggg
tttgagtaac
ctcacagagg

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
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gctaaaaagg
aaggacatca
tgccagttga
cgcagettgt
gacccacaaa
ccecgecaagg
gtctgegaga
gcttcctatg
gcggaaaaga
actgagagag
gcececgeactg
agcaaggegtc
atgggtaaca
gttgcgeeca
actgaggagg
cctectggtg
aatgtgtctg
accactccac
ctgggaaaca

ttcttctcca
ggatcagtat
cttgacgect
ctcagaaaac
gcgtecctea
gcgetgaaga
agttggttca
cceccgetcat
cccgeteggt
<210> 2
<211> 1773
<212> ADN
<213>
<220>
<221> CDS
<222>
<220>
<223>

<400> 2

taacttttga
agctagegsgce
ctccaccceca
ccgggaggec
caccaattcc
ggggtaagaa
aaatggccect
gcttccagta
aggaccccat
acatcaggac
ccatacactc
aaacctgegg
ccatcacatg
caatgctggt
acgagcggaa
atccceccag
tggegttege
tcgeecggece
tcatccagta

ttctcatggt
actccgtgaa
tttctatgca
ttggggegec
tctceegtgg
ccaagctcaa
ccgteggege
tactcttcgg
aga

Virus de la hepatitis C

(1).. 1773)
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caggacgcaa
ttccaaggtc
ttctgcaaga
cgttaaccac
cacaaccatc
accagctcge
ctatgacatt
ctccectgece
gggttttteg
cgaggagtce
gctgactgag
ttacagacgt
ctatgtgaaa
atgcggegat
cctgagagcece
accggaatat
cccgcgegec
tgcctgggaa
tgctccaace

ccaagacacc
tcctttggac
cacatactct
acccctcagg
agggaaagcg
actcactcca
CgEcgeresc
cctactccta

gtgctcgacg
agcgcaagge
tccaagtatg
atcaagtccg
atggccaaaa
ctcatcgttt
acacaaaagc
caacgggteg
tatgatacce
atataccagg
agactttacg
tgececgegeea
gcecctagegg
gacctagtag
ttcacggagg
gacctggagce
cgecgcagat
acagttagac
atatgggttc

ctggaccaga
cttccagceca
caccacgaac
gtgtggaaga
geegtittgeg
ttgccggage
gacatttttc
qttttcgtag

28

cccattatga
tcctcacett
gattcgggsgc
tgtggaagga
atgaggtgtt
accctgacct
ttcctcagge
agtatctctf
gatgettega
cctgeteect
iaggagggcc
gcgggetgcet
cctgcaaggc
tcatctcaga
ccatgaccag
taataacatc
actacctgac
actcccctat
gcatggteet

acctcaactt
taattgagag
tgacgegggt
gtcggectcg
gccgatatct
cgegectact
acagcecgtgtce
gggtaggect

ctcagtctta
gegaggaggcg
caaggaggtc
cctectggaa
ctgegtggac
cggegteegg
ggtaatggga
gaaagcatgg
ctcaaccgte
gcccgaggag
catgttcaac
aaccactagc
tgcggggata
aagccaggeg
gtactctgcc
ctgttcctea
cagagaccca
caattcatgg
aatgacacac

tgagatgtat
gttacacggg
ggettcagee
cgcagtcageg
cttcaatigg
ggacttatce
gcgegeccga
cttcctactc

secuencia que codifica las proteinas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc)

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6013



tce
Ser

gaa
Glu

tac
Tyr

get
Ala

gac
Asp
65

agg

Arg

gea
Ala

24244
Gly

gac
Asp

ttc
Phe
145

atg
Met

gag
Glu

cat
His

aaa
Lys
50

tca
Ser

ctc

Leu

aga
Arg

agsg
Arg

cca
Pro
130

tgc
Cys

tca
Ser

gaa
Glu

aac
Asn
35

aag
Lys

gtc
Val

ctc

Leu

tece
Ser

gee
Ala
115

caa

Gln

gtg
Val

tac
Tyr

aag
Lys
20

aag

Lys

gta
Val

tta
Leu

acc

Thr

aag
Lys
100

gtt
Val

aca

Thr

gac
Asp

tcc
Ser

ttg
Leu

gtg
Val

act
Thr

aag
Lys

ttg

Leu
85

tat

Tyr

aac
Asn

cca
Pro

cce
Pro
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tgg acc ggg gct

Trp

cca

Thr

atc

Gly

aac

Pro Ile Asn

tac
Tyr

ttt
Phe

gac
Asp
70

gag

Glu

gga
Gly

cac
His

att
Ile

gee
Ala
150

tgt
Cys

gac
Asp
55

atc
Ile

gag

Glu

tte
Phe

atc
Ile

cce
Pro
135

aag
Lys

aca

Ala

cct
Pro
25

aca

cta
Leu
10

ttg
Leu

tca

ata
Ile

agt
Ser

aag

Thr Thr Ser Lys

40

agg
Arg

aag
Lys

geg

Ala

g88
Gly

aag
Lys
120

aca

Thr

ggg
Gly

acg
Thr

cta
Leu

tge

Cys

gce.

