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DESCRIPCIÓN 
 
Vacuna de nucleótidos 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a una tecnología y a un método con los que se obtiene una respuesta inmunológica 
más rápida, más amplia y más potente al utilizar vacunas víricas y basadas en el ADN. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
A pesar de los conocimientos actuales en el campo de la inmunología, especialmente respecto a las tecnologías de 
vacunas, no se dispone de vacunas adecuadas contra numerosos patógenos. La pandemia generalizada del VIH 
(virus de la inmunodeficiencia humana), VLCT (virus linfotrópico de células T humanas), tuberculosis y VHC (virus de 
la hepatitis C) siguen fuera del alcance de la vacunación efectiva, mientras que la gripe aviaria y otros patógenos 15 
emergentes amenazan con desbordar los sistemas sanitarios. De manera similar, la explosión del terrorismo a 
escala mundial ha expandido las potenciales epidemias para incluir patógenos exóticos y letales tales como los virus 
del Ébola, de Lassa y de Marburg. 
 
Las vacunas pueden ser profilácticas: se administran antes de que se produzca la infección misma, o pueden ser 20 
terapéuticas: en el caso de que induzcan o aceleren una respuesta inmunológica contra un patógeno ya presente en 
el cuerpo. Ambos métodos de vacunación requieren el establecimiento de una respuesta inmunológica sólida. La 
respuesta inmunológica que resulta activada por la infección o la vacunación depende de la interacción de varios 
tipos celulares, tales como las células T, B y presentadoras de antígenos, así como de varias moléculas diferentes, 
principalmente antígenos, moléculas del CMH, receptores de células T y B, y otras muchas. 25 
 
Los antígenos son fragmentos peptídicos presentados sobre la superficie de las células presentadoras de antígenos 
por moléculas del CMH. Los antígenos pueden ser exógenos, es decir, de origen patógeno, o originarse en el propio 
organismo, denominados antígenos propios o autoantígenos. Las moléculas del CMH son representativas de una 
familia de genes polimórficos codificados por una región cromosómica específica conocida como el "complejo mayor 30 
de histocompatibilidad", es decir CMH. Existen dos clases de moléculas del CMH, CMH de clase I (CMH-I) y CMH 
de clase II (CMH-II). 
 
Las células T auxiliares resultan estimuladas por antígenos presentados por moléculas del CMH de clase II (CMH-II) 
que se alojan sobre la superficie de las células presentadoras de antígenos. Las moléculas del CMH-II son 35 
sintetizadas en el retículo endoplasmático. Durante la síntesis, se combinan con la cadena invariante (Ii) de una 
manera que evita que las moléculas del CMH-II se carguen con antígenos propios o autoantígenos. La molécula de 
CMH-II es transportada por secuencias de señal presentes en la cadena invariante hasta la superficie celular en un 
compartimiento celular específico. A medida que el compartimiento madura debido al procesamiento de su 
contenido, progresa de ser un lisosoma, a ser un endosoma tardío (tras la fusión con vesículas endocíticas), hasta 40 
un compartimiento CMH de clase II (MIIC). La vesícula endocítica contiene xenoantígeno, es decir, fragmentos 
peptídicos bacterianos cortados proteolíticamente. Estos fragmentos se preparan mediante su degradación para ser 
cargados sobre la molécula de CMH-II. La molécula de CMH-II resulta liberada por la cadena invariante en un 
proceso en dos partes: en primer lugar mediante degradación proteolítica de la cadena invariante, que deja 
únicamente un péptido denominado CLIP en el dominio de unión a CMH-II; en segundo lugar, mediante eliminación 45 
de CLIP por la molécula HLA-DM. Stumptner et al., EMBO 16:5807-5818, 1997 proporcionan una definición de la 
región CLIP. La molécula de CMH-II es libre a continuación de unirse a los xenoantígenos y presentarlos sobre la 
superficie celular tras la fusión de la vesícula del MIIC a la membrana plasmática. Se inicia así la respuesta 
inmunológica humoral al estimular el antígeno presentado la activación de una célula auxiliar T que a su vez activa 
mediante diversos medios una célula B, que finalmente se diferencia en una célula que secreta anticuerpo. 50 
 
La respuesta inmunológica celular se inicia al reconocer el receptor de células T de las células T citotóxicas el 
antígeno unido a la molécula del CMH de clase I sobre una célula presentadora de antígenos. Las moléculas del 
CMH-I no se asocian a una molécula de una funcionalidad como la cadena invariante, que se asocia al CMH-II. El 
procesamiento de CMH-I en una molécula presentadora de antígenos difiere además del de las moléculas del CMH-55 
II en que la molécula del CMH-I se encuentra cargada con antígeno ya en el retículo endoplasmático. Los antígenos 
presentados por la molécula de CMH-I típicamente son fragmentos peptídicos cortados por el proteasoma, de 
proteínas que han sido sintetizadas por la célula presentadora de antígenos misma. Estas proteínas pueden ser 
proteínas anormales codificadas en el propio ADN de la célula o proteínas derivadas de virus o de otros patógenos 
que han infectado la célula, parasitando su maquinaria de síntesis de proteínas. El sistema proteolítico relacionado 60 
con el CMH de clase I se encuentra presente en prácticamente todas las células. 
 
Las funciones de los dos tipos de células T son significativamente diferentes, tal como implican sus nombres. Las 
células T citotóxicas erradican los patógenos intracelulares y los tumores mediante lisis directa de las células y 
mediante la secreción de citocinas tales como el interferón γ. La célula T citotóxica predominante es la célula T 65 
CD8+, que también es específica de antígeno. Las células T auxiliares también pueden lisar células, pero su función 
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primaria es secretar citocinas que estimulan las actividades de las células B (células productoras de antígenos) y 
otras células T y, de esta manera, incrementan ampliamente la respuesta inmunológica frente a xenoantígenos, 
incluyendo los mecanismos de respuesta mediados por anticuerpos y mediados por células T citotóxicas. Las 
células T CD4+ son el fenotipo de célula T auxiliar principal en la respuesta inmunológica. 
 5 
Las vacunas tradicionales se basan en organismos completos, es decir cepas patógenas muertas o cepas de 
patogenicidad atenuada. Por una parte, estas vacunas comportan el riesgo de introducir la enfermedad para la 
prevención de la cual han sido diseñadas, en el caso de que la atenuación resulte insuficiente o suficientes 
organismos sobrevivan la etapa de muerte durante la preparación de la vacuna. Por otra parte, dichas vacunas 
presentan una infectividad reducida y con frecuencia son insuficientemente inmunogénicas, resultando en una 10 
protección inadecuada derivada de la vacunación. 
 
Recientemente se han utilizado técnicas de biología molecular en un intento de desarrollar nuevas vacunas basadas 
en proteínas antigénicas individuales procedentes de los organismos patógenos. En principio, la utilización de 
péptidos antigénicos y no organismos completos evitaría la patogenicidad, proporcionando una vacuna que 15 
contuviese los antígenos más inmunogénicos. Sin embargo, ha demostrado ser difícil seleccionar el antígeno óptimo 
de una proteína o polipéptido dado y además se ha encontrado que los péptidos o carbohidratos puros tienden a ser 
inmunógenos débiles. 
 
Las vacunas genéticas (de ADN) son nuevos y prometedores candidatos para el desarrollo de vacunas tanto 20 
profilácticas como terapéuticas. La potencia de la respuesta inmunológica subsiguiente está determinada por una 
combinación de la potencia del vector (es decir ADN desnudo, vectores víricos, virus vivos atenuados, etc.), el nivel 
de expresión del antígeno y el antígeno recombinante mismo (es decir, ligantes del CMH de alta o baja afinidad, 
determinantes estructurales que seleccionan para un repertorio más o menos limitado de células T o B, etc.). Se 
cree generalmente que la inducción eficiente de la memoria inmunológica requiere o se beneficia de las 25 
interacciones entre las células T CD4+ (células auxiliar) y las células T CD8+ (citotóxicas) y las células B que median 
en muchos de los efectos de la memoria inmunológica. Sin embargo, una potencial desventaja de las vacunas de 
ADN convencionales es su baja inmunogenicidad en el ser humano. Una probable causa de esta baja 
inmunogenicidad es el limitado acceso de los antígenos formados dentro de las células a la ruta del CMH-II para el 
procesamiento y la presentación de los antígenos a las células T auxiliares. 30 
 
Sumario de la invención 
 
De esta manera, la presente invención ha resuelto el problema de la estimulación de la respuesta inmunológica de 
una manera que incrementa la cinética de la respuesta, ampliando y mejorando simultáneamente la respuesta, y 35 
evitando simultáneamente, entre otros, las desventajas anteriormente indicadas de los métodos de vacunación 
descritos en el estado de la técnica. En particular, en la presente memoria se proporciona un nuevo sistema para 
una estimulación dirigida, específica y rápida del sistema inmunológico con el fin de mejorar la vacunación de todos 
los animales. 
 40 
Dicho problema ha sido resuelto por las formas de realización de la presente invención caracterizadas en las 
reivindicaciones. Mediante la presente invención se ha encontrado que la fusión de un antígeno a la cadena 
invariante incrementa drásticamente las respuestas antivíricas subsiguientes de células T CD4+ y CD8+. Además, e 
inesperadamente, se ha encontrado que este efecto se obtiene mediante un mecanismo independiente de las 
células T CD4+. Se ha encontrado además que la protección resulta tanto acelerada como incrementada en una 45 
infección localizada aguda y letal, e incrementada en una infección sistémica con una carga elevada. 
 
De esta manera, un objetivo de la presente invención es proporcionar un constructo de ácidos nucleicos que 
comprende secuencias codificantes de por lo menos una cadena invariante operativamente ligada a por lo menos 
una proteína o péptido antigénico o a un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido. 50 
 
De manera similar, un aspecto de la presente invención es proporcionar un vector adenovírico que comprende un 
constructo de nucleótidos codificante de por lo menos un antígeno y por lo menos una proteína o péptido o 
fragmento de una proteína o péptido que estimule una respuesta inmunológica. 
 55 
De esta manera, un aspecto de la presente invención proporciona un medio para estimular una respuesta 
inmunológica mediada por el CMH-I mediante un vector adenovírico que comprende un constructo de nucleótidos 
codificante de por lo menos un antígeno y por lo menos una proteína o péptido, o un fragmento de una proteína o 
péptido. 
 60 
Otro aspecto incluye estimular una respuesta del CMH-II mediante un vector adenovírico que comprende un 
constructo e nucleótidos codificante de por lo menos un antígeno y por lo menos una proteína o péptido, o un 
fragmento de una proteína o péptido. 
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Un aspecto adicional proporciona unos medios para estimular la extensión intercelular del constructo de ácidos 
nucleicos, el vector adenovírico, las proteínas codificadas dentro de cualquiera de ellos o cualesquiera partes de 
cualesquiera de ellos. 
 
Un objetivo adicional de la presente invención es proporcionar un vehículo de administración que comprende el 5 
constructo de ácidos nucleicos detallado en la presente memoria, especialmente un vehículo de administración tal 
como un vector adenovírico deficiente en replicación es relevante para la presente invención. 
 
Todavía otro objetivo y un aspecto de la presente invención es proporcionar una célula que comprende el constructo 
de ácidos nucleicos o el vector adenovírico según la presente invención. 10 
 
Todavía otro objetivo de la presente invención es proporcionar una proteína quimérica codificada por el constructo 
de ácidos nucleicos descrito en la presente memoria o codificado por el vector adenovírico descrito en la presente 
memoria. 
 15 
En un aspecto adicional de la presente invención está previsto un anticuerpo que reconoce una proteína quimérica 
codificada por el constructo de ácidos nucleicos o el vector adenovírico descrito en la presente memoria. 
 
En un aspecto de la presente invención está prevista una vacuna que comprende el constructo de ácidos nucleicos o 
el vector adenovírico detallado en la presente memoria. Resulta especialmente relevante para la presente invención 20 
una vacuna en la que por lo menos una cadena invariante se encuentra operativamente ligada a por lo menos una 
proteína o péptido, o a un fragmento de una proteína o péptido, que estimula una respuesta del CMH-I. Lo anterior 
puede llevarse a cabo ligando operativamente por lo menos una cadena invariante a por lo menos una proteína o 
péptido antigénico, o a un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido. 
 25 
Es un aspecto adicional de la presente invención proporcionar una vacuna que comprende la proteína quimérica 
codificada dentro del constructo de ácidos nucleicos o el vector adenovírico detallado en la presente memoria. 
 
Es todavía otro aspecto de la presente invención proporcionar un kit de partes, comprendiendo dicho kit una 
composición de vacuna que comprende un vector adenovírico o un constructo de ácidos nucleicos tal como se 30 
describe en la presente memoria conjuntamente con un instrumento médico u otro medio de administración de dicha 
vacuna y además instrucciones sobre cómo utilizar el kit de partes. 
 
Se infiere que la presente invención proporciona unos medios para inducir una respuesta inmunológica en un 
animal, mediante la administración en el animal de una vacuna que comprende el constructo de ácidos nucleicos o 35 
el vector adenovírico tal como se detalla posteriormente en la presente memoria. 
 
Descripción de los dibujos 
 
Figura 1: Dibujo esquemático de inserciones en el vector adenovirus. 40 
 
Figura 2: Respuestas de células T CD8+ y CD4+ a epítopos codificados en adenovirus. 
 
Figura 3: Respuestas de células T CD8+ y CD4+ a los epítopos codificados en adenovirus en ratones  híbridos F1. 
 45 
Figura 4: Ad-liGP ejerce efectos estimuladoras de las células T CD8+ que son independientes de las células T 
CD4+. 
 
Figura 5: Ad-liGP proporciona una protección rápida y superior contra la infección letal por VLCM. 
 50 
Figura 6: Ad-liGP protege eficientemente frente a la infección por VLCM administrado a dosis alta por vía 
intravenosa. 
 
Figura 7: Ad-liGP proporciona una protección superior frente a las variantes letales del VLCM con  mutaciones en 
los epítopos inmunodominantes. 55 
 
Figura 8: Frecuencias de células T CD8+ o CD4+ que reaccionan con epítopos específicos de VLCM tras la 
vacunación con Ad-liGP y el reto con variantes de VLCM con mutaciones en epítopos inmunodominantes. 
 
Figura 9: Respuestas de células T CD8+ y CD4+ frente a la vacunación con ADN-liGP y ADN-GP desnudo. 60 
 
Figura 10: Vacunación profiláctica con Ad-li-GP incrementa el rechazo del tumor. 
 
Figura 11: Vacunación terapéutica con Ad-li-GP incrementa la duración media de vida de los ratones portadores de 
tumor. 65 
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Figura 12: Tasa de supervivencia tras la vacunación con Ad-li-VSVGP o Ad-VSVGP. 
 
Figura 13: Respuestas de células T CD8+ y CD4+ frente a más epítopos codificados por adenovirus. 
 
Figura 14: Eficiencia de los constructos de Ad-li-GP en comparación con los constructos de Ad-GP-Lamp-1 medida a 5 
partir de las respuestas de células T CD8+ a epítopos codificados en adenovirus. 
 
Figura 15: Vector basado en policonectores dentro del marco. 
 
Figura 16: Vectores con sitios IRE2. 10 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Definiciones: 
 15 
Adenovirus: un grupo de virus que contiene ADN de doble cadena. Los adenovirus pueden ser modificados 
genéticamente convirtiéndolos en incompetentes para la replicación o condicionalmente incompetentes para la 
replicación. En esta forma, en forma de constructos adenovíricos o adenovectores, pueden utilizarse como vehículos 
para la administración génica para la vacunación o la terapia génica. 
 20 
Adyuvante: cualquier sustancia cuya mezcla con un constructo inmunogénico de determinante/antígeno/ácido 
nucleico incrementa o, de otro modo, modifica, la respuesta inmunológica a dicho determinante. 
 
Aminoácido: cualquier ácido aminocarboxílico sintético o natural, incluyendo cualquier aminoácido presente en 
péptidos y polipéptidos, incluyendo proteínas y enzimas sintetizados in vivo, incluyendo de esta manera 25 
modificaciones de los aminoácidos. El término aminoácido se utiliza en la presente memoria como sinónimo de la 
expresión "residuo aminoácido", que pretende comprender los aminoácidos indicados que se han hecho reaccionar 
con por lo menos una especie diferente, tal como 2, por ejemplo 3, tal como más de 3 otras especies. El término 
genérico "aminoácido" comprende aminoácidos tanto naturales como no naturales, cualquiera de los cuales puede 
encontrarse en la forma isomérica "D" o "L". 30 
 
Anticuerpo: moléculas de inmunoglobulina y partes activas de moléculas de inmunoglobulina. Los anticuerpos son, 
por ejemplo, moléculas de inmunoglobulina intactas o fragmentos de las mismas que conservan la actividad 
inmunológica. 
 35 
Antígeno: cualquier sustancia que puede unirse a un receptor inmunológico clonalmente distribuido (receptor de 
células T o de células B). Habitualmente un péptido, un polipéptido o un polipéptido multimérico. Los antígenos 
preferentemente son capaces de inducir una respuesta inmunológica. 
 
Refuerzo: el refuerzo mediante una inyección o dosis de refuerzo es proporcionar una dosis adicional de un agente 40 
inmunizador, tal como una vacuna, proporcionada un tiempo después de la dosis inicial con el fin de mantener una 
respuesta inmunológica inducida por la dosis anterior del mismo agente. 
 
Portador: entidad o compuesto al que se acoplan antígenos para ayudar en la inducción de una respuesta 
inmunológica. 45 
 
Proteína quimérica: proteína manipulada genéticamente que se encuentra codificada por una secuencia de 
nucleótidos construida mediante el corte y empalme de dos o más genes completos o parciales o una serie de 
ácidos nucleicos (no) aleatorios. 
 50 
Complemento: una serie compleja de proteínas sanguíneas cuya acción "complementa" el trabajo de los 
anticuerpos. El complemento destruye bacterias, produce inflamación y regula las reacciones inmunológicas. 
 
Citocina: modulador del crecimiento o de la diferenciación, término utilizado de manera no determinante en la 
presente memoria y que no debe limitar la interpretación de la presente invención y reivindicaciones. Además de las 55 
citocinas pueden utilizarse moléculas de adhesión o accesorias, o cualquier combinación de las mismas, solas o en 
combinación con las citocinas. 
 
CTL: linfocitos T citotóxicos. Un subgrupo de células T que expresan CD8 conjuntamente con el receptor de células 
T y que por lo tanto son capaces de responder a los antígenos presentados por moléculas de clase I. 60 
 
Vehículo de administración: una entidad en la que una secuencia de nucleótidos o polipéptido o ambos son 
transportados desde por lo menos un medio a otro. 
 
Fragmento: se utiliza para indicar una parte de longitud no completa de un ácido nucleico o polipéptido. De esta 65 
manera, un fragmento por sí mismo también es un ácido nucleico o polipéptido, respectivamente. 
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Individuo: cualquier especie o subespecie de ave, mamífero, pez, anfibio o reptil. 
 
Cadena invariante: una glucoproteína integral de membrana que se asocia a las moléculas del CMH-II en el retículo 
endoplasmático y posteriores compartimientos celulares, estabilizándolas. En la presente memoria el término 5 
"invariante" cubre todos los genes y proteínas hómologos, naturales o generados artificialmente, de longitud 
completa o fragmentados, con una determinada similitud con la cadena invariante humana. En la presente memoria 
"cadena invariante" se abrevia como Ii. 
 
