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DESCRIPCIÓN 

ARN genómico del virus humano modificado de la hepatitis C con capacidad replicativa autónoma 

Campo de la Técnica 

 La presente invención se refiere a: un método para replicar de forma autónoma el virus humano 
de la hepatitis C (VHC) con diversos genotipos en un sistema celular cultivado; al ARN genómico del VHC 5 
modificado utilizado para ello; y a células que replican el ARN genómico 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 número de tipos, dependiendo del genotipo o serotipo. De acuerdo con el método de 
filoanálisis de Simmonds y col., que utiliza secuencias de nucleótidos de cepas de VHC, método que se 10 
está utilizando actualmente como principal método para la clasificación 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 además en varios subtipos. Se han 
determinado también las secuencias de nucleótidos de los genomas de longitud completa de numerosos 
genotipos del VHC  (Documento de Patente 1 y Documentos de No-Patente 2 a 4). 15 

 El VHC provoca hepatitis crónica como consecuencia de una infección persistente. Una causa 
principal de la hepatitis crónica, reconocida a escala global, es la infección persistente por VHC. De 
hecho, aproximadamente un 50% de pacientes infectados persistentemente desarrolla hepatitis crónica y 
aproximadamente un 20% de los pacientes evoluciona a hepatocirrosis a partir de 10 a 20 años. Además, 
algunos de estos pacientes desarrollan condiciones patológicas fatales, por ejemplo cáncer de hígado. 20 

 Actualmente, los principales tratamientos contra la hepatitis C incluyen la utilización de interferón-
 o interferón- y la utilización combinada de interferón- con ribavirina, que es un derivado del 
nucleósido purina. Sin embargo, aunque se aplican estos tratamientos en pacientes, sólo se observan sus 
efectos terapéuticos en aproximadamente un 60% de tales pacientes. Cuando los tratamientos se 
terminan después de haber obtenido dichos efectos terapéuticos, más de la mitad de los pacientes 25 
desarrolla la enfermedad recurrente. Se ha sabido que los efectos terapéuticos del interferón dependen 
del genotipo de VHC. Esto es, se dice que los efectos del interferón son escasos en el genotipo 1b y que 
sus efectos son elevados en el genotipo 2a (Documento de No-Patente 5). Además, la especificidad de 
sustrato de la proteasa del VHC varía dependiendo del genotipo. La actividad inhibidora de un inhibidor 
desarrollado mediante la proteasa NS3 del genotipo 1b es 50 veces inferior o más a la que se desarrolla 30 
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 replicón de ARN subgenómico de VHC como un ARN 
derivado de VHC que se puede replicar de forma autónoma (Documentos de Patente 2 y 3 y Documentos 35 
de No-Patente 7 a 9). Por este medio, ya es posible analizar los mecanismos de replicación del VHC 
utilizando células cultivadas. Dicho replicón de ARN subgenómico de VHC se obtiene mediante la 
sustitución de una proteína estructural presente aguas abajo del IRES del VHC, en la región no traducida 
5’ del ARN genómico del VHC, con un gen de resistencia a la neomicina, y el EMCV-IRES que está ligado 
aguas abajo al mismo. Este replicón de ARN se introdujo en células humanas de cáncer de hígado Huh7 40 
y luego se cultivaron las células en presencia de neomicina. Como consecuencia, se demostró que el 
replicón de ARN se replicaba de forma autónoma en las células Huh7. Además, también se demostró que 
varios replicones de ARN subgenómico de VHC se replicaban de forma autónoma en células distintas de 
Huh7, tales como células humanas de cáncer cervical HeLa o células humanas de cáncer de hígado 
HepG2 (Documento de Patente 3). 45 

 Sin embargo, dichos sistemas de replicación de ARN intracelular del VHC se ha obtenido para 
genotipos limitados, o más bien, se han obtenido dichos sistemas sólo por medio de ARN genómico de un 
número limitado de cepas de VHC. Por tanto, con respecto al VHC con un gran número de genotipos, 
resulta extremadamente difícil 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 50 
agentes mencionados anteriormente. Dicho replicón de ARN es un sistema experimental que sólo sirve 
para evaluar la replicación del ARN del virus durante el proceso de crecimiento y replicación del virus 
VHC. Por tanto, es imposible que dicho replicón de ARN evalúe procesos tales como la formación de 
partículas del virus VHC en una célula infectada, la liberación del mismo fuera de la célula o la infección 
de una nueva célula. 55 

 Actualmente, la aplicación de un método para evaluar procesos tales como la formación de 
partículas del virus VHC, la liberación del mismo fuera de la célula y la infección 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 difícil llevar a cabo 
análisis con dicho sistema experimental. En consecuencia, con el fin de analizar procesos tales como la 
formación de partículas del virus VHC, la liberación del mismo fuera de la célula y la infección de nuevas 
células, o con el fin de desarrollar un agente anti-VHC que utilice la inhibición de estos procesos como 
mecanismo de acción, es necesario elaborar un sistema experimental extremadamente simplificado capaz 5 
de replicar estos procesos; a saber, un sistema de replicación de partículas del virus VHC que utilice un 
sistema de células cultivadas. 

 Si fuera posible suministrar de forma estable partículas del virus VHC procedentes de dicho 
sistema de células cultivadas, el virus podría ser atenuado, o podría producirse un virus VHC no 
infeccioso por medios basados en la biología molecular, utilizando así dichos virus como vacunas. Sin 10 
embargo, debido a que las secuencias proteicas del VHC son diferentes según el genotipo, la 
antigenicidad del VHC también es diferente según el genotipo. De hecho, la presencia de varios genotipos 
constituye un impedimento significativo a la producción 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 partículas del virus VHC con varios genotipos se produzcan de forma estable en un sistema de células 15 
cultivadas. 

 Es sabido que el VHC es una partícula esférica de un tamaño de entre 55 y 65 nm que existe en 
la sangre de un paciente infectado por HVC. Como método para purificar el VHC presente en el suero 
humano, se conoce la cromatografía de afinidad que utiliza lectina (Documento de No-Patente 12) y la 
cromatografía que utiliza heparina (Documento de No-Patente 13). Sin embargo, mediante estos 20 
métodos, sólo se puede purificar menos de 1 ml de virus a una concentración de aproximadamente 1M 
copias/ml. Por tanto, estos métodos no son aplicables industrialmente. 

 Se han diseñado hasta la fecha diversos métodos para purificar partículas virales distintas del 
VHC (Documentos de Patente 4, 5, y 6, por ejemplo). Sin embargo, como queda claro a partir de estas 
publicaciones, las partículas virales tienen diferentes propiedades y, por tanto, las partículas no dan una 25 
información útil sobre cuál sería un método óptimo 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 eliminación de ADN según cromatografía de intercambio iónico. 
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 30 
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 información con respecto a métodos relevantes de purificación. Con el fin de 
utilizar partículas virales de la hepatitis C humana como vacunas o similares en el campo industrial en el 
futuro, se requiere purificar a alto nivel dichas partículas en un gran volumen. En estas circunstancias, se 
anticipa el desarrollo de un método de purificación. 35 

Documento de Patente 1: Publicación de Patente JP (Kokai) Nº 2002-171978 A 

Documento de Patente 2: Publicación de Patente JP (Kokai) Nº 2001-17187 A 

Documento de Patente 3: WO2004/104198A1 

Documento de Patente 4: Patente Japonesa Nº 3313117 

Documento de Patente 5: Publicación de Patente JP (Kohyo) Nº 2002-503484 A 40 

Documento de Patente 6: Publicación de Patente JP (Kohyo) Nº 2000-510682 A 

Documento de Patente 7: Publicación de Patente JP (Kokoku) Nº 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 45 

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 50 

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 

Descripción de la Invención 5 

 Es un objeto de la presente invención 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 consecución del objeto mencionado 
anteriormente, los presentes inventores han producido ARN genómico del virus modificado de la hepatitis 
C mediante la combinación de ARN genómico de una cepa JFH1 de VHC, que se puede replicar de forma 10 
autónoma con el ARN genómico de una cepa de VHC, que no se puede replicar de forma autónoma in 
vitro. Los inventores han descubierto que el ARN genómico así producido se puede replicar de forma 
autónoma en un sistema de células cultivadas. Específicamente, con respecto a la invención mencionada 
anteriormente, los presentes inventores han descubierto que la introducción de una porción genómica 
comprendida entre la secuencia codificadra de la proteína NS3 de la cepa JFH1 y el terminal 3’ de la 15 
misma permite la modificación del ARN genómico del VHC 1b, que no se puede replicar de forma 
autónoma in vitro, para resultar en un ARN que se puede replicar de forma autónoma en un sistema de 
células cultivadas. 

 Es decir, la presente invención se refiere a ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C 
que comprende secuencias de nucleótidos de porciones de ARN genómico de dos o más tipos de virus de 20 
hepatitis C, comprendiendo una región no traducida 5’, una secuencia codificadora de la proteína del 
núcleo, una secuencia codificadora de la proteína E1, una secuencia codificadora de la proteína E2, una 
secuencia codificadora de la proteína p7, una secuencia codificadra de la proteína NS2, secuencias 
codificadoras de las proteínas NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 y una región no 
traducida 3’, y que se puede replicar de forma autónoma, donde una de las cepas del virus de la hepatitis 25 
C es un virus del genotipo 1b. 

 Específicamente, en una realización, la presente invención se proporciona el ARN genómico del 
virus modificado de la hepatitis C, que es producido por la sustitución de una porción del ARN genómico 
del virus 1b de la hepatitis C comprendido entre una secuencia codificadora de la proteína NS3 y una 
secuencia codificadora de la proteína NS5B, que es una secuencia genómica en el terminal 3’, con una 30 
secuencia parcial de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 
mostrada en la SEQ ID NO:1 (secuencia de ARN obtenida mediante la sustitución de T por U en una 
secuencia correspondiente a 3867-9678 de la secuencia de ADN depositada bajo el Nº de Acceso al 
GenBank AB047639), y que se puede replicar de forma autónoma. 

 En otra realización, la presente invención proporciona ARN genómico del virus modificado de la 35 
hepatitis C, que es producido por la sustitución de la secuencia codificadora de la proteína NS5B del ARN 
genómico del virus de la hepatitis C por la secuencia codificadora de la proteína NS5B de la cepa JFH1 
mostrada en la SEQ ID NO:2 y que se puede replicar de forma autónoma, donde una de las cepas del 
virus de la hepatitis C es un virus del genotipo 1b. 

 Las cepas de los dos o más tipos de virus de la hepatitis C utilizados aquí incluyen un virus de la 40 
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 con1 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 genómico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invención puede 
comprender además al menos un gen marcador selectivo y/o al menos un gen reporter y al menos una 45 
secuencia IRES. 

 En este caso, el ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C comprende la región 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 proteína del núcleo, una secuencia 
codificadora de la proteína E1, una secuencia codificadora de la proteína E2, una secuencia codificadora 50 
de la proteína p7, una secuencia codificadora de la proteína NS2, una secuencia codificadora de la 
proteína NS3, una secuencia de la proteína NS4A, una secuencia codificadora de la proteína NS4B, una 
secuencia codificadora de la proteína NS5A, una secuencia codificadora de la proteína NS5B y una región 
no traducida 3’, en este orden, en la dirección desde el terminal 5’ al terminal 3’. 

 A modo de ejemplo de ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C mencionado 55 
anteriormente, la presente especificación describe un ARN genómico del virus modificado de la hepatitis 
C, que comprende: 

4

ES 2 360 808 T3



(a) un ARN con la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO:11; o 

(b) un ARN con una secuencia de nucleótidos que comprende una deleción, sustitución o 
adición de uno o más, preferentemente 100, en particular 50 y especialmente 10 nucleótidos, 
con respecto a la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO:11 y que se puede 
replicar de forma autónoma y generar partículas virales de la hepatitis C. 5 

Además, la presente invención también proporciona una célula en la que se introduce el ARN 
genómico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invención y que replica el ARN genómico 
del virus de la hepatitis C descrito anteriormente y puede generar partículas virales. Aquí, como célula 
huésped se utiliza preferentemente una célula proliferativa. Ejemplos particularmente preferentes de tales 
células huésped pueden incluir células eucariotas, incluyendo células procedentes del hígado humano 10 
tales como células Huh7, células HepG2, células IMY-N9, células HeLa o células 293, células cervicales 
humanas y células procedentes del riñón fetal humano. 

Además, la presente invención proporciona también: un método para producir partículas virales 
de la hepatitis C caracterizado porque comprende el cultivo de la célula mencionada anteriormente y la 
recuperación de las partículas virales del cultivo; y las partículas virales de la hepatitis C producidas por el 15 
método anterior. 

 Además, la presente invención 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 infección de otra célula por partículas virales contenidas en el 
cultivo; y una célula infectada por el virus de la hepatitis C producida por el método anterior. En la 20 
presente invención, dichas partículas de VHC son purificadas mediante cromatografía en columna y/o 
centrifugación en gradiente de densidad, para obtener partículas de VHC con una pureza que permite su 
utilización industrial en productos farmacéuticos. La cromatografía utilizada aquí consiste en uno o más 
tipos de cromatografía seleccionados de entre cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de 
filtración en gel y cromatografía de afinidad. La centrifugación en gradiente de densidad se lleva a cabo 25 
con uno o más solutos seleccionados de entre cloruro de cesio, sacarosa y polímeros de azúcar, para 
purificar el VHC. 

 Adicionalmente, la presente invención proporciona también un método para cribar ("screening") 
una sustancia viral anti-hepatitis C utilizando la célula de la presente invención o una célula infectada por 
el virus de la hepatitis C. Este método se caracteriza porque comprende el cultivo de la célula de la 30 
presente invención, o una célula infectada por el virus de la hepatitis C, en presencia de una sustancia de 
prueba y la detección del ARN viral de la hepatitis C o de partículas virales en el cultivo, evaluando así los 
efectos del virus anti-hepatitis C en la sustancia de prueba descrita anteriormente. 

 También, la presente invención proporciona asimismo un método para producir una vacuna 
contra la hepatitis C mediante las partículas virales de la hepatitis C de la presente invención, o una 35 
porción de las mismas, como antígenos. 

 Además, la presente invención proporciona también: un método para replicar y/o expresar un gen 
extraño en una célula, que se caracteriza porque el método comprende la inserción del ARN que codifica 
el gen extraño en el ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invención y la 
introducción del ARN genómico en una célula de interés, para replicar o expresar el gen extraño en su 40 
interior; y un vector viral dirigido a la célula hepática, que comprende el ARN genómico del virus 
modificado de la hepatitis C de la presente invención. 