Ala
105

tcce
Ser

acc
Thr

ggt
Gly

caa

Gln

gcg
Ala

cag

Gln
90

aag

Lys

gteg
Val

atc
Ile

aag
Lys

29

gtg
Val

get
Ala
75

ttg

Leu

gag
Glu

tgg
Trp

atg
Met

aaa
Lys
155

act
Thr

aac
Asn

agce
Ser

cte
Leu
60

tcc
Ser

act

Thr

gic
Val

aag
Lys

gee
Ala
140

cca
Pro

cce
Pro

tcg
Ser

gee
Ala
45

gac
Asp

aag
Lys

cCa

Pro

cge
Arg

gac
Asp
125

aaa
Lys

get
Ala

tgt
Cys

ctg
Leu
30

tca
Ser

gee
Ala

gtc
Val

ccc

Pro

agce

Ser

110

ctc

Leu

aat
Asn

CgcC
Arg

agc
Ser
15

ttg

Leu

cag
Gln

cat
His

agce

Ser

cat

His
95
ttg

Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cte
Leu

ccc
Pro

cga
Arg

agg
Arg

tat
Tyr

gea
Ala
80

tct

Ser

tce
Ser

gaa
Glu

gtg
Val

atc
Ile
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



gtt
Val

gac
Asp

ttc
Phe

gcg
Ala

gac
Asp
225

cag
Gln

act
Thr

acc tgc
Cys

Thr

atg
Met

get
Ala
305

gta
Val

tac

Tyr

att
Ile

cag
Gln

gaa
Glu

cct

Pro

aca
Thr

tac
Tyr
195
aag
Lys

210

tca
Ser

gee
Ala

gag
Glu

ggt

acc
Thr

tgc
Cys

aga
Arg

get
Gly
275

aac

Gly Asn
290

BCg Egg
Ala Gly

gtc atc

Val

Ile

gac
Asp

caa
Gln
180

tcc
Ser

aag
Lys

gtc
Val

tce
Ser

ctt

Leu
260

tac
Tyr

acc
Thr

ata
Ile

tca
Ser

ctc
Leu
165

aag
Lys

cct
Pro

gac
Asp

act
Thr

ctg
Leu
245

tac
Tyr

aga
Arg

atc
Ile

gtt
Val

gaa
Glu
325

ggc
Gly

ctt
Leu

gece
Ala

cee
Pro

gag
Glu
230

cce
Pro

gta
Val

cgt
Arg

aca
Thr

gCg
Ala
310

agce
Ser
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gtc
Val

-cct

Pro

caa
Gln

atg
Met
215

aga
Arg

gag
Glu

gga
Gly

tgc
Cys

tge
Cys
295

cce
Pro

cag
Gln

cge
Arg

cag
Gln

cgg
Arg
200
ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

g8g
Gly

cge
Arg
280

tat

Tyr

aca
Thr

24244
Gly

gtc
Val

gcg
Ala
185

gtg
Val

ttt
Phe

atc
Ile

gee
Ala

cce
Pro
265

gc
Al

gt
Va

at
Me

ac
Th

tgec
Cys
170

gta
Val

gag
Glu

tcg
Ser

ageg
Arg

Cgc
Arg
250

atg

Met

c agc
a Ser

g aaa
1 Lys

g ctg
t Leu

t gag
r Glu
330

30

gag
Glu

atg
Met

tat
Tyr

tat
Tyr

acc
Thr
235

act
Thr

ttc
Phe

24:4:4
Gly

gee
Ala

gta
Val
315

gag
Glu

aaa
Lys

gga
Gly

cte
Leu

gat
Asp
220

gag
Glu

gce
Ala

aac
Asn

gtg
Val

cta
Leu
300

tgc

Cys

gac
Asp

atg
Met

get
Ala

ttg
Leu
205
acc
Thr

gag
Glu

ata
Ile

age
Ser

cta
Leu
285

gCg
Ala

ggc
Gly

gag
Glu

gee
Ala

tce
Ser
190

aaa
Lys

cga
Arg

tce
Ser

cac
His

aag
Lys
270

acc
Thr

gee
Ala

gat
Asp

Cgg
Arg

ctc
Leu
175

tat
Tyr

gca
Ala

tge
Cys

ata
Ile

teg
Ser
255

get
Gly

act
Thr

tgce
Cys

gac
Asp

aac
Asn
335

tat
Tyr

ggc
Gly

tgg
Trp

ttc
Phe

tac
Tyr
240

ctg
Leu

caa
Gln

agce
Ser

aag
Lys

cta
Leu
320

ctg
Leu

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



aga
Arg

cce
Pro

aat
Asn

acc
Thr
385

aga

Arg

cca
Pro

ctc
Leu

gga
Gly
agsg
Arg
465
gaa

Glu

ctc
Leu

gee
Ala

ccce
Pro

gtg
Val
370

aga
Arg

cac
His

acc
Thr

atg
Met

tca

Ser
450

tta

Leu

ctg
Leu

agg
Arg

ttc
Phe

aga
Arg
355

tct
Ser

gac
Asp

tcc
Ser

ata
Ile

gtc
Val
435
gta
Val

cac
His

acg
Thr

gtg
Val

acg
Thr
340

ccg

Pro

gtg
Val

cCca
Pro

cct
Pro

teg
Trp
420

caa

Gln

tac

Tyr

[24:4°4
Gly

Cgg
Arg

tgg
Trp
500

gag
Glu

gaa
Glu

gCg
Ala

acc
Thr

atc
Ile
405

gtt

Val

gac

Asp

tcc

Ser

ctt
Leu

gtg
Val
485

aag
Lys

gee
Ala

tat
Tyr

ttg
Leu

act
Thr
390

aat
Asn

cge
Arg

acc
Thr

gte

Val

gac
Asp
470

get
Ala

agt
Ser

ES 2360 808 T3

atg
Met

gac
Asp

ggce
Gly
375

cca
Pro

tca
Ser

atg
Met

ctg
Leu
aat

A§n
455

gce
Ala

tca
Ser

cgg
Arg

acc
Thr

ctg
Leu
360

ceg
Pro

ctc
Leu

tgg
Trp

gtc
Val

gac
Asp
440

agg
Arg
345

gag
Glu

Cgg
Arg

gec
Ala

ctg
Leu

cta
Leu
425

cag
Gln

tac
Tyr

cta
Leu

ggc
Gly

(63:4:4
Arg

gga
Gly
410

atg
Met

aac
Asn

cct ttg gac

tct
‘Ser

ata
Ile

cgc
Arg

get
Ala
395

aac
Asn

aca

Thr

ctc
Leu

ctt

Pro Leu Asp Leu

ttt
Phe

gee
Ala

get
Ala

tct

atg

Ser Met

ctc

aga

Leu Arg

Cgce

490

geca

Arg Ala

505

31

cac

gee
Ala

aca
Thr

cge
Arg
380

cct
Pro

tcc
Ser
365

aga
Arg

cct

350
tgt

Cys

tac
Tyr

gee tgg gaa
Ala Trp Glu

atc atc
Ile Ile

cac tte
His Phe

aac ttt
Asn Phe

445

cca gcc

cag
Gln

tte
Phe
430

gag
Glu

ata

ggt gat
Pro Gly Asp

tcc tca
Ser Ser

tac ctg
Tyr Leu

aca

Thr

tat
Tyr
415

tcc
Ser

atg
Met

att

gtt
Val
400

get
Ala

att
Ile

tat
Tyr

gag

Pro Ala Ile Ile Glu

460

aca

His Thr

475

aaa
Lys

gtc

ctt
Leu

agg

Val Arg

tac tct
Tyr Ser

888 £CB
Gly Ala

gecg tcce
Ala Ser

cac
His

cca
Pro

cac
His

480

495

510

ctc
Leu

cce
Pro

atc
Ile

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



10

ttt cac
Phe His

ctc cta
Leu Leu

<210> 3

<211> 591

gga
Gly
515

aag

tta
Leu

age
Ser

ctt
Leu

<212> PRT

1:4:4:4

gtg
Val

ttc
Phe
580

aaa
Lys

aag

agt
Ser

tcg
Ser
565

gta
Val

gcg
Ala

ctc

S Leu

tgg
Trp
550

cge
Arg

gee
Gly

<213> Virus de la hepatitis C

<220>

<223> proteina NS5B de JFH1

<400> 3

gee
Ala

aaa
| S
LYS

535
ttc

Phe

gee
Ala

gta
Val

ES 2360 808 T3

gtt
Val
520

ctc
1

acc
Thr

cga
Arg

ggce
Gly

tge
Cys

act

-3
"

gtc
Val

cce
Pro

cte
Leu
585

ggc

2447
Gly

cge
Arg
570

ttc
Phe

gee
Ala
555

“tca

Ser

cta
Leu

Ser Met Ser Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Leu

1

5

10

Glu Glu Glu Lys Leu Pro Ile Asn Pro Leu

Tyr Hi

Ala Ly

5

Asp Se
65

Arg Le

s Asn Lys

s Lys Val

0

r

u

35

Val Leu

Leu Thr

20

Val

Thr

Lys

Leu

85

70

Tyr Cys

55

Asp Ile

Glu Glu

25

Thr Thr Ser

40

Lys Leu

Ala Cys

32

Phe Asp Arg Thr Gln

Ala

Gln
90

tta
Leu

ctc
Leu

Ile

Ser

Lys

Val

Ala

75

Leu

ctc
Leu
525

gag

nNl..
Uiy

ggg
Gly

ctc
Leu

CCC
Pro

Thr

Asn Ser Leu
30

Ser Ala Ser

Leu Asp Ala

60

Ser

Thr

ttc aat
Phe Asn

geg cgc

>
|

gge gac
Gly Asp

ttc gge
Phe Gly
575

gcet cge
Ala Arg
590

tgg ”i584

Trp
cta 1632
Leu
att 1680
Ile
560
cta 1728
Leu
1773

Pro Cys Ser Pro

45

Lys Val

Pro Pro

© 15

Leu Arg

Gln Arg

His Tyr

Ser Ala

80

His Ser
95



Ala Arg
Cly Arg

Asp Pro
130

Phe Cys
145

Val Tyr
Asp Ile
Phe Gln

Ala Glu
210

Asp Ser
225

Gln Ala

Thr Glu
Thr Cys

Met Gly
290

Ser

Ala
115

Gln
Val
?ro
Thr

Tyr
195

Lys
Thr

Cys

Arg

Gly
275

Asn

Lys
100

Val

Thr

Asp

Asp

Gln

180

Ser

LyS

Val

Ser

Leu
260

Tyr

Tyr

Asn

Pro

Pro

Leu

165

Lys

Pro

Asp

Thr

Leu
245

Tyr

Arg

Gly

His

Ile

Ala

150

Gly

Leu

Ala

Pro

Glu
230

Pro

Val

Arg

Thr Ile Thr

ES 2360 808 T3

Phe Gly Ala Lys

Ile

Pro

135

Lys

Val

Pro

Gln

Met
215

Arg

Glu

Gly

Cys

Cys
295

105

Lys Ser
120

Thr Thr
Gly Gly
Arg Val

Gln Ala
185

Arg Val
200

Gly Phe
Asp Ile

Glu Ala

Gly Pro
265

Arg Ala
280

Tyr Val

Val

Ile

Lys

Cys

170

Val

Glu

Ser

Arg

Arg
250

Met

Ser

Lys

Glu Val

Trp Lys

Met Ala
140

Lys Pro
155

Glu Lys

Met Gly

Tyr Leu

Tyr Asp
220

Thr Glu
235

Thr Ala

Phe Asnh

Gly Val

Ala Leu
300

Arg Ser Leu
110

Asp Leu Leu
125

Lys Asn Glu

Ala Arg Leu

Met Ala Leu
175

Ala Ser Tyr
190

Leu Lys Ala
205

Thr Arg Cys

Glu Ser Ile

Ile His Ser
255

Ser Lys Gly
270

Leu Thr Thr
285

Ala Ala Cys

Ser

Glu

Val

Ile

160

Tyr

Gly

Trp

Phe

Tyr

240

Leu

Gln

Ser

Lys

Ala Ala Gly Ile Val Ala Pro Thr Met Leu Val Cys Gly Asp Asp Leu
315

305

310

33

320



Val

Arg

Pro

Asn

Thr

385

Arg

Pro

Leu

Gly

Arg

465

Glu

Val

Ala

Pro

Val

370

Arg

His

Thr

Met

Ser

450

Leu

Leu

Ile

Phe

Arg

355

Ser

Asp

Ser

Ile

Val

435

Val

His

Thr

Ser Glu
325

Thr Glu
340

Pro Glu
Val Ala

Pro Thr

Pro Ile
405

Trp Val
420

Gln Asp
Tyr Ser

Gly Leu

Arg Val
485

Ser

Ala

Tyr

Leu

Thr

390

Asn

Arg

Thr

Val

Asp
470

Ala

ES 2360 808 T3

Gln Gly Thr

Met

Gly

375

Pro

Ser

Met

Leu

Asn
455

Ala

Ser

Thr

Leu

360

Pro

Leu

Trp

Val

Asp

440

Pro

Phe

Ala

Arg

345

Glu

Arg

Ala

Leu

Leu

425

Gln

Leu

Ser

Leu

34

Glu

330

Tyr

Leu

Gly

Arg

Gly

410

Met

Asn

Asp

Met

Arg

Glu

Ser

Ile

Arg

Ala

395

Asn

Thr

Leu

Leu

His

475

Lys

490

Asp

Ala

Thr

Arg

380

Ala

Ile

His

Asn

Pro

460

Thr

Leu

Glu

Pro

Ser

365

Arg

Trp

Ile

Phe

Phe

445

Ala

Tyr

Gly

Arg Asn
335

Pro Gly
350

Cys Ser

Tyr Tyr

Glu Thr

Gln Tyr

415

Phe Ser
430
Glu Met

Ile Ile

Ser His

Ala Pro
495

Leu

Asp

Ser

Leu

Val

400

Ala

Ile

Tyr

Glu

His

480

Pro



ES 2360 808 T3

Leu Arg Val Trp Lys Ser Arg Ala Arg Ala Val Arg Ala Ser Leu Ile
500 505 510

Ser Arg Gly Gly Lys Ala Ala Val Cys Gly Arg Tyr Leu Phe Asn Trp
515 520 _ 525

Ala Val Lys Thr Lys Leu Lys Leu Thr Pro Leu Pro Glu Ala Arg Leu
530 535 540

Leu Asp Leu Ser Ser Trp Phe Thr Val Gly Ala Gly Gly Gly Asp Ile
545 550 555 560

Phe His Ser Val Ser Arg Ala Arg Pro Arg Ser Leu Leu Phe Gly Leu
565 570 575

Leu Leu Leu Phe Val Gly Val Gly Leu Phe Leu Leu Pro Ala Arg
580 585 590
<210> 4
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial:

