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DESCRIPCIÓN 
 
Vectores para la expresión de múltiples genes. 
 
La presente invención se refiere a un vector recombinante diseñado para expresar de forma independiente múltiples 5 
secuencias de nucleótidos de interés que se obtienen a partir del mismo organismo o de organismos estrechamente 
relacionados. La presente invención pertenece al sector de la tecnología del ácido nucleico recombinante para la 
expresión de múltiples secuencias de nucleótidos que presentan homología entre sí en diversos sistemas in vitro 
procariotas y eucariotas, o en un individuo animal o humano, con fines terapéuticos o profilácticos. La presente 
invención es particularmente útil en el campo de la inmunoterapia, especialmente en el tratamiento o la prevención 10 
de estados patológicos causados por organismos infecciosos como el virus del papiloma o el virus de la hepatitis. 
 
La tecnología del ADN recombinante ha hecho posible la expresión de secuencias de nucleótidos en células 
hospedadoras cultivadas o en organismos vivos. Se han generado y utilizado diversos ADN plasmídicos y vectores 
víricos para una variedad de propósitos, incluidos la vacunación, la terapia génica, la inmunoterapia y la expresión 15 
en células cultivadas. Los vectores, como los vectores adenovíricos y poxvíricos, tienen la ventaja de que poseen 
una gran capacidad de clonación, con capacidad para expresar múltiples secuencias de nucleótidos en una amplia 
gama de células hospedadoras. La expresión de múltiples secuencias de nucleótidos puede resultar ventajosa para 
mejorar la eficacia terapéutica proporcionada por los polipéptidos codificados (por ejemplo, combinando la 
inmunidad humoral y la celular). En lugar de producir una serie de vectores recombinantes diseñados por separado 20 
para expresar cada una de las secuencias de nucleótidos deseadas, sería ventajoso producir un único vector 
recombinante, por lo menos, para facilitar las etapas de producción y la aprobación de la autoridad competente. 
 
Por ejemplo, en el caso de las infecciones por el virus del papiloma, sería deseable expresar polipéptidos 
inmunógenos de diversos genotipos del virus del papiloma con el fin de ampliar o reforzar la respuesta inmunitaria 25 
del hospedador, especialmente en sujetos con riesgo de infecciones múltiples, por ejemplo de VPH-16 y VPH-18. 
Sin embargo, las secuencias de nucleótidos que codifican dichos polipéptidos inmunógenos son altamente 
homólogas entre los genotipos relacionados del VPH. Por ejemplo, las secuencias E6 de VPH-16 y E6 de VPH-18, 
que muestran una homología global del 63% en el nivel de los nucleótidos, comprenden, sin embargo, regiones 
concretas con una homología muy alta, mayor del 75%, lo que puede llegar a impedir la expresión de los genes de 30 
VPH-16 y VPH-18 a partir de un único vector. 
 