 De acuerdo con la presente invención, pueden producirse partículas virales del VHC infecciosas 
utilizando un sistema de células cultivadas. Además, aún en el caso de una cepa de VHC que no puede 
replicarse de forma autónoma y que se aísla de pacientes, una región de la misma correspondiente a la 45 
región desde la región NS3 hasta el terminal 3’ se sustituye por ARN genómico del virus de JFH1, o la 
región NS5B se sustituye por NS5B de JFH1, de modo que la cepa de VHC anterior se puede replicar de 
forma autónoma in vitro. En consecuencia, se pueden producir partículas virales del VHC con varios 
genotipos en un sistema de células cultivadas y estas partículas virales se utilizan eficazmente para 
estudios relacionados con el proceso de infección por VHC o para la producción de un sistema de 50 
screening para diversas sustancias que afectan a dicho proceso de infección por VHC y una vacuna 
contra el VHC. 

Breve Descripción de las Figuras 

Figura 1: vista esquemática que muestra los procedimientos para construir la plantilla de ADN 
utilizada para producir el ARN genómico del VHC de la presente invención. La figura muestra la estructura 55 
de un clon plásmido pJFH1 obtenido mediante la inserción del genoma de longitud completa del VHC 
aguas abajo de un promotor T7. Los símbolos mostrados en la figura tienen los siguientes significados: 
T7: promotor de ARN T7; 5’-UTR: región no traducida 5’; C: proteína del núcleo; E1, E2: proteínas de 
envoltura; NS2, NS3, NS4A NS4B, NS5A, NA5B: proteínas no estructurales; 3’-UTR: región no traducida 
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3’; Agel, Pmel, XbaI: sitios de clivaje de las enzimas de restricción de Agel, Pmel y Xbal; y GDD: la 
posición de un motivo GDD de los aminoácidos que corresponde al centro activo de una proteína NS5B. 

Figura 2:  fotografía que muestra los resultados del análisis Northern blot indicando la replicación 
de rJFH1 en células Huh7 en las que se ha introducido el rJFH1, es decir, el ARN genómico del VHC. 

Figura 3: resultados de la detección de una proteína núcleo del VHC, una proteína NS3, una 5 
proteína NS5A y una proteína E2, en un medio. 

Figura 4: resultados del curso temporal de los cambios en la liberación de una proteína núcleo de 
las células en las que se ha introducido el ARN genómico del VHC, en un medio. 

Figura 5: incluye gráficos, mostrando cada uno la cantidad de proteína núcleo del VHC y la 
cantidad de ARN genómico del VHC en cada fracción obtenida mediante fraccionamiento en gradiente de 10 
densidad de sacarosa del sobrenadante de cultivo de células Huh7 en las que se ha introducido rJFH1. El 
círculo relleno representa una proteína núcleo (núcleo) del VHC y el círculo vacío representa el ARN 
genómico 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. 15 
La Figura 5D muestra los resultados de células Huh7 con rJFH1 introducido tratadas con NP40+RNAsa.  

Figura 6: muestra la capacidad infecciosa de las partículas virales secretadas de la solución de 
cultivo de células Huh7 con rJFH1 introducido. La Figura 6A incluye fotografías que muestran los 
resultados de una inmunotinción con un anticuerpo anti-núcleo (izquierda) y con un anticuerpo anti-NS5A 
(derecha). La Figura 6B es un gráfico que muestra el número de células positivas teñidas con un 20 
anticuerpo anti-núcleo. La Figura 6C incluye gráficos 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 infección de las partículas virales secretadas de la solución de 
cultivo de células Huh7 con rJCH1/NS5B(jfh 1) introducidos. La Figura 7A es un gráfico que muestra el 
aumento del ARN de VHC de las partículas virales secretadas en la solución de cultivo de las células 25 
Huh7 con rJCH1/NS5B(jfh 1) introducidos, en células nativas Huh7. La Figura 7B es un gráfico que 
muestra el número de células positivas teñidas con un anticuerpo anti-núcleo. 

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

Figura 9: muestra los resultados referentes a la formación de colonias mediante transfección del 
ARN del replicón quimérico de rTH/JFH1. 30 

Figura 10: muestra los resultados referentes a la formación de colonias mediante la infección por el 
sobrenadante de cultivo del replicón quimérico de TH/JFH1. 

Figura 11: muestra los perfiles de elución de la cromatografía de filtración 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 elución 35 
eluída de la columna. 

Figura 12: muestra los perfiles de elución de la cromatografía de intercambio iónico. El eje vertical 
representa la cantidad de proteína núcleo en las partículas de VHC. 

Figura 13: muestra los perfiles de elución de la cromatografía de afinidad con lectina. El eje vertical 
representa la cantidad de proteína núcleo en las partículas de VHC. 40 

Figura 14: muestra los perfiles de elución en dos tipos de cromatografía 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 elución de la cromatografía de afinidad con tinción azul. El eje 
vertical representa la cantidad de proteína núcleo en las partículas de VHC.  45 

Figura 16: muestra los perfiles de purificación que implican la utilización combinada de 
cromatografía en columna con centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa. El eje vertical 
representa la cantidad de proteína núcleo en las partículas de VHC. Con respecto a la centrifugación en 
gradiente de densidad de sacarosa, la densidad de cada fracción de solución así como la cantidad de 
proteína núcleo en VHC se muestran en el eje vertical. 50 

 Esta especificación incluye el contenido tal como se describe en la especificación y/o figuras de 
las Solicitudes de Patentes Japonesas Nº 2004-243975, 2004-290801, 2005-69527 y 2005-69725, que 
son documentos de prioridad de la presente solicitud. 
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Forma de Realización de la Invención 

 La presente invención se describe detalladamente a continuación. 

1. ARN genómico 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 nucleótidos. Este ARN genómico comprende una región no 5 
traducida 5’ (denominada también 5’-NTR o 5’-UTR), una región traducida compuesta de una región 
estructural y una región no estructural y una región no traducida 3’ (denominada también 3’-NTR o 3’-
UTR). La región estructural codifica proteínas estructurales de VHC y la región no estructural codifica 
diversas proteínas no estructurales. 

Dichas proteínas estructurales del VHC (núcleo, E1 y E2) y proteínas no estructurales del VHC 10 
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) son traducidas como una poliproteína continua procedente de la 
región traducida. A continuación, la poliproteína es sometida a digestión limitada con proteasa de modo 
que las proteínas se puedan liberar y generar. Entre estas proteínas estructurales y no estructurales (a 
saber, proteínas del virus VHC), el núcleo es una proteína núcleo y E1 y E2 son proteínas de envoltura. 
La proteína no estructural es una proteína asociada a la replicación de un virus per se. Es sabido que NS2 15 
tiene actividad metaloproteasa y que NS3 tiene actividad serina-proteasa (un tercio del lado N-terminal) 
así como la actividad helicasa (dos tercios del lado C-terminal). Además, 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 20 
6. El VHC se clasifica en varios genotipos (VHC1a, VHC1b, VHC2a, VHC2b, etc.) dependiendo de su 
secuencia, de acuerdo con la clasificación internacional de Simmonds y col. (véase Simmonds P. y col., 
Hepatology, (1994) 10, pp. 1321-1324). En la presente invención, el ARN genómico del VHC que no se 
puede replicar de forma autónoma no se limita a los tipos de virus conocidos mencionados anteriormente, 
sino que incluye todos los tipos de ARN genómico de VHC que no se pueden replicar de forma autónoma, 25 
es decir, con capacidad para liberar partículas infecciosas fuera de la célula. En la presente invención, la 
expresión “ARN que se puede replicar de forma autónoma” o “que se replica de forma autónoma” 
pretende significar que cuando se introduce ARN genómico de VHC en una célula, el ARN genómico del 
VHC se replica de forma autónoma, es decir puede liberar partículas infecciosas fuera de la célula. 

En la presente especificación, el ARN que incluye el ARN genómico del VHC mencionado 30 
anteriormente que se puede replicar de forma autónoma en un sistema de células cultivadas se denomina 
“ARN replicón” o “replicón de ARN”. En la presente especificación, el ARN replicón de la presente 
invención, que comprende el ARN replicón de longitud completa, se denomina “ARN replicón de VHC de 
longitud completa”. El ARN replicón de VHC de longitud completa de la presente invención tiene la 
capacidad de generar partículas virales. Además, el ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C 35 
de la presente invención es ARN replicón de VHC de longitud completa. 

 El ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C de la presente invención incluye un ARN 
genómico modificado de la hepatitis C que tiene las secuencias de nucleótidos de porciones de ARN 
genómico de dos o más tipos de virus de la hepatitis C, comprendiendo una región no traducida 5’, una 
secuencia codificadora de la proteína del núcleo, una secuencia codificadora de la proteína E1, una 40 
secuencia codificadora de la proteína E2, una secuencia codificadora de la proteína p7, una secuencia 
codificadora de la proteína NS2, la secuencia codificadora de la proteína de cada una de NS3, NS4A, 
NS4B, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 y una región no traducida 3’, y se puede replicar de forma 
autónoma. Específicamente, en una realización, la presente invención incluye ARN genómico del virus 
modificado de la hepatitis C que se produce mediante la sustitución de una porción del ARN genómico del 45 
virus de la hepatitis C que comprende desde la secuencia codificadora de la proteína NS3 hasta la 
secuencia codificadora de la proteína NS5B, es decir una secuencia del genoma en el terminal 3’, por una 
secuencia parcial de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B de la cepa JFH1 mostrada 
en la SEQ ID NO:1 (secuencia de ARN obtenida mediante la sustitución de T por U en una secuencia que 
corresponde a 3867-9678 de la secuencia de ADN depositada bajo el Nº de Acceso al GenBank 50 
AB047639), y que se puede replicar de forma autónoma. 

 En otra realización, la presente invención proporciona ARN genómico del virus modificado de la 
hepatitis C producido mediante la sustitución de la secuencia codificadora de la proteína NS5B del ARN 
genómico del virus de la hepatitis C por la secuencia codificadora de la proteína NS5B de la cepa JFH1 
mostrada en la SEQ ID NO:2, y que se puede replicar de forma autónoma. 55 

 Preferentemente, la presente invención incluye ARN genómico del virus modificado de la 
hepatitis C obtenido mediante virus de hepatitis C con los genotipos 1b y 2a, teniendo una secuencia de 
nucleótidos que comprende una región no traducida 5’, una secuencia codificadora de la proteína del 
núcleo, una secuencia codificadora de la proteína E1, una secuencia codificadora de la proteína E2, una 
secuencia codificadora de la proteína p7, una secuencia codificadora de la proteína NS2, la secuencia 60 
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codificadora de la proteína de cada una de NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B de la cepa JFH1 y una 
región no traducida 3’, y que se puede replicar de forma autónoma. 

 El ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C descrito anteriormente puede 
comprender además al menos un gen marcador selectivo y/o al menos un gen reporter, y al menos una 
secuencia IRES. 5 

 En la presente invención, utilizando una cepa de VHC que se puede replicar de forma autónoma 
en un sistema de células cultivadas con la combinación de una cepa de VHC que no se puede replicar de 
forma autónoma en dicho sistema de células cultivadas, debido a dos o más tipos de virus de la hepatitis 
C, la cepa del VHC que no se puede replicar de forma autónoma se puede  modificar para que se 
convierta en replicada de forma autónoma. De otro modo, una cepa viral que se replica eficazmente de 10 
forma autónoma se puede modificar para convertirse en replicada de forma autónoma muy eficazmente. 

 Ejemplos específicos de cepas conocidas de VHC de tipo 1a puede incluir una cepa VHC-1, una 
cepa VHC-H y una cepa VHC-J1. Ejemplos específicos de cepas conocidas de VHC de tipo 1b puede 
incluir una cepa VHC-con1, una cepa VHC-TH, una cepa VHC-J, una cepa VHC-JT y una cepa VHC-BK. 
Ejemplos específicos de cepas conocidas de VHC de tipo 2a pueden incluir una cepa VHC-J6, una cepa 15 
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-b1. La estructura de estos virus se 
compone básicamente de 5’-UTR, núcleo, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b y 3’-UTR (tal 
como se ha descrito anteriormente). Se ha determinado la secuencia de nucleótidos de cada región de 
cada cepa del VHC mencionadas anteriormente. Por ejemplo, se han determinado las secuencias de 20 
nucleótidos de las regiones que corresponden al núcleo, E1, E2, p7 y NS2 en la secuencia de longitud 
completa de la cepa TH. Además, en la secuencia de la cepa VHC-JT, se han determinado las regiones 
que corresponden al núcleo, E1, E2, p7 y NS2. Un ejemplo de ARN replicón de la presente invención 
puede ser ARN del replicón 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 25 
VHC-H, una cepa VHC-J1, una cepa VHC-con1, 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 o una cepa E-b1. 

 Además, un ejemplo preferente del ARN genómico de VHC modificado de la presente invención 30 
puede ser un ARN genómico de VHC obtenido mediante la sustitución de una región que corresponde a 
la región desde la región NS3 hasta el lado 3’-terminal del ARN genómico de VHC de la cepa JFH1 del 
virus de la hepatitis C por ARN genómico viral de JFH 1, o mediante la sustitución de la secuencia 
codificadora de la proteína NS5B por la secuencia codificadora de la proteína NS5B de otro ARN 
genómico de VHC o por la inserción aquí de la secuencia anterior. Por ejemplo, en el caso de JCH1 (ref) 35 
del ARN genómico de VHC, que se conoce por no ser capaz de replicarse in vitro, una región que 
corresponde a la región desde la región NS3 de la misma hasta el lado 3’-terminal es sustituida por ARN 
genómico viral de JFH1 con el fin de que el ARN genómico del VHC se pueda modificar para resultar en 
un ARN genómico de VHC que pueda replicarse de forma autónoma. 

 Además, en el caso del clon Con-1 (ref) del ARN genómico del VHC con genotipo 1b de VHC (Nº 40 
de Acceso a EMBL AJ238799), una porción de secuencia del ARN del mismo que codifica las proteínas 
NS3, NS4, NS5A y NS5B es sustituida por la secuencia de ARN de una cepa JFH1 que codifica las 
proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B, o sólo la porción de secuencia de ARN que codifica la proteína NS5B 
del clon Con-1 (ref) con genotipo 1b del VHC es sustituida por la secuencia de ARN que codifica la 
proteína NS5B de la cepa JFH1, de forma que el ARN genómico del VHC se puede modificar para 45 
resultar en un ARN genómico de VHC que se puede replicar de forma autónoma. 