Aislado: utilizado en relación a ácidos nucleicos, polipéptidos y anticuerpos dados a conocer en la presente 10 
memoria, el término "aislado" se refiere a dichas especies identificadas y separadas y/o recuperadas a partir de un 
componente de su ambiente natural, típicamente celular. Los ácidos nucleicos, polipéptidos y anticuerpos de la 
invención preferentemente se aíslan, y las vacunas y otras composiciones de la invención preferentemente 
comprenden ácidos nucleicos y polipéptidos aislados o anticuerpos aislados. 
 15 
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad, existen dos subclases principales de MHC, la clase I y la clase II. 
 
Ácido nucleico: una cadena o secuencia de nucleótidos portadora de información genética. En el contexto de la 
presente invención el ácido nucleico es un ácido desoxirribonucleico (ADN). 
 20 
Constructo de ácidos nucleicos: un ácido nucleico genéticamente manipulado. Típicamente comprende varios 
elementos, tales como genes o fragmentos de los mismos, promotores, intensificadores, terminadores, colas poliA, 
conectores, policonectores, conectores operativos, sitios de clonación múltiples (SCM), codones de parada, otros 
elementos reguladores, sitios internos de entrada ribosómica (IRES) u otros. 
 25 
Conector operativo: una secuencia de nucleótidos o residuos aminoácidos que une entre sí dos partes de un 
constructo de ácidos nucleicos o polipéptido (quimérico) de manera que se asegura el procesamiento biológico del 
ácido nucleico o polipéptido. 
 
Patógeno: un agente causante específico de una enfermedad, especialmente un agente biológico tal como un virus, 30 
bacteria, prión o parásito que puede provocar una enfermedad en su huésped, también denominado agente 
infeccioso. 
 
Péptido: pluralidad de residuos aminoácidos unidos covalentemente que define una secuencia y que se encuentran 
unidos mediante enlaces amida. El término se utiliza análogamente a olipéptido y polipéptido. Los aminoácidos 35 
naturales y/o no naturales pueden unirse mediante enlaces peptídicos o mediante enlaces no peptídicos. El término 
péptido también comprende modificaciones postraduccionales introducidas mediante reacciones químicas o 
catalizadas enzimáticamente, tal como son conocidas de la técnica. El término puede referirse a una variante o 
fragmento de un polipéptido. 
 40 
Portadores farmacéuticos: también denominados excipientes, o estabilizadores, no resultan tóxicos para la célula o 
individuo expuesto a los mismos a las dosis y concentraciones utilizadas. Con frecuencia, el portador 
fisiológicamente aceptable es una solución acuosa de pH tamponado. Entre los ejemplos de portadores 
fisiológicamente aceptables se incluyen tampones tales como el fosfato, el citrato y otros ácidos orgánicos; 
antioxidantes, incluyendo el ácido ascórbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 45 
residuos); proteínas tales como la albúmina sérica, la gelatina o las inmunoglobulinas; polímeros hidrófilos tales 
como la polivinilpirrolidona; aminoácidos tales como la glicina, la glutamina, la asparagina, la arginina o la lisina; 
monosacáridos, disacáridos y otros carbohidratos, incluyendo la glucosa, la manosa o las dextrinas; agentes 
quelantes tales como el EDTA; alcoholes de sacárido tales como el manitol o el sorbitol; contraiones formadores de 
sales tales como el sodio y/o surfactantes no iónicos tales como TWEENTM, polietilenglicol (PEG) y PLURONICSTM. 50 
 
Pluralidad: por lo menos dos. 
 
Promotor: un sitio de unión en una cadena de ADN en el que se une la ARN polimerasa, iniciando la transcripción de 
ARN mensajero de uno o más genes estructurales próximos. 55 
 
Péptido de señal: una secuencia corta de aminoácidos que determina la localización final de una proteína en la 
célula, también denominado péptido de clasificación. 
 
ARNip: ARN interfirientes pequeños (ARNip), con diana (de manera específica de diana) en ARN endógenos para la 60 
degradación, reduciendo de esta manera la cantidad de producto génico. 
 
Surfactante: un agente activo en superficie capaz de reducir la tensión superficial de un líquido en el que se 
encuentra disuelto. Un surfactante es un compuesto que contiene un grupo polar que es hidrófilo y un grupo no polar 
que es hidrófobo y con frecuencia compuesto de una cadena grasa. 65 
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Vacuna: una sustancia o composición capaz de inducir una respuesta inmunológica en un animal. También se 
denomina composición inmunogénica en la presente memoria. Una respuesta inmunológica es una respuesta 
inmunológica (humoral/de anticuerpos y/o celular) que induce memoria en un organismo, resultando en que el 
agente infeccioso es combatido por una respuesta secundaria, no primaria, reduciendo de esta manera su impacto 
sobre el organismo huésped. Una vacuna de la presente invención puede administrarse a modo de medicamento 5 
profiláctico y/o terapéutico. La composición puede comprender uno o más de los siguientes: uno o más antígenos, 
constructos de ácidos nucleicos que comprenden uno o más antígenos operativamente ligados a Ii, portadores, 
adyuvantes y portadores farmacéuticos. 
 
Variante: una "variante" de un ácido nucleico o polipéptido de referencia se refiere a un ácido nucleico o polipéptido 10 
que expresa un grado determinado de homología/identidad de secuencia con dicho ácido nucleico o polipéptido de 
referencia pero que no es idéntico a dicho ácido nucleico o polipéptido de referencia. 
 
La presente invención se refiere a una vacuna que comprende que comprende un constructo de ácidos nucleicos, tal 
como un constructo de ADN, especialmente un constructo de ácidos nucleicos que comprende secuencias 15 
codificantes de una cadena invariante operativamente ligada a secuencias codificantes de proteína o péptido 
antigénico. La vacuna estimula una respuesta inmunológica, especialmente una respuesta inmunológica de una 
manera dependiente del CMH-I, aunque independiente de las células T CD4+. 
 
Constructo de ácidos nucleicos 20 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a constructos de ácidos nucleicos que comprenden secuencias 
codificantes de por lo menos una cadena invariante operativamente ligada a por lo menos una proteína o péptido 
antigénico o a un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido; en resumen, un antígeno. 
 25 
Se entiende que constructo de ácidos nucleicos es un ácido nucleico genéticamente manipulado. El constructo de 
ácidos nucleicos puede ser un ácido nucleico no replicante y lineal, un vector de expresión circular, un plásmido de 
replicación autónoma o un vector de expresión vírico. Un constructo de ácidos nucleicos puede comprender varios 
elementos tales como, aunque sin limitación, genes o fragmentos de los mismos, promotores, intensificadores, 
terminadores, colas poli-A, conectores, policonectores, conectores operativos, sitios de clonación múltiple (MCS), 30 
marcadores, codones de parada, sitios internos de entrada ribosómica (IRES) y secuencias homólogas del huésped 
para la integración, u otros elementos definidos. Los métodos para manipular los constructos de ácidos nucleicos 
son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., 
editores, Cold Spring Harbor Laboratory, 2a edición, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). 
 35 
Se proporcionan ejemplos de partes de constructos de ácidos nucleicos en las figuras 1, 15 y 16, así como en las 
secuencias identificadas como SEC ID nº 5, nº 6, nº 7, nº 8, nº 9 y nº 10. Las secuencias parciales del vector de SEC 
ID nº 5, nº 6, nº 7, nº 8, nº 9 y nº 10 se han generado mediante subclonación de diversos elementos tal como se ha 
indicado anteriormente y tal como se ilustra en las figuras 1, 15 y 16. Todas estas secuencias parciales se insertan 
en el vector pAC-CMVpLpARS(+) (Becker et al., Methods Cell Biol. 43 parte A:161-189, 1994); ver GenBank nº de 40 
acceso AY590429.1. 
 
Cadena invariante 
 
La cadena invariante (Ii) o CD74 es una proteína integral de membrana de tipo II no polimórfica, ver las SEC ID nº 2 45 
y nº 4 para las secuencias de aminoácidos de la Ii humana y de ratón, respectivamente, y de manera similar las SEC 
ID nº 1 y nº 3 para las secuencias de ácidos nucleicos de la Ii humana y de ratón, respectivamente. La cadena 
invariante presenta múltiples funciones en la maduración de los linfocitos y en las respuestas inmunológicas 
adaptativas, en particular en el reconocimiento de compartimientos lisosómicos en los que la secuencia CLIP de Ii 
puede ocupar las moléculas del CMH de clase II hasta que éstas se fusionan con los compartimientos endosómicos 50 
(Pieters J., Curr. Opin. Immunol. 9:8996, 1997). Además, se ha demostrado que Ii funciona como una chaperona del 
CMH de clase I (Morris et al., Immunol. Res. 30:171-179, 2004) y debido a su secuencia de localización endosómica, 
que facilita la estimulación de las células T CD4+, aunque no las CD8+, dirigidas contra antígenos unidos 
covalentemente (Diebold et al., Gene Ther. 8:487-493, 2001). 
 55 
La proteína de cadena invariante comprende varios dominios: un dominio citosólico que incluye un péptido señal o 
clasificación (también conocido como secuencia de localización lisosómica), un dominio transmembranal y un 
dominio luminal que comprende en sí mismo una región CLIP, una región KEY, un dominio nuclear y un dominio de 
trimerización. Estos dos dominios se encuentran flanqueados por regiones altamente flexibles (Strumptner-Cuvelette 
y Benaroch, Biochem. Biophys. Acta 1542:1-13, 2002). La cadena invariante ha sido caracterizada en varios 60 
organismos, incluyendo vertebrados (por ejemplo el pollo), mamíferos (por ejemplo la vaca, el perro, el ratón y la 
rata) y seres humanos. 
 
La presente invención se refiere a constructos de ácidos nucleicos que comprenden secuencias en las que por lo 
menos una cadena invariante es específica de organismo o puede relacionarse con un organismo específico. 65 
Preferentemente por lo menos una cadena invariante es de origen vertebrado, más preferentemente de origen 
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mamífero y todavía más preferentemente de origen humano. En relación a lo anterior, la secuencia definida por SEC 
ID nº 1 es la secuencia de ácidos nucleicos de la cadena invariante de origen humano. La cadena invariante utilizada 
preferentemente es la cadena invariante del organismo destinado a recibir la vacunación. Es un objetivo de la 
presente invención que la cadena invariante y los organismos huésped o receptores del tratamiento sean de la 
misma especie. 5 
 
La presente invención se refiere además a un constructo de ácidos nucleicos en el que la cadena o cadenas 
invariantes codificadas son un fragmento de la secuencia identificada en SEC ID nº 2, de por lo menos 40 
aminoácidos de identidad de por lo menos 85% respecto al mismo fragmento de SEC ID nº 2. 
 10 
El fragmento presenta por lo menos 40 aminoácidos de cualquier parte de la cadena invariante indicada en SEC ID 
nº 2. Lo anterior incluye un fragmento que incluye los residuos 1 a 40, 10 a 50, 20 a 60, 25 a 65, 30 a 70, 35 a 75, 40 
a 80, 45 a 85, 50 a 90, 55 a 95, 60 a 100, 65 a 105, 70 a 110, 75 a 115, 80 a 120, 85 a 125, 90 a 130, 95 a 135, 100 
a 140, 105 a 145, 110 a 150, 115 a 155, 120 a 160, 125 a 165, 130 a 170, 135 a 175, 140 a 180, 145 a 185, 150 a 
190, 155 a 195, 160 a 200, 165 a 205, 170 a 210 y 175 a 216. También incluye fragmentos tales como cualesquiera 15 
de los mencionados anteriormente, expandidos hasta 5 residuos a ambos lados de los mismos. Incluye además un 
fragmento de por lo menos 50 residuos, de por lo menos 60 residuos, de por lo menos 70 residuos, de por lo menos 
80 residuos, de por lo menos 90 residuos, de por lo menos 100 residuos, de por lo menos 110 residuos, de por lo 
menos 120 residuos, de por lo menos 130 residuos, de por lo menos 140 residuos, de por lo menos 150 residuos, de 
por lo menos 160 residuos, de por lo menos 170 residuos, de por lo menos 180 residuos, de por lo menos 190 20 
residuos, de por lo menos 200 residuos y de por lo menos 210 residuos.  
 
Cualesquiera de los fragmentos anteriormente indicados que presente una identidad de secuencia de por lo menos 
85%, por ejemplo de por lo menos 90%, por ejemplo de por lo menos 91%, por ejemplo de por lo menos 92%, por 
ejemplo de por lo menos 93%, por ejemplo de por lo menos 94%, por ejemplo de por lo menos 95%, por ejemplo de 25 
por lo menos 96%, por ejemplo de por lo menos 97%, por ejemplo de por lo menos 98%, por ejemplo de por lo 
menos 99% respecto a la SEC ID nº 2, se encuentran comprendidos dentro del alcance de la presente invención. 
 
La identidad/homología entre secuencias de aminoácidos puede calcularse utilizando matrices de puntuación bien 
conocidas, tales como cualquiera de entre BLOSUM 30, BLOSUM 40, BLOSUM 45, BLOSUM 50, BLOSUM 55, 30 
BLOSUM 60, BLOSUM 62, BLOSUM 65, BLOSUM 70, BLOSUM 75, BLOSUM 80, BLOSUM 85 y BLOSUM 90. 
 
Preferentemente, la presente invención es un constructo de ácidos nucleicos en el que la cadena o cadenas 
invariantes codificadas son un fragmento de SEC ID nº 2 de por lo menos 186 aminoácidos. Lo anterior incluye 
cualquiera de los fragmentos definidos anteriormente, y que de esta manera comparte identidad con la secuencia de 35 
la cadena invariante de SEC ID nº 2. 
 
La presente invención se refiere además a un constructo de ácidos nucleicos en el que la cadena o cadenas 
invariantes codificadas presenta una identidad de por lo menos 85% respecto a SEC ID nº 2. 
 40 
Lo anterior comprende que cualquier secuencia derivada de la cadena invariante, indicada en la SEC ID nº 2, que 
presenta una identidad de secuencia de por lo menos 85%, por ejemplo de por lo menos 90%, por ejemplo de por lo 
menos 91%, por ejemplo de por lo menos 92%, por ejemplo de por lo menos 93%, por ejemplo de por lo menos 
94%, por ejemplo de por lo menos 95%, por ejemplo de por lo menos 96%, por ejemplo de por lo menos 97%, por 
ejemplo de por lo menos 98%, por ejemplo de por lo menos 99% respecto a SEC ID nº 2 se encuentra comprendida 45 
dentro del alcance de la presente invención. Lo anterior incluye secuencias que son más largas o más cortas que la 
secuencia indicada en SEC ID nº 2. 
 
Más preferentemente, la presente invención se refiere a un constructo de ácidos nucleicos en el que la cadena o 
cadenas invariantes codificantes son idénticas a SEC ID nº 2. 50 
 
Cualquiera de las secuencias anteriormente indicadas, con independencia del origen, identidad de secuencia o 
longitud proceden de las denominadas en la presente memoria variantes de la cadena invariante. 
 
Se infiere que, dentro del alcance de la presente invención, una variante de la cadena invariante de cualquier 55 
organismo puede ser una variante según lo anteriormente indicado, es decir, que la variante puede ser un fragmento 
de la cadena invariante de un organismo y/o puede ser por lo menos 85% idéntica a dicha cadena invariante a lo 
largo de toda la secuencia de la cadena invariante o dentro del fragmento de la misma. La cadena invariante 
también puede ser una especie u organismo relacionado, o ser de una especie lejanamente emparentada. 
 60 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a la adición, eliminación o sustitución de regiones, péptidos o 
dominios de por lo menos una cadena invariante codificada por el constructo de ácidos nucleicos. La eliminación de 
una o más de dichas regiones, péptidos o dominios truncará la cadena invariante resultante. La adición o sustitución 
de una región, péptido o dominio incluye la opción de seleccionar estas secuencias de fuentes conocidas tales como 
proteínas o polipéptidos naturales, o polipéptidos sintetizados artificialmente o ácidos nucleicos codificantes de los 65 
mismos. La adición de regiones, dominios o péptidos incluye la opción de añadir uno, dos o más de cada tipo o de 

E06818135
21-12-2012ES 2 396 437 T3

 



  9 

diferentes tipos de regiones, dominios o péptidos, y uno, dos, tres o más de los ácidos nucleicos codificantes de 
dichas regiones, dominios y péptidos. Estos pueden ser idénticos o diferir entre sí en sus secuencias. Las regiones, 
péptidos y dominios no proceden necesariamente del mismo organismo que el de la cadena invariante de 
andamiaje. Es bien conocida en la técnica la realización de adiciones, deleciones y sustituciones de nucleótidos 
individuales, así como de tramos de nucleótidos, que codificarán el polipéptido resultante. 5 
 
La alineación de secuencias de ácidos nucleicos y especialmente de proteínas de genes o proteínas homólogos 
procedentes de diferentes organismos puede ser de gran ayuda durante la determinación de qué sustituciones, 
deleciones, reorganizaciones u otras alteraciones resultaría beneficioso construir. La alineación de secuencias de 
cadena invariante humana y variante tales como las ilustradas posteriormente, proporciona una indicación de qué 10 
residuos aminoácidos pueden resultar importantes para la estructura y función de la cadena invariante estos 
organismos; estos son los residuos que se encuentran conservados en las dos secuencias. De manera similar, los 
residuos presumiblemente menos importantes son aquellos en los que difieren las secuencias. Resulta interesante 
en la presente invención llevar a cabo sustituciones y/o deleciones de los residuos/regiones variantes. Al intentar 
mutar o delecionar, o alterar de otro modo, la secuencia de, por ejemplo, la cadena invariante humana con el fin de 15 
mejorar su capacidad estimuladora de la respuesta inmunológica, también puede ser relevante el examen de los 
residuos conservados y la realización de, por ejemplo, sustituciones homólogas (es decir, sustituciones en las que 
los aminoácidos se consideran de, por ejemplo, la misma calidad estructural, polaridad, hidrofobicidad u otro). 
 

 20 
 
Una forma de realización preferida de la presente invención se refiere a por lo menos una cadena invariante en la 
que se ha eliminado, sustituido o añadido el péptido señal a la secuencia codificante de la cadena invariante. Un 
péptido señal es una secuencia corta de aminoácidos que determina la localización final de una proteína en la 
célula, también denominado péptido de clasificación. Los péptidos señal que determinan la localización de las 25 
proteínas en compartimientos subcelulares tales como el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi y los diversos 
compartimientos que comprenden el aparato de Golgi, el núcleo, la membrana plasmática, la mitocondria y los 
diversos espacios y membranas en los mismos, peroxisomas, lisosomas, endosomas y vesículas secretorias, entre 
otros, se encuentran comprendidos dentro del alcance de la presente invención. Una forma de realización preferida 
comprende únicamente la secuencia de localización lisosómica de la cadena invariante. Otra forma de realización 30 
preferida comprende únicamente la región KEY de la cadena invariante. 
 