Por otro lado, cuando se expresan polipéptidos de origen vírico, también pueden surgir secuencias de nucleótidos 
homólogas a causa de la organización global del genoma vírico. Es bastante frecuente que un virus utilice la misma 
secuencia de nucleótidos para codificar dos proteínas diferentes a través de mecanismos biológicos tales como la 35 
iniciación de la traducción interna o el desplazamiento del marco de lectura, es decir, que la misma secuencia de 
ADN se traduce en más de un marco de lectura. Por ejemplo, en el genoma de VPH-16, los genes adyacentes E1 y 
E2 se solapan en más de 59 nucleótidos que se traducen en diferentes marcos de lectura. Dicho de otro modo, los 
últimos 59 nucleótidos del gen E1 se solapan con los primeros 59 nucleótidos del gen E2. 
 40 
Sin embargo, se prevé que la presencia de secuencias homólogas en un vector influya negativamente en su 
estabilidad, especialmente durante las etapas de producción del mismo, provocando la pérdida de secuencias 
génicas debido a eventos de recombinación que se producen entre las secuencias homólogas. Por consiguiente, la 
expresión de los genes E1 y E2 de VPH-16 en un único vector implica la presencia de una porción común de 59 
nucleótidos que podría provocar potencialmente eventos de recombinación homóloga y, en última instancia, la 45 
pérdida de las secuencias comprendidas entre las secuencias homólogas de E1 y E2. Este tipo de eventos de 
recombinación homóloga no deseados también pueden tener lugar cuando se expresan las secuencias génicas de 
VPH-16 y VPH-18 en el mismo vector. Este problema de inestabilidad puede hacer que la reserva de vector sea 
inservible, especialmente para ensayos clínicos en humanos. 
 50 
En este sentido, el documento WO 92/16636 propone insertar en el vector recombinante las secuencias de 
nucleótidos homólogas en una orientación recíprocamente opuesta, con el fin de reducir la probabilidad de que se 
produzcan eventos de recombinación. Sin embargo, esta estrategia se ha descrito en referencia a un vector del virus 
de la vaccinia, no para otros vectores recombinantes, como los adenovirus. Por otro lado, la disposición en una 
orientación opuesta no siempre es posible debido a la posible interferencia de promotores y restricciones 55 
constructivas. 
 
En la técnica hay una necesidad de generar vectores recombinantes capaces de expresar en una célula 
hospedadora o en un individuo secuencias de nucleótidos obtenidas a partir del mismo organismo o de organismos 
estrechamente relacionados, que, en el contexto nativo, contienen porciones con una homología elevada. La 60 
presente invención aborda esta necesidad dando a conocer una nueva estrategia diseñada para minimizar la 
probabilidad de que se produzcan eventos de recombinación mediante la alteración de una o ambas secuencias de 
nucleótidos homólogas utilizando la degeneración del código genético para hacer que sean menos homólogas que 
antes de la modificación, a la vez que no se altera, o no de forma significativa, la secuencia de aminoácidos 
codificada. La presente invención permite eludir el efecto nocivo de la recombinación homóloga que se produce 65 
entre secuencias homólogas, especialmente durante las etapas de producción de los vectores, y que provocan la 
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pérdida de secuencias de nucleótidos contenidas entre las mismas. Se ha puesto de manifiesto que el vector según 
la presente invención es sorprendentemente eficaz en la expresión de los genes E1 y E2 del virus del papiloma, que 
en el contexto nativo comparten una porción 100% homóloga de 59 nucleótidos, y es sorprendentemente estable 
durante las etapas de producción. También se ha puesto de manifiesto que el vector según la presente invención es 
sorprendentemente eficaz en la expresión de los genes E6 y E7 obtenidos a partir de los genotipos estrechamente 5 
relacionados VPH-16 y VPH-18. 
 
Este problema técnico se resuelve mediante la disposición de las formas de realización tal como se definen en las 
reivindicaciones. 
 10 
Otros aspectos, características y ventajas, distintos y adicionales, de la presente invención serán evidentes a partir 
de la siguiente descripción de las formas de realización preferidas de la misma. Dichas formas de realización se 
indican a efectos divulgativos. 
 
De este modo, en un primer aspecto, la presente invención da a conocer un vector que comprende, por lo menos, 15 
una primera molécula de ácido nucleico que codifica un primer polipéptido y una segunda molécula de ácido 
nucleico que codifica un segundo polipéptido, en el que:  
 

- dichas primera y segunda moléculas de ácido nucleico se obtienen, respectivamente, a partir de una primera 
y una segunda secuencias de ácido nucleico nativo que presentan un porcentaje de homología de 20 
aproximadamente el 80% o mayor del 80% en una porción de 40 o más nucleótidos continuos, y  