 El replicón de longitud completa que utiliza un gen del clon Con-1 puede ser replicado de forma 
autónoma, pero no forma partículas 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 invención, dichas partículas 
de VHC se pueden formar mediante la sustitución de una porción de la secuencia de ARN que codifica las 50 
proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B por la secuencia de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A 
y NS5B de la cepa JFH1. Es decir, según el método de la presente invención, el ARN genómico del virus 
de la hepatitis C que puede replicarse de forma autónoma pero que es incapaz de formar partículas de 
VHC se puede convertir en ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C capaz de formar 
partículas. 55 

 Además, aún en el caso de un VHC que es incapaz de producir un replicón que se pueda replicar 
de forma autónoma, tal como una cepa TH o una cepa JCH, se forman partículas de VHC mediante la 
producción de un gen quimérico del mismo con la cepa JFH-1, tal como se describe en el ejemplo de la 
presente invención. En consecuencia, la presente invención permite la conversión del ARN genómico del 
VHC que no puede replicarse de forma autónoma en un ARN genómico del virus modificado de la 60 
hepatitis C que puede formar partículas de VHC. 

8

ES 2 360 808 T3



 Además, mediante la introducción de una mutación en NS5B de la porción de secuencia de ARN 
de la cepa JFH1, el crecimiento del ARN genómico del VHC finaliza y también lo hace la generación de 
partículas de VHC. Por tanto, aparentemente, la NS5B desempeña un papel importante en permitir que el 
ARN genómico del VHC se replique de forma autónoma y genere partículas. 

 Actualmente, el VHC se clasifica en varios genotipos (VHC1a, VHC1b, VHC2a, VHC2b, etc.) 5 
dependiendo de su secuencia, de acuerdo con la clasificación internacional de Simmonds y col., (véase 
Simmonds P. y col., Hepatology, (1994) 10, pp. 1321-1324). En la presente invención, el ARN genómico 
del VHC que no se puede replicar de forma autónoma no se limita a los tipos de virus conocidos 
mencionados anteriormente, sino que incluye todos los tipos de ARN genómico de VHC que no se 
pueden replicar de forma autónoma. 10 

 En la presente invención, la secuencia codificadora de la proteína NS5B es una secuencia 
codificadora de la proteína NS5B derivada de la cepa JFH1 (SEQ ID NO:3), pero tiene la secuencia de 
nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO:2. Sin embargo, la secuencia codificadora de la proteína NS5B de 
la presente invención incluye también secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con la secuencia 
de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO:2 bajo condiciones astringentes, siempre que dichas 15 
secuencias de nucleótidos codifiquen los aminoácidos que funcionan como una proteína NS5B (por 
ejemplo, una proteína NS5B que comprende una sustitución conservadora).  

 El término “condiciones astringentes” pretende indicar, por ejemplo, condiciones que consisten 
en una concentración de sodio de entre 300 y 2.000 mM y una temperatura entre 40ºC y 75ºC, 
preferentemente una concentración de sodio entre 600 y 900 mM y una temperatura de 65ºC. Los 20 
especialistas en la técnica pueden obtener fácilmente el homólogo de NS5B mencionado anteriormente, 
con referencia a la clonación 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 genómico del VHC de la presente invención tiene una porción de secuencia de ARN que 
codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B en el ARN genómico del VHC con JFH1 o una secuencia 25 
codificadora de la proteína NS5B. 

 En una realización, el ARN genómico del VHC de la presente invención es un ARN que tiene una 
secuencia de nucleótidos que incluye una región no traducida 5’, una secuencia codificadora de la 
proteína del núcleo, una secuencia codificadora de la proteína E1, una secuencia codificadora de la 
proteína E2, una secuencia codificadora de la proteína NS2, una secuencia codificadora de la proteína 30 
NS3, una secuencia codificadora de la proteína NS4A, una secuencia codificadora de la proteína NS4B, 
una secuencia codificadora de la proteína NS5A, una secuencia codificadora de la proteína NS5B y una 
región no traducida 3’ en el ARN genómico de la cepa viral de la hepatitis C. Además, en el ARN anterior, 
la porción de secuencia del ARN mencionado anteriormente que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y 
NS5B es una porción de secuencia de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B que 35 
procede del ARN genómico de VHC con JFH1 introducido de forma extraña. Preferentemente, se trata de 
ARN en el que la secuencia codificadora de la proteína NS5B del mismo es una secuencia codificadora 
de la proteína NS5B derivada de ARN genómico del VHC con JFH1 introducido de forma extraña. 

 En la especificación de la presente invención, “región no traducida 5’ (5’-NTR o 5’-UTR)”, 
“secuencia codificadora de la proteína del núcleo (región del núcleo o región C)”, “secuencia codificadora 40 
de la proteína E1 (región E1)”, “secuencia codificadora de la proteína E2 (región E2)”, “secuencia 
codificadora de la proteína NS2 (región NS2)”, “secuencia codificadora de la proteína NS3 (región NS3)”, 
“secuencia codificadora de la proteína NS4A (región NS4A)”, “secuencia codificadora de la proteína NS4B 
(región NS4B)”, “secuencia codificadora de la proteína NS5A (región NS5A)”, “secuencia codificadora de 
la proteína NS5B (región NS5B)”, “región no traducida 3’ (3’-NTR o 3’-UTR)” y otras regiones o sitios 45 
específicos ya son conocidos en varios genotipos. Las regiones o sitios mencionados anteriormente de 
una cepa de VHC desconocida se pueden determinar fácilmente mediante la alineación de la secuencia 
de ARN genómico 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 invención en referencia a un gen que 
puede conferir a las células selectividad para seleccionar solamente aquellas células en las que se ha 50 
expresado el gen. Un ejemplo común de dicho gen marcador selectivo puede ser un gen de resistencia a 
antibióticos. Ejemplos de tal gen marcador selectivo que se pueden utilizar preferentemente en la 
presente invención 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 55 
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 
invención no se limitan a los mismos. 

 El término “gen reporter” se utiliza en la presente invención en referencia a un gen marcador que 
codifica un producto genético que actúa como indicador de la expresión del gen. Un ejemplo común de 60 
dicho gen reporter puede ser un gen estructural de una enzima que cataliza una reacción luminosa o una 

9

ES 2 360 808 T3



reacción de tinción. Ejemplos de genes reporter que se pueden utilizar preferentemente en la presente 
invención pueden incluir un gen de la cloramfenicol-acetiltransferasa derivado del transposón Tn9, un gen 
de la -glucuronidasa o -galactosidasa derivado de Escherichia coli, un gen de la  luciferasa, un gen de 
la proteína 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 5 
presente invención no se limitan a los mismos. 

 Uno de los genes marcadores selectivos y reporter mencionados anteriormente puede estar 
incluido en el ARN del replicón, 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 genómico del virus 
modificado de la hepatitis C o dos o varios genes pueden estar contenidos también dentro del mismo. 10 

 El ARN genómico del VHC de la presente invención puede comprender además un ARN que 
codifica cualquier gen extraño que deba expresarse en las células en las que se introduce el ARN 
genómico del VHC de longitud completa. Este ARN que codifica un gen extraño puede estar ligado aguas 
abajo de la región no traducida 5’ o puede estar ligado aguas arriba de la región no traducida 3’. 
Asimismo, dicho ARN puede ser insertado en cualquier espacio de entre una secuencia codificadora de la 15 
proteína del núcleo, una secuencia codificadora de la proteína E1, una secuencia codificadora de la 
proteína E2, una secuencia codificadora de la proteína NS2, una secuencia codificadora de la proteína 
NS3, una secuencia codificadora de la proteína NS4A, un secuencia codificadora de la proteína NS4B, 
una secuencia codificadora de la proteína NS5A y una secuencia codificadora de la proteína NS5B.  

 Cuando el ARN genómico del VHC que comprende el ARN que codifica un gen extraño se 20 
traduce en las células en las que se ha introducido el ARN, esto permite que se exprese un producto 
genético codificado por el gen extraño. En consecuencia, dicho ARN genómico del VHC que comprende 
un ARN que codifica un gen extraño se puede utilizar preferentemente también con el propósito de 
generar el producto genético del gen extraño en las células. 

 En el ARN genómico del VHC de la presente invención, las secuencias codificadoras de las 25 
proteínas virales mencionadas anteriormente, el gen extraño y otros están ligados entre sí de modo que 
pueden ser traducidos a partir del ARN genómico del VHC utilizando un marco de lectura correcto. Las 
proteínas codificadas por el ARN genómico del VHC están ligadas preferentemente entre sí a través de 
sitios de clivaje para la proteasa o similares, de modo que las proteínas 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 30 
la proteasa dentro de cada proteína y luego se libera. 

 El ARN genómico del VHC así producido, que comprende una parte de la secuencia de ARN que 
codifica las proteínas 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 autónoma el ARN genómico 
del VHC, y preferentemente pueden replicar persistentemente de forma autónoma el ARN genómico del 35 
VHC (es decir que pueden replicar el ARN genómico del VHC). En lo que sigue en la presente 
especificación, dichas células recombinantes que pueden replicar el ARN genómico del VHC que 
comprende una parte de la secuencia de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B de la 
cepa JFH1 se denominan “células replicantes del ARN genómico del VHC”. 

 El tipo de células huésped utilizado para dichas “células replicantes del ARN genómico del VHC” 40 
no está particularmente limitado, siempre que puedan ser subcultivadas. Las células eucariotas son 
preferentes. Son especialmente preferentes células humanas y en particular células humanas derivadas 
del hígado, células cervicales humanas y células humanas derivadas del riñón fetal. Además, son 
preferentes las células proliferativas que incluyen cepas de células de cáncer o cepas de células madre. 
Entre otras, son particularmente preferentes las células Huh7, células HepG2, células IMY-N9, células 45 
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 genómico del VHC en las células huésped mediante cualquier 
técnica conocida. Ejemplos de tales métodos de introducción pueden incluir electroporación, bombardeo 50 
de partículas, lipofección, fosfato de calcio, microinyección y DEAE-sefarosa. De entre ellos, es 
particularmente preferente un método que implique electroporación. 

 El ARN genómico del VHC se puede introducir por separado o se puede mezclar con otro ácido 
nucleico y luego ser introducido. Con el fin de cambiar la cantidad de ARN genómico del VHC introducido 
mientras se mantiene constante la cantidad de ARN introducido, se puede mezclar cierta cantidad de 55 
ARN genómico del VHC con ARN celular total extraído de las células en las que se debe introducir el ARN 
genómico del VHC, para preparar cierta cantidad total de ARN, la cantidad total de ARN se puede 
introducir en células. La cantidad de ARN genómico del VHC introducido en las células se puede 
determinar dependiendo del método de introducción utilizado. La cantidad de dicho ARN genómico del 
VHC introducido oscila preferentemente entre 1 picogramo y 100 microgramos, en particular entre 10 60 
picogramos y 10 microgramos. 
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 La replicación del ARN genómico del VHC en las “células replicantes de ARN genómico del VHC” 
puede ser confirmada mediante cualquier método de detección de ARN conocido. Por ejemplo, el ARN 
total extraído de las células se somete al método de hibridación Northern por medio de un fragmento de 
ADN específico del ARN genómico del VHC introducido como sonda, o al método RT-PCR con cebadores 
específicos del ARN genómico del VHC introducido. 5 

 Además, cuando se detecta una proteína de VHC en las proteínas extraídas de “células 
replicantes de ARN genómico del VHC”, se puede determinar qué células replican el ARN genómico del 
VHC. Dicha proteína del VHC puede ser detectada mediante cualquier método conocido para detectar la 
proteína. Por ejemplo, dicha proteína del VHC puede ser detectada dejando que un anticuerpo reaccione 
con una proteína del VHC que se debe expresar a partir del ARN genómico del VHC introducido, para que 10 
reaccione con una proteína extraída de las células. De forma más específica, una muestra de proteína 
extraída de las células se somete a Blot sobre una membrana de nitrocelulosa, se deja entonces que un 
anticuerpo de la proteína de anti-VHC (por ejemplo, un anticuerpo específico de la anti-NS3 o un 
antisuero extraído de un paciente con hepatitis C) reaccione con el mismo, y entonces, por ejemplo, se 
detecta el anticuerpo de la proteína del anti-VHC. 15 

 El hecho de que el ARN genómico del VHC pueda ser replicado de forma autónoma se puede 
confirmar, por ejemplo, transfectando células Huh7 con ARN como diana, cultivando las células Huh7 y 
sometiendo el ARN extraído de las células del cultivo obtenido a hibridación Northern Blot con una sonda 
capaz de detectar específicamente el ARN introducido, pero dicho método de confirmación no se limita a 
esto. Las operaciones específicas para confirmar que el ARN puede ser replicado de forma autónoma se 20 
encuentran en descripciones referentes a la confirmación de la expresión de la proteína de VHC o la 
detección del ARN genómico del VHC en el ejemplo de la presente especificación. 

2. Producción de partículas de VHC 

 Las células replicantes de ARN genómico del VHC producidas tal como se ha descrito 
anteriormente son capaces de generar partículas virales de VHC in vitro. Es decir, las células replicantes 25 
del ARN genómico del VHC de la presente invención se cultivan en un medio adecuado y las partículas 
virales generadas se cosechan entonces del cultivo (preferentemente, una solución de cultivo), 
obteniéndose así fácilmente partículas de VHC. 

 La capacidad de generar partículas virales de las células replicantes del ARN genómico del VHC 
se puede confirmar mediante cualquier método de detección viral conocido. Por ejemplo, una solución de 30 
cultivo que contiene células que generan presumiblemente partículas virales se fracciona según gradiente 
de densidad de sacarosa y se miden entonces tanto la densidad, concentración de proteínas del núcleo 
del VHC, como la cantidad de ARN genómico del VHC de cada fracción. Como consecuencia, cuando el 
pico de la proteína del núcleo del VHC corresponde al del ARN genómico del VHC y cuando la densidad 
de una fracción en la que se detecta el pico es inferior a la densidad de la misma fracción, que es 35 
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 partículas virales. 

 Las partículas virales de VHC liberadas en la solución de cultivo pueden detectarse también por 
reacción de un anticuerpo con una proteína del núcleo, una proteína E1 o una proteína E2. Además, es 40 
posible también detectar indirectamente la existencia de partículas virales de VHC por el aumento del 
ARN genómico del VHC contenido en las partículas virales de VHC en la solución de cultivo y detectando 
luego el producto amplificado siguiendo el método RT-PCR con cebadores específicos. 

3. Infección de otras células con las partículas del VHC de la presente invención 

 Las partículas virales de VHC generadas por el método de la presente invención tienen 45 
capacidad para infectar células (preferentemente células sensibles al VHC). La presente invención 
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 genómico del VHC y después la infección de otras 
células (preferentemente células sensibles al VHC) con partículas virales contenidas en el cultivo obtenido 
(preferentemente una solución de cultivo). El término “células sensibles al VHC” se utiliza aquí con 50 
referencia a las células que tienen capacidad de ser infectadas por VHC. Dichas células sensibles al VHC 
son preferentemente células hepáticas o células linfocitarias, sin limitarse a las mismas. Ejemplos 
específicos de tales células hepáticas pueden incluir células hepáticas primarias, células Huh7, células 
HepG2, células IMY-N9, células HeLa y células 293. Ejemplos específicos de células linfocitarias pueden 
incluir células Molt4, células HPB-Ma y células Daudi. Sin embargo, sin limitarse a las mismas.  55 

 Cuando las células (por ejemplo células sensibles al VHC) son infectadas por partículas de VHC 
generadas en las células replicantes del ARN genómico del VHC de la presente invención, el ARN 
genómico del VHC se replica en las células infectadas y se forman entonces partículas virales. A 
continuación, al dejar que las células se infecten con partículas virales generadas en las células 

11

ES 2 360 808 T3



replicantes del ARN genómico del VHC de la presente invención, el ARN genómico del VHC se puede 
replicar en las células, y después se pueden producir partículas virales. 