Otra forma de realización preferida de la presente invención se refiere a la eliminación, adición o sustitución de la 
región CLIP de por lo menos una cadena invariante. Tal como se ha indicado anteriormente, la adición o la 
sustitución de la región CLIP incluye las opciones de añadir o sustituir la región CLIP existente en la variante de la 35 
cadena o cadenas invariantes seleccionadas, por regiones CLIP de cadenas variantes de los mismos u otros 
organismos o de variantes de regiones CLIP de los mismos o de otros organismos. Las regiones CLIP de la variante 
pueden ser, según se infiere de lo anteriormente indicado, versiones mutantes de la región CLIP generadas 
específicamente, generadas mediante sustituciones, deleciones o adiciones individuales o múltiples de ácidos 
nucleicos. Una forma de realización preferida comprende la región CLIP únicamente, o la región CLIP 40 
conjuntamente con la secuencia contigua N-terminalmente o la secuencia contigua C-terminalmente sin cualesquiera 
otras regiones o dominios de la cadena invariante. Otras formas de realización preferidas comprenden solas las 
secuencias contiguas N-terminalmente o C-terminalmente a la región CLIP aunque sin la región CLIP misma. El 
término "contiguo" se refiere a cualesquiera aminoácidos a menos de 10 residuos de la región CLIP, a menos de 20 
residuos, a menos de 30 residuos, a menos de 40 residuos, a menos de 50 residuos, a menos de 75 residuos o a 45 
menos de 100 residuos de la región CLIP. 
 
Una forma de realización de la presente invención se refiere a fragmentos de cadena invariante tal como se ha 
indicado anteriormente sin la región CLIP. Estos fragmentos pueden presentar una longitud de por lo menos 5 
residuos aminoácidos, de por lo menos 10 residuos, de por lo menos 15 residuos, de por lo menos 20 residuos, de 50 
por lo menos 25 residuos, de por lo menos 30 residuos o de por lo menos 35 residuos. Otra forma de realización se 
refiere a fragmentos de cadena invariante en los que se ha eliminado el péptido señal y el fragmento de cadena 
invariante presenta una longitud de por lo menos 10 residuos aminoácidos, de por lo menos 15 residuos, de por lo 
menos 20 residuos, de por lo menos 25 residuos, de por lo menos 30 residuos, de por lo menos 35 residuos, de por 
lo menos 50 residuos, de por lo menos 60 residuos, de por lo menos 70 residuos, de por lo menos 80 residuos, de 55 
por lo menos 90 residuos, de por lo menos 100 residuos, de por lo menos 110 residuos, de por lo menos 120 

E06818135
21-12-2012ES 2 396 437 T3

 



  
10 

residuos, de por lo menos 130 residuos, de por lo menos 140 residuos, de por lo menos 150 residuos, de por lo 
menos 160 residuos, de por lo menos 170 residuos, o de por lo menos 180 residuos. 
 
Antígeno 
 5 
Cualquiera de las variantes anteriormente indicadas de cadena invariante se encuentra comprendida en la presente 
invención en la forma en que por lo menos una de dichas variantes se encuentra operativamente unida a por lo 
menos un antígeno, tal como una proteína o péptido antigénico o un fragmento antigénico de dicha proteína o 
péptido. 
 10 
Es un objetivo de la presente invención incluir, aunque sin limitación, proteínas o péptidos antigénicos o fragmentos 
de dichas proteínas o péptidos originados de organismos patógenos, polipéptidos y antígenos específicos de cáncer, 
y proteínas o péptidos asociados a una respuesta fisiológica anormal. 
 
Más preferentemente, es un objetivo de la presente invención incluir un antígeno originado de cualquiera de los tipos 15 
siguientes de patógeno: virus, microorganismos y parásitos. Lo anterior incluye patógenos de cualquier animal 
conocido. Resulta preferible disponer de un antígeno procedente de un patógeno de mamífero, es decir, un 
patógeno con diana específicamente en animales mamíferos. Resulta más preferente disponer de un antígeno 
procedente de un patógeno humano. En general puede utilizarse cualquier antígeno que se encuentre que esté 
asociado a un patógeno humano. 20 
 
En una forma de realización preferida por lo menos un antígeno puede originarse, aunque sin limitación, de 
cualquiera de las familias de virus siguientes: adenovirus, Arenaviridae, Astroviridae, Bunyaviridae, Caliciviridae, 
Coronaviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Ortomixoviridae, Paramixoviridae, Picornaviridae, Poxviridae, Reoviridae, 
Retroviridae, Rabdoviridae y Togaviridae. 25 
 
Más específicamente, por lo menos un antígeno o secuencia antigénica puede derivarse de cualquiera de los virus 
siguientes: influenza A, tal como H1N1, H1N2, H3N2 y H5N1 (gripe aviar), virus de la gripe B, virus de la gripe C, 
virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis D, virus de la hepatitis E, 
rotavirus, cualquier virus del grupo del virus Norwalk, adenovirus entéricos, parvovirus, virus de la fiebre Dengue, 30 
viruela del mono, los Mononegavirales, lissavirus tales como el virus de la rabia, virus del murciélago de Lagos, virus 
Mokola, virus Duvenhage, virus del murciélago europeo 1 y 2 y virus del murciélago australiano, efemerovirus, 
vesiculovirus, virus de la estomatitis vesicular (VSV), herpesvirus tales como los virus Herpes simplex de tipos 1 y 2, 
varicela zóster, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr (EBV), herpesvirus humanos (HHV), herpesvirus humanos de 
tipos 6 y 8, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus del papiloma, herpesvirus-γ murino, arenavirus tales 35 
como el virus de la fiebre hemorrágica argentina, virus de la fiebre hemorrágica boliviana, virus de la fiebre 
hemorrágica asociado a Sabiá, virus de la fiebre hemorrágica venezolana, virus de la fiebre de Lassa, virus 
Machupo, virus de la coriomeningitis linfocítica (VLCM), Bunyaviridae tales como el virus de la fiebre hemorrágica de 
Crimea-Congo, hantavirus, fiebre hemorrágica con virus causante de síndrome renal, virus de la fiebre del valle del 
Rift, Filoviridae (filovirus), incluyendo la fiebre hemorrágica Ébola y fiebre hemorrágica Marburg, Flaviviridae, 40 
incluyendo el virus de la enfermedad del bosque de Kyasanur, virus de la fiebre hemorrágica de Omsk, virus 
causante de la encefalitis transmitida por garrapatas y Paramyxoviridae tales como el virus Hendra y el virus Nipha, 
Variola major y Variola minor (viruela), alfavirus tales como el virus de la encefalitis equina venezolana, virus de la 
encefalitis equina del este, virus de la encefalitis equina del oeste, coronavirus asociado a SARS (SARS-CoV), virus 
del Nilo Occidental y cualquier virus causante de encefalitis. 45 
 
En una forma de realización preferida de la invención por lo menos una proteína o péptido antigénico procede de un 
virus seleccionado de entre el grupo de: VIH,  virus de la hepatitis C, virus de la gripe, virus herpes, virus de Lassa, 
virus del Ébola, virus de la viruela, virus de la gripe aviaria, filovirus, virus de Marburg y virus del papiloma. 
 50 
En una forma de realización más preferente de la invención, una o más proteínas o péptidos antigénicos se 
seleccionan y/o pueden ser por lo menos un fragmento antigénico de cualquiera de entre el grupo siguiente: 
glucoproteínas del virus de la estomatitis vesicular (VSV-GP), NS-1 del virus de la gripe A (proteína no estructural 1), 
M1 del virus de la gripe A (proteína matricial 1), NP del virus de la gripe A (nucleoproteína), NP del VLCM, GP del 
VLCM, GP del virus del Ébola, NP del virus del Ébola, M2 de herpesvirus-γ murino, M3 y ORF73 (tal como M2 del 55 
virus MHV-68, M3 y ORF73), ovoalbúmina (OVA) de pollo o un epítopo de células T auxiliares. Se encuentra 
comprendido dentro del alcance de la invención combinar dos o más de cualesquiera de los antígenos mencionados 
anteriormente en la presente memoria. 
 
Una forma de realización de la presente invención incluye por lo menos una proteína o péptido antigénico o un 60 
fragmento de una proteína o péptido antigénico procedente de un microorganismo. Más específicamente, por lo 
menos un antígeno puede derivarse de uno de entre el listado no limitativo siguiente: ántrax (Bacillus anthracis), 
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella (Salmonella gallinarum, S. pullorum, S. typhi, S. enteriditis, S. paratyphi, S. 
dublin, S. typhimurium), Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Corynebacterium diphtheriae, Bordetella 
pertussis, Campylobacter tales como Campylobacter jejuni, Cytococcus neoformans, Yersinia pestis, Yersinia 65 
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes, especies de Leptospira, Legionella 
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pneumophila, Borrelia burgdorferi, especies de Streptococcus tales como Streptococcus pneumoniae, Neisseria 
meningitides, Haemophilus influenzae, especies de Vibrio tales como Vibrio cholerae O1, V. cholerae no O1, V. 
parahaemolyticus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. furnissii, V. carchariae, V. hollisae, V. cincinnatiensis, V. 
metschnikovii, V. damsela, V. mimicus, V. fluvialis, V. vulnificus, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Aeromonas 
caviae, Aeromonas sobria y Aeromonas veronii, Plesiomonas shigelloides, especies de Shigella tales como Shigella 5 
sonnei, S. boydii, S. flexneri y S. dysenteriae, Escherichia coli EEC enterovirulento (Escherichia coli - 
enterotoxigénico (ETEC), Escherichia coli - enteropatógeno (EPEC), Escherichia coli O157:H7 enterohemorrágico 
(EHEC), Escherichia coli - enteroinvasivo (EIEC)), especies de Staphylococcus tales como S. aureus y 
especialmente las especies de resistencia intermedia/resistentes a la vancomicina (VISA/VRSA) o las especies 
resistentes a múltiples fármacos (MRSA), especies de Shigella tales como S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae, 10 
Cryptosporidium parvum, especies de Brucella tales como B. abortus, B. melitensis, B. ovis, B. suis y B. canis, 
Burkholderia mallei y Burkholderia pseudomallei, Chlamydia psittaci, Coxiella burnetii, Francisella tularensis, 
Rickettsia prowazekii, Histoplasma capsulatum y Coccidioides immitis. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, una o más proteínas o péptidos antigénicos proceden de un 15 
microorganismo seleccionado de entre el grupo de Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, especies de 
Staphylococcus y especies de Vibrio. 
 
Una forma de realización se refiere a un constructo de ácidos nucleicos, en la que una o más proteínas o péptidos 
antigénicos codificados proceden de un parásito. 20 
 
Otra forma de realización de la presente invención se refiere a un constructo de ácidos nucleicos que comprende 
combinaciones de por lo menos dos proteínas o péptidos antigénicos procedentes de cualquiera de los patógenos 
anteriormente indicados. 
 25 
Preferentemente, el antígeno procede, aunque sin limitación, de un parásito seleccionado de entre el grupo de 
especies de Plasmodium tales como Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax, Plasmodium 
falciparum, Endolimax nana, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis, 
Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii, Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium muris, Pneumocystis carinii, 
Leishmania donovani, Leishmania tropica, Leishmania braziliensis, Leishmania mexicana, especies de 30 
Acanthamoeba tales como Acanthamoeba castellanii y A. culbertsoni, Naegleria fowleri, Trypanosoma cruzi, 
Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma brucei gambiense, Isospora belli, Balantidium coli, ascáride (Ascaris 
lumbricoides), anquilostoma (Necator americanus, Ancylostoma duodenal), oxiuro (Enterobius vermicularis), 
ascáride (Toxocara canis, Toxocara cati), gusano Dirofilaria (Dirofilaria immitis), Strongyloides (Strongyloides 
stercoralis), Trichinella (Trichinella spiralis), Filaria (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Onchocerca volvulus, Loa 35 
loa, Mansonella streptocerca, Mansonella perstans, Mansonella ozzardi) y larvas de Anisakis (Anisakis simplex 
(gusano del arenque), Pseudoterranova (Phocanema, Terranova) decipiens (gusano del bacalo o de la foca), 
especies de Contracaecum e Hysterothylacium (especies de Thynnascaris), Trichuris trichiura, tenia del ganado 
vacuno (Taenia saginata), tenia del cerdo (Taenia solium), tenia de los peces (Diphyllobothrium latum) y tenia del 
perro (Dipylidium caninum), trematosis intestinal (Fasciolopsis buski), duela sanguínea (Schistosoma japonicum, 40 
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium), duela hepática (Clonorchis sinensis), duela pulmonar oriental 
(Paragonimus westermani) y duela hepática ovina (Fasciola hepatica), Nanophyetus salmincola y N. schikhobalowi. 
 
En una forma de realización preferida de la invención una o más proteínas o péptidos antigénicos proceden de un 
parásito seleccionado de entre el grupo de: especies de Plasmodium, especies de Leishmania y especies de 45 
Trypanosoma. 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a antígenos y/o secuencias antigénicas derivadas de enfermedades o 
agentes que infectan los animales domésticos, especialmente animales comercialmente relevantes tales como 
cerdos, vacas, caballos, ovejas, cabras, llamas, conejos, visones, ratones, ratas, perros, gatos, aves de corral tales 50 
como pollos, pavos, faisanes y otros, peces tales como trucha, salmón y otras especies de piscifactoría. Entre los 
ejemplos de enfermedades o agentes de los que puede derivarse por lo menos un antígeno o secuencia antigénica 
se incluyen, aunque sin limitación: enfermedades de múltiples especies, tales como el ántrax, la enfermedad de 
Aujeszky, enfermedad de la lengua azul, brucelosis, tal como Brucella abortus, Brucella melitensis o Brucella suis, 
fiebre hemorrágica de Crimea-Congo, equinococcidiosis/hidatidosis, virus de la familia Picornaviridae, género 55 
aftovirus causante de la enfermedad de la fiebre aftosa, especialmente cualquiera de los siete serotipos 
diferenciados inmunológicamente: A, O, C, SAT1, SAT2, SAT3, Asia1 ó Heartwater, encefalitis japonesa, 
leptospirosis, gusano barrenador del Nuevo Mundo (Cochliomyia hominivorax), gusano barrenador del Viejo Mundo 
(Chrysomya bezziana), paratuberculosis, fiebre Q, rabia, fiebre del valle del Rift, peste bovina, triquinelosis, 
tularemia, estomatitis vesicular o fiebre del Nilo Occidental; enfermedades del ganado vacuno, tales como 60 
anaplasmosis bovina, babesiosis bovina, campilobacteriosis genital bovina, encefalopatía espongiforme bovina, 
tuberculosis bovina, diarrea vírica bovina, pleuroneumonía bovina contagiosa, leucosis bovina enzoótica, septicemia 
hemorrágica, rinotraqueitis bovina infecciosa/vulvovaginitis pustular infecciosa, dermatosis nodular contagiosa, fiebre 
catarral maligna, teileriosis, tricomonosis o tripanosomosis (transmitida por la mosca Tsé-Tsé); enfermedades ovinas 
y bovinas tales como: artritis/encefalitis caprina, agalactia contagiosa, pleuroneumonía caprina contagiosa, aborto 65 
enzoótico de las ovejas (clamidiosis ovina), Maedi-visna, enfermedad ovina de Nairobi, epididimitis ovina (Brucella 
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ovis), peste de pequeños rumiantes, salmonelosis (S. abortusovis), tembladera ("Scrapie"), viruela ovina y viruela 
caprina; enfermedades equinas tales como: peste equina africana, metritis equina contagiosa, dourina, 
encefalomielitis equina (Oriental), encefalomielitis equina (Occidental), anemia infecciosa equina, influenza equina, 
piroplasmosis equina, rinoneumonitis equina, arteritis vírica equina, muermo, surra (Trypanosoma evansi) o 
encefalomielitis equina venezolana; enfermedades porcinas tales como: fiebre porcina africana, fiebre porcina 5 
clásica, encefalitis vírica Nipah, cisticercosis porcina, síndrome reproductor y respiratorio porcino, enfermedad 
vesicular porcina o gastroenteritis transmisible; enfermedades aviares tales como: clamidiosis aviaria, bronquitis 
infecciosa aviaria, laringotraqueitis infecciosa aviaria, micoplasmosis aviaria (M. gallisepticum), micoplasmosis 
aviaria (M. synoviae), hepatitis vírica del pato, cólera aviaria, tifosis aviaria, gripe aviaria altamente patógena, siendo 
cualquiera de entre virus de la gripe A o B y especialmente H5N1, enfermedad infecciosa de la bursa (enfermedad 10 
de Gumboro), enfermedad de Marek, enfermedad de Newcastle, enfermedad de Pullorum o rinotraqueitis del pavo; 
enfermedades de lagomorfos y roedores tales como: enteritis vírica, mixomatosis o enfermedad hemorrágica del 
conejo; enfermedades de los peces tales como: necrosis hematopoyética epizoótica, necrosis hematopoyética 
infecciosa, viremia primaveral de la carpa, septicemia hemorrágica vírica, necrosis pancreática infecciosa, anemia 
infecciosa del salmón, síndrome ulceroso epizoótico, enfermedad renal bacteriana (Renibacterium salmoninarum), 15 
girodactilosis (Gyrodactylus salaris), enfermedad iridovírica de la brema del Mar Rojo, u otras enfermedades tales 
como la viruela de los camélidos o la leishmaniosis. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, una o más proteínas o péptidos antigénicos son de la 
enfermedad de Aujeszky, fiebre aftosa, virus de la estomatitis vesicular, gripe aviaria o enfermedad de Newcastle. 20 
 
Todavía otra forma de realización preferida de la presente invención se refiere a que por lo menos una proteína o 
péptido antigénico o fragmento de dicha proteína o péptido antigénico, es un péptido o proteína antigénico con una 
identidad de por lo menos 85% respecto a cualquiera de los antígenos anteriormente indicados. La homología o 
identidad entre aminoácidos puede calcularse mediante cualquiera de las matrices de puntuación BLOSUM 25 
anteriormente indicadas. 
 
Una forma de realización de la invención se refiere a un constructo de ácidos nucleicos, en el que una o más 
proteínas o péptidos antigénicos o fragmento de proteína o péptido antigénico proceden de un polipéptido específico 
de cáncer o antígeno de cáncer. 30 
 
Se han identificado y asociado muchas proteínas/glucoproteínas a determinados tipos de cáncer; éstas se 
denominan polipéptidos específicos de cáncer, antígenos asociados a tumor o antígenos del cáncer. En general, 
puede utilizarse cualquier antígeno que se observe que está asociado a tumores cancerosos. Un modo en el que 
pueden encontrarse antígenos específicos de cáncer es mediante análisis de sustracción, tales como diversos 35 
análisis de micromatrices, tales como el análisis de micromatrices del ADN. En estos, se compara el patrón de 
expresión génica (tal como se observa en el nivel de ARN o proteína codificada por dichos genes) entre pacientes 
sanos y con cáncer, entre grupos de pacientes con cáncer o entre tejido sano y canceroso en el mismo paciente. 
Los genes que presentan niveles de expresión aproximadamente iguales se "sustraen" unos de otros, dejando los 
genes/productos génicos que difieren entre tejido sano y canceroso. Este enfoque es conocido en la técnica y puede 40 
utilizarse como método para identificar nuevos antígenos del cáncer o para crear un perfil de expresión génica 
específico para un paciente o grupo de pacientes dado. Los antígenos identificados de esta manera, tanto los 
antígenos individuales como las combinaciones en las que pueden haberse encontrado, se encuentran 
comprendidas dentro del alcance de la presente invención. 
 45 
Preferentemente, el antígeno o antígenos de la presente invención se derivan, aunque sin limitación, de un 
polipéptido específico del cáncer seleccionado de entre el grupo de MAGE-3, MAGE-1, gp100, gp75, TRP-2, 
tirosinasa, MART-1, CEA, Ras, p53, B-catenina, gp43, GAGE-1, BAGE-1, PSA, MUC-1, 2, 3 y HSP-70, TRP-1, 
gp100/pmel17, beta-HCG, mutantes Ras, mutantes de p53, antígeno del melanoma HMW, MUC-18, HOJ-1, 
quinasa-4 dependiente de ciclina (Cdk4), caspasa-8, HER-2/neu, virus del papiloma humano, HPV tipo 6, 11, 16, 18, 50 
31 y 33, tirosina quinasa Bcr-AbI, antígeno carcinoembrionario (CEA), telomerasa y T grande de SV40. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, por lo menos una proteína o péptido antigénico o fragmento 
de proteína o péptido antigénico, procede de un polipéptido específico de cáncer seleccionado de entre el grupo de 
p53, HER-2/neu, telomerasa y antígeno del melanoma. 55 
 
Una forma de realización de la invención se refiere a un constructo de ácidos nucleicos, en el que por lo menos una 
proteína o péptido antigénico o fragmento de una proteína o péptido antigénico, procede de un polipéptido asociado 
a una respuesta fisiológica anormal. Dicha respuesta fisiológica anormal incluye, aunque sin limitación, 
enfermedades autoinmunitarias, reacciones alérgicas, cánceres y enfermedades congénitas. Un listado no limitativo 60 
de ejemplos de los mismos incluye enfermedades tales como la artritis reumatoide, el lupus sistémico eritematoso, la 
esclerosis múltiple, la soriasis y la enfermedad de Crohn. 
 