 
- dicha primera molécula de ácido nucleico y/o dicha segunda molécula de ácido nucleico comprendidas en el 

vector se modifican a fin de reducir dicho porcentaje de homología a menos del 75%. 
 25 
Tal como se utilizan a lo largo de la presente solicitud, los términos “un”, “uno” y “una” se refieren a “por lo menos 
uno”, “por lo menos un primer”, “uno o más” o “una pluralidad” de los compuestos o etapas a los que se hace 
referencia, a menos que el contexto indique lo contrario. Por ejemplo, en el término “una célula” se incluye una 
pluralidad de células, incluida una mezcla de las mismas. 
 30 
Allí donde se utilice en la presente memoria, la expresión “y/o” incluye los significados de “y”, “o” y “todos los 
elementos conectados por dicho término o cualquier otra combinación de los mismos”. Por ejemplo, “la primera 
molécula de ácido nucleico y/o la segunda molécula de ácido nucleico” se refiere a la primera molécula de ácido 
nucleico, o bien a la segunda molécula de ácido nucleico, o bien a la primera y la segunda moléculas de ácido 
nucleico. 35 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alrededor de” o “aproximadamente” significa dentro de un 
margen del 5%, preferentemente dentro de un margen del 4%, y más preferentemente dentro de un margen del 2%, 
alrededor de un valor o intervalo dado. 
 40 
Tal como se utiliza en la presente memoria para definir productos, composiciones y métodos, el término “que 
comprende” se refiere al hecho de que los productos, composiciones y métodos incluyen los componentes o etapas 
especificados, pero sin excluir otros. La expresión “que consiste esencialmente en” significa con exclusión de otros 
componentes o etapas de importancia esencial. Por consiguiente, una composición “que consiste esencialmente en” 
los componentes citados no excluye trazas de contaminantes ni vehículos farmacéuticamente aceptables. La 45 
expresión “que consiste en” significa con exclusión de elementos más que traza de otros componentes o etapas. Por 
ejemplo, un polipéptido “consiste en” una secuencia de aminoácidos cuando dicho polipéptido no contiene ningún 
aminoácido más allá de la secuencia de aminoácidos especificada. Un polipéptido “consiste esencialmente en” una 
secuencia de aminoácidos cuando dicha secuencia de aminoácidos está presente junto con unos pocos residuos de 
aminoácidos adicionales, típicamente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 residuos adicionales. Un 50 
polipéptido “comprende” una secuencia de aminoácidos cuando la secuencia de aminoácidos es, como mínimo, 
parte de la secuencia de aminoácidos final del polipéptido. Dicho polipéptido puede tener entre unos pocos y varios 
centenares de residuos de aminoácidos adicionales. Dichos residuos de aminoácidos adicionales pueden tener un 
papel en el tráfico de polipéptidos, facilitar la producción o purificación de polipéptidos y prolongar su semivida, entre 
otras cosas. Lo mismo se puede aplicar a las secuencias de nucleótidos. 55 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, un “vector” puede ser cualquier agente capaz de suministrar y expresar, 
por lo menos, la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico en una célula hospedadora o individuo. El vector 
puede ser extracromosómico (por ejemplo, un episoma) o de integración (para incorporarse a los cromosomas del 
hospedador), de replicación autónoma o no, multicopia o de bajo número de copias, bicatenario o monocatenario, 60 
desnudo o complejado con otras moléculas (por ejemplo, vectores complejados con lípidos o polímeros para formar 
estructuras particuladas, tales como liposomas, lipoplexos o nanopartículas, vectores empaquetados en una cápside 
vírica y vectores inmovilizados sobre partículas en fase sólida, etc.). La definición del término “vector” también 
comprende vectores que han sido modificados para permitir su direccionamiento preferencial hacia una determinada 
célula hospedadora. Un rasgo característico de los vectores dirigidos es la presencia en su superficie de un ligando 65 
capaz de reconocer un componente celular y expuesto en la superficie, tal como un marcador específico de célula 
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(por ejemplo, una célula infectada por el VPH), un marcador específico de tejido o un marcador específico del tumor, 
y de unirse al mismo. El ligando se puede insertar genéticamente en un polipéptido presente en la superficie del 
vector (por ejemplo, fibra adenovírica, pentona, pIX, tal como se describe en los documentos WO 94/10323 y WO 
02/96939, o producto del gen p14 de vaccinia, tal como se describe en el documento EP 1 146 125). 
 5 
En el contexto de la presente invención, los términos “ácido nucleico”, “molécula de ácido nucleico”, “polinucleótido” 
y “secuencia de nucleótidos” se utilizan indistintamente y se refieren a un polímero de cualquier longitud formado por 
moléculas de polidesoxirribonucleótidos (ADN) o de polirribonucleótidos (ARN) o cualquier combinación de las 
mismas. Dicha definición incluye polinucleótidos monocatenarios o bicatenarios, lineales o circulares, naturales o 
sintéticos. Por otra parte, dichos polinucleótidos pueden comprender nucleótidos de procedencia no natural (por 10 
ejemplo, nucleótidos metilados y análogos de nucleótidos como los descritos en las patentes US nº 5.525.711, US nº 
4.711.955 o el documento EP-A-302 175), así como modificaciones químicas (por ejemplo, véase el documento WO 
92/03568; patente US nº 5.118.672) con el fin de aumentar la estabilidad in vivo del ácido nucleico, mejorar la 
administración del mismo o reducir la velocidad de eliminación en el individuo hospedador. Si existen 
modificaciones, las mismas se pueden llevar a cabo antes o después de la polimerización. 15 
 