 Cuando los animales que pueden infectarse con el virus VHC, por ejemplo chimpancés, son 
infectados por partículas virales del VHC generadas en las células replicantes del ARN genómico del VHC 
de la presente invención, las partículas pueden causar una hepatitis derivada del VHC en los animales. 5 

4. Purificación de partículas de VHC 

 Se puede derivar una solución que contenga virus de VHC utilizada en la purificación de 
partículas de VHC de una o más 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 
partículas de VHC como consecuencia de una recombinación genética y una solución obtenida del 10 
homogenado celular. 

 La solución que contiene virus de VHC se somete a centrifugación y/o filtración por un filtro para 
eliminar células y residuos celulares. La solución obtenida mediante la eliminación de estos residuos se 
puede concentrar a una ampliación de entre 10 y 100 veces utilizando una membrana de ultrafiltración 
con un límite de peso molecular entre 100.000 y 500.000. 15 

 La solución que contiene el VHC de la que se han eliminado los residuos puede purificarse 
mediante cromatografía o centrifugación en gradiente de densidad tal como se describe más abajo, o 
mediante el uso combinado de cromatografía con centrifugación en gradiente de densidad, en cualquier 
orden. Se describirán posteriormente los métodos representativos de cromatografía y de centrifugación en 
gradiente de densidad, pero la presente invención no se limita a los mismos. 20 

 Se puede utilizar una cromatografía de filtración en gel para purificar las partículas de VHC, 
preferentemente con un soporte cromatográfico que tiene, como matriz de gel, un polímero 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 cromatografía de intercambio iónico para purificar las partículas de VHC, 25 
preferentemente mediante Q-Sefarosa(R) como resina de intercambio iónico y preferentemente con SP 
Sefarosa(R) como resina de intercambio catiónico. 

 Se puede utilizar una cromatografía de afinidad para purificar las partículas 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 30 
utilizar esta cromatografía de afinidad para purificar partículas 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 cromatografía de afinidad se puede utilizar para purificar 
partículas de VHC preferentemente con celulofina sulfatada como soporte. Inesperadamente, las 
partículas de VHC se purifican con un aumento de 30 veces, con respecto al coeficiente de masa proteica 35 
total en solución, con relación al número de copias de ARN de VHC antes y después de la purificación. 

 En la purificación por centrifugación en gradiente de densidad, como soluto que forma un 
gradiente de densidad se utiliza preferentemente cloruro de cesio, sacarosa, Nycodenz(R) o un polímero 
de azúcar tal como Ficoll(R) o Percoll(R). En particular, se utiliza sacarosa. Además, como disolvente a 
utilizar aquí, es preferente el agua o una solución tampón tal como un tampón fosfato, un tampón Tris, un 40 
tampón acetato o un tampón glicina. 

 La temperatura aplicada a la purificación oscila preferentemente entre 0ºC y 40ºC, en particular 
entre 0ºC y 25ºC y especialmente entre 0ºC y 10ºC. 

 En un método de purificación que implica la centrifugación en gradiente de densidad, la fuerza 
centrífuga aplicada a la purificación oscila preferentemente entre 1x104 y 1x109 g, en particular entre 45 
5x104 y 1x107 g y especialmente entre 5x104 y 5x105 g. 

 Con respecto al uso combinado de los métodos de purificación, se pueden combinar en cualquier 
orden la centrifugación en gradiente de densidad y la cromatografía en columna. Preferentemente, tras 
haber purificado las partículas de VHC mediante múltiples tipos de cromatografía en columna, el resultado 
se somete a centrifugación en gradiente de densidad. En particular, se lleva a cabo una cromatografía de 50 
intercambio iónico en columna y luego  una cromatografía de afinidad para obtener una fracción que 
contiene partículas de VHC y, a continuación, se purifica la fracción obtenida mediante centrifugación en 
gradiente de densidad. Especialmente, una fracción que contiene partículas de VHC obtenida mediante 
cromatografía en columna utilizando Q-Sefarosa(R) se purifica además en una columna con celulofina 
sulfatada y, a continuación, la fracción obtenida que contiene partículas de VHC se purifica mediante 55 
centrifugación en gradiente de densidad. Además, se puede llevar a cabo una diálisis o ultrafiltración entre 
el proceso de cromatografía en columna y el proceso de centrifugación en gradiente de densidad para 
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sustituir un soluto en la solución que contiene partículas de VHC y/o para concentrar las partículas de 
VHC. 

5. Otras realizaciones de la presente invención 

 El ARN genómico del VHC se replica con gran eficacia en las células replicantes de ARN 
genómico del VHC de la presente invención. En consecuencia, utilizando las células replicantes de ARN 5 
genómico de VHC de la presente invención se puede producir un ARN genómico de VHC con alto 
rendimiento. 

 En la presente invención, se cultivan las células replicantes de ARN genómico del VHC y el ARN 
se extrae del cultivo (células cultivadas y/o medio de cultivo). Luego, se somete a electroforesis el ARN 
extraído para aislar y purificar el ARN genómico del VHC separado, obteniéndose así ARN genómico de 10 
VHC. El ARN así producido comprende una secuencia genómica de VHC. Al proporcionar dicho método 
para producir el ARN que comprende la secuencia genómica del VHC, se posibilita el análisis más 
detallado del genoma del VHC. 

 Además, las células replicantes del ARN genómico del VHC de la presente invención pueden 
utilizarse preferentemente para producir una proteína de VHC. Dicha proteína de VHC puede obtenerse 15 
mediante cualquier método conocido. Por ejemplo, se introduce el ARN genómico del VHC en las células 
para producir células recombinantes. A continuación, se cultivan las células recombinantes y se recupera 
la proteína del cultivo obtenido (células cultivadas y/o medio de cultivo) por los métodos habituales. 

 Las partículas virales de VHC pueden estar dirigidas a células hepáticas. Por tanto, puede 
producirse un vector viral dirigido a células hepáticas por medio del ARN genómico del VHC de la 20 
presente invención. Este vector viral se utiliza preferentemente para la terapia genética. En la presente 
invención, el ARN que codifica un gen extraño se incorpora en el ARN genómico del VHC y luego se 
introduce el ARN en las células, para introducir el gen extraño mencionado anteriormente en las células. A 
continuación, el gen extraño puede replicarse y luego expresarse en las células. 

 Además, el ARN se produce mediante intercambio de la secuencia codificadora de la proteína E1 25 
y/o de la proteína E2 en el ARN genómico del VHC con la proteína de envoltura de un virus procedente de 
otras especies vivas. El ARN producido se introduce entonces en las células, para producir partículas 
virales. Así, se posibilita que las células de varias especies vivas puedan ser infectadas por el ARN. En 
este caso también se incorpora un gen extraño en el ARN genómico del VHC y el ARN obtenido se puede 
utilizar como vector viral dirigido a las células, de forma que el gen extraño pueda expresarse en varios 30 
tipos de células, dependiendo de la directividad de una proteína de envoltura del virus recombinante. 

 La presente invención se refiere también a un método para producir un vector viral que contiene 
un gen extraño, el cual comprende la inserción del ARN que codifica el gen extraño en el ARN genómico 
del VHC, la introducción del ARN genómico en las células y el cultivo de las mismas para que las células 
puedan generar partículas virales. 35 

 La presente invención también proporciona un método para producir una vacuna contra la 
hepatitis C o una vacuna contra el virus utilizado para la recombinación genética de una proteína de 
envoltura utilizando las partículas de VHC de la presente invención o una parte de las mismas, como 
antígeno, o utilizando partículas producidas por recombinación genética de la proteína de envoltura del 
virus para alterar la directividad de las células o una parte de las mismas, como antígeno. Además, se 40 
puede producir también un anticuerpo neutralizante de la infección por VHC utilizando las partículas de 
VHC de la presente invención o una parte de las mismas, como antígeno, o utilizando partículas 
producidas por recombinación genética de la proteína de envoltura del virus para alterar la directividad de 
las células o una parte de las mismas, como antígeno. 

 Las células replicantes del ARN genómico del VHC de la presente invención, o células infectadas 45 
por VHC que están infectadas por partículas virales generadas en las células replicantes del ARN 
genómico de VHC, se pueden utilizar, por ejemplo, para la replicación del VHC o para la reconstrucción 
de partículas virales, o como sistema de ensayo para el screening de una sustancia que favorezca o 
inhiba la liberación de partículas virales (sustancia antivirus de la hepatitis C). Específicamente, por 
ejemplo, dichas células se cultivan en presencia de una sustancia de prueba y se detectan en el cultivo 50 
obtenido el ARN genómico de VHC o partículas virales. A continuación, se determina si la sustancia de 
prueba mencionada anteriormente favorece o no, o inhibe o no, la replicación del ARN del replicón o del 
ARN genómico del VHC, la formación de dichas partículas virales o la liberación de las mismas, buscando 
así una sustancia que favorezca o inhiba el desarrollo de los virus de la hepatitis C. En este caso, el ARN 
genómico del VHC contenido en el cultivo se puede detectar midiendo la cantidad de ARN genómico de 55 
VHC en el ARN extraído de las células mencionadas anteriormente, la proporción del mismo o su 
presencia o ausencia. Las partículas virales contenidas en el cultivo (principalmente, una solución de 
cultivo) se pueden detectar midiendo la cantidad de proteína de VHC contenida en la solución de cultivo, 
la proporción de la misma o su presencia o ausencia. 
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 Las partículas de VHC generadas en las células replicantes del ARN genómico del VHC de la 
presente invención, así como las células sensibles al VHC, se pueden utilizar como sistemas de ensayo 
para el screening de una sustancia que favorezca o inhiba la unión del VHC a las células. 
Específicamente, por ejemplo, las células sensibles al VHC se cultivan conjuntamente con partículas de 
VHC generadas en las células replicantes de ARN genómico del VHC de la presente invención en 5 
presencia de una sustancia de prueba. A continuación, el ARN genómico del VHC o las partículas virales 
se detectan en el cultivo obtenido. Se determina si la sustancia de prueba mencionada anteriormente 
favorece o no, o inhibe o no, la replicación del ARN genómico del VHC o la formación de partículas 
virales, investigando así una sustancia que favorezca o inhiba el desarrollo de virus de la hepatitis C. 

 Dicho ARN genómico del VHC o partículas virales pueden ser detectadas según los medios 10 
mencionados anteriormente o los ejemplos que se describen más adelante. El sistema de prueba descrito 
anteriormente se puede utilizar para la producción o evaluación de un agente preventivo, un agente 
terapéutico, o un agente de diagnóstico de infección por el virus de la hepatitis C. 

 Se presentan a continuación ejemplos específicos de utilización del sistema de prueba de la 
presente invención mencionado anteriormente. 15 

(1) Screening de una sustancia que inhibe el desarrollo del VHC y la  infección que le 
acompaña 

 Ejemplos de sustancias que inhiben el desarrollo de VHC y la infección que le acompaña pueden 
incluir: un compuesto orgánico que afecte directa o indirectamente al desarrollo del VHC y la infección que 
le acompaña; y un oligonucleótido antisentido que se hibrida con la secuencia diana del genoma del VHC 20 
o una hebra complementaria del mismo, para afectar directa o indirectamente al desarrollo del VHC o a la 
traducción de una proteína del VHC. 

(2) Evaluación 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 diseño racional de fármacos o cribado de alta capacidad (por ejemplo, enzima 25 
aislada y purificada). 

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

 Con el fin de identificar una proteína de célula huésped que desempeña un papel importante en 
la replicación de un virus VHC, se pueden utilizar por ejemplo las células replicantes del ARN genómico 30 
del VHC de la presente invención. 

(4) Evaluación de la capacidad del virus VHC para adquirir resistencia a agentes o similares, e 
identificación de la mutación asociada a dicha resistencia 

(5) Producción de la proteína viral utilizada como antígeno que se puede utilizar para el desarrollo, 
producción y evaluación de un agente de diagnóstico o del agente terapéutico para la infección por el 35 
virus de la hepatitis C 

(6) Producción de la proteína viral y del VHC atenuado utilizados como antígenos que se pueden 
utilizar para el desarrollo, producción y evaluación de una vacuna contra la infección por el virus de la 
hepatitis C 

Ejemplos 40 

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

Ejemplo 1: Producción de ARN genómico de VHC 

1. Construcción del vector de expresión 

 Se obtuvo el ADN correspondiente a la región genómica total del virus de una cepa JFH1 del 45 
virus de la hepatitis C (genotipo 2a) aislado de pacientes que padecen hepatitis fulminante a partir de un 
clon de JFH1 que comprendía el ADNc genómico de longitud total de la citada cepa viral (Kato T. y col., J. 
Med. Virol. 64 (2001) pp. 334-339). El ADN obtenido se insertó entonces aguas abajo de una secuencia 
promotora de ARN de T7 que había sido insertada en un plásmido pUC19. Específicamente, un 
fragmento de RT-PCR obtenido mediante amplificación del ARN viral de la cepa JFH1 se clonó en un 50 
vector pGEM-T EASY (Promega), para obtener varios ADN de plásmido 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). El ADNc 
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genómico del virus contenido en cada plásmido se ligó uno con otro por el método PCR y utilizando 
enzimas de restricción y así se clonó el ADNc genómico de longitud total. Una secuencia promotora de 
ARN de T7 se insertó 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 Nº de acceso AB047639. 5 

 Posteriormente, con respecto a una región de NS5B en el pJFH1 (secuencia de nucleótidos: 
SEQ ID NO:2; secuencia de aminoácidos: SEQ ID NO:3), un motivo GDD de los aminoácidos 
correspondiente al centro activo de ARN polimerasa codificada por la región anterior se mutó a GND, para 
producir un clon plásmido mutante pJFH1/GND. Como la secuencia de aminoácidos del centro activo de 
una proteína NS5B codificada por el clon plásmido mutante pJFH1/GND es mutada, este clon no puede 10 
expresar una proteína NS5B activa, necesaria para la replicación del ARN del VHC. 

 Posteriormente, se suprimió una región E1 y una región E2 de JFH1 para producir pJFH1/E1-
E2. Además, el ADNc de longitud total del VHC de una cepa J6CF (Nº 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 había sido insertada 15 
en un plásmido pUC19, para producir pJ6CF y pJCH1, respectivamente. Además, la región codificante de 
NS5B del pJCH1 fue sustituida por la NS5B del JFH1, para producir pJCH1/NS5B (jfh1). 