Conector operativo 
 65 
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Un aspecto de la presente invención se refiere a un constructo de ácidos nucleicos en el que la conexión operativa 
entre la cadena invariante y la proteína o péptido antigénico o fragmento de proteína o péptido antigénico es una 
conexión directa o una conexión mediada por una región espaciadora. La expresión "conector operativo" se refiere a 
una secuencia de nucleótidos o de residuos aminoácidos que unen entre sí dos partes de un constructo de ácidos 
nucleicos o polipéptido quimérico de manera que se asegura el procesamiento biológico del ácido nucleico o 5 
polipéptido. En el caso de que el conector operativo sea una conexión directa, los dos ácidos nucleicos, codificantes 
cada uno de ellos un marco de lectura abierta o un fragmento de un marco de lectura abierta, se sitúan 
inmediatamente contiguos entre sí y, de esta manera, también en el mismo marco. En el caso de que el conector 
operativo se encuentre mediado por una región espaciadora, se inserta una serie de nucleótidos entre los 
nucleótidos codificantes de la cadena o cadenas invariantes y el péptido o péptidos antigénicos, respectivamente. Se 10 
encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invención disponer de una región espaciadora en la que la 
región espaciadora es meramente una serie de nucleótidos que une por lo menos dos elementos de la presente 
invención de manera que se conserven los marcos de lectura abiertos, o la región espaciadora puede codificar una o 
más señales o elementos separados tal como se define posteriormente en la presente memoria. 
 15 
En una forma de realización preferida, la invención comprende un conector operativo, en el que el conector operativo 
es una región espaciadora. 
 
En una forma de realización más preferente, la invención comprende una región espaciadora codificante de por lo 
menos un epítopo auxiliar para las moléculas del CMH de clase II. Un ejemplo de un epítopo auxiliar es un 20 
determinante inmunogénico tal como la toxina diftérica. Se ha demostrado que especialmente la región COOH-
terminal del fragmento B de la toxina diftérica es inmunogénico en ratones. Además, HSP70, en parte o en su 
totalidad, así como otros péptidos inmunogénicos tales como secuencias o péptidos del virus de la gripe o 
inmunogénicos con un motivo de anclaje a moléculas HLA de clase I y de clase II, también podrían encontrarse 
codificadas en la región espaciadora del constructo de ácidos nucleicos. 25 
 
En otra forma de realización preferida, la región espaciadora del constructo de ácidos nucleicos codifica por lo 
menos un sitio de corte de proteasa. Los sitios de corte de las proteasas lisosómicas, tales como las catepsinas, las 
aspartato proteasas y las cinc proteasas, así como otras proteasas intracelulares, se encuentran comprendidas 
dentro del alcance de la presente invención. 30 
 
En todavía otra forma de realización preferida, el conector operativo del constructo de ácidos nucleicos puede 
comprender por lo menos una secuencia codificante de ARNip o ARNmi. Los ARNip (ARN interfirientes pequeños) y 
los ARNmi (microARN) presentan como diana ARN endógenos, de una manera específica de secuencia, para la 
degradación. Un ARNip o ARNmi codificado dentro del constructo de ácidos nucleicos de la presente invención 35 
puede, de esta manera, seleccionarse para localizar un producto génico no deseable. 
 
En una forma de realización más preferente, el conector operativo comprende por lo menos un policonector o sitio 
de clonación múltiple (MCS). Los policonectores y MCS son series de nucleótidos que comprenden secuencias de 
reconocimiento de enzimas de restricción, es decir, sitios en los que un enzima de restricción corta el ADN de 40 
manera roma o dejando un escalón, facilitando la subclonación de otros fragmentos/secuencias de ADN en el 
constructo de ácidos nucleicos. Las secuencias de reconocimiento de los policonectores/MCS típicamente son 
únicas, lo que implica que no pueden encontrarse en ningún otro sitio en el constructo de ácidos nucleicos. Además, 
el conector operativo puede comprender uno o más codones de parada o terminación que proporcionan la señal 
para la liberación del polipéptido naciente del ribosoma. El conector operativo también puede comprender por lo 45 
menos un IRES (sitio interno de entrada ribosómica) y/o por lo menos un promotor. Un IRES es una secuencia de 
nucleótidos que permite el inicio de la traducción en medio de una secuencia de ARN mensajero (ARNm) como 
parte del proceso global de síntesis de las proteínas. Un promotor es una secuencia de ADN que permite que un gen 
se transcriba. El promotor es reconocido por la ARN polimerasa, que seguidamente inicia la transcripción, ver 
posteriormente. El promotor puede ser unidireccional o bidireccional. 50 
 
En una forma de realización muy preferente, el conector operativo que comprende la región entre la cadena 
invariante y el antígeno o antígenos es un conector operativo que comprende por lo menos un policonector y por lo 
menos un promotor, y opcionalmente también por lo menos un IRES. Estos elementos pueden situarse en cualquier 
orden. En una forma de realización preferida adicional, el codón de parada de la cadena invariante ha sido 55 
delecionado, y el policonector ha sido clonado en el vector de manera que conserva el marco de lectura abierto, 
permitiendo la lectura dentro del marco de por lo menos un antígeno que se encuentra insertado en el policonector. 
Lo anterior presenta la ventaja de facilitar la subclonación de múltiples antígenos en el mismo constructo en una 
etapa o en múltiples etapas de clonación y de permitir la expresión simultánea de múltiples antígenos en el mismo 
marco que la cadena invariante. Puede insertarse un codón de parada después del policonector para la terminación 60 
de la traducción. La presente forma de realización puede combinarse con cualquiera de los epítopos auxiliares 
anteriormente indicados, ARNmi/ip o cualquiera de los elementos indicados en la presente memoria. 
 
Una forma de realización de la presente invención se refiere a la colocación del conector operativo en relación a por 
lo menos una cadena invariante y por lo menos una proteína o péptido antigénico, o fragmento de dicha proteína o 65 
péptido, en la que las secuencia codificantes del péptido antigénico se sitúan  dentro de la secuencia de la cadena 
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invariante, en el extremo frontal de la secuencia de la cadena invariante, en la parte terminal de la secuencia de la 
cadena invariante. Lo anterior se lleva a cabo de manera que se asegura la legibilidad del marco de lectura abierto 
del constructo, de manera que el péptido antigénico está precedido, circundado o seguido de por lo menos un 
conector operativo. 
 5 
Una forma de realización preferida de la presente invención se refiere además a la situación del conector operativo 
en relación a por lo menos una cadena invariante y por lo menos una proteína o péptido antigénico, o fragmento de 
dicha proteína o péptido antigénico, en la que la secuencia o secuencias codificantes de por lo menos un péptido 
antigénico preferentemente se sitúan en la parte terminal de la cadena invariante y se inserta un conector operativo 
entre ellos. La parte terminal es el primer o el último residuo de la cadena invariante o fragmento de la misma. 10 
 
Combinaciones 
 
Se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invención que el constructo de ácidos nucleicos 
codifique una pluralidad de elementos. Los elementos son por lo menos una cadena invariante y por lo menos una 15 
proteína o péptido antigénico o fragmento de dicha proteína o péptido. Por lo tanto, se encuentra comprendida 
dentro del alcance de la presente invención una pluralidad de cadenas invariantes, estando cada una de ellas 
operativamente conectada una a otra y a una pluralidad de proteínas o péptidos antigénicos, o fragmentos de 
proteínas o péptidos antigénicos, en la que estos también se encuentran operativamente conectados. De esta 
manera, los elementos del constructo de ácidos nucleicos pueden conectarse operativamente entre sí. Se 20 
encuentran comprendidas dentro de la presente invención varias series de cadenas invariantes cada una de las 
cuales se encuentra operativamente conectada a una proteína o péptido antigénico, o fragmento de dicha proteína o 
péptido,  cada una de entre estas series estando operativamente conectada entre sí. 
 
Algunas ventajas y aspectos muy importantes de la presente invención se refieren al hecho de que puede iniciarse 25 
cualquier tipo de respuesta inmunológica, por ejemplo respuestas mediadas por células T y respuestas mediadas 
por anticuerpos, tanto con epítopos que es conocido que son antígenos débiles, como polipéptidos de propiedades 
antigénicas desconocidas y múltiples epítopos/antígenos simultáneamente. 
 
Por lo tanto se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invención que una forma de realización 30 
preferida sea un constructo de ácidos nucleicos codificante de por lo menos una cadena invariante operativamente 
conectada a una pluralidad de proteínas o péptidos antigénicos, o fragmentos de proteínas o péptidos, tal como dos, 
tres, cuatro, cinco, seis, ocho, diez, doce o más proteínas o péptidos antigénicos, o fragmentos de proteínas o 
péptidos. 
 35 
El constructo de ácidos nucleicos puede comprender elementos adicionales. Entre ellos se incluyen, aunque sin 
limitación, sitios internos de entrada ribosómica (IRES), genes codificantes de proteínas relacionadas con la 
presentación de antígenos, tales como LAMP, calreticulina y Hsp70, genes codificantes de proteínas relacionadas 
con la extensión intracelular tales como VP22, Tat del VIH, Cx43 u otras conexinas y constituyentes del nexo 
intercelular, genes codificantes de moléculas de activación de células asesinas naturales (células NK) tales como 40 
H60 y citocinas, ovoalbúmina de pollo, o cualquier epítopo de células T auxiliares. 
 
En una forma de realización preferida de la presente invención, el constructo de ácidos nucleicos comprende por lo 
menos un gen codificante de una proteína relacionada con la presentación de antígeno, tal como LAMP, LIMP, 
calreticulina o Hsp70. 45 
 
En todavía otra forma de realización preferida de la presente invención, el constructo de ácidos nucleicos comprende 
por lo menos un gen codificante de una proteína relacionada con la extensión intracelular tal como VP22, Cx43, Tat 
del VIH, otras conexinas o constituyentes del nexo intercelular. 
 50 
Promotor 
 
El término promotor se utiliza en la presente memoria para referirse a un grupo de módulos de control transcripcional 
que se encuentran agrupadas en torno al sitio de inicio para la ARN polimerasa II. Una parte importante de los 
resultados obtenidos sobre cómo se organizan los promotores se deriva de análisis de promotores víricos, 55 
incluyendo los de la timidina quinasa (tk) del VHS y las unidades de transcripción temprana del SV40. Estos 
estudios, junto con trabajos más recientes, han demostrado que los promotores están compuestos de módulos 
funcionales discretos, consistiendo cada uno en aproximadamente 7 a 20 pb de ADN y que contienen uno o más 
sitios de reconocimiento para proteínas activadoras de transcripción. Por lo menos un módulo en cada promotor 
funciona posicionando el sitio de inicio para la síntesis del ARN. El ejemplo mejor conocido de lo anteiror es la caja 60 
TATA, aunque en algunos promotores que no presentan una caja TATA, tales como el promotor del gen 
desoxinucleotidil-transferasa terminal de mamífero y el promotor de los 40 genes tardíos del SV, un elemento 
discreto superpuesto al sitio de inicio mismo ayuda a fijar la posición del inicio. 
 
Algunos elementos promotores adicionales regulan la frecuencia del inicio de transcripción. Típicamente se localizan 65 
en la región 30 a 110 pb cadena arriba del sitio de unión, aunque recientemente se ha demostrado que varios 
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promotores también contienen elementos funcionales cadena abajo del sitio de inicio. El espaciado entre elementos 
es flexible, de manera que se conserva la función del promotor en el caso de que los elementos se encuentren 
invertidos o desplazados unos respecto a otros. En el promotor tk, el espaciado entre elementos puede 
incrementarse hasta 50 pb antes de que empieza a caer la actividad. Dependiendo del promotor, aparentemente los 
elementos individuales pueden funcionar cooperativamente o independientemente para activar la transcripción. 5 
Puede utilizarse en la invención cualquier promotor que pueda dirigir el inicio de transcripción de las secuencias 
codificadas por el constructo de ácidos nucleicos. 
 
Un aspecto de la presente invención comprende el constructo de ácidos nucleicos, en el que la cadena o cadenas 
invariantes operativamente conectadas y la secuencia codificante de proteína o péptido antigénico están precedidos 10 
por un promotor que posibilita la expresión del constructo. 
 
En un aspecto adicional, el promotor se selecciona de entre el grupo de promotores constitutivos, promotores 
inducibles, promotores específicos de organismo, promotores específicos de tejido y promotores específicos de tipo 
celular. 15 
 
Entre los ejemplos de promotores se incluyen, aunque sin limitación, promotores constitutivos tales como el 
promotor temprano del virus 40 del simio (SV40), el promotores vírico del tumor mamario de ratón, un promotor 
repetición terminal larga del virus de la inmunodeficiencia humana, un promotor del virus de Moloney, un promotor 
del virus de la leucemia aviaria, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr, un promotor del virus del 20 
sarcoma de Rous (VSR), un promotor de actina humana, un promotor de miosina humana, un promotor de 
hemoglobina humana, promotor citomegalovirus (CMV) y un promotor de creatina muscular humana; promotores 
inducibles tales como un promotor metalotionina, un promotor glucocorticoide, un promotor progesterona y un 
promotor tetraciclina (tet-on o tet-off); promotores específicos de tejido tales como el promotor HER-2 y el promotor 
asociado a PSA, y promotores bidireccionales que son capaces de iniciar la transcripción en cualquiera de las dos 25 
direcciones a partir del promotor. 
 
Entre las ventajas de utilizar un promotor inducible se incluyen la opción de proporcionar una vacuna "dormida" que 
puede activarse a voluntad. Ésta puede utilizarse en el caso de que la vacunación preferentemente sólo se induzca 
localmente, y no sistémicamente en el cuerpo (por ejemplo en casos de cáncer), o en el caso de que la vacuna 30 
resulte perjudicial para la salud del receptor en el momento de la vacunación. 
 
En una forma de realización preferida, el constructo de ácidos nucleicos comprende un promotor seleccionado de 
entre el grupo de promotor del CMV, promotor de SV40 y promotor del VSR. 
 35 
Vehículo de administración 
 
Un aspecto de la presente invención comprende el constructo de ácidos nucleicos tal como se ha indicado en 
cualquiera de los anteriormente indicados, comprendido dentro de un vehículo de administración. Un vehículo de 
administración es una entidad en la que una secuencia de nucleótidos o polipéptido o ambos puede ser transportada 40 
desde por lo menos un medio hasta otro medio. Los vehículos de administración generalmente se utilizan para la 
expresión de las secuencias codificadas dentro del constructo de ácidos nucleicos y/o para la administración 
intracelular del constructo o el polipéptido codificado en el mismo. Se encuentra comprendido dentro del alcance de 
la presente invención que el vehículo de administración sea un vehículo seleccionado de entre el grupo de vehículos 
basados en ARN, vehículos/vectores basados en ADN, vehículos basados en lípidos, vehículos basados en virus y 45 
vehículos basados en células. Entre los ejemplos de dichos vehículos de administración se incluyen, aunque sin 
limitación, microesferas de polímero biodegradable, formulaciones basadas en lípidos tales como portadores de 
liposoma, el recubrimiento del constructo sobre partículas de oro coloidal, lipopolisacáridos, polipéptidos, 
polisacáridos y la pegilación de vehículos víricos. 
 50 
Una forma de realización preferida de la presente invención se refiere a la administración del constructo de ácidos 
nucleicos en forma de ADN desnudo mediante técnicas mecánicas o eléctricas. Especialmente el recubrimiento con 
el constructo de ácidos nucleicos sobre partículas de oro es una forma de realización preferida. La administración 
del constructo de ácidos nucleicos sobre partículas de oro se lleva a cabo mediante transferencia balística utilizando 
equipos de bombardeo de partículas, tales como una pistola génica. 55 
 
Una forma de realización más preferente de la presente invención comprende un virus en forma de vehículo de 
administración, en el que el virus se selecciona de entre el grupo no limitativo de adenovirus, retrovirus, lentivirus, 
virus adenoasociados, herpesvirus, virus Vaccinia, virus espumosos, citomegalovirus, virus de bosque de Semliki, 
poxvirus, vector de virus ARN y vector de virus ADN. Dichos vectores víricos son bien conocidos en la técnica. 60 
 
Los vectores víricos con frecuencia están formados de dos componentes, un genoma vírico modificado y una 
estructura de cubierta circundante, aunque en ocasiones se introducen vectores víricos en forma desnuda o 
recubiertos con proteínas diferentes de las proteínas víricas. La mayoría de los vectores actuales presentan 
estructuras de cubierta similares a las de un virus de tipo salvaje. Esta estructura empaqueta y protege el ácido 65 
nucleico vírico y proporciona los medios para unirse y entrar en las células diana. 
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Preferentemente, los vectores víricos se modifican a partir de genomas víricos de tipo salvaje para deshabilitar el 
crecimiento del virus en una célula diana, activando simultáneamente el crecimiento del virus en una célula huésped 
(por ejemplo una célula de empaquetamiento o auxiliar) utilizada para preparar partículas infecciosas. Los ácidos 
nucleicos de vectores generalmente incluyen secuencias víricas de acción en cis esenciales para la replicación y 5 
empaquetamiento de una línea de células auxiliar y secuencias de control de la expresión para regular la expresión 
de un polinucleótido que se administra en una célula diana. Otras funciones víricas se expresan en trans en líneas 
celulares de empaquetamiento o auxiliares específicas tal como es conocido en la técnica. 
 