En la presente memoria, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” se utilizan indistintamente para referirse a 
polímeros de residuos de aminoácidos que comprenden 9 o más aminoácidos unidos mediante enlaces peptídicos. 
El polímero puede ser lineal, ramificado o cíclico. En el contexto de la presente invención, un “polipéptido” puede 
incluir aminoácidos con estereoisomería L (la forma natural) o estereoisomería D, y puede incluir aminoácidos 20 
distintos de los 20 aminoácidos de origen natural comunes, tales como beta-alanina, ornitina o sulfóxido de 
metionina, o aminoácidos modificados en uno o más alfa-amino, alfa-carboxilo o cadena lateral, por ejemplo, por 
adición de un apéndice de metilo, formilo, acetilo, glicosilo, fosforilo y similares. Como indicación general, si el 
polímero de aminoácidos es largo (por ejemplo, de más de 50 residuos de aminoácidos), se denomina 
preferentemente polipéptido o proteína. Por consiguiente, “péptido” se refiere a un fragmento de entre 25 
aproximadamente 9 y aproximadamente 50 aminoácidos de longitud. En el contexto de la presente invención, un 
péptido comprende preferentemente una región seleccionada de una proteína de origen natural (o nativa), por 
ejemplo, un fragmento inmunógeno de la misma que contiene un epítopo. 
 