2. Producción de ARN genómico de VHC 

 Con el fin de producir un ADN plantilla utilizado para la síntesis de ARN, cada uno de pJFH1, 
pJFH1/GND, pJFH1/E1-E2, pJ6CF, pJCH1 y pJCH1/NS5B (jfh1) fue segmentado con la enzima de 20 
restricción Xbal. A continuación, de 10 a 20 g de cada uno de estos fragmentos de clivaje con Xbal se 
incubó con 20 U de Mung Bean Nuclease (cantidad total de solución de reacción: 50 ) a 30ºC durante 30 
minutos. La Mung Bean Nuclease es una enzima que cataliza una reacción de digestión 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 25 
del replicón, a cuyo terminal 3’ se añaden de forma redundante 4 nucleótidos CUGA que constituyen una 
parte de una secuencia de reconocimiento de Xbal. Así, en el presente ejemplo, dicho fragmento de 
clivaje con Xbal fue tratado con Mung Bean Nuclease para eliminar los 4 nucleótidos CUGA del fragmento 
de clivaje con Xbal. A continuación, la solución así tratada con Mung Bean Nuclease que contenía un 
fragmento de clivaje con Xbal se sometió a un tratamiento de eliminación de proteínas de acuerdo con 30 
métodos comunes, para que el fragmento de clivaje con Xbal, del que se habían eliminado los 4 
nucleótidos CUGA, pudiera ser purificado. El fragmento purificado se utilizó como ADN plantilla. 

 Posteriormente, el ARN fue sintetizado in vitro a partir del ADN plantilla anterior. Dicho ARN fue 
sintetizado sometiendo a reacción 20 l de una solución de reacción que contenía de 0,5 a 1,0 g del 
ADN plantilla a 37ºC durante 3 a 16 horas, mediante MEGAscript fabricado por Ambion. 35 

 A la finalización de la síntesis de ARN, se añadió a la solución de reacción DNAsa (2U) y se dejó 
reaccionar la mezcla a 37ºC durante 15 minutos. A continuación, se extrajo el ARN con ácido fenólico y se 
eliminó el ADN plantilla. Así, 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/E1-E2, rJ6CF, rJCH1 y rJCH1/NS5B(jfh1). 40 

 Con respecto al ARN de VHC así obtenido, rJFH1 es ARN producido mediante ADN bajo el Nº 
de Acceso del GenBank AB047639 como plantilla; JFH1/GND es ARN producido utilizando, como 
plantilla, ADN obtenido mediante la sustitución de G en el nucleótido 8618 por A, con respecto al ADN 
bajo el Nº de Acceso del GenBank AB047639; rJFH1/E1-E2 es ARN producido utilizando, como plantilla, 
ADN que comprende una deleción de la parte 989-2041 de la secuencia de ADN, con respecto al ADN 45 
bajo el Nº de Acceso del GenBank AB047639; rJ6CF es ARN producido por medio de ADN bajo el Nº de 
Acceso del GenBank AF177036 como plantilla; rJCH1 es ARN producido por medio de ADN bajo el Nº de 
Acceso del GenBank AB047640 como plantilla; y rJCH1/NS5B (jfh1) es ARN producido utilizando, como 
plantilla, ADN obtenido ligando la parte 1-3866 de la secuencia de ADN del ADN bajo el Nº de Acceso del 
GenBank AB047640, a la parte 3867-9678 de la secuencia de ADN del ADN bajo el Nº de Acceso al 50 
GenBank AB047639, por medio del sitio AvrII de la enzima de restricción. Las secuencias de nucleótidos 
de estos ARN se pueden confirmar. Este último ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C es 
una realización de la presente invención.  

Ejemplo 2: Generación de células replicantes de ARN genómico de VHC y de partículas 
virales en células 55 

1. Replicación del genoma del VHC y generación de partículas virales en células 

 Cada uno de los ARN genómicos del VHC de longitud completa sintetizados anteriormente 
(rJFH1 y rJFH1/GND) se ajustó para que el nivel total de ARN alcanzase 10 g. Posteriormente, se 
introdujeron los ARN mezclados en células Huh7 por el método de electroporación. Las células Huh7 
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tratadas por electroporación se inocularon en una placa de cultivo y luego se cultivaron durante 12 horas, 
24 horas, 48 horas, y 72 horas. A continuación, se recuperaron las células y entonces se extrajo el ARN 
de las mismas. El ARN extraído se analizó por el método Northern blot. Dicho análisis Northern blot se 
llevó 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 extraído de las células se 5 
sometió a electroforesis desnaturalizada en agarosa. A la finalización de la electroforesis, el ARN se 
transcribió en una membrana de nylon de carga positiva. Una sonda de ARN o ADN etiquetada con 32P 
producida a partir de pJFH1 se dejó hibridar con el ARN transcrito en la membrana, tal como se ha 
descrito anteriormente. A continuación, se lavó la membrana y luego se expuso a una película, 
detectándose así una banda de ARN específica del genoma del VHC. 10 

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

 Por otra parte, cuando las células se transfectaron con rJFH1, 4 a 12 horas después de la 15 
transfección la intensidad de la señal de la banda de ARN introducido fue casi la misma que en el caso de 
la introducción de JFH1/GND. A continuación, la señal se atenuó una vez, pero se confirmó una señal 
clara de la banda de ARN a partir de 24 horas en adelante. Esta señal era específica del VHC. En otras 
palabras, se consideró que una parte del ARN de rJFH1 introducido se replicó y se desarrolló. Dicha 
replicación no se observó en el rJFH1/GND obtenido mediante la mutación del motivo activo de NS5B, 20 
que era una enzima replicante de ARN. Así, se confirmó que la actividad de NS5B era importante para la 
replicación del ARN de longitud total del VHC. Se llevó a cabo el mismo experimento utilizando la cepa 
JCH1 (Kato T. y col., J. Med. Virol. 69 (2001) pp. 334-339), que había sido aislada de pacientes con 
hepatitis crónica por los presentes inventores. En el caso de esta cepa, no se confirmó en absoluto la 
replicación del ARN del VHC. 25 

2. Detección de la proteína del VHC 

 Se extrajo una proteína 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 analizó entonces por SDS-
PAGE y Western blot. Para dicho análisis, células Huh7 se transfectaron transitoriamente con ADN de 
plásmido de expresión que incluía un gen de NS3, NS5A, núcleo o E2, y el extracto celular obtenido se 30 
utilizó como control positivo (proteína NS3). Además, se utilizó como control negativo una proteína 
extraída de células Huh7 no transfectadas. Una muestra de proteína extraída de cada clon celular se 
sometió a Blot sobre una membrana de PVDF (Immobilon-P, fabricado por Millipore). A continuación, un 
anticuerpo específico de la anti-NS3 (suministrado por el Dr. Moradpour; Wolk B. y col., J. Virology. 2000; 
74: 2293-2304), un anticuerpo específico de la anti-NS5A (producido mediante la inserción de la región de 35 
NS5A de JFH1 en un vector de expresión y su utilización con un ratón de acuerdo con los procedimientos 
de inmunización con ADN), un anticuerpo específico del anti-núcleo (anticuerpo 2H9 del clon) y un 
anticuerpo específico de la anti-E2 (producido mediante síntesis del péptido de GTTTVGGAVARSTN 
(SEQ ID NO:4) en la región de E2 de JFH1 y el péptido de CDLEDRDRSQLSPL (SEQ ID NO:5) dentro, y 
luego mediante la inmunización de un conejo con los dos péptidos sintéticos), se utilizaron para detectar 40 
las proteínas NS3, NS5A, núcleo y E2 codificadas por el ARN de JFH1. Además, como control intrínseco, 
se detectó una proteína 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 transfección se detectaron las proteínas NS3, NS5A, núcleo y E2, y se confirmó que el 
incremento del nivel de expresión dependía del tiempo. Por contraste, en las células transfectadas con 45 
rJFH1/GND, o en las células Huh7 no transfectadas, no se detectó ninguna de dichas proteínas NS3, 
NS5A, núcleo, y E2. Se descubrió que estas proteínas se expresaban dentro como consecuencia de la 
replicación autónoma del rJFH1 transfectado. 

 A partir de los resultados obtenidos en los puntos 1 y 2 anteriores, se confirmó que rJFH1 se 
replica en células constituidas por la transfección con rJFH1. 50 

3. Detección de la proteína de núcleo de VHC en un medio de cultivo de  células 
transfectadas 

 Se inocularon células Huh7, en las que se habían introducido por electroporación rJFH1, 
rJFH1/GND, rJFH1/E1-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 continuación, se midió la 55 
proteína núcleo del VHC contenida en el medio de cultivo. Dicha medición se llevó a cabo mediante la 
prueba IRMA con antígeno del VHC Ortho (Aoyagi y col., J. Clin. Microbiol., 37(1999) pp. 1802-1808). 

 Como se muestra en la Figura 4, se detectó una proteína núcleo en el medio de cultivo 48 a 72 
horas después de la transfección con rJFH1. Por otra parte, en el medio de cultivo de las células 
transfectadas con rJFH1/GND, rJ6CF y rJCH1 no se detectaron proteínas de núcleo del VHC. En el medio 60 
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de cultivo de las células transfectadas con  rJFH1/E1-E2 se detectó una pequeña cantidad de proteína 
núcleo del VHC. rJFH1/GND, rJ6CF, y rJCH1 no se pueden replicar de forma autónoma en células Huh7, 
mientras que rJFH1 y rJFH1/E1-E2 pueden replicarse de forma autónoma. Así, se descubrió que la 
replicación autónoma del ARN del VHC introducido es esencial para la liberación de dicha proteína núcleo 
y, además, que E1 y E2 son necesarias para que una gran cantidad de proteína núcleo pueda liberarse 5 
establemente fuera de las células. 

4. Detección de partículas de VHC en medio de cultivo de células transfectadas 

 Con el fin de analizar si la proteína núcleo liberada dentro del medio de cultivo en el ejemplo 
mencionado anteriormente era o no secretada en forma de partículas virales, el medio de cultivo obtenido 
6 días después de la transfección con rFJH1 se fraccionó en gradiente de densidad de sacarosa. Esto es, 10 
2 ml de una solución de sacarosa al 60% (peso/peso) (disuelta en 50 mM Tris, pH 7,5 / 0,1M NaCl / 1 mM 
EDTA), 1 ml de una solución de sacarosa al 50%, 1 ml de una solución de sacarosa al 40%, 1 ml de una 
solución de sacarosa al 30%, 1 ml de una solución de sacarosa al 20% y 1 ml de una solución de 
sacarosa al 10% se laminaron en un tubo centrífugo y después 4 ml del sobrenadante de cultivo de una 
muestra se laminó encima. Este tubo se centrifugó entonces a 400.000 r.p.m. a 4ºC durante 16 horas 15 
utilizando un rotor Beckmann SW41Ti. Al finalizar la centrifugación, 0,5 ml de cada una de las fracciones 
se recuperó del fondo del tubo centrífugo. La densidad, la concentración de proteína del núcleo de VHC y 
el número de copias de ARN de VHC se sometieron a prueba para cada fracción. La detección del ARN 
del replicón mediante RT-PCR cuantitativa se llevó a cabo mediante detección de ARN en la región no 
traducida 5’ del ARN de VHC de acuerdo con el método de Takeuchi y col. (Takeuchi T. y col., 20 
Gastroenterology 116: 636-642 (1999)). Específicamente, el ARN del replicón contenido en el ARN 
extraído de las células se amplificó por PCR utilizando los siguientes cebadores sintéticos y el kit EZ rTth 
RNA PCR (Applied Biosystems), y se detectó entonces utilizando el sistema detector de secuencias ABI 
Prism 7700 (Applied Biosystems). 

R6-130-S17: 5’-CGGGAGAGCCATAGTGG-3’ (SEQ ID NO:6) 25 

R6-290-R19: 5’-AGTACCACAAGGCCTTTCG-3’ (SEQ ID NO:7) 

Sonda TaqMan, R6-148-S21FT: 5’-CTGCGGAACCGGTGAGTACAC-3’ (SEQ ID NO:8) 

 Como se muestra en la Figura 5A, el pico de la proteína núcleo correspondía al del ARN de VHC 
en una fracción de 1,17 mg/ml. Se descubrió que la densidad de esta fracción era de aproximadamente 
1,17 mg/ml. Se trataba de una gravedad específica más ligera que la de un producto unido consistente en 30 
una proteína núcleo y ácido nucleico, que se había reportado anteriormente. Si la proteína núcleo y el 
ARN del VHC existentes en la fracción de 1,17 mg/ml forman una estructura de partículas de VHC, se 
considera que esta fracción es resistente a la nucleasa. Por tanto, una solución de cultivo obtenida 6 días 
después de la transfección con JFH1 fue tratada con 10 g/ml de ARNasa A durante 20 minutos y se 
fraccionó entonces en gradiente de densidad de sacarosa. 35 

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

 A continuación, se sometió la solución de cultivo al mismo fraccionamiento que el descrito 40 
anteriormente, después de haber sido tratada con un 0,25% de NP40. Como consecuencia, el pico de la 
proteína núcleo y el del ARN de VHC cambiaron a 1,28 mg/ml (Figura 5C). Después, cuando la solución 
de cultivo fue tratada simultáneamente con un 0,25% de NP40 así como con RNAsa A, el pico del ARN de 
VHC desapareció (Figura 5D). Por tanto, se consideró que una membrana superficial con baja gravedad 
específica conteniendo lípidos había sido exfoliada de las partículas virales como consecuencia del 45 
tratamiento con NP40, de modo que las partículas se convirtieron en partículas de núcleo consistentes 
solamente en ácido nucleico y una proteína núcleo que no tenían una estructura de tipo viral, resultando 
en un incremento de la gravedad específica. 

 A partir de estos resultados, se confirmó que el ARN viral se había replicado mediante 
transfección de las células Huh7 con rJFH1 y que las partículas virales se forman por este medio y se 50 
liberan en la solución de cultivo. 

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

 Se transfectaron células Huh7 con rJFH1 y se examinó la infectividad de las partículas de VHC 
secretadas en un medio de cultivo. Se recuperó el sobrenadante del cultivo 3 días después de la 
transfección de las células Huh7 con rJFH1 o rJFH1/E1-E2. Se centrifugó el medio de cultivo recuperado 55 
y se recuperó el sobrenadante centrifugado, seguido de filtración por un filtro de 0,45 m. En presencia de 
este medio de cultivo, se cultivaron las células Huh7 que no habían sido transfectadas con ARN. 48 horas 
más tarde, las células fueron inmunoteñidas de forma fluorescente con un anticuerpo anti-núcleo 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 transfección de células Huh7 con rJFH1, se observó en las 
células la expresión de una proteína núcleo y de una proteína NS5A. Por otra parte, en el caso de las 
células cultivadas en presencia de un medio de cultivo obtenido mediante transfección de células Huh7 
con rJFH1/E1-E2, no se observó en las células dicha expresión de una proteína núcleo y de una 5 
proteína NS5A (datos no mostrados). 