Péptido sintético disefiado sobre la base del fragmento de E2 de JFH1

<400> 4
Gly Thr Thr Thr Val Gly Gly Ala Val Ala Arg Ser Thr Asn
1 5 10
<210> 5
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:

Péptido sintético disefiado en base al fragmento de E2 de JFH1

<400> 5

Cys Asp Leu Glu Asp Arg Asp Arg Ser Gln Leu Ser Pro Leu
1 5 10

<210> 6

35



10

15

20

25

30

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

ES 2360 808 T3

17
ADN

Secuencia artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador (R6-130-S17)
6

cgggagagcc atagtgg 17

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

7
19
ADN

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: cebador (R6-290-R19)
7

agtaccacaa ggcctttcg 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

8
21
ADN

Secuencia Atrtificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: sonda TagMan (R6-148-S21FT)
8

ctgcggaacc ggtgagtaca ¢ 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
JFH-1)

<400>

9
9707
ARN

Homo sapiens

ARN gendmico del virus de la hepatitis C de longitud completa derivado de la cepa JFH1 (clon

9

36



gaauucuaau
cacuccccug
gagugucgua
ggugaguaca
cceggecauu
gccuuguggu
caccaugagc
agaagacguu
caggggcccece
ugggagacge
aggucgeccce
cccececgagge
ggguaaaguc
cguaggcgcece
ggacgggguu
ggcecuguug
cagcuacaug
gguucuccac
ggugccaguc
gacgcacauc
ccucugugge
guuugugcaa
augggacaug
cguccccgag
ggcecuacuuc
uggggugegac
ugceggegug
uuggcacauc
ggcecuuguuc
ccgcaacauc
caauccagag
cccegegagg
cacgaccgac
ccuacugaac
cacugguuuc
cagcacggac
uaaguguggu
cuggcauuac
gguugagcac
ggacagggac
gcecugeace

acgacucacu
ugaggaacua
cagccuccag
ccggaauuge
ugggcgugece
acugccugau
acaaauccua
aaguucccgg
agguugggug
cagcccaucce
uggceccuau
ucucgecececu
aucgacacce
ccgcuuagug
aauuaugcaa
uccugcauca
gugaccaaug
guccccgggu
ucgccaaaca
gauaugguug
ggggugaugce
gaaugcaauu
augaugaacu
gucaucauag
ucuaugcagg
gegggeaccea
uucagccaug
aaccguacug
uacaccaacc
gaggcuuuce
gauaugaggce
ucugugugug
agacguggag
agcacccgac
accaagacuu
uuguugugce
ucugggcccu
cccugcacag
aggeucacgg
aggagucagc
uacucagacu
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auagaccugc
cugucuucac
gceceeececu
cgggaagacu
cccgcaagac
agggcecgeuug
aaccucaaag
gcggeggeea
ugcgecacgac
ccaaagaucg
augggaauga
ccuggggecce
uaacgugugg
gegeecgeeag
cagggaaccu
ccguuccggu
acugcuccaa
gcguccegug
Uggcugugcecg
ugauguccge
ucgcggeeca
gcuccaucua
ggucgeccac
acaucguuag
gagcguggece
ccaccguugg
gceccucagcea
ccuugaauug
gcuuuaacuc
ggauagggug
cguacugcug
gcccagugua
ugcccaccua
cgecgeagesg
guggcegegee
cuacggauug
ggcucacacc
ucaauuuuac
ccgcaugcaa
ugucuccucu
uacccgeuuu

cccuaauagg
gcagaaagceg
cccgggagag
ggguccuuuc
ugcuagecga
cgagugecece
aaaaaccaaa
gaucguuggc
aaggaaaacu
gcgeuccacu
gggacucggc
cacugacccc
cuuugccgac
agcugucgeg
acccgguuuc
cucugcugece
ugacagcauc
cgagagagug
gcagcecggu
caccuucugce
gguguucauc
cccuggeace
ggccaccaug
cggggeucac
gaaggucauu
aggegecuguu
gaacauucag
caaugacucc
gucagggugu
gggcacccua
gcacuaccec
cuguuucacc
cacaugggga
cucaugguuc
accuugccege
uuuuvaggaag
aaagugccug
caucuucaag
cuucacucgu
guugcacucu
gucaacuggu

37

ggcgacacuc
ccuagccaug
ccauaguggu
uuggauaaac
guagcguugg
gggaggucuc
agaaacacca
ggaguauacu
ucggagcggu
ggcaaggccu
ugggcaggau
cggcauaggu
cucauggggu
cacggecguga
cccuuuucua
caggugaaga
acuuggcage
gggaauacgu
gceccucacge
ucugcucucu
gucucgecge
aucacuggac
auccuggcegu
uggggcguca
gucauccuuc
gcacguucca
cucauuaaca
uugaacaccg
ccagggegece
caguacgagg
ccaaagccgu
cccagecceg
gagaaugaga
ggecugcacgu
accagagcug
cauccugaug
guccacuacc
avaagaaugu
ggggaucgcu
accacggaau
cuucuccacc

cgccaugaau
gcguuaguau
cugcggaacce
ccacucuaug
guugcgaaag
guagaccgug
accgucgece
uguugccgeg
cccagecacg
ggggaaaace
ggcuccuguc
cgcgcaacgu
acaucccegu
gaguccugga
ucuucuugcu
auaccaguag
ucgaggcugce
cacgguguug
agggucugceg
acguggggga
aguaccacug
accgcaugge
acgugaugceg
uguucggeuu
ugcuggecge
ccaacgugau
ccaacggcag
gcuuucucge
uguccgecug
auaaugucac
guggecguagu
uaguaguggg
cagaugucuu
ggaugaacuc
acuucaacgce
ccacuuauau
cuuacagacu
auguagegesg
gegacuugga
gggecauccu
uucaccagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



caucguggac
augggagugeg
guggaugcuc
cgcugecgagu
uuggcacauc
cuucugccua
cggacagaua
uaagacccuc
caugauucag
ggccgucacu
gcuugggeecu
ucacgecucug
gguggcgeua
uaugucggac
cuucaguccg
cauucuacau
ugauggcuac
aacacgaggce
ggccggggaa
ggggguuuug
uccggucacg
ugggaccaag
gaacgcugau
gagacccauu
cgucguuggg
cauccccguu
gccaceggeu
aaagagcacc
ccccucggua
ucccaacauu
auvauggcaaa
cgaugaaugc
agcagagaca
gacaacccce
cuaugggagg
cucaaagaaa
ggcauacuau
cgccaccgac
uguagcgguc
gacuguccca
acagggcacu
agugcuuugu
caccgucagg
ugaauuuugg
aacaaagcaa
cagagccaag

guacaauaca
gugguacucu
aucuuguugg
gcggecuaacu
aggeeucgge
cugcucaugg
ggcguggguu
cucggccagu
gaguggguac
auauucugcc
gcuuaccucu
auaaggguau
uuggcccuug
ugggcegeua
auggagaaga
ggacuucccg
accuccaagg
cuccugggceg
guccaaaucc
uggacuguuu
cagauguacu
ucuuuggagc
gucaucccgg
ucgaccuuga
cucuuccgag
gagacacucg
gugccccaga
aaggucccug
gcugeccacce
aggacuggag
uuucucgecg
cacgcugugg
geccgegguca
caucccgaua
gcgauucecec
aagugugacg
agaggguugg
gcccucauga
acccaagcug
caagacgcug
uauagguaug
gagugcuacg
cuuagagcgu
gaggcaguuu
gcgeggegaga
gceceuccce
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uguauggccu
uauuccugeu
gccaggeega
gcecauggecu
ugguccccuu
cacugccecg
uguugauauu
gucuguggug
cacccaugca
cggguguggu
uaagggeege
gcgeuuuggu
gcagguggac
geggeeugeg
aggucaucgu
uguccgeeceg
gguggaagcu
ccauaguggu
uguccacagu
accacggagce
cgagugcuga
cgugcaagug
cucggagacg
agggguccuc
cagcugugug
acguuguuac
ccuaucaggu
ucgcguauge
ugggguuugg
ucaggaccgu
auggegggcug
augcuaccuc
gacuaacugu
uagaagaggu
uauccugcau
agcucgegge
acgucuccau
cgggguacac
ucgacuucag
ucucacgcag
uuuccacugg
acgcaggggce
auuucaacac
ucaccggecu
acuucgcgua
cguccuggga

cucaccugcu
cuuagcggac
agcagcauug
ccuavauuuu
gaccaccuau
gcaggcuuau
gaucacccuc
guugugcuau
ggugegegge
guuugacauu
uuugacacau
gaagcagcuc
uggcaccuac
cgacuuagcg
cuggggageg
acucggecag
ccuugcucce
gaguaugacg
cucucagucc
uggcaacaag
gggggacuug
uggagccguc
cggggacaag
gggegeeecyg
cucucgggge
aaggucucce
cggguacuug
cgcceagegeg
ggcguaccua
gaugaccgegg
cgeuagegge
cauucucgge
geuggcuacg
aggceucgeg
Caagggagesg
ggeceuuegg
aauaccagcu
uggagacuuu
ccuggaccece
ucagcgecege
ugaacgagce
ugcgugguac
geceggecua
cacacacaua
ccuaguagcec
cgccaugugg