Tal como se define en la presente memoria, el término “polipéptido” incluye polipéptidos nativos y polipéptidos 30 
modificados. El término “nativo”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un material obtenido de una 
fuente natural, a diferencia del material modificado o alterado artificialmente por el hombre en el laboratorio. Por 
ejemplo, un polipéptido nativo está codificado por un gen que está presente en el genoma de un organismo o célula 
de tipo natural. En cambio, un polipéptido modificado está codificado por una molécula de ácido nucleico que se ha 
modificado en el laboratorio con el fin de diferenciarla del polipéptido nativo, por ejemplo por inserción, deleción o 35 
sustitución de uno o más aminoácidos, o mediante cualquier combinación de estas posibilidades. Cuando se 
contemplan diversas modificaciones, las mismas pueden afectar a residuos consecutivos y/o a residuos no 
consecutivos. Los ejemplos de modificación o modificaciones contempladas en la presente invención pueden dar 
lugar a la alteración de la actividad biológica mostrada por el polipéptido nativo. Los aminoácidos que son esenciales 
para una determinada actividad biológica se pueden identificar por métodos rutinarios, tales como análisis estructural 40 
y funcional, y el experto en la materia puede determinar fácilmente el tipo de mutación o mutaciones capaces de 
reducir o eliminar dicha actividad biológica. Este tipo de modificaciones se pueden llevar a cabo por técnicas 
rutinarias, tales como la mutagénesis dirigida al sitio. Alternativamente, se puede generar una molécula de ácido 
nucleico sintética que codifica el polipéptido modificado por síntesis química en un proceso automatizado (por 
ejemplo, ensamblarla a partir de oligonucleótidos sintéticos solapantes, tal como se describe a continuación en el 45 
apartado de ejemplos). 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “obtenido” se refiere al material encontrado, aislado, 
purificado o derivado de una fuente natural. “Aislado” significa extraído de su ambiente natural. “Purificado” denota 
que el material está sustancialmente desprovisto, por lo menos, de otro u otros componentes con los que está 50 
asociado de forma natural. “Derivado” denota una o más modificaciones con respecto al material nativo (en 
particular, mutaciones tales como sustituciones, deleciones y/o inserciones). Las técnicas de aislamiento, 
purificación y modificación son rutinarias en la técnica y dependen del material que se quiere obtener (por ejemplo, 
la clonación de una molécula de ácido nucleico se puede llevar a cabo a partir de una fuente natural mediante la 
utilización de enzimas de restricción, por PCR o por síntesis química). 55 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “homología” se expresa generalmente como porcentaje y se 
refiere a las secuencias de nucleótidos que conservan un determinado grado de identidad entre sí a lo largo de una 
porción, por lo menos, de 40 nucleótidos consecutivos (por ejemplo, de aproximadamente 40, 45, 50, 55, 57, 58, 59, 
60, 70 o incluso más nucleótidos consecutivos). La expresión “por lo menos el 80%” se refiere a aproximadamente el 60 
80% o más del 80% (por ejemplo, cualquier valor superior al 80%, ventajosamente de por lo menos el 85%, 
deseablemente por lo menos el 87%, preferentemente, por lo menos, el 90%, más preferentemente, por lo menos, el 
95%, aún más preferentemente, por lo menos, el 97% y hasta el 100% de homología de secuencia). La expresión 
“menos del 75%” se refiere a cualquier valor por debajo del 75%, por ejemplo de aproximadamente el 74%, el 72%, 
el 70%, el 68%, el 65%, el 62%, el 60% o incluso menos. El porcentaje de homología entre dos secuencias de 65 
nucleótidos es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las mismas, teniendo en cuenta el 
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número de huecos que es necesario introducir para una alineación óptima y la longitud de cada hueco. En la técnica 
se dispone de diversos programas informáticos y algoritmos matemáticos para determinar los porcentajes de 
identidad entre secuencias de nucleótidos, como por ejemplo el paquete GCG Wisconsin y el programa Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST), disponible públicamente a través del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) y descrito en diversas publicaciones (por ejemplo, en Altschul et al, 1990, J. Mol. Biol. 215, 403-410). 5 
 
Como punto de partida, se puede utilizar una alineación de secuencia entre la primera y la segunda moléculas de 
ácido nucleico antes de la modificación a fin de revelar la porción o porciones de 40 o más nucleótidos continuos que 
comparten un porcentaje de homología del 80% o mayor del 80%, es decir, la porción o porciones “homólogas”. En 
una forma de realización particular, el patrón de uso de codones de la primera molécula de ácido nucleico o la 10 
segunda molécula de ácido nucleico, o la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico, se modifica (por 
ejemplo, por degeneración del patrón de uso de codones) por lo menos en dicha porción o porciones homólogas de 
40 o más nucleótidos continuos (por ejemplo, aproximadamente 40, 45, 50, 55, 57, 58, 59, 60, 70 o incluso más), a 
fin de reducir el porcentaje de homología a menos del 75% (por ejemplo, a aproximadamente el 74%, el 72%, el 
70%, el 68%, el 65%, el 62%, el 60% o incluso menos). 15 
 