 Posteriormente, se recuperó un sobrenadante de cultivo 3 días después de la transfección de 
células rHuh7 con JFH1 y se concentró entonces a una ampliación de 30 veces utilizando un ultrafiltro 
(límite: 1 x 105 Da). Las células Huh7 que no habían sido transfectadas con ARN se cultivaron en 100 l 
de un medio de cultivo que contenía partículas de VHC concentradas en un cubreobjetos de 15 mm. 48 10 
horas más tarde, se inmunotiñeron las células con un anticuerpo anti-núcleo y entonces se contó el 
número de células positivas teñidas con el anticuerpo anti-núcleo, 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 continuación, se confirmó si esta infección se debía 
o no a partículas del VHC que habían sido secretadas en el medio de cultivo como resultado de la 15 
transfección de las células Huh7 con rJFH1. Es decir, utilizando un medio de cultivo preparado 
sometiendo una solución de cultivo utilizada para el tratamiento de infección por UV y otro medio de 
cultivo preparado sin la etapa de transfección con ARN, las células Huh7 que no habían sido 
transfectadas con ARN se cultivaron en un cubreobjetos de 15 mm. 48 horas más tarde, se inmunotiñeron 
las células con un anticuerpo anti-núcleo y se contó entonces el número de células infectadas. Como 20 
resultado, en el caso en el que las células estaban tratadas con UV, el número de células infectadas se 
redujo drásticamente. En el caso del medio de cultivo preparado sin la etapa de transfección con ARN, no 
se observaron células infectadas. 

 Además, se examinó si las partículas infecciosas por VHC amplificaban o no el ARN en las 
células y liberaban entonces nuevas partículas de VHC en el medio de cultivo. Las células Huh7 que no 25 
habían sido transfectadas con ARN se cultivaron en 100 l de un medio de cultivo que contenía partículas 
de VHC preparadas mediante la concentración de un medio de cultivo obtenido 48 horas después de la 
transfección de las células Huh7 con rJFH1. A continuación, las células y el medio de cultivo se 
recuperaron cada día y se recuperó el ARN del mismo. La cantidad de ARN de VHC se sometió a prueba 
por el método mencionado anteriormente. Como consecuencia, tal como se muestra en la Figura 6C, el 30 
ARN de VHC se amplificó hasta cierta cantidad en las células y la cantidad de ARN de VHC aumentó de 
forma dependiente del tiempo en el sobrenadante. Por otra parte, se llevó a cabo el mismo examen 
utilizando una solución de cultivo obtenida mediante la transfección de células Huh7 con rJFH1/E1-E2. 
Sin embargo, no se detectó ARN de VHC en las células ni en la solución de cultivo. 

 A partir de estos resultados, se confirmó que las partículas de VHC secretadas en el medio de 35 
cultivo tienen infectividad como consecuencia de la transfección de las células Huh7 con rJFH1 y también 
tienen la capacidad de amplificar el ARN de VHC en las células infectadas y producir nuevas partículas de 
VHC. 

6. Producción de partículas virales de VHC por rJCH1/NS5B(jfh1) 

 Se examinó si las partículas de VHC son o no secretadas en un medio de cultivo como resultado 40 
de la transfección de las células Huh7 con rJCH1/ NS5B(jfh1), o si las partículas de VHC secretadas 
presentan o no infectividad. Una solución de cultivo obtenida 6 días después de la transfección de células 
Huh7 con rJCH1/NS5B(jfh1) se concentró por el método descrito en el apartado 5 anterior. En presencia 
de este medio de cultivo, se cultivaron células Huh7 que no habían sido transfectadas con ARN y se 
sometieron a prueba los cambios dependientes del tiempo de la cantidad de ARN de VHC en las células. 45 
A las 12 horas del inicio del cultivo, la cantidad de ARN de VHC en las células aumentó de forma 
dependiente del tiempo (Figura 7A). Además, las células Huh7 que no habían 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 más tarde, se inmunotiñeron las células con un anticuerpo anti-núcleo y 
entonces se contó el número de células positivas teñidas con el anticuerpo anti-núcleo, a saber, las 50 
células infectadas. Como consecuencia, tal como se muestra en la Figura 7B, se observaron las células 
infectadas. A partir de estos resultados, se descubrió que las partículas de VHC secretadas en un medio 
de cultivo adquieren infectividad como consecuencia de la transfección de las células Huh7 con 
rJCH1/NS5B(jfh1) y que tienen la capacidad también de amplificar el ARN de VHC en las células 
infectadas y producir nuevas partículas de VHC. 55 

 En consecuencia, aún en el caso de una cepa que no puede replicarse de forma autónoma in 
vitro, tal como una cepa de VHC aislada de pacientes, la sustitución de la región HS5B de la misma por 
NS5B de rJFH1 permite la replicación autónoma de la misma en un sistema celular de cultivo así como la 
generación de partículas de VHC. 
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Ejemplo 3 

1. Producción de partículas virales de VHC por ConI/C-NS2/JFH-1 

 Se transfectaron células Huh7 con ARN de VHC quimérico que comprendía la parte NS5B de 
una cepa Con-1 con el genotipo 1b del VHC y la de JFH-1 y luego se investigó si las partículas de VHC 
eran o no secretadas  en una solución de cultivo y si las partículas de VHC secretadas presentan o no 5 
infectividad. 

 La secuencia de una cepa Con-1 con genotipo1b del VHC correspondiente a 1 hasta 1.026 
(regiones del núcleo, E1, E2, p7 y NS2 de la cepa ConI) se ligó aguas abajo de 5’-UTR de una cepa JFH-
1. A continuación, la región 1.031-3.030 de la cepa JFH-1 (de NS3 a NS5b) se ligó también aguas abajo 
de la misma. Después, la 3’-UTR de la cepa JFH-1 se ligo también aguas abajo de la misma, para 10 
producir un constructo. Utilizando este constructo, se produjo ARN de VHC quimérico de rCon1/C-
NS2/JFH-1 por el método descrito en el Ejemplo 1-2 anterior. A continuación, 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 midió con el tiempo la proteína núcleo contenida en el sobrenadante. 
Desde aproximadamente 48 horas en adelante, se detectó en el sobrenadante dicha proteína núcleo y, 15 
por tanto, se pudo confirmar que las partículas de VHC fueron generadas en el sobrenadante celular. 
Posteriormente, se concentró el sobrenadante a un aumento de 20 veces mediante ultrafiltración y luego 
se añadió el concentrado a las células Huh7. 48 horas después del cultivo, se tiñeron las células con un 
anticuerpo de conejo anti-NS3. 

 Como consecuencia, no se observó en la simulación ninguna célula positiva del anticuerpo anti-20 
NS3 ni rJFH1/E1-E2, pero dichas células positivas del anticuerpo anti-NS3 se detectaron en rJFH-1 y 
rCon1/C-NS2/JFH-1. A partir de estos resultados, se pudo confirmar que rCon1/C-NS2/JFH-1 puede 
generar partículas infecciosas de VHC, como con JFH-1. 

Ejemplo 4: Producción de ARN del replicón de VHC quimérico de longitud total derivado de 
ARN genómico de VHC quimérico de longitud total 25 

1. Construcción del vector de expresión 

 El ADN (clon JFH-1: SEQ ID NO:9) que contenía el ADNc genómico 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 insertó aguas abajo de una secuencia promotora de ARN de T7 en un plásmido pUC19, 
para producir ADN de plásmido.  30 

Específicamente, un fragmento de RT-PCR obtenido mediante amplificación del ARN viral de la 
cepa JFH-1 se clonó en un vector pGEM-T EASY (Promega), para obtener varios ADN de plásmido 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 35 
ADNc derivado del ARN genómico del virus contenido en cada plásmido se ligó uno con otro por PCR y 
utilizando enzimas de restricción, y así se clonó el ADNc genómico de longitud total. Una secuencia 
promotora de ARN de T7 se insertó aguas arriba del genoma del virus de longitud total. En adelante, el 
ADN de plásmido así construido se denomina pJFH1. Se debe observar que la producción del clon JFH-1 
mencionado anteriormente se describe en la Publicación de Patente Japonesa (Kokai) Nº 2002-171978 A 40 
y el documento de Kato y col. (Kato y col., J. Med. Virol., (2001) 64(3): pp. 334-339). Además, la 
secuencia de nucleótidos del ADNc de longitud completa del clon JFH-1 ha sido registrada en el 
International DNA Databank (DDBJ/ EMBL/GenBank) bajo el Nº 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 45 
neomicina-fosfotransferasa) se insertaron entre la región no traducida 5’ y la región de núcleo de pJFH1, 
que era ADN de plásmido, para construir pFGREP-JFH1, que era ADN de plásmido. Dicha construcción 
se llevó a cabo de acuerdo con los procedimientos de Ikeda y col. (Ikeda y col., J. Virol., (2002) 76(6):pp. 
2997-3006).  

2. Construcción del vector de expresión quimérico 50 

 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 utilizó para producir un vector de VHC quimérico. Las partes de 
núcleo, 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/JFH1.  55 

 En la presente especificación, 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 genómico parcial (1-3748) que comprende una 
parte correspondiente a la región desde la región no traducida 5’ de la cepa TH de VHC hasta la región 
NS3 de la misma), se muestran en las SEQ ID NO: 9 y 10, respectivamente. En la secuencia de ARN 
genómico de longitud completa de la cepa JFH-1 (SEQ ID NO: 9) mencionada anteriormente, la “región 
no traducida 5’” corresponde a 1-340, la “secuencia codificante de la proteína núcleo” corresponde a 341-5 
913, la “secuencia codificante de la proteína E1” corresponde a 914-1489, la “secuencia codificante de la 
proteína E2” corresponde a 1490-2590, la “secuencia codificante de la proteína NS2” corresponde a 2780-
3430, la “secuencia codificante de la proteína NS3” corresponde a 3431-5323, la “secuencia codificante 
de la proteína NS4A” corresponde a 5324-5486, la “secuencia codificante de la proteína NS4B” 
corresponde a 5487-6268 la “secuencia codificante de la proteína NS5A” corresponde a 6269-7663 y la 10 
“secuencia codificante de la proteína NS5B” corresponde a 7664-9442. 

3. Producción de ARN del replicón de VHC quimérico de longitud completa 

 Con el fin de producir ADN plantilla utilizado para la síntesis de ARN del replicón de VHC 
quimérico de longitud completa, el vector de expresión pFGREP-TH/JFH1 tal como se construyó más 
arriba se clivó con la enzima de restricción Xbal. A continuación, 10 a 20 g del fragmento de clivaje de 15 
Xbal se mezclaron en 50 l de una solución de reacción y la mezcla obtenida se incubó con 20 U de Mung 
Bean Nuclease a 30ºC durante 30 minutos. La Mung Bean Nuclease es una enzima que cataliza una 
reacción de digestión 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 replicón, a cuyo terminal 3’ se añaden de forma 20 
redundante 4 nucleótidos CUGA que constituyen una parte de una secuencia de reconocimiento de Xbal. 
Así, en el presente ejemplo, dicho fragmento de clivaje con Xbal fue tratado con Mung Bean Nuclease, 
para eliminar los 4 nucleótidos CUGA del fragmento con Xbal. A continuación, la solución así tratada con 
Mung Bean Nuclease que contenía el fragmento de clivaje con Xbal se sometió a un tratamiento de 
eliminación de proteínas de acuerdo con los métodos habituales, para que el fragmento de clivaje con 25 
Xbal, del que se habían eliminado los 4 nucleótidos CUGA, se purificara. El fragmento purificado se utilizó 
como ADN plantilla. 

 Posteriormente, el ARN fue sintetizado in vitro a partir del ADN plantilla utilizando ARN 
polimerasa de T7. Se utilizó MEGAscript fabricado por Ambion para dicha síntesis de ARN. 20 l de una 
solución de reacción que contenía de 0,5 a 1,0 g del ADN plantilla se dejó reaccionar de acuerdo con las 30 
instrucciones proporcionadas por el fabricante. 

 A la finalización de la síntesis de ARN, se añadió a la solución de reacción DNAsa (2U) y la 
mezcla obtenida se sometió a reacción a 37ºC durante 15 minutos. A continuación, se extrajo el ARN con 
ácido fenólico y se eliminó el ADN plantilla. Así, el ARN sintetizado a partir del ADN plantilla mencionado 
anteriormente procedente de pFGREP-TH/JFH1 se denominó rFGREP-TH/JFH1. La secuencia de 35 
nucleótidos del ARN genómico 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 replicón del VHC quimérico de longitud total de la 
presente invención. 

Ejemplo 5: Producción de células replicantes del ARN del replicón del VHC quimérico de 
longitud total y constitución del clon celular 40 

1. Introducción del ARN genómico del VHC quimérico de longitud total en células 

 Distintas cantidades del ARN genómico del VHC quimérico de longitud total (rFGREP-TH/JFH1) 
tal como se sintetizó anteriormente se mezclaron con ARN celular total extraído de células Huh7, 
resultando la cantidad total de ARN en 10 g. Posteriormente, se introdujo el ARN mezclado en células 
Huh7 por el método de electroporación. Tras haber sido cultivadas las células durante 16 a 24 horas, se 45 
añadió G418 al mismo en distintas cantidades. El cultivo continuó mientras la solución de cultivo se 
cambiaba por una solución fresca dos veces a la semana. A la finalización del cultivo durante 21 días, se 
tiñeron las células supervivientes con violeta cristal. Se contó el número de colonias teñidas y entonces se 
calculó el número de colonias obtenidas por peso de ARN utilizado para la transfección. Además, en 
varias placas de cultivo, se clonaron las colonias de células supervivientes y el cultivo continuó. Se extrajo 50 
ARN, ADN genómico y una proteína de las células clonadas y, a continuación, se investigó la detección 
de ARN del replicón de VHC quimérico de longitud completa, la presencia o ausencia de incorporación de 
un gen de resistencia a la neomicina en el ADN genómico y la expresión de una proteína de VHC. Se 
muestran los resultados en detalle más abajo. 

2. Capacidad de formación de colonias 55 

 Como consecuencia de la transfección mencionada anteriormente, la formación de colonias por 
las células se observó aún en un caso donde la concentración de G418 era de 1,0 mg/ml. Se consideró 
que el ARN del replicón de rFGREP-TH/JFH1 se replicabla de forma autónoma en las células Huh7 
transfectadas con el ARN del replicón 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. Así, las células podían 
desarrollarse y las células Huh7 adquirir la capacidad de formación de colonias. 