38

aucacaaaau
gccagagucuy
gagaaguugg
gceaucuucu
ugccucacug
gccuaugacg
uucacacuca
cuccugacce
ggccgegaug
accaaauggce
gugceguacuy
gcgeggggua
aucuaugacc
gucgcecgugg
gagacggcug
gagauccucc
aucacugcuu
gggcgugaca
uuccucggaa
acucuagccg
guaggecugge
gaccuauauc
cggggagcecau
gugcucugee
guggccaaau
acuuucagug
caugcuccaa
uacaaaguac
uccaaggcac
gaggccauca
gccuaugaca
aucggaacgg
gccacaccee
cgggagggug
agacaccuga
ggcaugggcu
cagggagaug
gacuccguga
accuucacua
gggcgeacag
ucaggaaugu
gaucucacac
ccegugugue
gacgcccacu
uaccaagcua
aagugccugg

acgucguucg
gegecugeuu
ucgucuugca
ucguggcagce
gccuauggee
caccugugca
ccceggggua
ugggggaage
gcaucgcgug
uuuuggeguu
ucgucagagc
gguauguuca
accucacacc
aacccaucau
caugugggga
ucggcccage
augcccagca
ggacagaaca
caaccaucuc
gcuuacgggsg
ccageccecee
uggucacgeg
ugcucuccee
cuaggggcca
ccaucgauuu
acaacagcac
cuggcagugg
uagugcuuaa
auggcaucaa
cguacuccac
ucaucauaug
uccuugauca
ccgggucagu
agauccccuu
uuuucugcca
ugaaugccgu
ugguggucgu
ucgacugcaa
uaaccacaca
guagaggaag
uugacagugu
cagcggagac
aagaccaucu
uccucuccca
cggugugegce
cccgacucaa

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



gccuacgeuu
cacccucaca
caugaccagc
ggcgacugga
gccggauvaag
ggcucucauc
gcugcagceag
caaaguggaa
cgcaggauug
cgececucace
guuagcgucc
gggggeugcee
uggugcgeec
uauggaagau
ggucaucugc
gaugaacagg
gacggagucg
ccuacucaga
cuggcuccge
gaccucuaaa
caagggugug
cucuggcaau
cuggcageegs
cacgaacuac
gcaugggucg
acuaccuucu
cacaccaaag
ugucgggucc
aacagauccg
uccaucugag
caccacccac
cgguguggcu
ggccgaggaa
cggguuucca
aucguggagg
caagaaggcc
cauvaucagaa
ugaugcaggc
ugagccggcec
uggagauccg
gguagcucce
cgugugcuge
agaggaaaag
guacuguaca
gcaagugcuc
ggucagcgea

gcgggcecea
cacccuggga
acgugggucce
ugcguuucca
gagguccugu
gaagagggec
gccucuaagce
caauuuuggg
ucaacacugc
aguccguugu
cagaucgcac
gugggcagca
auuucggegee
gucaucaauc
gecggecauuc
cuuauugccu
gaugcgucge
agacuccaca
gacgugugegg
uuguucccca
uggegccggea
guccgeccugg
accuuuccua
aagaccgcca
uacuccuaug
ccagaguuuu
ccguuuﬁhcc
cagcuucccu
ccccacauca
gcgagcuccu
agcaacaccu
cagacagagc
gagagcgace
cgggccuuac
aggccagauu
ccgacgeccuc
gcccuccage
ucguccacgg
cccucagaga
gaccuggagu
gguucgggceu
uccaugucau
uugccaauca
acaucaaaga
gacgcccauu
aggcuccuca
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caccucuccu
cgaaguacau
uagcuggagg
ucaucggccg
augaggcuuu
agcggauagce
aggcccagga
ccagacacau
cagggaaccce
cgaccaguac
caccegeggg
uaggccugegsg
cccucgucge
uacugccugg
ugcgecgecea
uugcuuccag
agcgugugac
auuggauaac
acuggguuug
agcugcecgg
cuggcaucau

.gcucuaugag

ucaauugcua
ucuggagggu
uaacaggacu
ucuccugggu
gggaugaggu
gugaaccuga
cggeggagac
cagugagcca
augacgugga
cugaguccag
uugageccuc
cggeuuggge
accaaccgcc
ccccaaggag
aacuggccau
gggeggeege
cagguuccgce
cugaucaggu
cggggucuug
acuccuggac
acccuuugag
gcgecucaca
augacucagu
ccuuggagga

guaccguuug
cgccacauge
aguccuggca
cuugcacguc
ugaugagaug
cgagauguug
cauacaaccc
guggaacuuc
cgegguggeu
caccauccuu
ggccaccgge
uaaggugcug
auucaagauc
gauccugucu
cgugggaccg
aggaaaccac
ccaacuacuu
ugaggacugc
caccaucuug
ccuccecuuc
gaccacgege
gaucacaggg
cacggagggc
ggeggeecucg
gaccacugac
ggacggugug
cucguucugc
gcecgacgea
ugcggegegs
gcuaucagca
cauggucgau
ggugcccguu
aauaccaucg
acggccugac
caccguugecu
acgccggaca
caagaccuuu
cgecgaauce
cuccucuaug
agagcuucaa
gucuacuuge
cggggcucua
uaacucgcug
gagggcuaaa
cuuaaaggac

ggcgugecag
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ggceccuauua
augcaagcug
gcegucgeceg
aaccagcgag
gaggaaugceg
aaguccaaga
gcuaugcagg
auuagcggca
uccaugaugg
cucaacauca
uuugucguca
guggacaucc
augucuggceg
ccgggagece
EE8EBaggece
gucgccccua
ggcucucuua
cccaucccau
acagacuuca
aucucuuguc
ugecccuugeg
ccuaaaaccu
cagugcgcege
gaguacgcegg
aaucugaaaa
cagauccaua
guugggcuua
gacguauuga
cgecuuggcac
ccgucgcuge
gccaaccuge
cuggacuuuc
gagugcaugc
uacaacccge
gguugugcuc
gugggucuga
ggeeagecece
ggcgguccega
cceceeceucg
ccuccececece
uccgaggageg
auaacucccu
uugcgauacce
aagguaacuu
aucaagcuag
uugacuccac

ccaaugaggu
accuugaggu
cauauugccu
ucgucguuge
ccucuagggc
uccaaggcuu
cuucauggcc
uccaauaccu
cauucagugc
ugggaggeug
guggeccuggu
uggcaggaua
agaagcccuc
UggUgBUEEE
cgguccaaug
cucacuacgu
cuauaaccag
gcuccggauc
aaaauuggcu
aaaaggggua
gcgecaacau

gcaugaacac

cgaaacccce
aggugacgca
uuccuugcca
gguuugcacc
auuccuaugc
gguccaugcu
ggggaucacc
gggccaccug
ucauggaggeg
ucgagccaau
uccccaggag
cgcucgugga
uccceceecce
gcgagagcac
ccucgagcgsg
cguccececugg
agggggagcece
agggegeees
acgauaccac
guagccecga
auaacaaggu
uugacaggac
cggcuuccaa
cccauucuge

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980



aagauccaag
ccacaucaag
caucauggcc
ucgeccucauc
cauuacacaa
ugcccaacgg
uucguaugau
guccauauac
ugagagacuu
acguugccge
gaaagcccua
cgaugaccua
agccuucacg
auaugaccug
gggecegeege
ggaaacaguu
aaccauaugg
cacccuggac
ggaccuucca
cucucaccac
cagggugugg
agcggeeguu
uccauugccg
gggegacauu
ccuacuuuuc
gguacacucc
uuuuuuuucuy
ucuuggugge
gacugcagag

<210> 10

<211> 3748
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 10

uauggauucg
uccgugugga
aaaaaugagg
guuuacccug
aagcuuccuc
guggaguauc
acccgaugcu
caggccugcu
uacguaggag
gcecagegggs
geggeecugea
guagucaucu
gaggccauga
gagcuaauaa
agauvacuacc
agacacuccc
guucgcaugg
cagaaccuca
gccauaauug
gaacugacgc
aagagucggg
ugcggecgau
gaggcgegece
uuucacagcg
guagggguag
auagcuaacu
uuuuuuuuyy
uccaucuuag
agugccguaa

Virus de la hepatitis C
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gggccaagga
aggaccuccu
uguucugcgu
accucggegu
aggcgguaau
ucuugaaagc
ucgacucaac
cccugeecga
ggcccauguu
ugcuaaccac
aggcugeggeg
cagaaagcca
ccagguacuc
cauccuguuc
ugaccagaga
cuaucaauuc
uccuaaugac
acuuugagau
agagguuaca
ggguggcuuc
cucgegcagu
aucucuucaa
uacuggacuu
ugucgegege
gccucuuccu
guuccuuuuu
uuucccucuu
cccuagucac
cuggucucuc

gguccgeage
ggaagaccca
ggaccccgec
ccgggucuge
gggagcuucc
augggcggaa
cgucacugag
ggaggeeege
Caacagcaag
uagcaugggu
gauaguugcg
ggggacugag
ugccecuccu
cucaaaugug
cccaaccacu
auggcuggga
acacuucuuc
guauggauca
cgggeuugac
agcccucaga
cagggcguce
uugggcggug
auccaguugg
ccgacceege
acuccccgcu
uuuuuuuuuu
ucuucccuuc
ggcuagcugu
ugcagaucau
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uuguccggga
caaacaccaa
aaggggggua
gagaaaaugg
uauggcuucce
aagaaggacc
agagacauca
acugccauac
ggucaaaccu
aacaccauca
cccacaauge
gaggacgagc
ggugauccec
ucuguggcgu
ccacucgeee
aacaucaucc
uccauucuca
guauacuccg
gccuuuucua
aaacuugggg
cucaucucce
aagaccaagc
uucaccguceg
ucauuacucu
cgguagagceg
uuuuuuuuuy
ucaucuuauu
gaaagguccg
gucuaga

geggceguuaa
uucccacaac
agaaaccagc
cccucuauga
aguacuccce
ccauggguuu
ggaccgagga
acucgcugac
gcgguuacag
caugcuaugu
ugguaugcgg
ggaaccugag
ccagaccgga
ugggcecgeg
gggcugeeug
aguaugcucc
ugguccaaga
ugaauccuuu
ugcacacaua
cgcecaceccu
guggagggaa
ucaaacucac
gegeeggegg
ucggccuacu
gcacacacua
uuuuuyuTy
cuacuuucuu
ugagccgeau