Aunque los residuos de metionina y triptófano están codificados cada uno por un único triplete de ácido nucleico (es 
decir, un codón), se pueden utilizar diferentes codones para codificar los otros 18 aminoácidos (degeneración del 
código genético). Por ejemplo, los aminoácidos están codificados por codones del siguiente modo: la alanina (Ala o 
A) está codificada por los codones GCA, GCC, GCG y GCU; la cisteína (C o Cys), por los codones UGC y UGU; el 20 
ácido aspártico (D o Asp), por los codones GAC y GAU; el ácido glutámico (E o Glu), por los codones GAA y GAG; 
la fenilalanina (F o Phe), por los codones UUC y UUU; la glicina (G o Gly), por los codones GGA, GGC, GGG y 
GGU; la histidina (H o His), por los codones CAC y CAU; la isoleucina (I o Ile), por los codones AUA, AUC y AUU; la 
lisina (K o Lys), por los codones AAA y AAG; la leucina (L o Leu), por los codones UUA, UUG, CUA, CUC, CUG y 
CUU; la metionina (M o Met) por el codón AUG; la asparagina (N o Asn), por los codones AAC y AAU; la prolina (P o 25 
Pro), por los codones CCA, CCC, CCG y CCU; la glutamina (Q o Gln), por los codones CAA y CAG; la arginina (R o 
Arg), por los codones AGA, AGG, CGA, CGC, CGG y CGU; la serina (S o Ser), por los codones AGC, AGU, UCA, 
UCC, UCG y UCU; la treonina (T o Thr), por los codones ACA, ACC, ACG y ACU; la valina (V o Val), por los 
codones GUA, GUC, GUG y GUU; el triptófano (W o Trp) por el codón UGG y la tirosina (Y o Tyr), por los codones 
UAC y UAU. 30 
 
La reducción del porcentaje de homología en la porción o porciones homólogas presentes en dichas primera y 
segunda moléculas de ácido nucleico se puede obtener aprovechando la degeneración del código genético y 
modificando el patrón de uso de codones en la primera molécula de ácido nucleico y/o la segunda molécula de ácido 
nucleico. Habitualmente, la modificación del patrón de uso de codones se lleva a cabo mediante la sustitución de 35 
uno o más codones “nativos” por otro codón o codones. Por ejemplo, la sustitución del codón AGA, que codifica la 
Arg, por el codón CGC, que codifica asimismo la Arg, reduce la homología en 2 de las 3 posiciones del codón. No es 
necesario degenerar todos los codones nativos, ya que la homología se puede reducir de forma suficiente con una 
sustitución parcial. Por otro lado, la modificación del patrón de uso de codones se puede llevar a cabo a lo largo de 
toda la molécula de ácido nucleico o se puede limitar a la porción o porciones homólogas presentes antes de la 40 
modificación. Deseablemente, en el contexto de la presente invención, la degeneración se lleva a cabo en la primera 
molécula de ácido nucleico y se limita a la porción o porciones homólogas. Preferentemente, el patrón de uso de 
codones se modifica en el nivel de los nucleótidos, y las modificaciones son silenciosas en el nivel de los 
aminoácidos, es decir que, cuando es posible, cada codón “nativo” se sustituye por otro codón que codifica el mismo 
aminoácido, de tal modo que dichas modificaciones no se traducen en el polipéptido codificado. Más 45 
preferentemente, cuando es posible, el patrón de uso de codones se modifica de tal modo que las porciones 
homólogas entre la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico se limitan a menos de 9 u 8 nucleótidos 
consecutivos, ventajosamente, a menos de 7 nucleótidos consecutivos, preferentemente, a menos de 6 nucleótidos 
consecutivos, y más preferentemente, a menos de 5 nucleótidos consecutivos. La modificación del patrón de uso de 
codones se puede generar de diversas maneras conocidas por el experto en la materia, tal como la mutagénesis 50 
dirigida al sitio (por ejemplo, mediante el sistema de mutagénesis in vitro SculptorTM, de Amersham, Les Ullis, 
Francia), la mutagénesis por PCR o el barajado de ADN, y por técnicas de síntesis química (por ejemplo, 
obteniéndose una molécula de ácido nucleico sintética). 
 