Ejemplo 6: Infectividad del virus quimérico VHC en el sobrenadante de cultivo 

Experimento referente a la infectividad de partículas virales del VHC quimérico en sobrenadante de cultivo 

 Se transfectaron células Huh7 con rFGREP-TH/JFH1 y se recuperó entonces el sobrenadante de 5 
cultivo que contenía clones de células replicantes del ARN del replicón del VHC quimérico de longitud 
completa. Se añadió el sobrenadante de cultivo a células Huh7 que no habían sido infectadas, de modo 
tal que las células Huh7 se infectaron con partículas virales en el sobrenadante de cultivo. Al día siguiente 
a la infección, se añadieron 0,3 mg/ml de G418 al medio de cultivo que contenía las células Huh7 
infectadas y luego se cultivó la mezcla durante 21 días. A la finalización del cultivo, se fijaron las células y 10 
luego se tiñeron con violeta cristal. Como resultado, se observó la formación de colonias en las células 
infectadas con el sobrenadante de cultivo que contenía clones de células replicantes de ARN del replicón 
del VHC quimérico de longitud completa obtenidos mediante transfección con rFGREP-TH/JFH1. Esto 
muestra que los clones de células replicantes de ARN del replicón del VHC quimérico de longitud 
completa obtenidos por transfección con rFGREP-TH/JFH1 generan VHC infeccioso y también que el 15 
VHC presenta infectividad a nuevas células. 

Ejemplo 7: Purificación de partículas de VHC 

1. Filtración en gel 

 La Figura 11 muestra la distribución de partículas de VHC en cada fracción mediante 
cromatografía de filtración en gel. Los soportes de gel utilizados fueron Sephacryl(R) S300, S400 y S500. 20 
Una solución que contiene partículas de VHC utilizada para la cromatografía en columna se purificó por 
cromatografía en una columna que contenía cada uno de los soportes de gel anteriores. El tampón 
utilizado para la purificación comprendía 10 mM de Tris-clorhidrato, 1 mM ácido etilendiaminotetraacético 
y 100 mM cloruro de sodio (pH 8,0). Como consecuencia, en el caso de utilizar Sephacryl(R) S-300, se 
obtuvieron partículas de VHC a una fracción pasante denominada fracción de vacío. Así, utilizando 25 
Sephacryl(R) S-300, se separaron las partículas de VHC de las proteínas de pequeño peso molecular, de 
modo que pudo cambiarse la concentración de sal de la solución. La relación entre la proteína núcleo de 
VHC y la  masa de proteína total era de 3,78 cuando se comparó con las partículas de VHC antes de la 
purificación en columna y, por tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total aumentó. 
Por otra parte, en el caso de utilizar Sephacryl(R) S-400 y S-500, como se obtuvieron las partículas de 30 
VHC a una fracción eluida dependiendo del peso molecular, las partículas se pueden separar de otras 
proteínas con distintos pesos moleculares. 

2. Cromatografía de intercambio iónico 

 La Figura 12 muestra la distribución de partículas de VHC en cada fracción mediante 
cromatografía de intercambio iónico. Los soportes de gel utilizados fueron SP Sefarosa HP(R) y Q 35 
Sefarosa HP(R). 

 En el caso de una columna utilizando SP Sefarosa HP(R), la columna se equilibró con 50 mM de 
un tampón de ácido cítrico (pH 6,2). Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC 
que había 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 tampón de ácido cítrico (pH 6,2). A continuación, se hizo pasar 40 
por la columna 50 mM de un tampón de ácido cítrico (pH 6,2) a un caudal aproximadamente 10 veces 
superior al de la columna. Posteriormente, 50 mM de tampón de ácido cítrico (pH 6,2) a los que se había 
añadido 0,1M NaCl, 0,3M NaCl y 1M NaCl, se hicieron pasar sucesivamente por la columna a un volumen 
aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuación, 50 mM de un tampón de ácido 
cítrico (pH 6,2) al que se había añadido 1M NaCl pasó por la columna a un volumen aproximadamente 5 45 
veces superior al de la columna (fracción 1M de NaClW). Como resultado, las partículas de VHC se 
eluyeron en la fracción de 50 mM de tampón de ácido cítrico (pH 6,2) al que se había añadido 0,1M NaCl. 

 En el caso de una columna utilizando Q Sefarosa HP(R), la columna se equilibró con 50 mM de 
un tampón de Tris-HCl (pH 8,0). Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC 
que había sido concentrada mediante un ultrafiltro con un peso molecular fraccional situado entre 100.000 50 
y 500.000 y luego diluida con 50 mM de tampón de Tris-HCl (pH 8,0). A continuación, 50 mM de un 
tampón de Tris-HCl (pH 8,0) pasó por la columna, a un volumen aproximadamente 10 veces superior al 
de la columna. Posteriormente, 50 mM de tampones de Tris-HCl (pH 8,0) a los que se había añadido 
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 continuación, 50 mM de un tampón de Tris-HCl 55 
(pH 8,0) al que se había añadido 1M NaCl, pasó por la columna a un volumen aproximadamente 5 veces 
superior al de la columna (fracción 1M de NaClW). Como resultado, las partículas de VHC se eluyeron en 
la fracción de 50 mM de tampón de Tris-HCl (pH 8,0), al que se había añadido 0,3M NaCl. La relación 
entre la proteína núcleo del VHC y la masa de proteína total era de 2,32 cuando se comparó con las 
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partículas de VHC antes de la purificación en columna y, por tanto, la relación entre las partículas de VHC 
y la proteína total aumentó. 

3. Cromatografía de afinidad 

 La Figura 13 muestra la distribución de partículas de VHC en cada fracción mediante 
cromatografía de afinidad con lectina. En la cromatografía de afinidad se utilizaron soportes a los que se 5 
unen cada uno de RCA-120, ConA, LCA  y WGA. 

 En el caso de cromatografía de afinidad con ConA, LCA y WGA, la columna se equilibró con una 
solución salina tamponada con fosfato. Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de 
VHC que había sido concentrada mediante un ultrafiltro con un límite de peso molecular situado entre 
100.000 y 500.000 y luego diluida con una solución salina tamponada con fosfato. A continuación, la 10 
solución salina tamponada con fosfato pasó por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces 
superior al de la columna. Posteriormente, una solución salina tamponada con fosfato a la que se había 
añadido 0,35M lactosa pasó por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la 
columna. A continuación, una solución salina tamponada con fosfato a la que se había añadido 0,5M 
lactosa pasó por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como 15 
resultado, en el caso de la cromatografía de afinidad con LCA y ConA, no se observó ninguna unión 
específica al soporte. En el caso de la cromatografía de afinidad con WGA, las partículas de VHC se 
eluyeron en la fracción de solución salina tamponada con fosfato a la que se había añadido 0,35M 
lactosa. 

En el caso de cromatografía de afinidad con RCA-120, la columna se equilibró con una solución 20 
salina tamponada con fosfato. Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC que 
había sido concentrada por un ultrafiltro con un peso molecular fraccional situado entre 100.000 y 500.000 
y luego diluida con una solución salina tamponada con fosfato. A continuación, la solución salina 
tamponada con fosfato pasó por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces superior al de la 
columna. Posteriormente, la solución salina tamponada con fosfato a la que se había añadido 0,38M 25 
lactosa pasó por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A 
continuación, una solución salina tamponada con fosfato a la que se había añadido 0,38M lactosa pasó 
por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, en el 
caso de la cromatografía de afinidad con RCA-120, las partículas de VHC se eluyeron en la fracción de 
solución salina tamponada con fosfato a la que se había añadido 0,38M lactosa. 30 

 La Figura 14 muestra la distribución de partículas de VHC en cada fracción mediante 
cromatografía de afinidad con heparina y celulofina sulfatada. 

 En cada cromatografía de afinidad, la columna se equilibró con 20 mM de un tampón fosfato (pH 
7,0).  Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC que había sido concentrada 
mediante un ultrafiltro con un límite de peso molecular situado entre 100.000 y 500.000 y luego diluida con 35 
20 mM de tampón fosfato (pH 7,0). A continuación, el tampón fosfato (pH 7,0) pasó por la columna a un 
volumen aproximadamente 10 veces superior al de la columna. Posteriormente, tampones fosfato (pH 
7,0) a los que se habían añadido 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 
continuación, 20 mM de un tampón fosfato (pH 7,0) al que se había añadido 1M NaCl pasó por la columna 40 
a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, en el caso de la 
cromatografía de afinidad con heparina, las partículas de VHC se eluyeron en la fracción de 20 mM de 
tampón fosfato (pH 7,0) al que se había añadido 0,3M NaCl. La relación entre la proteína núcleo del VHC 
y la masa de proteína total fue de 0,36 cuando se comparó con las partículas de VHC antes de la 
purificación en columna y, por tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total se redujo. 45 
En el caso de la cromatografía de afinidad con celulofina sulfatada, las partículas de VHC se eluyeron en 
la fracción de 20 mM de tampón fosfato (pH 7,0) a la que se había añadido 0,1M NaCl. 

 La Figura 15 muestra la distribución de partículas de VHC en cada fracción mediante 
cromatografía de afinidad por tinción azul. 

En la cromatografía de afinidad por tinción azul, se utilizó para la columna un soporte obtenido 50 
mediante la unión de Azul Cibacrón F3G-A a partículas de agarosa. La columna se equilibró con 20 mM 
de tampón fosfato (pH 7,0). Se añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC que 
había sido concentrada mediante un ultrafiltro con un límite de peso molecular situado entre 100.000 y 
500.000 y luego diluida con 20 mM de un tampón fosfato (pH 7,0). A continuación, una solución salina 
tamponada con fosfato pasó por la columna a un volumen aproximadamente 10 veces superior al de la 55 
columna. Posteriormente, 20 mM de tampones fosfato (pH 7,0) a los que se habían añadido 1M ó 2M 
NaCl pasaron sucesivamente por la columna, a un volumen aproximadamente 3 veces superior al de la 
columna. A continuación, 20 mM de un tampón fosfato (pH 7,0) al que se había añadido 2M NaCl pasó 
por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces superior al de la columna. Como resultado, las 
partículas de VHC se eluyeron en una fracción no ligante de la columna. La relación entre la proteína 60 
núcleo del VHC y la masa de proteína total fue de 3,33 cuando se comparó con las partículas de VHC 
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antes de la purificación en columna y, por tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total 
aumentó. 

4. Centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa 

 Se purificaron las partículas de VHC mediante la utilización combinada de cromatografía en 
columna y centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa con referencia a los ejemplos 5 
mencionados anteriormente. 

En primer lugar, se purificaron las partículas de VHC utilizando Q Sefarosa HP(R). La columna se 
equilibró con 50 mM de un tampón de Tris-HCl (pH 8,0). Se añadió a la columna una solución que 
contenía partículas de VHC que había 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 tampón de Tris-HCl (pH 8,0). 10 
A continuación, 50 mM de un tampón de Tris-HCl (pH 8,0) pasó por la columna a un volumen 
aproximadamente 10 veces superior al de la columna. Posteriormente, 50 mM del tampón de Tris-HCl (pH 
8,0) al que se había añadido cada uno de 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 continuación, 50 mM de 
un tampón de Tris-HCl (pH 8,0) al que se había añadido 1M NaCl pasó por la columna, a un volumen 15 
aproximadamente 5 veces superior al de la columna (fracción 1M de NaClW). Como resultado, tal como 
se muestra en la Figura 16A, las partículas de VHC se eluyeron en la fracción de 50 mM del tampón de 
Tris-HCl (pH 8,0) a la que se había añadido 0,3M NaCl; la fracción de 50 mM del tampón de Tris-HCl (pH 
8,0) a la que se había añadido 1M NaCl; y la fracción 1M de NaClW. Se recogieron las fracciones que 
contenían las partículas de VHC. La relación entre la proteína núcleo del VHC y la masa de proteína total 20 
fue de 2,29 cuando se comparó con las partículas de VHC antes de la purificación en columna y, por 
tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total aumentó. 

 En segundo lugar, las partículas de VHC se purificaron mediante cromatografía en celulofina 
sulfatada. En cada cromatografía, la columna se equilibró con 20 mM de un tampón fosfato (pH 7,0). Se 
añadió a la columna una solución que contenía partículas de VHC obtenida mediante la concentración por 25 
un ultrafiltro con un límite de peso molecular situado entre 100.000 y 500.000 conteniendo las fracciones 
partículas de VHC purificadas con Q Sefarosa HP(R), y luego dilución del resultado con 20 mM de tampón 
fosfato (pH 7,0). A continuación, el tampón fosfato (pH 7,0) pasó 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 habían añadido 0,25M ó 1M NaCl pasaron sucesivamente por la columna, a un volumen 30 
aproximadamente 3 veces superior al de la columna. A continuación, 20 mM de un tampón fosfato (pH 
7,0) al que se había añadido 1M NaCl pasó por la columna, a un volumen aproximadamente 5 veces 
superior al de la columna. Como resultado, tal como se muestra en la Figura 16B, partículas de VHC se 
eluyeron principalmente en 20 mM de tampón fosfato (pH 7,0) al que se había añadido 1M NaCl. La 
relación entre la proteína núcleo del VHC y la masa de proteína total en 20 mM del tampón fosfato (pH 35 
7,0) al que se había añadido 1M NaCl fue de 31,4 cuando se comparó con las partículas de VHC antes de 
la purificación en columna. Por tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total aumentó.  

 Además, se purificaron partículas de VHC mediante centrifugación en gradiente de densidad de 
sacarosa. La fracción de 20 mM del tampón fosfato (pH 7,0) a la que se había añadido 1M NaCl mediante 
cromatografía en celulofina sulfatada se concentró mediante un ultrafiltro con un límite de peso molecular 40 
situado entre 100.000 y 500.000 y luego se diluyó con un tampón TEN (10 mM de tampón Tris-HCl (pH 
8,0), 0,1M cloruro de sodio y 1 mM ácido etilendiaminotetraacético (pH 8,0)). Una solución que contenía 
partículas de VHC se laminó sobre una solución obtenida por laminación de soluciones de sacarosa al 
60%, 50%, 40%, 30%, 20% y 10%, y la solución obtenida se centrifugó a 390 kg durante 18 horas a 4ºC. 
Como las partículas de VHC se agruparon en una fracción con una gravedad específica de 45 
aproximadamente 1,2, se recogió la fracción. La relación entre la proteína núcleo del VHC y la masa de 
proteína total en la fracción recogida fue de 1,69 cuando se comparó con las partículas de VHC antes de 
la purificación en columna. Por tanto, la relación entre las partículas de VHC y la proteína total aumentó. 