Adenovirus 10 
 
En una forma de realización más preferente, el vehículo que comprende el constructo de ácidos nucleicos tal como 
se describe en la presente memoria es un adenovirus. El genoma adenovírico consiste en una molécula de ADN de 
doble cadena de aproximadamente 36 kb portadora de más de aproximadamente treinta genes necesarios para 
completar el ciclo de replicacion vírico. Los genes tempranos se dividen en 4 regiones (E1 a E4) que resultan 15 
esenciales para la replicación vírica, con la excepción de la región E3, que se cree que modula la respuesta 
inmunológica antivírica del huésped. La región E1 (E1A y E1B) codifica proteínas responsables de la regulación de 
la transcripción del genoma vírico. La expresión de los genes de la región E2 (E2A y E2B) conduce a la síntesis de 
los polipéptidos necesarios para la replicación vírica. Las proteínas codificadas por la región E3 evitan la citólisis por 
parte de células T citotóxicas y el factor de necrosis tumoral. Las proteínas codificadas por la región E4 participan en 20 
la replicación del ADN, en la expresión y procesamiento de genes tardíos y en la inhibición masiva de la biosíntesis 
en la célula huésped ("shut off"). Los genes tardíos generalmente codifican proteínas estructuras que contribuyen a 
la cápside vírica. Además, el genoma adenovírico porta ITR (repeticiones terminales invertidas) 5' y 3' de acción en 
cis y secuencias de empaquetamiento esenciales para la replicación del ADN. Las ITR alojan orígenes de 
replicación del ADN, mientras que la región de encapsidación resulta necesaria para el empaquetamiento del ADN 25 
adenovírico en las partículas infecciosas (ver, por ejemplo, el documento US 2004/0157307). 
 
En la forma de realización más preferente de la presente invención, el vehículo que comprende el constructo de 
ácidos nucleicos tal como se indica en la presente memoria es un adenovirus deficiente para la replicación o un 
adenovirus condicionalmente deficiente para la replicación. Los vectores adenovíricos pueden manipularse para que 30 
sean condicionalmente replicantes (vectores CRAd) con el fin de que se repliquen selectivamente en células 
específicas (por ejemplo en células proliferantes). En otro aspecto, un vector adenovírico no presenta la capacidad 
de replicación para la función E1 (por ejemplo mediante deleción o mutagénesis total o parcial de E1). El esqueleto 
adenovírico del vector puede comprender modificaciones adicionales (deleciones, inserciones o mutaciones en uno 
o más genes víricos). Un ejemplo de una modificación de E2 se ilustra mediante la mutación termosensible en el gen 35 
codificante de DBP (proteína de unión a ADN). También puede delecionarse la totalidad o parte de la región E4 de la 
secuencia adenovírica. Algunas deleciones adicionales dentro de la región no esencial E3 pueden permitir el 
incremento del tamaño del polinucleótido que se administra. Sin embargo, puede resultar ventajoso conservar la 
totalidad o parte de las secuencias E3 codificantes de polipéptidos (por ejemplo de gp19k) que permiten que el virus 
escape al sistema inmunológico o a reacciones inflamatorias. También pueden utilizarse vectores de segunda 40 
generación que conservan las ITR y secuencias de empaquetamiento y que comprenden modificaciones genéticas 
sustanciales para anular la síntesis residual de los antígenos víricos, con el fin de mejorar la expresión a largo plazo 
del gen expresado en las células transducidas. El constructo de ácidos nucleicos que se introduce en la célula puede 
insertarse en cualquier localización del genoma vírico, con la excepción de las secuencias de acción en cis (ver, por 
ejemplo, el documento US 2004/0157307). 45 
 
Los adenovirus pueden proceder de cualquier fuente humana o animal, en particular fuentes canina, aviaria, bovina, 
murina, ovina, felina, porcina o de simio, o alternativamente, puede ser un virus híbrido. Puede utilizarse cualquier 
serotipo. Sin embargo, los adenovirus humanos resultan preferentes y estos virus se encuentran disponibles, por 
ejemplo, de la ATCC (American Type Culture Collection). 50 
 
Una forma de realización preferida de la presente invención comprende un adenovirus tal como el adenovirus ovino, 
el adenovirus canino de tipo II, el virus Vaccinia Ankara modificado (VAM) o VAM-BN. 
 
Las partículas adenovíricas o cápsides adenovíricas vacías también pueden utilizarse para transferir constructos de 55 
ácidos nucleicos o vectores de administración basados en ácidos nucleicos mediante un procedimiento de 
cointernalización mediado por virus. Este procedimiento puede llevarse a cabo en presencia de uno o más agentes 
catiónicos tales como policarbenos o vesículas lipídicas que comprenden una o más capas lipídicas. 
 
Las partículas adenovíricas pueden prepararse y propagarse según cualquier técnica convencional en el campo 60 
utilizando una línea celular de complementación o un virus auxiliar, que proporciona en trans los genes víricos que 
faltan y resultan necesarios para la replicación vírica. Las partículas adenovíricas pueden recuperarse a partir del 
sobrenadante de cultivo, aunque también de las células tras la lisis y opcionalmente pueden purificarse 
adicionalmente según técnicas estándares (por ejemplo cromatografía y ultracentrifugación). 
 65 
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La localización específica de tipo celular puede conseguirse utilizando vectores derivados de adenovirus que 
presenten un rango amplio de huéspedes, mediante la modificación de proteínas de la superficie vírica. Por ejemplo, 
la especificidad de infección de los adenovirus está determinada por la unión de receptores celulares presentes en la 
superficie de las células permisivas. A este respecto, las fibras y pentonas presentes en la superficie de la cápside 
adenovírica desempeñan un papel crucial en las uniones celulares. De esta manera, la localización celular de los 5 
adenovirus puede llevarse a cabo mediante la modificación genética del gen vírico codificante de la fibra y/o la 
pentona, con el fin de generar una fibra y/o una pentona modificadas capaces de interactuar específicamente con 
receptores de superficie celular únicos. 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a un vector adenovírico que comprende un constructo de nucleótidos 10 
codificante de por lo menos un antígeno y por lo menos una proteína o péptido, o fragmento de una proteína o 
péptido, que estimula una respuesta del CMH-I. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a un vector adenovírico, en el que el constructo de 
nucleótidos codifica por lo menos una proteína o péptido, o fragmento de una proteína o péptido, que estimula una 15 
respuesta del CMH-II. 
 
Preferentemente, el vector adenovírico comprende secuencias, en el que por lo menos un antígeno se encuentra 
operativamente conectado a por lo menos una proteína o péptido estimulador de la respuesta del CMH, o fragmento 
de una proteína o péptido estimulador de la respuesta del CMH. La proteína o péptido estimulador del CMH, o 20 
fragmento de proteína o péptido, preferentemente es una proteína o péptido asociado al CMH. Dicho péptido 
asociado al CMH puede seleccionarse, aunque sin limitación, de entre el grupo de péptido localizador en el RE,  
péptido localizador en el Golgi, el péptido localizador en el compartimiento de carga de péptidos endosómicos, 
lisosomas, MIIC, CIIV, melanosomas, gránulos de secreción y gránulos de Birbeck. 
 25 
Más preferentemente, el vector adenovírico comprende un péptido localizador en el compartimiento de carga de 
péptidos endosómicos. Dicho péptido localizador en el compartimiento de carga de péptidos endosómicos puede 
seleccionarse, aunque sin limitación, de entre el grupo de péptidos señal de clasificación, LAMP, LIMP y cadena 
invariante. 
 30 
Todavía más preferentemente, el vector adenovírico comprende por lo menos una proteína o péptido estimulador de 
la respuesta del CMH, o fragmento de proteína o péptido, y dicha proteína o péptido estimulador de la respuesta del 
CMH, o péptido o fragmento de proteína o péptido es la cadena invariante. 
 
El vector adenovírico puede comprender además proteínas que ayudan a la extensión del virus o del constructo 35 
comprendido en el mismo. Entre dichas proteínas se incluyen conexinas, proteínas relacionadas con el nexo 
intercelular y proteínas formadoras de poro. Una forma de realización preferida de la presente invención comprende 
un vector adenovírico que codifica, o que de otro modo comprende, una o más cualesquiera de las proteínas 
siguientes relacionadas con la extensión intercelular: VP22, Cx43 y Tat del VIH. 
 40 
Célula recombinante 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a una célula que comprende el constructo de ácidos nucleicos tal 
como se ha definido anteriormente. Dicha célula recombinante puede utilizarse como herramienta para la 
investigación in vitro, como vehículo de administración para el constructo de ácidos nucleicos o como parte de un 45 
régimen de terapia génica. El constructo de ácidos nucleicos y los vectores basados en ácidos nucleicos según la 
invención pueden introducirse en las células mediante técnicas bien conocidas y entre las que se incluyen la 
microinyección de ADN en el núcleo de una célula, la transfección, la electroporación, la lipofección/fusión de 
liposomas y el bombardeo de partículas. Entre las células adecuadas se incluyen las células autólogas y no 
autólogas y pueden incluir las células xenogénicas. 50 
 
En una forma de realización preferida, el constructo de ácidos nucleicos de la presente invención se encuentra 
comprendido dentro de una célula presentadora de antígenos (CPA). Cualquier célula que presente antígenos sobre 
su superficie asociados a una molécula del CMH se considera una célula presentadora de antígenos. Entre estas 
células se incluyen, aunque sin limitación, macrófagos, células dendríticas, células B, CPA híbridas y CPA nodriza. 55 
Los métodos de preparación de CPA híbridas son bien conocidos de la técnica. 
 
En una forma de realización más preferente, la CPA es una célula presentadora de antígenos profesional y más 
preferentemente la CPA es una célula que expresa CMH-I y/o CMH-II. 
 60 
La CPA según se ha indicado anteriormente puede ser una célula madre obtenida de un paciente. Tras introducir el 
constructo de ácidos nucleicos de la invención, la célula madre puede reintroducirse en el paciente en un intento de 
tratar una condición médica en el paciente. Preferentemente, la célula aislada del paciente es una célula madre 
capaz de diferenciarse en célula presentadora de antígenos. 
 65 
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Se encuentra comprendido adicionalmente dentro del alcance de la presente invención que la célula presentadora 
de antígenos que comprende el constructo de ácidos nucleicos de la presente invención no exprese ninguna señal 
coestimuladora y que la proteína o péptido antigénico, o fragmento antigénico de dicha proteína o péptido, sea un 
autoantígeno. 
 5 
Proteínas y anticuerpos quiméricos 
 
Un objeto de la presente invención es la proteína quimérica codificada por los constructos de ácidos nucleicos tal 
como se ha indicado anteriormente en la presente memoria, que comprende por lo menos una cadena invariante 
operativamente conectada y por lo menos una proteína o péptido antigénico, o fragmento de dicha proteína o 10 
péptido antigénico. La expresión "proteína quimérica" se refiere a una proteína genéticamente manipulada que se 
encuentra codificada por una secuencia de nucleótidos preparada mediante un corte y empalme de dos o más 
genes completos o parciales o una serie de ácidos nucleicos (no) aleatorios. 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a un anticuerpo que puede reconocer la proteína quimérica tal como 15 
se ha definido anteriormente en la presente memoria. El término "anticuerpo" se refiere a moléculas de 
inmunoglobulina y partes activas de moléculas de inmunoglobulina. Los anticuerpos son, por ejemplo, moléculas 
intactas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas que conservan la actividad inmunológica. Dichos 
anticuerpos pueden utilizarse para la inmunización pasiva de un animal o para la utilización en un ensayo para la 
detección de proteínas a las que se une el anticuerpo. 20 
 
Composiciones de vacuna 
 
Un aspecto de la presente invención se refiere a una vacuna que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de por lo menos una cadena invariante operativamente conectada con por lo menos una proteína o 25 
péptido antigénico o fragmento de dicha proteína o péptido antigénico. De esta manera, la vacuna puede 
comprender un constructo de ácidos nucleicos tal como se ha definido anteriormente. La vacuna puede utilizarse 
además a modo de medicamento. 
 
La composición de vacuna según la invención puede formularse según métodos conocidos, tal como mediante la 30 
mezcla de uno o más portadores farmacéuticamente aceptables, también conocidos como excipientes o 
estabilizadores con el agente activo. Estos excipientes pueden resultar aceptables para la administración en 
cualquier individuo/animal, preferentemente vertebrados, y más preferentemente en seres humanos, ya que resultan 
no tóxicos para la célula o individuo expuesto a los mismos a las dosis y concentraciones utilizadas. Con frecuencia 
el portador fisiológicamente aceptable es una solución acuosa de pH tamponado. Pueden encontrarse ejemplos de 35 
dichos excipientes, portadores y métodos de formulación en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences 
(Mack Publishing Co., Easton, PA). Entre los ejemplos de portadores fisiológicamente aceptables se incluyen, 
aunque sin limitación, tampones tales como fosfato, citrato y otros ácidos orgánicos; antioxidantes, incluyendo el 
ácido ascórbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteínas tales 
como la albúmina sérica, la gelatina o las inmnoglobulinas; polímeros hidrófilos tales como la polivinilpirrolidona; 40 
aminoácidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacáridos, disacáridos y otros 
carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azúcares 
tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio, y/o surfactantes no iónicos tales 
como TWEENTM, polietilenglicol (PEG) y PLURONICSTM. 
 45 
Con el fin de formular una composición farmacéuticamente aceptable adecuada para la administración efectiva, 
dichas composiciones contienen según la invención una cantidad efectiva del constructo de ácidos nucleicos, 
estando comprendido el constructo de ácidos nucleicos dentro de un vehículo de administración o encontrándose 
codificada la proteína quimérica dentro del constructo de ácidos nucleicos indicada en la presente memoria. Con 
frecuencia, en el caso de que se vacune con proteínas o polipéptidos codificados por el constructo de ácidos 50 
nucleicos de la presente invención, se utiliza un portador como andamiaje mediante acoplamiento de las proteínas o 
péptidos al mismo y ayudando de esta manera a la inducción de una respuesta inmunológica. La proteína portadora 
puede ser cualquier portador convencional que incluya cualquier proteína adecuada para presentar determinantes 
inmunogénicos. Los portadores adecuados típicamente son macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, 
tales como proteínas, polisacáridos, ácidos polilácticos, ácidos poliglicólicos, aminoácidos poliméricos, copolímeros 55 
de aminoácidos, agregados de lípidos (tales como gotas de aceite o liposomas) y partículas víricas inactivas. Dichos 
portadores son bien conocidos por el experto ordinario en la materia. Además, estos portadores pueden funcionar 
como agentes inmunoestimuladores ("adyuvantes"). La inmunización del animal puede llevarse a cabo con 
adyuvantes y/o portadores farmacéuticos. Entre las proteínas portadoras convencionales se incluyen, aunque sin 
limitación, hemocianina de lapa americana, proteínas séricas tales como la transferrina, albúmina de suero bovino o 60 
albúmina de suero humano, una ovoalbúmina, inmunoglobulinas u hormonas tales como la insulina. El portador 
puede encontrarse presente conjuntamente con un adyuvante o de modo independiente del mismo. 
 
A continuación, las composiciones de vacuna pretenden comprender composiciones útiles para la utilización 
profiláctica y terapéutica, incluyendo la estimulación de una respuesta inmunológica en un paciente. Se contempla 65 
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adicionalmente que la composición de vacuna de la invención no induzca ninguna reacción sistémica o local de 
toxicidad o ningún otro efecto secundario. 
 
En una forma de realización preferida, el constructo de ácidos nucleicos de la vacuna se encuentra empaquetado. 
Entre los medios de empaquetamiento del constructo de ácidos nucleicos se incluyen medios seleccionados de 5 
entre, aunque sin limitación, el grupo de: vectores basados en ARN o ADN, portadores basados en lípidos, vectores 
de expresión víricos, vectores de administración víricos, vehículos basados en células, el recubrimiento de partículas 
de oro coloidal y las microesferas de polímero biodegradable. De esta manera, cualquiera de los medios de 
administración anteriormente indicados puede utilizarse con fines de empaquetamiento para la utilización en una 
composición de vacuna. 10 
 
En una forma de realización más preferente, los medios de empaquetamiento del constructo de ácidos nucleicos 
para la vacuna son un vector de expresión vírico seleccionado de entre, aunque sin limitación, el grupo de: 
adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus adenoasociado, herpesvirus, virus Vaccinia y vector vírico de ADN. 
 15 
En una forma de realización todavía más preferente, el constructo de ácidos nucleicos de la vacuna se empaqueta 
en un vector adenovírico. En la forma de realización más preferente, el constructo de ácido nucleico tal como se ha 
indicado anteriormente en la presente memoria de la vacuna se empaqueta en un vector adenovírico deficiente para 
la replicación o condicionalmente deficiente para la replicación.  Los vectores adenovíricos se han descrito en detalle 
anteriormente. 20 
 
Un aspecto de la invención se refiere a una vacuna que comprende por lo menos dos vectores. Comprende que se 
empaqueten en por lo menos dos vectores uno o dos cualesquiera constructos diferentes de ácidos nucleicos, 
siendo estos vectores de un tipo indicado anteriormente en la presente memoria. La invención se refiere además a 
una vacuna que comprende tres, cuatro, cinco o seis vectores. Nuevamente, estos vectores pueden diferir entre sí o 25 
no, y pueden portador constructos de ácidos nucleicos idénticos o diferentes tal como se ha indicado anteriormente 
en la presente memoria. Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a una vacuna que comprende por 
lo menos una proteína quimérica codificada por cualquiera de los constructos de ácidos nucleicos indicados en la 
presente memoria. En el caso de que se utilice una proteína o polipéptido quimérico a modo de inmunógeno, puede 
producirse mediante expresión de uno o más de los constructos de ADN indicados anteriormente, en una célula 30 
recombinante, o puede prepararse mediante síntesis química mediante métodos conocidos de la técnica. Tal como 
se ha indicado anteriormente, dichas proteínas y/o péptidos quiméricos pueden acoplarse a portadores con el fin de 
incrementar la respuesta inmunológica a proteínas/péptidos, y pueden administrarse con o sin un adyuvante y/o 
excipiente. 
 35 
Adyuvante 
 
Pueden incluirse adyuvantes en la composición de vacuna con el fin de incrementar la respuesta inmunológica 
específica. De esta manera, resulta de particular importancia identificar un adyuvante que, en combinación con el 
antígeno o antígenos/constructos de ácidos nucleicos y/o vehículos de administración tales como vehículos 40 
adenovíricos (cualquiera de los cuales también puede denominarse determinante inmunogénico), resulta en una 
composición de vacuna capaz de inducir una fuerte respuesta inmunológica específica. El determinante 
inmunogénico también puede mezclarse con dos o más adyuvantes diferentes previamente a la inmunización. Las 
composiciones de vacuna también se denominan composiciones inmunogénicas en el presente texto. 
 45 
Se ha descrito y utilizado un gran número de adyuvantes para la generación de anticuerpos en animales de 
laboratorio, tales como ratones, ratas y conejos. En este contexto, la tolerancia a los efectos secundarios es 
bastante elevada, ya que el objetivo principal es obtener una respuesta de anticuerpos potente. Para la utilización, y 
para la autorización para su uso en farmacéuticos, y especialmente para la utilización en el ser humano, se requiere 
que los componentes de la composición de vacuna, incluyendo el adyuvante, sean bien caracterizados. Se requiere 50 
además que la composición presente un riesgo mínimo de ninguna reacción adversa, tal como granulomas, 
abscesos o fiebre. 
 
Una forma de realización de la presente invención se refiere a una vacuna que comprende un adyuvante. En una 
forma de realización preferida, la composición de vacuna resulta adecuada para la administración en un mamífero, y 55 
más preferentemente en un sujeto humano. Por lo tanto, el adyuvante preferente resulta adecuado para la 
administración en un mamífero y más preferentemente resulta adecuado para la administración en un sujeto 
humano. 
 
La elección de adyuvante puede seleccionarse adicionalmente a partir de su capacidad de estimular el tipo de 60 
respuesta inmunológica deseado, la activación delas células B y/o T y la composición de vacuna puede formularse 
para optimizar la distribución y presentación a los tejidos linfáticos relevantes. 
 