Cuando el vector según la presente invención comprende más de dos moléculas de ácido nucleico, cualquier 55 
molécula de ácido nucleico comprendida en dicho vector y obtenida a partir de una secuencia de ácido nucleico 
nativa que presenta un porcentaje de homología de aproximadamente el 80% o mayor del 80% a lo largo de una 
porción de 40 o más nucleótidos continuos, por lo menos, con respecto a otra secuencia de ácido nucleico nativa de 
la que se obtiene otra molécula de ácido nucleico, se puede modificar a fin de reducir el porcentaje de homología a 
menos del 75%, es decir, de tal modo que ningún par de moléculas de ácido nucleico comprendido en el vector 60 
pueda comprender una porción de 40 o más nucleótidos consecutivos con un porcentaje de identidad mayor del 
75%. 
 
Se puede utilizar una alineación de secuencias entre cada (par de) secuencias nativas de las que se obtienen las 
moléculas de ácido nucleico con el fin de identificar la porción o porciones que presentan un porcentaje de 65 
homología del 80% o mayor del 80%. A continuación se modifica la secuencia de una o más de las secuencias 

E08708348
25-06-2013ES 2 416 361 T3

 



 

 6 

nativas, concretamente degenerando el uso de codones a fin de reducir el porcentaje de homología en las porciones 
homólogas, como mínimo, a menos del 75%. Al final, ninguna molécula de ácido nucleico comprendida en el vector 
debería comprender una porción de 40 o más (por ejemplo, de 45, 50, 55, 57, 58, 59, 60, 70, o incluso más) 
nucleótidos consecutivos con un porcentaje de identidad mayor del 75% con respecto a ninguna otra molécula de 
ácido nucleico comprendida en dicho vector. 5 
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, el polipéptido codificado por las moléculas de ácido nucleico 
comprendidas en el vector puede tener la misma secuencia de aminoácidos que el polipéptido nativo o no. En 
particular, además de las mutaciones para degenerar el uso de codones con el fin de reducir la homología, por lo 
menos, en las porciones homólogas de las moléculas de ácido nucleico comprendidas en el vector, dichas 10 
moléculas de ácido nucleico comprendidas en el vector también pueden comprender mutaciones adicionales que 
dan lugar a una modificación de la secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado o no. 
 
El vector según la presente invención comprende vectores tanto víricos como no víricos (por ejemplo, ADN 
plasmídico). Entre los vectores no víricos adecuados se incluyen plásmidos tales como pREP4, pCEP4 (Invitrogene), 15 
pCI (Promega), pCDM8 (Seed, 1987, Nature 329, 840), pVAX y pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi et al, 
2002, J. Virol. 76, 12735-12746). En la presente memoria, la expresión “vector vírico” se utiliza de acuerdo con su 
significado conocido en la técnica. Se refiere a cualquier vector que comprende por lo menos un elemento de origen 
vírico, incluido un genoma vírico completo, una porción del mismo o un genoma vírico modificado, tal como se 
describe a continuación, así como partículas víricas generadas a partir de los mismos (por ejemplo, un vector vírico 20 
empaquetado en una cápside vírica para producir partículas víricas infecciosas). Los vectores víricos según la 
presente invención pueden ser competentes para la replicación o se pueden deshabilitar genéticamente para que 
presenten una replicación deficiente o deteriorada. El término “competente para la replicación”, tal como se utiliza en 
la presente memoria, comprende vectores víricos de replicación selectiva y de replicación condicional que han sido 
diseñados para replicarse mejor o selectivamente en células hospedadoras específicas (por ejemplo, células 25 
tumorales). Los vectores víricos se pueden obtener a partir de diversos virus diferentes, y especialmente de un virus 
seleccionado de entre el grupo formado por retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), poxvirus, virus del 
herpes, virus del sarampión y espumavirus. 
 