Secuencia de ARN gendmico que comprende la region de 5’ UTR a NS3 de la cepa TH1
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8100
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8220
8280
8340
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8820
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9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
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gcecageccecce
tcttcacgea
ccceectece
gacgaccggg
gcgagactge

gtgettgega
ctcaaagaaa
gtggecagat
gcgecgactag
aggatcgcecg
gcaacgagge
ggggecccaa
catgcggett
ctgccaggge
ggaatctgce
tcccagette
gctccaactce
tgceetgtgt
cggccaggaa
gegeggetge
tcteccagtt
caatctatcc
cacctacaac
tggtgegcgeg
actgggctaa
tgacggeges
cgtctcagaa
tgaactgcaa
tcaacgecgtc
aggggtatgg
ggcactacgc
actgcttcac
ataattgggg
gcaactggtt
cccegtgeaa
tccggaaaca
ggtgcatggt
tctttaaggt
ggacccgagg
tgctgtcaac
ccactggttt
ggtcggeggt
tggcagacge
ccgecttaga
tctetticet

gattgggggc
gaaagcgtct
gggagageca
tcctttettg
tagccgagta

gtgceceegge
aaccaaacgt
cgttggtgga
gaagacttcc
acccgagggc
catggggtes
tgacccecegg
cgcecgacctce
cttggecgeat
cggttgetet
cgcttatgaa
gagcattgtg
tcgggagaac
cgeccagegtce
tttctgetec
gttcacctte
cggecacgta
agccctactg
ggecccactgg
ggttttgatt
gtcggaagcce
gatccagcte
tgactecctce
cggatgtcca
tcccatcact
gecctcgacceg
cccaagccct
ggcgaatgag
cggctgecaca
catcgggegs
cccegaggee
cgactaccca
taggatgtac
agagecgttgt
aacagagtgg
gatccatctc
tgtctectat
gegegtetge
gaacctggtg
tgtgttctte
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gacactccac
agccatggeg
tagtggtcetg
gatcaacccg
gtgttgeggtce

aggtctcgta
aacaccaacc
gtttacctgt
gagcggtcge
agggectggg
gcaggatgge
cgcaggtege
atggggtaca
ggcgtcegeg
ttctctatct
gtgecgcaacg
tacgagacag
aactcctcce
cccaccacga
gctatgtacg
tcgeetegee
tcaggtcacc
gtatcgcagt
ggagtcctgg
gtgctgectac
agaggggcct
ataaatacca
cacactgggt
gagcgcatgg
tatgctgage
tgtggtatca
gttgtggteg
acggacgtge
tggatgaatg
ggeggeaaca
acctacacca
tacaggctct
gtgggaggtg
aacttagagg
caggtgctac
caccagaaca
gcaatcaaat
gectgettgt
gtcctcaatg
tgtgeegett

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgect
gcgaaaggcee

gaccgtgcac
gcecgeccaca
tgcegegeag
aacctcgtgg
ctcagcccegg
tcectgtcace
gtaatttggg
ttcegetegt
ttctggagga
tcctettgge
tgtecgggst
gggacatgat
getgetgege
caatacggceg
tggggegatct
ggcatgagac
gcatggcecttg
tactccggat
cgggeettge
tctttgecgg
ctggcttage
acggcagttg
ttettgeege
ccagctgeeg
cctceeccte
taccegegte
ggacgaccgé
tgtatctcaa
gcaccgggtt
acaacacctt
aatgtggttc
ggcactaccce
tggagcacag
acagggatag
cttgttectt
tcgtggacgt
gggaatatgt
ggatgatgct
cggegteecet
ggtacatcaa
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tccectgtga
tgtcgtgecag
gagtacaccg
ggagattitgg
ttgtggtact

catgagcacg
ggacgtcaag
gggcccecagg
aaggcgacaa
gtacccttgg
ccgtggcetee
taaagtcatc
cggecgetecee
cggegtgaac
tctgetgtee
gtaccatgtc
tatgcacacc
agcegctcact
ccacgtcgat
ctgeggatct
agtgcaggac
ggatatgatg
cccacaagcece
ctactattce
cgttgatggg
aaacctcttt
gcacatcaat
gctattctac
ccccattgaa
ggaccagagg
gcaggtgtgt
tegeteeggt
caacacgcegg
caccaagacg
gacctgecce
gggacctigg
ctgcaccgtt
gctcaacgcece
atcagagctt
caccacccta
gcaatacctg
cttgttgetce
gctgatagcet
ggctggageg
gggcaggttg

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gegtgececcee
gcctgatagg

aatcctaaac
ttccegggesg
ttgggtgtge
cctatcecca
ccectetatg
cggectagtt
gataccctta
ttggggegceg
tatgcaacag
tgtctaacca
acgaacgact
cctgggtgeg
cccacgetceg
ttgctegttg
gttttcecteg
tgcaattgtt
atgaactggt
gtcgtggaca
atggegggga
gcgacctacg
tcatttgggg
agaactgcce
acacacaaat
gagttcgete
ccctattget
ggtccagtgt
gcccccacgt
ccgecgeaag
tgegggggece
acggactgtt
ttgacaccta
aactttacca
gcatgcaatt
ageccgetge
ccggetetgt
tacggtatag
ttccteetec
caagctgagg
catggcctte
atccecegggg
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10

cggegtatge
gagcatacgce
tggcattccet
tacaatattt
tccgggeees
ttgacatcac

taactagagt
ggaaagtcgce
gtacgtacgt
accttgcggt
ggggagcaga
gegegaggga
ttgceeccat
gcctcacagg
cgcaatcttt
gctcgaaaac
aggacctcgt
gcagcectcgga

<210> 11

<211> 11102
<212> ARN
<213>
<220>

<223>

tttttacgge
catggaccgg
gaccttgtca
tatcaccaga
ccgegatgee
caaactcttg

gecgtactte
tgggggtcat
ttacgaccat
ggcagttgag
caccgeggceg
gatatttectg
cacggcctat
ccgggacaag
cctggegace
tctagecegge
cggectggeag
cctttacttg

Homo sapiens
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gtatpggcege
gagatggetg
ccacactata
gccgaggece
atcatcctcc
ctcgecatge

gtgegegetce
tatgtccaaa
cttactccac
cccgtcatct
tgtgggeaca
ggaccggccg
tcccaacaga
aaccaggtcg
tgcgtcaacg
ccgaagggac
gcgecceececeg
gtcacgag

JFH-1) y de la cepa TH del VHC

<400> 11

accugccccu
cuucacgcag
cceceecucceg
aagacugggu
caagacugcu
cgcuugegag
ucaaagaaaa
cgcagguucu

tgectectact
catcgtgegg
aggcattcct
atttgcaagt
tcacatgege
tcggtecact

aagggctcat
tggcceteat
tgegggactg
tctctgacat
tcatctcgge
acaagatcag
cgcgaggect
agggggaggt
gegtgtgttg
caatcaccca
gggegegete

cctigetggeg
aggcgeggtt
cgccaagctc
gtggatccce
gatccatcca
catggtgctc

tcgtgcatge
gaagctggcee
ggcccacggg
ggagaccaaa
tctgeeegte
agagcagggg
actcggctge
tcaagtggtc
gactgtctac
aatgtacacc
cttaacacca

ttaccaccac
tttgtaggtce
atatggtggt
cccctcaacg
gaccttatct
caggctggca

atgttggtge
tcgetgacag
ggcctacgag
atcatcactt
tccgeccgaa
tggegactce
atcatcacta
tctaccgeaa
catggtgceeg
aatgtagacc
tgcacctgcg

aauaggggcg
aaagcgccua
ggagagccau
ccuuucuugg
agccgaguag
ugceccggga
accaaaagaa
ccggeegeuu

acacuccgece
gccauggegu
aguggucugc
auaaacccac
cguuggguug
ggucucguag
acaccaaccg
ggguggagag

augaaucacu

uaguaugagu
ggaaccggug
ucuaugcceg
cgaaaggccu
accgugcacc
ucgcccaaug
gcuauucggce

42

ccccugugag
gucguacagc
aguacaccgg
gcecauuuggg
ugugguacug
augagcacaa
auugaacaag
uaugacugeg

gaacuacugu
cuccaggccc
aauugccggg
cgugececeg
ccugauaggg
auccuaaacc
auggauugca
cacaacagac

2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3748

ARN gendmico del virus de la hepatitis C quimérico derivado de la cepa JFH1 del VHC (clon