Los adyuvantes relacionados con la presente invención pueden agruparse según su origen, sea mineral, bacteriano, 
vegetal, sintético o un producto del huésped. El primer grupo en esta clasificación son los adyuvantes minerales, 65 
tales como los compuestos de aluminio. Los antígenos precipitados con sales de aluminio o los antígenos 
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mezclados o adsorbidos con compuestos de aluminio preformados han sido utilizados extensamente para potenciar 
respuestas inmunológicas en animales y seres humanos. Se han observado partículas de aluminio en nódulos 
linfáticos regionales de conejos siete días después de la inmunización, y podría ser que otra función significativa sea 
el direccionamiento del antígeno a las áreas que contienen células T en los nódulos mismos. Se ha demostrado que 
la potencia del adyuvante correlaciona con la introducción en los nódulos linfáticos de drenaje. Aunque muchos 5 
estudios han confirmado que los antígenos administrados con sales de aluminio conducen a una inmunidad humoral 
incrementada, la inmunidad mediada por células aparentemente sólo se incrementa ligeramente, según se mide a 
partir de la hipersensibilidad de tipo retardado. También se ha descrito el hidróxido de aluminio como activador de la 
ruta del complemento. Este mecanismo podría desempeñar un papel en la respuesta inflamatoria local, así como en 
la producción de inmunoglobulinas y la memoria de las células B. Además, el hidróxido de aluminio puede proteger 10 
al antígeno frente a un catabolismo rápido. Principalmente debido a su excelente historial de seguridad, los 
compuestos de aluminio son en la actualidad los únicos adyuvantes utilizados en seres humanos. 
 
Otro grupo grande de adyuvantes son los de origen bacteriano. Pueden purificarse y sintetizarse adyuvantes de 
origen bacteriano  (por ejemplo los dipéptidos muramilo, el lípido A) y se han clonado mediadores del huésped 15 
(interleucinas 1 y 2). La última década ha comportado avances significativos en la purificación química de varios 
adyuvantes de componentes activos de origen bacteriano: Bordetella pertussis, Mycobacterium tuberculosis, 
lipopolisacárido, adyuvante completo de Freund (FCA) y adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories, 
Detroit, Mich.) y adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc., Rathway, N.J.). Son adyuvantes adicionalmente 
adecuados según la presente invención, por ejemplo, el adyuvante clásico Titermax (Sigma-Aldrich), Iscoms, Quil A, 20 
Alun, ver las patentes US nº 58767 y nº 5.554.372, los derivados del lípido A, los derivados de la toxina del cólera, 
los derivados de la HSP, los derivados del LPS, las matrices de péptidos sintéticos, GMDP y otros, así como las 
combinaciones con inmunoestimuladores (patente US nº 5.876.735). B. pertussis resulta de interés como adyuvante 
en el contexto de la presente invención debido a su capacidad de modular la inmunidad mediada por células 
mediante la acción sobre las poblaciones de linfocitos T. Para los lipopolisacáridos y el adyuvante completo de 25 
Freund se han identificado y sintetizado las fracciones activas del adyuvante, lo que ha permitido el estudio de las 
relaciones estructura-función. Estos adyuvantes también se consideran para su inclusión en composiciones 
inmunogénicas según la presente invención. 
 
Se ha descubierto que los lipopolisacáridos y sus diversos derivados, incluyendo el lípido A, son adyuvantes 30 
potentes en combinación con liposomas u otras emulsiones lipídicas. Todavía no se sabe con certeza si podrán 
producirse derivados con toxicidad suficientemente baja para la utilización general en seres humanos. El adyuvante 
completo de Freund es el estándar en la mayoría de estudios experimentales. 
 
Puede añadirse aceite mineral a la composición inmunogénica para proteger al antígeno frente al catabolismo 35 
rápido. 
 
Pueden utilizarse muchos otros tipos de materiales en composiciones inmunogénicas según la presente invención. 
Se incluyen productos vegetales tales como la saponina, productos animales tales como la quitina y numerosos 
compuestos químicos sintéticos. 40 
 
Los adyuvantes según la presente invención también pueden clasificarse según sus mecanismos de acción 
propuestos. Este tipo de clasificación necesariamente es algo arbitrario ya que la mayoría de adyuvantes 
aparentemente funcionan mediante más de un mecanismo. Los adyuvantes pueden actuar mediante localización y 
administración de antígeno, o mediante efectos directos sobre las células que forman el sistema inmunológico, tales 45 
como los macrófagos y los linfocitos. Otro mecanismo por el que los adyuvantes según la invención incrementan la 
respuesta inmunológica es mediante la creación de un depósito de antígenos. Aparentemente lo anterior contribuye 
a la actividad adyuvante de los compuestos de aluminio, las emulsiones de aceite, los liposomas y los polímeros 
sintéticos. La actividad adyuvante de los lipopolisacáridos y dipéptidos muramilo aparentemente está mediada 
principalmente por la activación de los macrófagos, mientras que B. pertussis afecta a tanto macrófagos como 50 
linfocitos. Se indican en la patente US nº 5.554.372 ejemplos adicionales de adyuvantes que pueden resultar útiles 
incorporados en composiciones inmunogénicas según la presente invención. 
 
De esta manera, los adyuvantes útiles en vacunas tanto profilácticas como terapéuticas según la presente invención 
pueden ser sales minerales tales como el hidróxido de aluminio y los geles de fosfatos de aluminio o calcio, las 55 
emulsiones de aceites y las formulaciones basadas en surfactantes tales como MF59 (detergente microfluidizado 
estabilizado en una emulsión de aceite en agua), QS21 (saponina purificada), AS02 (SBAS2, emulsión de aceite en 
agua + monofosforil-lípido A (MPL) + QS21), montánidos ISA 51 e ISA-720 (estabilizado en emulsión de agua en 
aceite), adyuvante 65 (que contiene aceite de cacahuete, monooleato de mánido y monoestearato de aluminio), 
(RIBI ImmunoChem. Research Inc., Hamilton, Utah), adyuvantes particulares tales como los virosomas (vehículos 60 
liposómicos unilamelares que incorporan hemaglutinina de virus de la gripe), AS04 (sal de Al con MPL), ISCOM 
(complejo estructurado de saponinas y lípidos (tales como el coleterol)), poliláctido-coglicólido (PLG), derivados 
microbianos (naturales y sintéticos) tales como monofosforil-lípido A (MPL), Detox (MPL + esqueletos de pared 
celular de M. phlei), AGP (RC-529 (monosacárido acilado sintético)), DC_chol (inmunoestimuladores lipoides 
capaces de autoorganizarse en liposomas), OM-174 (derivado del lípido A), motivos CpG (oligonucleótidos sintéticos 65 
que contienen motivos CpG inmunoestimuladores), toxinas bacterianas modificadas, LT y CT, con efectos 
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adyuvantes no tóxicos, inmunomoduladores humanos endógenos, por ejemplo hGM-CSF o hIL-12 ó Immudaptin 
(matriz en tándem C3d), vehículos inertes tales como partículas de oro. 
 
Algunos ejemplos adicionales de adyuvantes comprenden: emulsiones inmunoestimuladoras de aceites (por ejemplo 
de agua en aceite, de aceite en agua, de agua en aceite en agua, tales como, por ejemplo, adyuvante incompleto de 5 
Freund, tal como Montainde®, Specol; sales minerales tales como, por ejemplo, Al(OH)3, AlPO4, productos 
microbianos, saponinas tales como Qual A, productos sintéticos, así como formulaciones de adyuvantes y complejos 
inmunoestimuladores (ISCOM) y citocinas, bacterias/componentes inactivados por calor, nanoperlas, LPS, LTA. Un 
listado de otros adyuvantes utilizados comúnmente se da a conocer en las páginas 6 a 8 del documento WO 
03089471, incorporando el listado como referencia en la presente memoria. 10 
 
Las composiciones inmunogénicas según la invención pueden contener además diluyentes tales como tampones, 
antioxidantes tales como el ácido ascórbico, polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 
residuos), proteínas, aminoácidos, carbohidratos, incluyendo la glucosa, la sacarosa o las dextrinas, agentes 
quelantes tales como EDTA, el glutatión y otros estabilizadores y excipientes. La solución salina tamponada neutra o 15 
la solución salina mezclada con albúmina sérica no específica son ejemplos de diluyentes apropiados. 
 
Los adyuvantes generalmente se incluyen en las composiciones inmunogénicas en la cantidad indicada en las 
instrucciones del fabricante. 
 20 
Administración 
 
Las composiciones de vacuna según la invención pueden administrarse en un individuo en cantidades 
terapéuticamente efectivas. La cantidad efectiva puede variar según una diversidad de factores, tales como la 
condición, peso, sexo y edad del individuo. Entre otros factores se incluyen el modo de administración. 25 
 
Las composiciones farmacéuticas o veterinarias pueden proporcionarse en el individuo mediante una diversidad de 
vías, tales como las vías subcutánea, tópica, oral e intramuscular. La administración de las composiciones 
farmacéuticas se lleva a cabo por vía oral o parenteral. Entre los métodos de administración parenteral se incluyen 
las administraciones tópica, intraarterial (directamente en el tejido), intramuscular, subcutánea, intramedular, 30 
intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal o intranasal. La presente invención también presenta el 
objetivo de proporcionar formulaciones farmacéuticas tópicas, orales, sistémicas y parenterales adecuadas para la 
utilización en los métodos de profilaxis y tratamiento con la composición de vacuna. 
 
Por ejemplo, las composiciones de vacuna pueden administrarse en formas de dosificación oral tales como 35 
comprimidos, cápsulas (incluyendo cada una formulaciones de liberación temporizada y sostenida), píldoras, polvos, 
gránulos, elixires, tinturas, soluciones, suspensiones, jarabes y emulsiones, o mediante inyección. De manera 
similar, también pueden administrarse por vía intravenosa (tanto de bolo como en infusión), intraperitoneal, 
subcutánea, tópica con o sin oclusión, o intramuscular, utilizando todas formas bien conocidas por el experto 
ordinario en materia farmacéutica. Puede utilizarse una cantidad efectiva aunque no tóxica de la vacuna, que 40 
comprende cualquiera de los compuestos indicados en la presente memoria, a modo de agente profiláctico o 
terapéutico. Además, se encuentra comprendidas todas y cada una de las formas de dosificación convencionales 
que es conocido en la técnica que resultan apropiadas para la formulación de una composición inyectable de 
péptidos inmunogénicos, tal como formas liofilizadas y formas de solución, suspensión o emulsión que contengan, 
en caso necesario, portadores, diluyentes, conservantes, adyuvantes, componentes tamponadores, etc. 45 
convencionales farmacéuticamente aceptables. 
 
Entre los modos preferentes de administración de la composición de vacuna según la invención se incluyen, aunque 
sin limitación, la administración sistémica, tal como la administración intravenosa o subcutánea, la administración 
intradérmica, la administración intramuscular, la administración intranasal, la administración oral, la administración 50 
rectal, la administración vaginal, la administración pulmonar y generalmente cualquier forma de administración 
mucosal. Además, se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invención que los medios para 
cualquiera de las formas de administración indicadas en la presente memoria se encuentren incluidos en la presente 
invención. 
 55 
Una vacuna según la presente invención puede administrarse una vez, o cualquier número de veces, tal como dos, 
tres, cuatro o cinco veces. La administración de la vacuna más de una vez presenta el efecto de reforzar la 
respuesta inmunológica resultante. La vacuna puede reforzarse adicionalmente mediante la administración de la 
vacuna en una forma o parte corporal diferente de la administración anterior. La inyección de refuerzo es una 
inyección de refuerzo homóloga o heteróloga. Una inyección de refuerzo homóloga es una inyección en la que la 60 
primera y posteriores vacunaciones comprenden los mismos constructos y más específicamente el mismo vehículo 
de administración, especialmente el mismo vector vírico. Una inyección de refuerzo heteróloga es una inyección que 
comprende constructos idénticos dentro de los diferentes vectores víricos. Eso resulta de especial interés al utilizar 
la administración adenovírica, ya que el cuerpo humano genera una respuesta inmunológica contra un adenovirus 
dado si ha sido expuesto previamente al mismo. Por lo tanto, una forma de realización preferida de la presente 65 
invención se refiere a la pegilación del vector adenovírico, proporcionando la opción de reforzar con el mismo vector 
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adenovírico (homólogo). Una forma de realización alternativa y preferente se refiere al refuerzo secuencial de una 
vacuna con diferentes vectores adenovíricos que comprenden los mismos constructos. 
 
Una forma de administración preferente de la vacuna según la presente invención es administrar la vacuna en el 
área corporal, en el interior o exterior, que más probablemente sea el receptáculo de una infección dada. El 5 
receptáculo de infección es el área corporal en que se recibe la infección por ejemplo para el virus de la gripe el 
receptáculo de infección son los pulmones. 
 
La vacuna de la presente invención puede administrarse en cualquier organismo en que resulte beneficiosa, 
especialmente cualquier animal tal como un animal vertebrado. Se encuentra comprendido dentro del alcance de la 10 
presente invención que los medios y modos de administración de la vacuna se adapten al receptor. Un receptor 
preferente de la vacuna es un mamífero, y el mamífero se selecciona, en una forma de realización más preferente 
de la presente invención, de entre el grupo de vacas, cerdos, caballos, ovejas, cabras, llamas, ratones, ratas, 
monos, perros, gatos y seres humanos. En la forma de realización más preferente, el mamífero es un ser humano. 
 15 
Una forma de realización de la presente invención incluye una composición de vacuna que comprende además un 
segundo principio activo. El segundo principio activo se selecciona de entre, aunque sin limitación, el grupo de 
antibióticos, quimioterapéuticos, antialergénicos, citocinas, factores del complemento y moléculas coestimuladoras 
del sistema inmunológico. 
 20 
Otra forma de realización de la presente invención comprende un kit de partes, en el que el kit incluye por lo menos 
una composición de vacuna tal como se ha indicado anteriormente, medios para administrar dicha vacuna e 
instrucciones sobre como utilizarlos. Se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invención incluir 
múltiples dosis de la misma vacuna o de varias vacunas diferentes. En una forma de realización preferida, el kit de 
partes comprende además un segundo principio activo. 25 
 
La presente invención comprende además un método para inducir una respuesta inmunológica en un animal, que 
comprende administrar en el animal una vacuna tal como se ha indicado anteriormente. La respuesta inmunológica 
es, aunque sin limitación, cualquiera de los tipos de respuesta siguientes: una respuesta dependiente del CMH-I, 
una respuesta dependiente del CMH-I y/o CMH-II, una respuesta dependiente de células T, una respuesta 30 
dependiente de células T CD4, una respuesta independiente de células T CD4+, una respuesta dependiente de 
células T CD8+ y una respuesta inmunológica dependiente de células B. Otro método comprendido dentro del 
alcance de la presente invención es el método de proporcionar por lo menos una vacuna tal como se ha indicado 
anteriormente y administrar dicha vacuna o vacunas en un sujeto por lo menos una vez para el tratamiento o 
profilaxis de un animal. La invención comprende además el constructo de ácidos nucleicos según lo indicado en la 35 
presente memoria, para la preparación de una composición para la producción de una vacuna. Dicha vacuna puede 
utilizarse, aunque sin limitación, para la inmunización genética de un animal, o para tratar u cuadro clínico en un 
individuo que lo necesita. 
 
Descripción detallada de los dibujos 40 
 
Figura 1: dibujo esquemático de inserciones en el vector adenovirus. A) Dibujo esquemático del casete de expresión 
de Ad-GP, B) dibujo esquemático del casete de expresión de Ad-IiGP. Se muestra además la situación de diversos 
epítopos GP del VLCM. Ad-GP: glucoproteína adenovírica, CMV: promotor del citomegalovirus, Ii: cadena invariante, 
GP 1-498 del VLCM: glucoproteína del virus de la coriomeningitis linfocítica, STOP: codón de parada, poliA: señal de 45 
poliadenilación del virus SV40. 
 
Figura 2: respuestas de células T CD8+ y CD4+ a epítopos codificados por adenovirus. Se vacunaron ratones 
C57BL/6 con 2x107 unidades infecciosas (UIF) de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. Los 
días indicados después de la vacunación se determinó el número de células T CD8+ o CD4+ específicas de epítopo 50 
mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del bazo inducido por el péptido. Las columnas representan 
medias (M) ± desviaciones estándar (SD) de 3 a 5 animales. 
 
Figura 3: respuestas de células T CD8+ y CD4+ a epítopos codificados por adenovirus en ratones híbridos F1. Se 
vacunaron ratones C57BL/6 x BALC/c (H-2bxd) F1 con 2x107 UIF de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar 55 
trasera derecha. El día 21 después de la vacunación se determinó el número de células T CD8+ o CD4+ específicas 
de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células de bazo inducido por el péptido. Las columnas 
representan M ± SD de 4 a 5 animales. 
 
Figura 4: La Ad-IiGP ejerce efectos estimuladores de las células T CD8+ que son independientes de las células T 60 
CD4+. Se vacunaron ratones MHC-II-/- o C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar 
trasera derecha. El día 21 ó 90 después de la vacunación se determinó el número de células T CD8+ o CD4+ 
mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del bazo inducido por el péptido. Las columnas representan M 
± SD de 4 animales. 
 65 
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Figura 5: La Ad-IiGP proporciona una protección rápida y superior frente a la infección letal por VLCM. Se vacunaron 
ratones C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. Los días indicados 
después de la vacunación los animales fueron retados con 20 UFP (unidades formadoras de placa) de VLCM Arm. 
53b i.c. (intracerebralmente). Se registró la mortalidad durante 14 días. Cada grupo consistía de 5 a 18 animales. ND 
significa no hay datos. 5 
 
Figura 6: La Ad-IiGP protege eficientemente frente a una infección con una dosis intravenosa elevada de VLCM. Se 
vacunaron ratones C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. El día 21 
después de la vacunación los animales fueron retados con 1x106 UFP (unidades formadoras de placa) de VLCM 
Arm. clon 13 i.v. (vía intravenosa). Ocho días después del reto vírico se determinó el título vírico orgánico. Los 10 
puntos representan animales individuales. La línea discontinua representa el límite de detección del ensayo. 
 
Figura 7: La Ad-IiGP proporciona una protección superior frente a variantes de VLCM con mutaciones en epítopos 
inmunodominantes. Se vacunaron ratones C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP, Ad-IiGP o simuladamente infectados 
en la almohadilla plantar trasera derecha. El día 90 después de la vacunación los animales fueron retados i.c. con 20 15 
UFP del VLCM Arm. 53b con mutaciones en gp33, gp276 o en ambos epítopos. Se registró la mortalidad durante 14 
días. Para gp33 nulo y gp276 nulo, cada grupo constaba de 5 animales; para gp33/gp276 doble nulo los grupos eran 
de 10 animales. 
 