 En la fracción que contenía partículas de VHC purificadas mediante centrifugación en gradiente 
de densidad de sacarosa, la relación entre la proteína núcleo del VHC y la masa de proteína total fue 50 
aproximadamente de 120 veces la purificada cuando se comparó con la relación antes del inicio de la 
cromatografía en columna. La fracción final contenía 109 copias/ml de partículas de VHC. 

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

Aplicación Industrial 55 

 La presente invención permite la producción de partículas virales de VHC con varios genotipos 
en un sistema de células cultivadas. Es decir, aún en el caso de una cepa de VHC que no puede 
replicarse de forma autónoma in vitro, tal como las cepas de VHC aisladas de pacientes, la parte de la 
secuencia de ARN de las mismas que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B se sustituye por 
una parte de la secuencia de ARN que codifica las proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B de JFH1, de modo 60 
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tal que la cepa HSV anterior puede replicarse de forma autónoma en un sistema de células cultivadas, 
produciendo así partículas de VHC. Las partículas de VHC purificadas por la presente invención se 
pueden utilizar directamente como vacuna para uso médico. El ARN genómico del VHC o las partículas 
virales proporcionadas por la presente invención se pueden utilizar también como vector viral para un gen 
extraño. Además, el método de la presente invención también se puede utilizar para estudios referentes a 5 
un proceso de infección por VHC o para la producción de un sistema de cribado para varias sustancias 
que afectan a dicho proceso de infección por VHC. 

 Texto Libre del Listado de Secuencias 

SEQ ID NO: 1 secuencia que codifica las proteínas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc) 

SEQ ID NO: 2 secuencia que codifica las proteínas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc) 10 

SEQ ID NO: 3  proteína NS5B de JFH1 

SEQ ID NO: 4 Péptido sintético diseñado en base a un fragmento E2 de JFH1 

SEQ ID NO: 5 Péptido sintético diseñado en base a un fragmento E2 de JFH1 

SEQ ID NO: 6 Cebador (R6-130-S17) 

SEQ ID NO: 7 Cebador (R6-290-R19) 15 

SEQ ID NO: 8 Sonda TaqMan (R6-148-S21FT) 

SEQ ID NO: 9 ARN genómico del virus de la Hepatitis C de longitud completa derivado de la 
cepa JFH1 (clon JFH-1) 

SEQ ID NO: 10 Secuencia de ARN genómico que comprende la región 5’ UTR a NS3 de la 
cepa TH1 20 

SEQ ID NO: 11 ARN genómico del virus de la Hepatitis C quimérico derivado de la cepa JFH1 
del VHC (clon JFH-1) y de la cepa TH del VHC 

24

ES 2 360 808 T3



LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Tokyo Metropolitan Organization for Medical Research Toray Industries Inc. 

<120> ARN genómico del virus de la hepatitis C que se puede replicar de forma autónoma 

<130> PH-2565-PCT 

<140>  5 

<141> 

<150> JP 2004-290801 

<151> 01.10.2004 

<150> JP 2004-243975 

<151> 24.08.2004 10 

<150> JP 2005-069527 

<151> 11.03.2005 

<150> JP 2005-069725 

<151> 11.03.2005 

<160> 11 15 

<170> Patentln Ver. 3.1 

<210> 1 

<211> 6013 

<212> ADN 

<213> Virus de la hepatitis C 20 

<220>  

<223> Inventor: Wakita, Takaji 

Inventor: Kato, Takanobu 

Inventor: Date, Tomoko 

Inventor: Bartenchlager, Ralf 25 

Inventor: Tanabe, Junichi 

Inventor: Sone, Saburou 

<220> 

<223> secuencia que codifica las proteínas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc) 

<400> 1 30 
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<210> 2 

<211> 1773 

<212> ADN 5 

<213> Virus de la hepatitis C 

<220>  

<221> CDS 

<222> (1).. (1773) 

 <220> 10 

<223> secuencia que codifica las proteínas NS3 a NS5 de JFH1 (secuencia de ADNc) 

<400> 2 
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<210> 3 

<211> 591 

<212> PRT 5 

<213> Virus de la hepatitis C 

<220>  

<223> proteína NS5B de JFH1 

<400> 3 

 10 
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<210> 4 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220>  

<223> Descripción de la Secuencia Artificial: 

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

<400> 4 

 10 

<210> 5 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 

<220>  15 

<223> Descripción de la Secuencia Artificial: 

Péptido sintético diseñado en base al fragmento de E2 de JFH1 

<400> 5 

 

<210> 6 20 
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<211> 17 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220>  

<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador (R6-130-S17) 5 

<400> 6 

cgggagagcc atagtgg  17 

<210> 7 

<211> 19 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

<220>  

<223> Descripción de la Secuencia Artificial: cebador (R6-290-R19) 

<400> 7 

agtaccacaa ggcctttcg  19 15 

<210> 8 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220>  20 

<223> Descripción de la Secuencia Artificial: sonda TaqMan (R6-148-S21FT) 

<400> 8 

ctgcggaacc ggtgagtaca c  21 

<210> 9 

<211> 9707 25 

<212> ARN 

<213> Homo sapiens 

<220>  

<223> ARN genómico del virus de la hepatitis C de longitud completa derivado de la cepa JFH1 (clon 
JFH-1) 30 

<400> 9 
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<210> 10 

<211> 3748 

<212> ADN 

<213> Virus de la hepatitis C 5 

<220>  

<223> Secuencia de ARN genómico que comprende la región de 5’ UTR a NS3 de la cepa TH1 

<400> 10 
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<210> 11 

<211> 11102 

<212> ARN 5 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> ARN genómico del virus de la hepatitis C quimérico derivado de la cepa JFH1 del VHC (clon 
JFH-1) y de la cepa TH del VHC  

<400> 11 10 
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REIVINDICACIONES 

1. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN genómico 
de dos o más cepas de virus de la hepatitis C, el cual comprende una región no traducida 5’, una 
secuencia codificante de la proteína del núcleo, una secuencia codificante de la proteína E1, una 
secuencia codificante de la proteína E2, una secuencia codificante de la proteína p7, una 5 
secuencia codificante de la proteína NS2, una secuencia parcial del ARN que codifica las 
proteínas NS3, NS4, NS5A y NS5B de una cepa JFH1 mostrada en la SEQ ID NO: 1 y una 
región no traducida 3’, y que se puede replicar de forma autónoma, donde una de las cepas del 
virus de la hepatitis C es una cepa viral de genotipo 1b. 

2. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN genómico 10 
de dos o más cepas de virus de la hepatitis C, el cual comprende una región no traducida 5’, una 
secuencia codificante de la proteína del núcleo, una secuencia codificante de la proteína E1, una 
secuencia codificante de la proteína E2, una secuencia codificante de la proteína p7, una 
secuencia codificante de la proteína NS2, una secuencia codificante de la proteína NS3, una 
secuencia codificante de la proteína NS4A, una secuencia codificante de la proteína NS4B, una 15 
secuencia codificante de la proteína NS5A, una secuencia codificante de la proteína NS5B de 
una cepa JFH1 mostrada en la SEQ ID NO: 2 y una región no traducida 3’, y que se puede 
replicar de forma autónoma, donde una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa viral 
de genotipo 1b. 

3. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado 20 
porque la cepa viral de genotipo 1b se selecciona de entre una cepa VHC-con1, una cepa VHC-
TH, una cepa VHC-J, una cepa VHC-JT y una cepa VHC-BK. 

4. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado 
porque dichas una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa VHC-con1 de genotipo 
1b. 25 

5. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según la reivindicación 4, caracterizado 
porque la secuencia que codifica la proteína E1, la proteína E2, la proteína p7 y la proteína NS2 
de la cepa VHC-con1 está ligada aguas abajo de la región no traducida 5’ de la cepa JFH1 y, 
aguas abajo de la misma, la secuencia que codifica las proteínas NS3, NS4A, NS4B, NS5A y 
NS5B de la cepa JFH1 y, aguas abajo de la misma, la región no traducida 3’ de la cepa JFH1. 30 

6. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado 
porque dicha una de las cepas del virus de la hepatitis C es una cepa VHC-TH de genotipo 1b. 

7. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según la reivindicación 6, que comprende la 
secuencia de nucleótidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 11. 

8. ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C que comprende partes del ARN genómico 35 
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 genómico del virus modificado de la 
hepatitis C comprende una secuencia que corresponde a 1 hasta 3866 de la secuencia del Nº de 
Acceso del GenBank AB047640 ligada a una secuencia que corresponde a 3867 hasta 9678 de 
la secuencia del Nº de Acceso del GenBank AB047639, y que se puede replicar de forma 40 
autónoma. 

9. Vector viral dirigido a células hepáticas, que comprende el ARN genómico del virus modificado 
de la hepatitis C según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8. 

10. Célula en la que se introduce el ARN genómico del virus modificado de la hepatitis C según 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y que replica el ARN genómico del virus de la hepatitis C 45 
y puede generar partículas virales. 

11. Partículas virales de la hepatitis C, que se obtienen a partir de un cultivo obtenido mediante el 
cultivo de la célula según la reivindicación 10. 

12. Método para purificar partículas de VHC sometiendo un líquido o un producto obtenido a partir 
del homogenato de células que contiene partículas del VHC según la reivindicación 11 a una 50 
cromatografía en columna y/o centrifugación en gradiente de densidad utilizadas en combinación. 

13. Método según la reivindicación 12, caracterizado porque la cromatografía en columna es de uno 
o varios tipos de cromatografías seleccionados de entre cromatografía por intercambio iónico, 
cromatografía por filtración en gel y cromatografía de afinidad. 

14. Método según la reivindicación 13, caracterizado porque la cromatografía de intercambio iónico 55 
es de uno o varios tipos de cromatografías seleccionados de entre cromatografía aniónica y 
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cromatografía catiónica, la cromatografía por filtración en gel es de uno o varios tipos de 
cromatografías utilizando una resina seleccionada de entre Sephacryl-S300(R), Sephacryl-
S400(R) y Sephacryl-S500(R), y la cromatografía de afinidad es de uno o varios tipos de 
cromatografías utilizando una resina seleccionada de entre celulofina sulfatada, heparina y 
lectina. 5 

15. Método según la reivindicación 13, caracterizado porque la cromatografía es cromatografía en 
celulofina sulfatada. 

16. Método según la reivindicación 12, caracterizado porque la centrifugación en gradiente de 
densidad se lleva a cabo utilizando uno o varios solutos seleccionados de entre cloruro de cesio, 
sacarosa y polímeros de azúcar. 10 

17. Método según la reivindicación 12, caracterizado porque, en el método de purificación, la 
cromatografía por intercambio aniónico, la cromatografía en celulofina sulfatada y la 
centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa se llevan a cabo, al menos una vez, 
respectivamente, y combinadas en cualquier orden. 

18. Partículas de VHC, que se obtienen por medio de un método para purificar partículas de VHC, 15 
caracterizadas porque un líquido o una solución obtenida a partir del homogenato de células que 
contiene partículas de VHC según la reivindicación 11 se somete a cromatografía en columna y a 
centrifugación en gradiente de densidad utilizadas en combinación. 

19. Partículas de VHC según la reivindicación 18, caracterizadas porque la cromatografía en 
columna es de uno o varios tipos de cromatografías seleccionados de entre cromatografía de 20 
intercambio iónico, cromatografía por filtración en gel y cromatografía de afinidad. 

20. Partículas de VHC según la reivindicación 18, caracterizadas porque la cromatografía de 
intercambio iónico es de uno o varios tipos de cromatografías seleccionados de entre 
cromatografía aniónica y cromatografía catiónica, la cromatografía por filtración en gel es de uno 
o varios tipos de cromatografías utilizando una resina seleccionada de entre Sephacryl-S300(R), 25 
Sephacryl-S400(R), y Sephacryl-S500(R), y la cromatografía de afinidad es de uno o varios tipos 
de cromatografías utilizando una resina seleccionada de entre celulofina sulfatada, heparina, y 
lectina. 

21. Partículas de VHC según la reivindicación 18, caracterizadas porque la cromatografía es 
cromatografía en celulofina sulfatada. 30 

22. Partículas de VHC según la reivindicación 18, caracterizadas porque la centrifugación en 
gradiente de densidad se lleva a cabo utilizando uno o varios solutos seleccionados de entre 
cloruro de cesio, sacarosa y polímeros de azúcar. 

23. Partículas de VHC según la reivindicación 18, que se purifican por medio del método de 
purificación, donde la cromatografía por intercambio aniónico, la cromatografía en celulofina 35 
sulfatada y la centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa se llevan a cabo en 
combinación. 

24. Utilización de partículas virales de la hepatitis C según la reivindicación 11 ó 18 como antígenos 
para producir una vacuna contra la hepatitis C y/o un anticuerpo neutralizante. 

25. Célula infectada por el virus de la hepatitis C, que está infectada por partículas virales de la 40 
hepatitis C según la reivindicación 11 ó 18. 

26. Método para producir una partícula viral de la hepatitis C, caracterizado porque el método 
comprende el cultivo de la célula según la reivindicación 10 y la recuperación de las partículas 
virales del cultivo. 

27. Método para producir una célula infectada por el virus de la hepatitis C, caracterizado porque el 45 
método comprende el cultivo de la célula según la reivindicación 10,  la recuperación de un 
sobrenadante del cultivo de la célula y la aplicación del sobrenadante a otra célula para infectar 
dicha otra célula con partículas virales contenidas en el sobrenadante del cultivo. 

28. Método para cribar una sustancia antivirus de la hepatitis C, caracterizado porque el método 
comprende el cultivo de la célula según la reivindicación 10 ó 25 en presencia de una sustancia 50 
de prueba y la detección del ARN del virus de la hepatitis C o partículas virales en el cultivo, 
evaluando así los efectos del antivirus de la hepatitis C en la sustancia de prueba. 

29. Método para producir una vacuna contra la hepatitis C y/o anticuerpos neutralizantes mediante la 
utilización de partículas virales de la hepatitis C según la reivindicación 11 ó 18 como antígenos. 
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30. Método para replicar y/o expresar un gen extraño en una célula, caracterizado porque el método 
comprende la inserción del ARN que codifica el gen extraño dentro del ARN genómico del virus 
modificado de la hepatitis C según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y la introducción del 
ARN genómico en una célula de interés, para replicar o expresar el gen extraño en su interior. 

5 
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Densidad (g/ml) Densidad (g/ml) 

Densidad (g/ml) Densidad (g/ml) 

ARN de VHC 
(x 103 copias/ml) 

Proteína núcleo 
de VHC 
(fmol/l)
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 (copias / pocillo) 
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Célula 
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Elución (ml)

Elución (ml)

Elución (ml)
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Tampón Citrato SP Hirtrp (pH 6,2) 
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Tampón PB Heparina Hitrap (pH 7,0) Tampón PB Heparina Hitrap (pH 7,0) 

Tampón PB Celulofina Sulfatada (pH 7,0) 
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PB Sulfato 5 ml (pH 7) 
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