120
180
240
300
360
420
480



aaucggecuge
ugucaagacc
guggcuggee
aagggacugg
uccugecgag
ggcuaccuge
ggaagccggu
cgaacuguuc
uggcgaugee
cuguggecegg
ugcugaagag
ucccgauucg
ccucucccuc
cguuugucua
aaccuggcecc
ugcaaggucu
caacgucugu
gcggccaaaa
uugugaguug
ggcugaagga
caugcuuuac
acgugguuuu
aaaaccaaac
aucguuggug
aggaagacuu
cgacccgagg
ggcauggggu
aaugaccccee
uucgecgace
gecuuggege
cccgguugcu
uccgcuuaug
ucgagcauug
guucgggaga
aacgccageg
gcuuucugeu
uuguucaccu
cceggecacg
acagcccuac
ggggeeccacu
aagguuuuga
gggucggaag
aagauccagc
aaugacucce

ucugaugccg
gaccuguccg
acgacgggceg
cugcuauugg
aaaguaucca
ccauucgacc
cuugucgauc
gccaggeuca
ugcuugccga
cugggugugg
cuuggcggecg
cagcgcaucg
ccecececceu
uauguuauuu
ugucuucuug
guugaauguc
agcgacccuu
gccacgugua
gauaguugug
ugcccagaag
auguguuuag
ccuuugaaaa
guaacaccaa
gaguuuaccu
ccgageggue
gcagggcecug
gggcaggaug
ggcgecagguc
ucauggggua
auggegucceg
cuuucucuau
aagugcgcaa
uguacgagac
acaacuccuc
uccccaccac
ccgecuaugua
ucucgccucg
uaucagguca
ugguaucgca
ggggaguccu
uugugcugcu
ccagagggsgce
ucauaaauac
uccacacugg
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ccguguuccg
gugcccugaa
uuccuugege
gcgaagugece
ucauggcuga
accaagcgaa
aggaugaucu
aggcgegeau
auaucauggu
cggaccgcua
aaugggcuga
ccuucuaucg
aacguuacug
uccaccauau
acgagcauuc
gugaaggaag
ugcaggcage
uaagauacac
gaaagaguca
guaccccauu
ucgagguuaa
acacgaugau
ccgecgeeca
gUUECCECEC
gcaaccucgu
ggcucageec
gcuccuguca
gcguaauuug
cauuccgcuc
gguucuggag
cuuccucuug
cguguccggg
aggggacaug
ccgeugeugg
gacaauacgg
cgugggggau
ccggecaugag
ccgcauggeu
guuacuccgg
ggcgggecuu
acucuuugcc
cucuggcuua
caacggcagu
guuucuugec

gcugucagcg
ugaacugcag
agcugugcuc
ggggcaggau
ugcaaugcgg
acaucgcauc
ggacgaagag
gceegacgge
ggaaaauggc
ucaggacaua
ccgecuuccuc
ccuucuugac
gccgaagecg
ugccgucuuu
cuaggggucu
caguuccucu
ggaaccccece
cugcaaagsc
aauggcucuc
guaugggauc
aaaaacgucu
accaugagca
caggacguca
aggggeececa
ggaaggcgac
ggguacccuu
ccecguggeu
gguaaaguca
gucggegeuc
gacggcguga
gcucugeugu
guguaccaug
auuaugcaca
gcagcgeuca
cgeccacgucg
cucugcggau
acagugcagg
ugggauauga
aucccacaag
gcecuacuauu
ggcguugaug
gcaaaccucu
uggcacauca
gegcuauucu

43

caggggcgcee
gacgaggcag
gacguuguca
cuccugucau
cggcugcaua
gagcgagecac
caucagggge
gaggaucucg
cgcuuuucug
gcguuggcua
gugcuuuacg
gaguucuucu
cuuggaauaa
uggcaaugug
uuccceucuc
ggaagcuucu
accuggcgac
ggcacaacce
cucaagcgua
ugaucuggesg
aggceceeceg
cgaauccuaa
aguuccecggg
gguugggugu
aaccuaucce
ggcceccucua
cccggecuag
ucgauacccu
ccuugggggsg
acuaugcaac
ccugucuaac
ucacgaacga
ccccugggug
cucccacgceu
auuugcucgu
cuguuuuccu
acugcaauug
ugaugaacug
ccgucgugga
ccauggecggg
gggegaccua
uuucauuugg
auagaacugc
acacacacaa

cgguucuuuy
cgcggeuaue
cugaagcggg
cucaccuugce
cgcuugauce
guacucggau
ucgecgecage
ucgugaccca
gauucaucga
cccgugauau
guaucgccge
gaguuuaaac
ggccggugug
agggeccecgga
gccaaaggaa
ugaagacaaa
aggugccucu
cagugccacg
uucaacaagg
ccucggugea
aaccacgggg
accucaaaga
cgguggecag
gcgegegacu
caaggaucgc
uggcaacgag
uuggggecece
uacaugcgge
cgcugccagg
agggaaucug
caucccagcu
cugcuccaac
cgugcccugu
cgcggccagsg
uggggcggeu
cgucucccag
uucaaucuau
gucaccuaca
caugguggceg
gaacugggcu
cgugacggeg
ggcgﬁcucag
ccugaacuge
auucaacgceg
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720
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900
960
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1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
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-2580
2640
2700
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2880
2940
3000
3060
3120



uccggauguc
ggucccauca
gcgeceucgac
accccaagcec
ggggcgaaug
uucggcugca
aacaucgggg
caccccgagg
gucgacuacc
guuaggaugu
ggagagcguu
acaacagagu
uugauccauc
guugucuccu
gcgegegucu
gagaaccugg
cuuguguucu
gcuuuuuacg
gccuaugaceg
uucacacuca
cuccugaccc
ggccgegaug
accaaauggc
gugccguacu
gcggggggua
aucuaugacc
gucgccgugg
gagacggcug
gagauccucc
aucacugcuu
gggcgugaca
uuccucggaa
acucuagccg
guaggcuggce
gaccuauauc
cggggageau
gugcucugcce
guggccaaau
acuuucagug
caugcuccaa
uacaaaguac
uccaaggcac
gaggccauca

cagagcgceau
cuuaugcuga
cgugugguau
cuguuguggu
agacggacgu
cauggaugaa
gggegcggceaa
ccaccuacac
cauacaggcu
acgugggagg
guaacuuaga
ggcaggugeu
uccaccagaa
augcaaucaa
gecgecugeuu
ugguccucaa
UCUBUECCEC
gcguauggec
caccugugca
ccceggggua
Ugggggaage
gecaucgcgug
uuuuggeguu
ucgucagagc
gguauguuca
accucacacc
aacccaucau
caugugggga
ucggeccage
augcccagca
ggacagaaca
caaccaucuc
gcuuacggeg
ccagcceccecece
uggucacgcg
ugcucucece
cuaggggcecea
ccaucgauuu
acaacagcac
CUuggcagugg
uagugcuuaa
auggcaucaa
cguacuccac
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ggeeageuge
gcccuceeee
cavacccgeg
ggggacgacc
gcuguaucuc
uggcaccggg
caacaacacc
caaauguggu
cuggcacuac
uguggageac
ggacagggau
accuuguucce
caucguggac
augggaauau
guggaugaug
ugcggeguce
uugguacauc
gcugcuccua
cggacagaua
uaagacccuc
caugauucag
ggccgucacu
gcuugggecu
ucacgecucug
gguggcgcua
uaugucggac
cuucaguccg
cauucuacau
ugauggcuac
aacacgaggc
ggccggggaa
geggeuuuug
uccggucacg
ugggaccaag
gaacgcugau
gagacccauu
CEUCEUUEEE
cauccceguu
gccaccggeu
aaagagcacc
ccccucggua
ucccaacauu
auauggcaaa

cgececauug
ucggaccaga
ucgcaggugu
gaucgcuccg
aacaacacgc
uucaccaaga
uugaccugcec
ucgggaccuu
ccecugcaceg
aggcucaacg
agaucagagc
uucaccaccce
gugcaauacc
gucuuguugce
cugcugauag
cuggcuggag
aaggEcaggy
cuccugcugg
ggcguggguu
cucggeceagu
gaguggguac
auauucugcc
gcuuaccucu
auaaggguau
uuggecccuug
ugggecgeua
auggagaaga
ggacuucceg
accuccaagg
cuccuggscg
guccaaaucc
uggacuguuu
cagauguacu
ucuuuggage
gucaucccgg
ucgaccuuga
cucuuccgag
gagacacucg
gugccecaga
aaggucccug
geugeecacee
aggacuggag
uuucucgecg
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aagaguucgc
ggcccuauug
gugguccagu
gugcccccac
ggecgecgea
Cgugcggegee
ccacggacug
gguugacacce
uuaacuuuac
ccgcaugcaa
uuagcccgeu
uaccggcucu
uguacgguau
ucuuccuccu
cucaagcuga
cgcauggecu
ugauccccgg
cguuaccacc
uguugauauu
gucuguggug
cacccaugca
cggguguggu
uaagggccge
gcgecuuuggu
gcagguggac
gcggecugeg
aggucaucgu
uguccgeecg
gguggaagcu
ccauaguggu
uguccacagu
accacggagc
cgagugcuga
cgugcaagug
cucggagacg
agggguccuc
cagcugugug
acguuguuac
ccuaucaggu
ucgcguauge
ugggguuugg
ucaggaccgu
augggggceug

ucagggguau
cuggcacuac
guacugcuuc
guauaauugg
aggcaacugg
cceeccguge
uuuccggaaa
uaggugcaug
caucuuuaag
uuggacccga
gcugcuguca
guccacuggu
agggucggceg
ccuggcagac
ggccgeecuua
ucucucuuuc
gecggcguau
acgagcauac
gaucacccuc
guugugcuau
gBugcgcgge
guuugacauu
uuugacacau
gaagcagcuc
uggcaccuac
cgacuuagcg
cuggggageg
acucggccag
ccuugcucce
gaguaugacg
cucucagucc
uggcaacaag
gggeggacuug
uggagecguc
cggggacaag
BEEBEBECCE
cucucgggec
aaggucucce
cggguacuug
Cgcccaggeg
ggcguaccua
gaugaccggsg
cgcuagegge