Figura 8: frecuencias de las células T CD8+ o CD4+ que reaccionan con epítopos específicos del VLCM tras la 20 
vacunación con Ad-IiGP y el reto con variantes del VLCM con mutaciones en los epítopos inmunodominantes. Los 
animales supervivientes del experimento ilustrado en la figura 7 se analizaron para las células T CD8+ o CD4+ 
específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células de bazo inducido por péptido. Las 
columnas representan M ± SD de 3 a 5 animales. 
 25 
Figura 9: respuestas de células T CD8+ y CD4+ a la vacunación con ADN desnudo-IiGP y ADN-GP. Se vacunaron 
ratones C57BL/6 con ADN recubierto sobre partículas de oro de 1,6 nm a una concentración de 2 µg de ADN/mg de 
oro y el complejo de ADN-oro se utilizó para recubrir tubos de plástico de manera que se administrasen 0,5 mg de 
oro en el ratón en cada inyección (1 µg de ADN en cada inyección). Se inmunizaron los ratones en la piel abdominal 
utilizando un dispositivo manual de pistola génica utilizando helio comprimido (400 psi) como fuerza impulsora de las 30 
partículas. Los ratones se inocularon cuatro veces a un intervalo de 1 semana y después se dejaron en reposo 
durante 1 semana antes de la investigación. Se determinó el número de células T CD8+ o CD4+ específicas de 
epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del bazo inducido por péptido. Las columnas 
representan M ± SD de 4 a 5 animales. 
 35 
Figura 10: la vacunación profiláctica con Ad-Ii-GP incrementa el rechazo del tumor. Se vacunaron ratones C57BL/6 
en la almohadilla plantar trasera derecha con 2x107 UIF de adenovirus codificante de glucoproteína de longitud 
completa de VLCM (Ad-GP) o con glucoproteína unida a cadena invariante (Ad-Ii-GP). Se infectaron controles con 
adenovirus codificante de β-galactosidasa de longitud completa o con VLCM vivo (103 UFP o VLCM Armstrong 53b). 
Aproximadamente 3 meses después, se retaron todos los ratones mediante inyección subcutánea de 106 células del 40 
melanoma B16.F10 que expresaba el epítopo GP33 derivado del VLCM. Inicialmente se formó un tumor en todos los 
animales, aunque la mayoría de los ratones que recibieron Ad-Ii-GP y VLCM finalmente rechazaron el tumor. Cada 
grupo constaba de 7 a 10 animales. 
 
Figura 11: la vacunación terapéutica con Ad-Ii-GP incrementa la duración de vida media en ratones portadores de 45 
tumor. Se retaron por vía subcutánea ratones C57BL/6 mediante inyección de 106 células de melanoma B16.F10 
que expresaban el epítopo GP33 derivado del VLCM. En el momento en que los tumores eran palpables en todos 
los ratones (día 5 después de la inyección de tumor), los animales fueron vacunados en la almohadilla plantar 
trasera derecha utilizando 2x107 UIF de adenovirus codificante de glucoproteína de longitud completa del VLCM (Ad-
GP) o glucoproteína de longitud completa de VLCM unido a cadena variante (Ad-Ii-GP); los controles se vacunaron 50 
con adenovirus codificante de β-galactosidasa de longitud completa o con VLCM vivos (103 ufp de VLCM Armstrong 
53b). Los ratones se sacrificaron al exceder el tumor 12 mm de longitud u observar ulceración. Los números en 
negrita en el centro de la figura representan el día medio de muerte tras el reto tumoral. Cada grupo constaba de 7 a 
10 animales. 
 55 
Figura 12: tasa de supervivencia tras la vacunación con Ad-Ii-VSVGP o Ad-VSVGP. Se vacunaron ratones C57BL/6 
en la almohadilla plantar trasera derecha con 2x107 UIF de adenovirus codificante de glucoproteína de longitud 
completa de virus de la estomatitis vesicular (Ad-VSVGP) o glucoproteína de longitud completa de virus de la 
estomatitis vesicular unido a cadena invariante (Ad-Ii-VSVGP). (A) Los día indicados se recogieron muestras de 
suero y se determinaron los títulos de anticuerpos neutralizadores in vitro en un ensayo de reducción de placas; los 60 
puntos representan animales individuales. (B) Los días indicados los ratones vacunados se retaron con 105 UFP de 
VSV por vía intranasal y se registró la mortalidad durante los 14 días siguientes. Se ha incluido la supervivencia de 
los ratones de control (no vacunados) a título comparativo. Cada grupo constaba de 5 a 10 animales. 
 
Figura 13: respuestas de células T CD8+ y CD4+ a más epítopos codificados por adenovirus. Se vacunaron ratones 65 
C57BL/6 (gripe y OVA) o ratones B6D2 F1 (M2 y M3 del MHV-68) con 2x107 UIF del constructo indicado en la 
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almohadilla plantar trasera derecha. Los días indicados se determinó el numero de células T CD8+ o CD4+ 
específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del bazo inducido por péptido. "Iso" es 
el control de isotipo, utilizado para determinar el nivel de fondo. Las columnas representan M ± SD de 4 ó 5 
animales. 
 5 
Figura 14: eficiencia de los constructos de Ad-Ii-GP en comparación con los constructos de Ad-GP-Lamp-1 medida a 
partir de las respuestas de células T CD8+ a los epítopos codificados por adenovirus. Se vacunaron ratones C57BL/6 
con 2x107 IUF del constructo indicado en la almohadilla plantar trasera derecha. El día 21 se determinó el número de 
células CD8+ específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del bazo inducida por el 
péptido. Las columnas representan M ± SD de 3 animales. 10 
 
Figura 15: vectores basados en policonectores dentro del marco. Se amplificó mediante PCR Ii sin codón de parada 
utilizando la secuencia para AsiSI, SwaI, AscI, PmeI, FseI y un sitio de parada incluido en el cebador 3' y se clonó en 
el vector pacCMV. El vector resultante se numeró como 770 (ver la secuencia parcial del mismo en SEC ID nº 7). 
También se construyó un vector correspondiente denominado 768 (ver secuencia parcial del mismo en SEC ID nº 8) 15 
sin la secuencia de Ii incorporada. 
 
Figura 16: vectores con sitios IRE2. El vector denominado "pacCMV Ii MCS IRES2" (numerado como 1163, ver 
secuencia parcial del mismo en SEC ID nº 9) se construyó mediante clonación del IRES2 a partir de pLP-IRES2-
EGFP en el vector 770 mediante PCR y digestión con enzimas de restricción. Las secuencias para I-sceI y SrfI se 20 
incluyeron en el cebador 3'. El primer sitio ATG después de la secuencia IRES inicia la expresión de una segunda 
proteína. También se construyó un vector correspondiente denominado "pacCMV MCS IRES2" y numerado como 
1165 (ver secuencia parcial del mismo en SEC ID nº 10) sin la secuencia de Ii incorporada. 
 
Ejemplos 25 
 
A continuación se ilustra adicionalmente la invención haciendo referencia a los ejemplos siguientes. Se apreciará 
que lo siguiente se proporciona únicamente a título de ejemplo. 
 
Ejemplo 1 30 
 
Respuestas de células T CD8+ y CD4+ a epítopos codificados por adenovirus 
 
Ratones: se obtuvieron ratones C57BL/6 (H-2b), híbridos C57BL/6 x BALB/c (H-2bxd) F1 y MHC II-/- (B6.129-H2-
Ab1tm1Glm N12 (H-2b)) de Taconic M&B (Ry, Dinamarca). Todos los ratones utilizados eran de 7 a 10 semanas de 35 
edad y se alojaron en instalaciones estériles específicas. Todos los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo las 
recomendaciones experimentales locales. 
 
Vectores adenovirus: para la construcción de adenovirus con deleción de E1 y E3 expresante de antígeno derivado 
del VLCM fusionado con cadena invariante, se llevó a cabo una PCR en dos etapas. En primer lugar se obtuvieron 40 
productos solapantes de PCR que contenían la cadena invariante de ratón de longitud completa y glucoproteína del 
VLCM de longitud completa y estos se unieron mediante PCR secundaria con cebadores 5' de la cadena invariante y 
3' de la glucoproteína. Los adenovirus que expresaban la GP de longitud completa se amplificaron en una PCR de 
una etapa. Los fragmentos obtenidos se clonaron en el vector lanzadera pacCMV. El plásmido obtenido se 
cotransfectó con el plásmido pJM17 en células HEK293 y se obtuvieron lisados víricos. Estos se clonaron mediante 45 
purificación de placas antes de la secuenciación, producción a gran escala y purificación mediante centrifugación en 
gradiente de CsCl tal como se encuentra descrito (Becker et al., Methods Cell Biol. 43(parte A):161-189, 1994). Se 
determinó la infectividad de las reservas de adenovirus utilizando el kit Adeno-X Rapid Titer (Clontech). Todas las 
reservas de virus no modificadas presentaban proporciones de partícula/UIF de entre 46 y 201. 
 50 
Vacunaciones: en todos los estudios, los ratones destinados a vacunación se anestesiaron y recibieron una 
inyección de 2x107 unidades infecciosas en la almohadilla plantar trasera derecha en un volumen de 0,03 ml. 
 
Infección por virus: los ratones se infectaron i.c. con 20 ufp de VLCM Armstrong clon 53b en un volumen de 0,03 ml, 
o i.v. con 10 6 ufp de clon 13 del VLCM en 0,3 ml. La infección i.c. induce una meningitis fatal mediada por células T 55 
CD8+ de la que sucumben los ratones inmunocompetentes 7 a 10 días p.i. (postinfección) (Christensen et al., 
Scandinavian Journal of Immunology 40:373-382). 
 
Estudio de supervivencia: se utilizó la mortalidad para evaluar la severidad clínica de la meningitis aguda inducida 
por VLCM. Los ratones se observaron dos veces al día durante un mínimo de 2 semanas después de la inoculación 60 
i.c.; las muertes producidas menos de 3 días después de la infección fueron excluidas del análisis. 
 
Títulos víricos orgánicos: para determinar los títulos víricos en los órganos, en primer lugar estos se homogeneizaron 
en PBS, proporcionando suspensiones orgánicas al 10% (v/p) y se prepararon diluciones en serie de 10 veces. A 
continuación, cada dilución se sembró en placa por duplicado en células MC57G. Cuarenta y ocho horas después de 65 
la infección se detectaron los grupos celulares infectados utilizando anticuerpo monoclonal de rata anti-VLCM (VL-4), 
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anticuerpo de cabra antirata marcado con peroxidasa y o-fenilendiamina (sustrato) (Battegay et al., Journal of 
Virological Methods 33:191-198, 1991). Se realizó un recuento del número de UFP y los resultados se expresan 
como UFP/g de tejido. 
 
Preparaciones celulares: se obtuvieron suspensiones de células individuales mediante presión de los órganos a 5 
través de una malla fina de acero. 
 
Anticuerpos para citometría de flujo: los anticuerpos monoclonales (mAb) siguientes se obtuvieron de BD 
PharMingen (San Diego, CA) en forma de anticuerpo de rata antirratón: anti-CD8 conjugado con Cy-cromo, anti-
CD44 conjugado con FITC, anti-IFN-γ conjugado con ficoeritrina (PE) y estándar de isotipo IgG1 conjugado con PE. 10 
 
Análisis de citometría de flujo: la tinción de las células para la citometría de flujo se llevó a cabo según el 
procedimiento de laboratorio estándar (Andersson et al., Journal of Immunology 152:1237-1245, 1994; Andreasen et 
al., International Immunology 11:1463-1473, 1999). Para la enumeración de las células T CD8+ específicas del 
VLCM, se incubaron esplenocitos in vitro durante 5 horas a 37ºC en 5% de CO2 con el péptido relevante (0,1 µg/ml) 15 
en presencia de monensina (3 µM, Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO) e IL-2 recombinante murina (10 
unidades/pocillo, R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, Reino Unido). Tras la incubación, se tiñó la superficie de las 
células, se lavaron, se fijaron y se permeabilizaron utilizando saponina al 0,5%. A continuación, las células se tiñeron 
con anti-IFN-γ o control de isotipo IgG1 durante 20 minutos a 4ºC. Las muestra se analizaron utilizando un Becton 
Dickinson FACSCalibur y se seleccionaron por lo menos 104 células mononucleares utilizando una combinación de 20 
ángulo bajo y dispersión lateral para excluir las células muertas y los residuos. El análisis de los datos se llevó a 
cabo utilizando Cell Quest Pro (B&D Biosciences). 
 
Se generaron vectores adenovirus deficiente para la replicación que expresaban la glucoproteína de longitud 
completa del virus de la coriomeningitis linfocítica (Ad-GP) o la glucoproteína de longitud completa del virus de la 25 
coriomeningitis linfocítica unida N-terminalmente a cadena invariante murina ((Ad-IiGP); para una representación 
esquemática del casete de expresión, ver la figura 1), mediante métodos estándares (Becker et al., Methods Cell 
Biol. 43(parte A):161-189), A continuación, se vacunaron ratones C57BL/6 en la pata trasera derecha con 2x107 
unidades infecciosas de Ad-GP o Ad-IiGP y los ratones se sacrificaron 5, 7, 11, 14, 21, 28, 90, 180 ó 360 días 
después. Seguidamente se analizo la generación de células T específicas de glucoproteína del VLCM en las células 30 
esplénicas. Evidentemente (ver la figura 2), en todos los puntos temporales analizados, Ad-IiGP indujo respuestas 
de células T numéricamente superiores en comparación con Ad-GP, y éstas se aceleraron e incluían respuesta de 
células T tanto CD4+ como CD8+. De eta manera, los números máximos de células T generados tras la vacunación 
con Ad-IiGP se obtuvieron a los 7-14 días de la vacunación, dependiendo del epítopo, mientras que las respuestas 
con Ad-GP alcanzaron un máximo 21 días después de la vacunación. 35 
 
Ejemplo 2 
 
Respuestas de células T CD8+ y CD4+ a epítopos codificados por adenovirus en ratones híbridos F1: 

 40 
Debido a que los ratones C57BL/6 son homocigóticos para las moléculas de tanto el MHC de clase I como de clase 
II en todos los loci, se analizó si Ad-GP y Ad-IiGP también podían inducir una respuesta inmunológica en ratones 
C57BL/6 x BALB/c F1 que expresaban tanto el haplotipo H-2b como H2d. Estos ratones son similares a una población 
exogámica aunque con haplotipos definidos. Los experimentos se llevaron a cabo tal como anteriormente, aunque 
los ensayos se limitaron al día 21 después de la vacunación. Tal como puede observarse a partir de la figura 3, Ad-45 
IiGP induce eficientemente respuestas de células T CD8+ a una multitud de epítopos, mientras que Ad-GP 
aparentemente funcionó peor que en los ratones C57BL/6 homocigóticos. 
 
Ejemplo 3 
 50 
La Ad-IiGP ejerce efectos estimuladores de las células T CD8+ que son independientes de las células T CD4+: 
 
Debido a que un potencial mecanismo de funcionamiento de Ii en el incremento de la estimulación de las células T 
CD8+ es la capacidad de transportarse a compartimientos endosómicos y lisosómicos y de estimular las células T 
CD4+ (Diebold et al., Gene Ther. 8:487-493, 2001) a través del CMH de clase II, se llevó a cabo una vacunación de 55 
ratones deficientes en el CMH de clase II. Para ello, se vacunaron ratones CMH-II-/- o C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-
GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. El día 21 ó 90 después de la vacunación se determinó el 
número de células T CD8+ o CD4+ específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ de las células del 
bazo inducido por el péptido. Tal como puede observarse a partir de la figura 4, Ad-IiGP induce eficientemente 
respuesta de células T CD8+ dirigidas contra varios epítopos; sin embargo, en ausencia de células T CD4+, algunas 60 
respuestas fueron inferiores que las observadas en ratones de tipo salvaje. 
 
Ejemplo 4 
 
La Ad-IiGP proporciona una protección rápida, superior y sostenida frente a la infección letal por VLCM: 65 
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Debido a que se observó una respuesta acelerada a Ad-IiGP en comparación con Ad-GP, se investigó la capacidad 
de la vacunación de proporcionar protección tanto 21 días después de la vacunación (pico de Ad-GP) y 3, 5, 7, 14, 
60, 90, 180 y 360 días después de la vacunación (figura 5). Notablemente, se encontró que los animales vacunados 
con Ad-IiGP tan sólo 3 días antes estaban protegidos frente a la infección intracerebral por VLCM. La protección 
proporcionada por Ad-GP sólo era parcial 14 y 21 días después de la infección y no se observó protección el día 60 5 
ó posteriormente. Además, la protección proporcionada por Ad-IiGP se prolongó durante 360 días, en cuyo punto 
Ad-GP ya no protegía frente a la infección intracerebral por VLCM. 
 
Ejemplo 5 
 10 
La Ad-IiGP protege eficientemente frente a la infección intravenosa de dosis elevada por VLCM 
 
Debido a que se había encontrado que Ad-IiGP protegía a los ratones frente a una infección localizada aguda, se 
deseaba investigar si lo mismo era cierto para una infección sistémica de dosis elevada. Por consiguiente, se 
vacunaron lo ratones con Ad-GP, Ad-IiGP o vacunación simulada (PBS) y se retaron 21 días después mediante 15 
inyección intravenosa de 106 unidades formadoras de placa de la cepa clon 13 del VLCM de replicación rápida. 
Cinco días después los animales fueron sacrificados y se determinaron los títulos infecciosos en los pulmones. 
Aunque Ad-GP proporcionó una protección significativa a los animales vacunados, Ad-IiGP fue superior y redujo los 
títulos a un nivel igual o inferior al límite de detección del ensayo (figura 6). 
 20 
Ejemplo 6 
 
Análisis comparativos de nuevos constructos con respecto a la cinética, magnitud de la respuesta, inmunidad de 
largo plazo y dosis vírica necesaria para la inmunidad. 
 25 
Todos los constructos indicados posteriormente se analizaron mediante comparaciones entre sí y respecto a Ad-GP 
y Ad-IiGP con respecto a la cinética y magnitud de la repuesta inmunológica, por ejemplo tal como se indica en los 
Ejemplos 1, 2 y 3; la inmunidad de largo plazo, por ejemplo tal como se indica en los Ejemplos 1, 4 y 5, y la dosis 
vírica necesaria para la inmunidad. 
 30 
Nuevos constructos basados en alteraciones de las fusiones de Ii. En cada constructo se fusionó N-terminalmente la 
GP codificada por adenovirus con: 

 
1.  la secuencia de localización lisosómica de Ii 
 35 
2.  la secuencia CLIP de Ii 
 
3.  la secuencia KEY de Ii 
 
4.  la secuencia CLIP y la secuencia N-terminalmente contigua a la secuencia CLIP 40 
 
5.  la secuencia CLIP y la secuencia C-terminalmente contigua a la secuencia CLIP 
 
6.  la secuencia N-terminalmente contigua a la secuencia CLIP 
 45 
7.  la secuencia C-terminalmente contigua a la secuencia CLIP. 

 
Alteraciones del contexto de la presentación de antígeno. En cada constructo la GP codificada por adenovirus se 
fusionó: 

 50 
1.  C-terminalmente con LAMP 
 
2.  N-terminalmente con el dominio N de la calreticulina 
 
3.  C-terminalmente con el dominio N de la calreticulina 55 
 
4.  C-terminalmente con Hsp70 
 
5.  N-terminalmente con Ii y C-terminalmente con el dominio N de la calreticulina (AdIiGPCrt) 
 60 
6.  N-terminalmente con Ii y C-terminalmente con Hsp70 (AdIiGPHsp70). 

 
La totalidad de dichos constructos se utilizó además como punto de partida para una serie de constructos en los que 
tras las fusiones de GP se había introducido un sitio interno de entrada ribosómica (IRES) y un gen codificante de 
VP22, tat del VIH o de Cx43. 65 
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Alteraciones con respecto a la extensión intercelular. En cada constructo la GP codificada por adenovirus se fusionó: 
 
1.  N-terminalmente con VP22 codificado por el virus Herpes simplex 
 
2.  N-terminalmente con tat codificado por el VIH 5 
 
3.  N-terminalmente con la conexina 43 (Cx43) 
 
4.  N-terminalmente con otras conexinas y constituyentes de los nexos intercelulares. Además, se prepararon 

constructos en los que tras la GP codificada por adenovirus se había introducido un sitio interno de entrada 10 
ribosómica (IRES) y un gen codificante de VP22, tat del VIH o Cx43 ó de otras conexinas y constituyentes de 
los nexos intercelulares. 