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
9100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



gccuaugaca
aucggaacgg
gecacaccec
cgggagggusg
agacaccuga
ggcaugggcu
cagggagaug
gacuccguga
accuucacua
gggcgeacag
ucaggaaugu
gaucucacac
cccguguguc
gacgcccacu
uaccaagcua
3agugecugg
ggccecuauua
augcaagcug
gCCEUCECCE
aaccagcgag
gaggaaugcg
aaguccaaga
geuaugcagg
auuageggea
uccaugaugg
cucaacauca
uuugucguca
guggacaucc
augucuggeg
ccgggageee
gEEEageecg
gucgceccua
ggcucucuua
cccaucccau
acagacuuca
aucucuuguc
ugcccuugeg
ccuaaaaccu
cagugegegce
gaguacgegg

ucaucauaug
uccuugauca
cegggucagu
agauccccuu
uuuucugeca
ugaaugccegu
ugguggucgu
ucgacugcaa
usaccacaca
guagaggaag
uugacagugu
cagcggagac
aagaccaucu
uccucuccca
cgeugugege
cccgacucaa
ccaaugaggu
accuugaggu
cauauugccu
ucgucguuge
ccucuaggge
uccaaggcuu
cuucauggec
uccaauaccu
cauucagugc
ugggaggeug
guggccuggu
uggcaggaua
agaagcccuc
ugguggugegg
cgguccaaug
cucacuacgu
cuauaaccag
gecuccggauc
aaaauuggcu
aaaaggggua
gcgecaacau
gcaugaacac
cgaaaccccee
aggugacgca
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cgaugaaugce
agcagagaca
gacaaccccece
cuaugggagg
cucaaagéaa
ggcavacuau
cgccecaccgac
uguagcgguc
gacuguccca
acagggcacu
agugcuuugu
caccgucagg
ugaauuuugg
aacaaagcaa
cagagccaag
gcecuacgeuu
cacccucaca
caugaccagc
ggcgacugga
gccggauaag
ggcucucauc
gcugcageag
caaaguggaa
cgcaggauug
cgecccucace
guuagcgucc
ggggecugce
UgEUEgCgEBC
uauggaagau
ggucaucuge
gaugaacagg
gacggagucg
ccuacucaga
cuggcuccge
gaccucuaaa
caagggugug
cucuggcaau
cuggcagggs
cacgaacuac
gcaugggucg

cacgcugugg
gcegggguca
caucccgaua
gcgauucccce
aagugugacg
agaggguugg
gcccucauga
acccaagCug
caagacgcug
uauagguaug
gagugcuacg
cuuagagcgu
gaggcaguuu
gcggeggaga
gceccecucccee
gcgggeececa
cacccuggga
acgugggucc
ugcguuucca
gagguccugu
gaagagggec
gccucuaage
caauuuuggg
ucaacacugc
aguccguugu
cagaucgcac
gugggcagcea
auuucgggee
gucaucaauc
gecggecauue
cuuauugccu
gaugcgucgc
agacuccaca
gacguguggg
uuguucccca
ugggceggcea
EUCCECCUgg
accuuuccua
aagaccgcca
uacuccuaug
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augcuaccuc
gacuaacugu
uagaagaggu
uauccugcau
agcucgcggce
acgucuccau
cgggguacac
ucgacuucag
ucucacgcag
uuuccacugg
acgcaggsggece
auyucaacac
ucaccggcecu
acuucgcgua
cguccuggga
caccucuccu
cgaaguacau
uagcuggagg
ucaucggccg
augaggcuuu
agcggauagc
aggcccagga
ccagacacau
cagggaaccce
cgaccaguac
cacccegegge
uaggccuggeg
CCCUCBUCEC
uacugeccugg
ugcegecegeca
uugcuuccag
agcgugugac
auuggauaac
acuggguuug
agcugccegg
cuggcaucau
gcucuaugag
ucaauugcua

ucuggagggu
uaacaggacu

cauucucgge
geuggcuacg
aggecucgegsg
caagggagssg
ggceccuucesg
aauaccagcu
uggagacuuu
ccuggaccce
ucagegecge
ugaacgagcc
ugcgugguac
gceeggecua
cacacacaua
ccuaguagcec
cgccaugugg
guaccguuug
cgccacauge
aguccuggca
cuugcacguc

ugaugagaug
cgagauguug
cauacaaccc
guggaacuuc
cgcgguggcu
caccauccuu
ggccaccgge
uaaggugecug
auucaagauc
gauccugucu
cgugggaccg
aggaaaccac
ccaacuacuu
ugaggacuge
caccaucuug
ccuccccuuc
gaccacgcgce
gaucacaggg
cacggaggec
ggcggececucg
gaccacugac

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100



aaucugaaaa
cagauccaua
guugggcuua
gacguauuga
cgeuuggecac
ccgucgeuge
gccaaccuge
cuggacuuuc
gagugcaugc
uacaacccge
gguugugcuc
gugggucuga
ggccageecce
ggcgguccga
ccceceececucg
ccucccccece
uccgaggagg
auaacucccu
uugcgauacc
aagguaacuu
aucaagcuag
uugacuccac
uuguccggga
caaacaccaa
aaggggggua

gagaaaaugg
uauggcuucc
aagaaggacc
agagacauca
acugccauac
ggucaaaccu
aacaccauca
cccacaauge
gaggacgagc
ggugauccece
ucuguggcsgu
ccacucgccc
aacaucaucc
uccauucuca

uuccuugcca
gguuugcacc
auuccuaugc
gguccaugcu
ggggaucacc
gggccacceug
ucauggaggg
ucgagccaau
uccccaggag
cgcucgugga
uccececcecee
gcgagagceac
ccucgagegsg
cgucceccugg
agggggagec
21:4°8:4:4:4:44:44
acgauaccac
guageccega
auaacaaggu
uugacaggac
cggcuuccaa
cccauucuge
gggccguuaa
uucccacaac
agaaaccagc

cccucuauga
aguacucccc
ccauggguuu
ggaccgagga
acucgcugac
gcgguuacag
caugcuaugu
ugguaugecgg
ggaaccugag
ccagaccgga
ugggecccgeg
gggcugccug
aguaugcucc
ugguccaaga
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acuaccuucu
cacaccaaag
ugucgggucc
aacagauccg
uccaucugag
caccacccac
CEZUEUERCU
ggccgaggaa
cggguuucca
aucguggagg
caagaaggcc
cauaucagaa
ugaugcaggc
ugagcceggee
uggagaucceg
gguagcuccce
cgugugceuge
agaggaaaag
guacuguaca
gcaagugcuc
ggucagcegea
aagauccaag
ccacaucaag
caucauggece
ucgccucauc

cauuacacaa
ugcccaacgg
uucguaugau
guccauauac
ugagagacuu
acguugccge
gaaagcccua
cgaugaccua
agccuucacg
auaugaccug
gggcegeege
ggaaacaguu
aaccauaugg
cacccuggac

ccagaguuuu
ccguuuuuce
cagcuucccu
ccccacauca
gegageuecu
agcaacaccu
cagacagagc

gagagcgacc

cgggcecuuac
aggecagauu
ccgacgeeuc
gcecuccage
ucguccacgg
cccucagaga
gaccuggagu
gBUUCgggcu
uccaugucau
uugccaauca
acaucaaaga
gacgeccauu
aggecuccuca
uauggauucg
uccgugugga
aaaaaugagg
guuuacccug

aagcuuccuc
guggaguauc
acccgaugcu
caggccugeu
uacguaggag
BCCagcgege
geggeecugea
guagucaucu
gaggccauga
gagcuaauaa
agauacuacc
agacacuccc
guucgcaugg
cagaaccuca
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ucuccugggu
gggaugaggu
gugaaccuga
cggcggagac
cagugagcca
augacgugga
cugaguccag
uugagcccuc
cggcuuggegce
accaaccgcc
ccccaaggag
aacuggccau
BEBCBEECEC
cagguuccge
cugaucaggu
Cggggucuug
acuccuggac
acccuuugag
gcgcecucaca
augacucagu
ccuuggagga
gggccaagga
aggaccuccu
uguucugegu
accucggcgu

aggcgguaau
ucuugaaagc
ucgacucaac
cccugececga
ggcccauguu
ugcuaaccac
aggcugcgesg
cagaaagcca
ccagguacuc
cauccuguuc
ugaccagaga
cuaucaauuc
uccuaaugac
acuuugagau

ggacggugug
cucguucuge
gccegacgea
UBCEECECEE
gcuaucagcea
cauggucgau
ggugcccguu
aauaccaucg
acggccugac
caccguugcu
acgceggaca
caagaccuuu
cgccgaaucce
cuccucuaug
agagcuucaa
gucuacuugc
cggggecucua
uaacucgcug
gagggcuaaa
cuuaaaggac
ggcgugccag
gguccgcage
ggaagaccca
ggaccccegece
ccgggucuge

gggagcuucc
augggcggaa
cgucacugag
ggagecccec
caacagcaag
uagcaugggu
gauaguugcg
ggggacugag
ugecceccuccu
cucaaaugug
cccaaccacu
auggcuggga
acacuucuuc
guauggauca

8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600

9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440



guauvacuccg
gccuuuucua
aaacuugggg
cucaucucce
aagaccaagc
uucaccgucg

ucauuacucu
cgguagagceg
uuuuuuuuuy
ucaucuuauu
gaaagguccg
gu

ugaauccuuu
ugcacacaua
cgecacccecu
guggagggaa
ucaaacucac
gegeeggegs

ucggeccuacu
gcacacacua
uuuuguuuuy
cuacuuucuu
ugagccgceau
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ggaccuucca
cucucaccac
cagggugugg
ageggecguu
uccauugccg
gggcgacauu

ccuacuuuuc
gguacacuce
uuuuuuuuCcuy
ucuuggugge
gacugcagag

gccauaauug
gaacugacgc
aagagucggg
ugcggecgau
gaggcgegec
uuucacagcg

guagggguag
auagcuaacu
uuuuuuuuy
uccaucuuag
agugccguaa
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agagguuaca
ggguggcuuc
cucgcgeagu
aucucuucaa
uacuggacuu
ugucgegege

gccucuuccu
guuccuuuuu
uuucccucuu
cccuagucac
cuggucucuc

cgggeuugac
agcccucaga
cagggcgucc
uugggceggug
auccaguugg
ccgacccecege

acuccccgeu
uuuuuuuuuy
ucuucccuuc
ggcuagecugu
ugcagaucau

10500
10560
10620
10680
10740
10800

10860
10920
10980
11040
11100
11102
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REIVINDICACIONES

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN gendmico
de dos 0 mas cepas de virus de la hepatitis C, el cual comprende una regién no traducida 5’, una
secuencia codificante de la proteina del ndcleo, una secuencia codificante de la proteina E1, una
secuencia codificante de la proteina E2, una secuencia codificante de la proteina p7, una
secuencia codificante de la proteina NS2, una secuencia parcial del ARN que codifica las
proteinas NS3, NS4, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 mostrada en la SEQ ID NO: 1 y una
region no traducida 3, y que se puede replicar de forma autonoma, donde una de las cepas del
virus de la hepatitis C es una cepa viral de genotipo 1b.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN gendmico
de dos 0 mas cepas de virus de la hepatitis C, el cual comprende una regién no traducida 5’, una
secuencia codificante de la proteina del nlcleo, una secuencia codificante de la proteina E1, una
secuencia codificante de la proteina E2, una secuencia codificante de la proteina p7, una
secuencia codificante de la proteina NS2, una secuencia codificante de la proteina NS3, una
secuencia codificante de la proteina NS4A, una secuencia codificante de la proteina NS4B, una
secuencia codificante de la proteina NS5A, una secuencia codificante de la proteina NS5B de
una cepa JFH1 mostrada en la SEQ ID NO: 2 y una region no traducida 3', y que se puede
replicar de forma auténoma, donde una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa viral
de genotipo 1b.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado
porque la cepa viral de genotipo 1b se selecciona de entre una cepa VHC-conl, una cepa VHC-
TH, una cepa VHC-J, una cepa VHC-JT y una cepa VHC-BK.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado
porqgue dichas una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa VHC-conl de genotipo
1b.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C segun la reivindicacion 4, caracterizado
porque la secuencia que codifica la proteina E1, la proteina E2, la proteina p7 y la proteina NS2
de la cepa VHC-conl esta ligada aguas abajo de la regién no traducida 5’ de la cepa JFH1 vy,
aguas abajo de la misma, la secuencia que codifica las proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B de la cepa JFH1 y, aguas abajo de la misma, la regién no traducida 3’ de la cepa JFHL1.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizado
porque dicha una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa VHC-TH de genotipo 1b.

ARN genomico del virus modificado de la hepatitis C segun la reivindicacion 6, que comprende la
secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 11.

ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN gendmico
de dos cepas de virus de la hepatitis C, caracterizado porque dichas cepas del virus de la
hepatitis C son una cepa JPH1 y la cepa JCH1, y dicho ARN gendmico del virus modificado de la
hepatitis C comprende una secuencia que corresponde a 1 hasta 3866 de la secuencia del N° de
Acceso del GenBank AB047640 ligada a una secuencia que corresponde a 3867 hasta 9678 de
la secuencia del N° de Acceso del GenBank AB047639, y que se puede replicar de forma
auténoma.

Vector viral dirigido a células hepéticas, que comprende el ARN gendmico del virus modificado
de la hepatitis C segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Célula en la que se introduce el ARN gendmico del virus modificado de la hepatitis C segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y que replica el ARN gendmico del virus de la hepatitis C
y puede generar particulas virales.

Particulas virales de la hepatitis C, que se obtienen a partir de un cultivo obtenido mediante el
cultivo de la célula segun la reivindicacion 10.

Método para purificar particulas de VHC sometiendo un liquido o un producto obtenido a partir
del homogenato de células que contiene particulas del VHC segun la reivindicacion 11 a una
cromatografia en columna y/o centrifugacion en gradiente de densidad utilizadas en combinacion.

Método segun la reivindicacion 12, caracterizado porque la cromatografia en columna es de uno
0 varios tipos de cromatografias seleccionados de entre cromatografia por intercambio iénico,
cromatografia por filtracion en gel y cromatografia de afinidad.

Método segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la cromatografia de intercambio i6nico
es de uno o varios tipos de cromatografias seleccionados de entre cromatografia aniénica y
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cromatografia cationica, la cromatografia por filtracion en gel es de uno o varios tipos de
cromatografias utilizando una resina seleccionada de entre Sephacryl-S300(R), Sephacryl-
S400(R) y Sephacryl-S500(R), y la cromatografia de afinidad es de uno o varios tipos de
cromatografias utilizando una resina seleccionada de entre celulofina sulfatada, heparina y
lectina.

Método segun la reivindicacién 13, caracterizado porque la cromatografia es cromatografia en
celulofina sulfatada.

Método segun la reivindicacion 12, caracterizado porque la centrifugacion en gradiente de
densidad se lleva a cabo utilizando uno o varios solutos seleccionados de entre cloruro de cesio,
sacarosa y polimeros de az(car.

Método segun la reivindicacion 12, caracterizado porque, en el método de purificacion, la
cromatografia por intercambio anidnico, la cromatografia en celulofina sulfatada y la
centrifugacién en gradiente de densidad de sacarosa se llevan a cabo, al menos una vez,
respectivamente, y combinadas en cualquier orden.

Particulas de VHC, que se obtienen por medio de un método para purificar particulas de VHC,
caracterizadas porque un liquido o una solucién obtenida a partir del homogenato de células que
contiene particulas de VHC seg(n la reivindicacion 11 se somete a cromatografia en columnay a
centrifugacion en gradiente de densidad utilizadas en combinacién.

Particulas de VHC segin la reivindicacion 18, caracterizadas porque la cromatografia en
columna es de uno o varios tipos de cromatografias seleccionados de entre cromatografia de
intercambio idnico, cromatografia por filtracion en gel y cromatografia de afinidad.

Particulas de VHC segun la reivindicacion 18, caracterizadas porque la cromatografia de
intercambio i6nico es de uno o varios tipos de cromatografias seleccionados de entre
cromatografia anionica y cromatografia catidnica, la cromatografia por filtracion en gel es de uno
o varios tipos de cromatografias utilizando una resina seleccionada de entre Sephacryl-S300(R),
Sephacryl-S400(R), y Sephacryl-S500(R), y la cromatografia de afinidad es de uno o varios tipos
de cromatografias utilizando una resina seleccionada de entre celulofina sulfatada, heparina, y
lectina.

Particulas de VHC segun la reivindicacién 18, caracterizadas porque la cromatografia es
cromatografia en celulofina sulfatada.

Particulas de VHC segun la reivindicacion 18, caracterizadas porque la centrifugacion en
gradiente de densidad se lleva a cabo utilizando uno o varios solutos seleccionados de entre
cloruro de cesio, sacarosa y polimeros de azUcar.

Particulas de VHC segun la reivindicacion 18, que se purifican por medio del método de
purificacion, donde la cromatografia por intercambio anionico, la cromatografia en celulofina
sulfatada y la centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa se llevan a cabo en
combinacion.

Utilizacion de particulas virales de la hepatitis C segun la reivindicacién 11 6 18 como antigenos
para producir una vacuna contra la hepatitis C y/o un anticuerpo neutralizante.

Célula infectada por el virus de la hepatitis C, que esta infectada por particulas virales de la
hepatitis C segun la reivindicacion 11 ¢ 18.

Método para producir una particula viral de la hepatitis C, caracterizado porque el método
comprende el cultivo de la célula segin la reivindicacion 10 y la recuperacién de las particulas
virales del cultivo.

Método para producir una célula infectada por el virus de la hepatitis C, caracterizado porque el
método comprende el cultivo de la célula segun la reivindicacion 10, la recuperacion de un
sobrenadante del cultivo de la célula y la aplicacién del sobrenadante a otra célula para infectar
dicha otra célula con particulas virales contenidas en el sobrenadante del cultivo.

Método para cribar una sustancia antivirus de la hepatitis C, caracterizado porque el método
comprende el cultivo de la célula segun la reivindicacién 10 6 25 en presencia de una sustancia
de prueba y la deteccion del ARN del virus de la hepatitis C o particulas virales en el cultivo,
evaluando asi los efectos del antivirus de la hepatitis C en la sustancia de prueba.

Método para producir una vacuna contra la hepatitis C y/o anticuerpos neutralizantes mediante la
utilizacion de particulas virales de la hepatitis C segun la reivindicacion 11 6 18 como antigenos.
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Método para replicar y/o expresar un gen extrafio en una célula, caracterizado porque el método
comprende la insercion del ARN que codifica el gen extrafio dentro del ARN gendmico del virus
modificado de la hepatitis C segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y la introduccion del
ARN gendmico en una célula de interés, para replicar o expresar el gen extrafio en su interior.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 11
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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50 mM Tris (pH 8)

Fig. 16
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