 
La totalidad de los constructos anteriormente indicados se alteraron adicionalmente de cualquiera de las maneras 
siguientes: 15 

 
1.  Tras la totalidad de los constructos anteriormente indicados se introdujo un sitio IRES y un gen codificante de 

una molécula de activación de célula NK (célula asesina natural), por ejemplo H60. Esta alteración proporciona 
una administración incrementada de señales coestimuladoras y ayuda de citocinas. 

 20 
2.  Todos los constructos anteriormente indicados con sitios IRES, en los que el gen situado cadena abajo se 

había introducido bajo el control de un promotor separado. 
 
3.  Todos los constructos anteriormente indicados con sitios IRES, en los que el gen situado cadena bajo se 

encuentra codificado, a diferencia de los anteriores, en un vector separado. 25 
 
4.  Todos los constructos anteriormente indicados situados bajo sistemas de promotores inducibles. 
 
5.  Todos los constructos anteriormente indicados situados bajo sistemas de promotores específicos de tipo celular 

y/o inducibles. 30 
 
6.  Todos los constructos anteriormente indicados, en los que la secuencia antigénica GP se sustituye por una 

secuencia codificante de cualquiera e los antígenos siguientes, algunos de los cuales comprende múltiples 
antígenos, ver ejemplos de antígenos específicos en las figuras 12 y 13: GP-VSV, NS-1 de gripe-A, M1 de 
gripe-A, NP de gripe-A, NP del VLCM, GP del VLCM, GP del virus del Ébola, NP del virus del Ébola, M2 y M3 35 
(correspondiente a los virus VEB y VHH8 humanos) del herpesvirus-γ murino (MHV-68) y ORF73, ovoalbúmina 
de pollo (OVA) o un epítopo de célula T auxiliar. Estas secuencias antigénicas se combinan adicionalmente de 
manera que por lo menos 2 ó más se encuentren codificadas en el mismo vector. 

 
Ver la figura 14 para un ejemplo de una comparación entre la eficiencia de los constructos Ad-Ii-GP pg33 y gp276 y 40 
los constructos Ad-GP-Lamp-1 pg33 y gp276, medida a partir de las respuestas de células T CD8+. Tal como puede 
observarse, los constructos de Ad-Ii-GP son superiores a los constructos de Ad-GP-Lamp-1 en su capacidad de 
inducir una respuesta de células T CD8+. 
 
Ejemplo 7 45 
 
Análisis comparativos de nuevos constructos y métodos alternativos de administración con respecto a la cinética, 
magnitud de la respuesta, inmunidad de largo plazo y dosis vírica necesaria para la inmunidad. 
 
Todos los constructos indicados en el Ejemplo 6 fueron analizados mediante la comparación unos con otros y con 50 
Ad-GP y Ad-IiGP siguiendo métodos alternativos de administración. Las comparaciones se realizaron con respecto a 
la cinética y la magnitud de la respuesta inmunológica, por ejemplo tal como se indica en los Ejemplos 1, 2 y 3; la 
inmunidad de largo plazo, por ejemplo tal como se indica en los Ejemplos 1, 4 y 5, y la dosis vírica necesaria para la 
inmunidad. 
 55 
Entre los métodos alternativos de administración se incluyen: 

 
1.  Alteraciones con respecto a la administración incrementada de señales coestimuladoras y ayuda de citocinas, 

en las que la totalidad de los constructos indicados en el Ejemplo 6 se coinyectaron con interferón de tipo 1 
codificado por adenovirus, por ejemplo IFN-β inducible con tetraciclina. Además, todos los constructos 60 
indicados en el Ejemplo 6 se coinyectaron con citocina codificada por adenovirus, por ejemplo IL-15. 

 
2.  La administración de Ad-IiGP simultáneamente con Ad-Tet-onGP en sitios separados del cuerpo (Ad-Te-onGP 

codifica GP bajo el control de un promotor inducible con tetraciclina). 
 65 
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3.  La administración mediante adenovirus de cualquiera de las inserciones/constructos indicados en el Ejemplo 6 
seguido del refuerzo con vector vírico homólogo de la misma inserción/constructo o seguido del refuerzo 
mediante la administración de vector vírico heterólogo con la misma inserción/constructo codificado por 
lentivirus o por otro adenovirus. 

 5 
Ejemplo 8 
 
La Ad-IiGP proporciona una protección rápida y superior frente a la infección letal por VLCM en ausencia de 
epítopos mayores. La glucoproteína (GP) de longitud completa del virus de la coriomeningitis linfocítica comprende 
cuatro epítopos específicos de CD8+ de diferente antigenicidad, medida por el percentil de células CD8+ con 10 
especificidad para el epítopo individual frente a la totalidad de células CD8+ surgidas en respuesta a la vacunación 
con GP. La población predominante de células CD8+ surgidas contra GP es específica para el epítopo gp33; una 
población algo menor es específica para gp276 y poblaciones menores son específicas para gp118 y para gp92. 
Debido a que gp33 y gp276 son los epítopos mayores/inmunodominantes, se investigó cómo las mutaciones nulas 
de cualquiera de los dos epítopos, independientemente o ambos simultáneamente, afectarían a la eficiencia de la 15 
protección ofrecida por el constructo de fusión Ad-IiGP. 
 
Se vacunaron ratones C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP y Ad-IiGP o se infectaron simuladamente, en la almohadilla 
plantar trasera derecha. Cada grupo constaba de 5 animales. El día 90 después de la vacunación los animales se 
retaron i.c. (por vía intracerebral) con 20 ufp de constructos de VLCM Arm 53 portadores de mutaciones nulas de 20 
gp33, mutaciones nulas de gp276 o mutaciones dobles nulas de gp33/gp276. Se registró la mortalidad durante 14 
días. Tal como puede observarse a partir de la figura 7, Ad-IiGP proporcionó una protección superior frente a la 
infección letal por VLCM a pesar de las mutaciones nulas de gp33 ó de gp276. La mutación doble nula de 
gp33/gp276 condujo a la supervivencia de 70% de los animales en comparación con ningún superviviente en los 
grupos de Ad-GP y simuladamente vacunados. 25 
 
Los animales supervivientes del experimento anteriormente descrito se analizaron para las células T CD8+ o CD4+ 
específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ en las células del bazo inducido por péptido. Tal 
como se esperaba y puede observarse a partir de la figura 8, en ausencia de gp33 ó gp276, la especificidad de 
epítopos mayores de las células T CD8+ o CD4+ es gp276 ó gp33, respectivamente. En ausencia de ambos 30 
gp33/gp276, la especificidad de epítopo mayor de las células T CD8+ o CD4+ es gp92. 
 
Ejemplo 9 
 
Respuestas de células T CD8+ y CD4+ a la vacunación con ADN desnudo-IiGP y ADN-GP  35 
 
Con el fin de explorar una plataforma alternativa para las vacunas de fusión de cadena invariante diferente de la 
administración adenovírica, se sometió a ensayo la capacidad de IiGP y GP en forma de ADN desnudo de inducir 
células T CD8+ y CD4+ específicas de epítopo GP. El ADN desnudo comprendía los fragmentos de GP y Ii-GP de los 
vectores adenovíricos ilustrados en la figura 1. 40 
 
Se vacunaron ratones C57BL/6 con ADN recubierto sobre partículas de oro de 1,6 nm a una concentración de 2 µg 
de ADN/mg de oro y el complejo de ADN-oro se recubrió sobre tubos de plástico de manera que se administrasen 
0,5 mg de oro (1 µg de ADN por inyección) en el ratón en cada inyección. Los ratones se inmunizaron en la piel 
abdominal utilizando un dispositivo manual de pistola génica que utilizaba helio comprimido (400 psi) como la fuerza 45 
impulsora de las partículas. Los ratones se inocularon cuatro veces a intervalos de 1 semana y después se dejaron 
en reposo durante 1 semana antes de iniciar la investigación. Se determinó el número de células T CD8+ o CD4+ 
específicas de epítopo mediante tinción intracelular para IFN-γ en las células del bazo inducido por péptido. Tal 
como puede observarse a partir de la figura 9, ADN-IiGP induce eficientemente respuestas de células T CD8+ 
dirigida contra varios epítopos. 50 
 
Ejemplo 10 
 
La Ad-IiGP proporciona una protección superior frente al reto con células tumorales que expresan el epítopo gp33 
del VLCM. Bajo circunstancias normales, las células tumorales expresan varios antígenos diferentes reconocidos por 55 
las células T. Para determinar la eficiencia de esta respuesta, se utilizaron células del melanoma B16.F10 que 
expresaban gp33 del VLCM para retar los animales vacunados. 
 
Se vacunaron ratones C57BL/6 con 2x107 UIF de Ad-GP o Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. A 
modo de control algunos animales se vacunaron con Ad-β-galactosidasa (control negativo) o se infectaron con 60 
VLCM (control positivo). El día 90 después de la vacunación/infección, los animales se retaron con 106 células 
tumorales por vía subcutánea y se realizó un seguimiento del crecimiento tumoral mediante medición del tamaño del 
tumor. Inicialmente se forma un tumor en todos los animales, pero con el tiempo la respuesta inmunológica contra 
gp33 eliminará las células tumorales. Cada grupo constaba de 7 a 10 animales. La vacunación profiláctica con Ad-Ii-
GP resultó en ratones sin tumores en 70% de los casos, en comparación con sólo 10% en los animales vacunados 65 
con Ad-GP, tal como puede observarse en la figura 10. 
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En muchos casos el tumor ya se ha formado cuando el paciente es visitado por el médico. Para simular esta 
situación, se inyectaron 106 células de tumor B16.F10 por vía subcutánea en ratones C57BL/6. Tras 5 días, los 
tumores eran identificables por palpación y podían medirse. En este punto temporal, los animales fueron vacunados 
con 2x107 UIF de Ad-GP o de Ad-IiGP en la almohadilla plantar trasera derecha. A modo de control algunos 5 
animales fueron vacunados con Ad-β-galactosidasa (control negativo) o infectados con VLCM (control positivo). Se 
realizó un seguimiento del crecimiento tumoral mediante medición del tamaño del tumor y tras superar este tamaño 
12 mm en cualquier dimensión se sacrificaba el animal. Tal como puede observarse a partir de la figura 11, en 
ratones que habían recibido la vacuna terapéutica de Ad-IiGP, la velocidad de desarrollo del tumor era 
aproximadamente la mitad de la observada en ratones que habían recibido Ad-GP como vacuna terapéutica, medido 10 
a partir del número de días transcurridos antes de alcanzar un tamaño tumoral de 12 mm y ser sacrificados. 
 
Ejemplo 11 
 
Para demostrar que el constructo de vacuna también puede inducir una respuesta protectora de anticuerpos se 15 
utilizó la infección por el VSV 
 
Virus y cuantificación del virus: se utilizó el virus de la estomatitis vesicular (VSV) del serotipo Indiana a lo largo del 
presente estudio. Se propagaron reservas de virus en células L929 (ATCC CCL 1) y se almacenaron a -70ºC hasta 
la utilización. La cuantificación del virus se llevó a cabo mediante ensayo de placas sobre monocapas de células 20 
L929. Brevemente, se prepararon diluciones en serie de 10 veces del virus en medio esencial mínimo de Eagle 
(F11) que contenía L-glutamina al 1%, penicilina/estreptomicina al 1%, NaHCO3 al 5% y suero de feto bovino al 10%. 
Se añadió 1 ml de cada dilución por duplicado a las monocapas de células L929 en placas de Petri sembradas 48 
horas antes. Tras incubar durante 90 minutos a 37ºC en 5% de CO2, se aspiró el medio que contenía las diluciones 
de virus y se recubrieron las monocapas con una mezcla de 2,5 ml de agarosa al 1% y 2,5 ml de 2xF11. A 25 
continuación, las monocapas se incubaron durante 24 horas a 37ºC en 5% de CO2 antes de teñir con una mezcla de 
1 ml de agarosa al 1% y 1 ml de 2xF11 que contenía Neutralred al 1%. Tras 24 horas de incubación adicionales, se 
realizó un recuento del número de UFP. 
 
Estudio de supervivencia: se utilizó la mortalidad como parámetro para la gravedad de la infección por el VSV, 30 
basándose en resultados anteriores de que el título vírico en el SNC se correlaciona fuertemente con los síntomas 
clínicos (Thomsen et al., Int. Immunol. 9:1757-1766, 1997). Se inspeccionaron diariamente los ratones para indicios 
de parálisis inducida por el VSV y se sacrificaron al observar parálisis grave, y prever que morirían en las 24 horas 
siguientes. 
 35 
Ensayo de neutralizaciones de suero: se mezclaron diluciones en serie de dos veces de suero en F11 con 
volúmenes iguales de virus diluido para contener aproximadamente 100 UFP/ml. Tras 1 hora de incubación a 
temperatura ambiente, se añadió 1 ml de cada mezcla de suero-virus por duplicado a monocapas de células L929 
en placas de Petri y se sometió a ensayo para la presencia de virus residual mediante ensayo de palcas (ver la 
sección Virus y cuantificación de virus). La dilución del suero más alta que redujo el número de placas en por lo 40 
menos el 50% se consideró que era el título neutralizador. 
 
Se vacunaron ratones C57BL/6 en la almohadilla plantar trasera derecha con 2x107 UIF de adenovirus codificante de 
glucoproteína de longitud completa del virus de la estomatitis vesicular (Ad-VSV-GP) o glucoproteína unida a cadena 
invariante (Ad-Ii-VSV-GP). Los días 7, 14, 21 y 110 después de la vacunación se recogieron muestras de suero y se 45 
determinaron los títulos de anticuerpo neutralizador in vitro en un ensayo de reducción de placas, figura 12a. Los 
días 3, 7, 14, 21 y 110 después de la vacunación los animales se retaron con 105 UFP de VSV por vía intranasal y 
se registró la mortalidad durante los 14 días siguientes, figura 12b. Tal como puede observarse en la figura 12, se 
obtuvieron respuestas prácticamente idénticas en los dos grupos, lo que sugiere que, aunque no es una ventaja, la 
cadena invariante permite la producción de anticuerpos y no presenta un efecto negativo sobre la producción. 50 
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REIVINDICACIONES 
 

1.  Vector adenovírico que comprende un constructo de nucleótidos codificante de: 
 

a)  por lo menos un antígeno y 5 
 
b)  por lo menos una proteína o péptido, o fragmento de una proteína o péptido, que estimula una respuesta del 

CMH-1, en el que dicha por lo menos una proteína o péptido, o fragmento de proteína o péptido, estimulante 
de la respuesta del CMH-1, es una cadena invariante que presenta por lo menos 85% de identidad a SEC ID 
nº 2 o a un fragmento de la secuencia identificada en SEC ID nº 2 de por lo menos 40 aminoácidos y por lo 10 
menos 85% de identidad al mismo fragmento de SEC ID nº 2, en el que la cadena invariante o el fragmento 
comprende una región CLIP. 

 
2. Vector adenovírico según la reivindicación 1, en el que por lo menos un péptido señal se añade al, se elimina del 
o sustituye el péptido señal de por lo menos una cadena invariante. 15 
 
3. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos una proteína o 
péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido se selecciona de entre el grupo de: 
organismos patógenos, polipéptidos específicos del cáncer, y proteínas o péptidos asociados a una respuesta 
fisiológica anormal o es una proteína o péptido antigénico o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido por 20 
lo menos 85% idéntico a un antígeno del grupo anterior. 
 
4. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha por lo menos una 
proteína o péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido procedente de un organismo 
patógeno se selecciona de entre el grupo de patógenos que comprende: virus, microorganismos y parásitos, en el 25 
que el virus se selecciona preferentemente de entre el grupo que consiste en: VIH, virus de la hepatitis C, virus de la 
gripe, herpesvirus, virus de Lassa, virus del Ébola, virus de la viruela, virus de la gripe aviaria, filovirus, virus de 
Marburg, papilomavirus o en el que el microorganismo se selecciona preferentemente de entre el grupo que consiste 
en: Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, especies de Staphylococcus y especies de Vibrio, o en el que el 
parásito se selecciona preferentemente de entre el grupo que consiste en: especies de Plasmodium, especies de 30 
Leishmania y especies de Trypanosoma. 
 
5. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos una proteína o 
péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido procede de un polipéptido específico de 
cáncer. 35 
 
6. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos una proteína o 
péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido procede de un polipéptido asociado a una 
respuesta fisiológica anormal, en el que la respuesta fisiológica anormal es una enfermedad autoinmunitaria, una 
reacción alérgica, cáncer o una enfermedad congénita. 40 
 
7. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la conexión operativa entre la 
cadena invariante o fragmento y la proteína o péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o 
péptido se selecciona de entre el grupo de: una conexión directa o una conexión mediada por una región 
espaciadora. 45 
 
8. Vector adenovírico según la reivindicación 7, en el que la conexión operativa es una región espaciadora, en el 
que la región espaciadora codifica por lo menos un epítopo auxiliar para las moléculas del CMH de clase II o en el 
que la región espaciadora codifica por lo menos un sitio de corte de proteasa. 
 50 
9. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos una cadena 
invariante o fragmento se encuentra operativamente conectado a por lo menos dos proteínas o péptidos antigénicas 
o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido. 
 
10. Vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector es un adenovirus 55 
deficiente para la replicación o un adenovirus condicionalmente deficiente para la replicación. 
 
11. Composición de vacuna que comprende un vector adenovírico que comprende una secuencia de ácidos 
nucleicos que codifica: 
 60 

a)  por lo menos una proteína o péptido, o fragmento de una proteína o péptido, operativamente conectada, que 
estimula una respuesta del CMH-1, en la que dicha por lo menos una proteína o péptido o fragmento de 
proteína o péptido estimulante de la respuesta del CMH-1 es una cadena invariante que presenta por lo 
menos 85% de identidad a SEC ID nº 2 o a un fragmento de la secuencia identificada en SEC ID nº 2 de por 
lo menos 40 aminoácidos y por lo menos 85% de identidad al mismo fragmento de SEC ID nº 2, en la que la 65 
cadena invariante o el fragmento comprende una región CLIP conectada operativamente a: 
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b)  por lo menos una proteína o péptido antigénica o un fragmento antigénico de dicha proteína o péptido para la 

utilización como medicamento. 
 
12. Vacuna según la reivindicación 11, que comprende un vector adenovírico como se ha definido en cualquiera de 5 
las reivindicaciones 1 a 10. 
 
13. Vacuna según la reivindicación 11 ó 12, en la que la vacuna comprende unos medios para la administración 
intramuscular, intravenosa o subcutánea. 
 10 
14. Composición de vacuna según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que comprende un segundo principio 
activo, en la que el segundo principio activo se selecciona de entre el grupo de: antibióticos quimioterápicos, 
antialergénicos, citocinas y moléculas coestimuladoras del sistema inmunológico. 
 
15. Kit de partes que comprende: 15 
 

- una composición de vacuna que comprende un vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones 11 
a 14, 

 
- un instrumento médico u otros medios de administración de dicha vacuna, 20 
 
- instrucciones de cómo utilizar el kit en partes. 

 
16. Utilización del vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para la producción de una 
vacuna. 25 
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