En una forma de realización, el vector según la presente invención es un vector adenovírico (para una visión 30 
general, véase “Adenoviral vectors for gene therapy”, 2002, Ed D. Curiel y J. Douglas, Academic Press). Se puede 
derivar de cualquier adenovirus humano o animal. En el contexto de la presente invención, se pueden utilizar 
cualquier serotipo y cualquier subgrupo. Se pueden citar, más particularmente, el subgrupo A (por ejemplo, los 
serotipos 12, 18 y 31), el subgrupo B (por ejemplo, los serotipos 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34 y 35), el subgrupo C (por 
ejemplo, los serotipos 1, 2, 5 y 6), el subgrupo D (por ejemplo, los serotipos 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 35 
33, 36-39 y 42-47), el subgrupo E (serotipo 4) y el subgrupo F (serotipos 40 y 41). Son particularmente preferentes 
los adenovirus humanos 2 (Ad2), 5 (Ad5), 6 (Ad6), 11 (Ad11), 24 (Ad24) y 35 (Ad35). Dichos adenovirus están 
disponibles a través de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.) y han sido objeto de numerosas 
publicaciones que describen su secuencia, organización y métodos para producirlos, permitiendo que el especialista 
los aplique (véase, por ejemplo, las patentes US nº 6.133.028; US nº 6.110.735, los documentos WO 02/40665, WO 40 
00/50573; EP 1 016 711, Vogels et al, 2003, J. Virol. 77, 8263-8271). 
 
El vector adenovírico según la presente invención puede ser competente para la replicación. Numerosos ejemplos 
de vectores adenovíricos competentes para la replicación están fácilmente disponibles para los expertos en la 
materia (véase, por ejemplo, Hernández-Alcoceba et al, 2000, Human Gene Ther. 11, 2009-2024; Nemunaitis et al, 45 
2001, Gene Ther. 8, 746-759; Alemany et al, 2000, Nature Biotechnology 18, 723-727; documento WO 00/24408; 
patente US nº 5.998.205, documento WO 99/25860, patente US nº 5.698.443, documentos WO 00/46355, WO 
00/15820 y WO 01/36650). 
 
Alternativamente, el vector adenovírico según la presente invención puede ser de replicación deficiente (véase, por 50 
ejemplo, el documento WO 94/28152). Los vectores adenovíricos de replicación deficiente preferentes son 
defectuosos en E1 (por ejemplo, patentes US nº 6.136.594 y US nº 6.013.638), con una deleción en E1 que se 
extiende aproximadamente desde la posición 459 a la posición 3.328, o aproximadamente desde la posición 459 a la 
posición 3.510 (haciendo referencia a la secuencia del adenovirus humano de tipo 5 que se describe en GenBank 
bajo el número de acceso M 73260, y en Chroboczek et al, 1992, Virol. 186, 280-285). La capacidad de clonación y 55 
la seguridad se pueden mejorar adicionalmente mediante la deleción de una porción o porciones adicionales del 
genoma adenovírico (por ejemplo, en la región no esencial E3 o en otras regiones esenciales E2, E4, tal como se 
describe en Lusky et al, 1998, J. Virol 72, 2022-2032). 
 
La primera y la segunda moléculas de ácido nucleico se pueden insertar de forma independiente en cualquier lugar 60 
del vector adenovírico según la presente invención, tal como se describe en Chartier et al (1996, J. Virol. 70, 4805-
4810) y posicionarse de forma independiente en orientación sentido y/o antisentido respecto a la dirección 
transcripcional natural de la región de inserción. Por ejemplo, se pueden insertar las dos en sustitución de la región 
E1 o, alternativamente, una se inserta en sustitución de la región E1 y la otra en sustitución de la región E3. 
 65 
En otra forma de realización, el vector según la presente invención es un vector poxvírico (véase, por ejemplo, Cox 
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et al in “Viruses in Human Gene Therapy” Ed J. M. Hos, Carolina Academic Press). Se puede obtener de cualquier 
miembro de la familia de los poxvirus, en particular el virus de la viruela del canario (por ejemplo, el vector ALVAC tal 
como se describe en el documento WO 95/27780), la viruela aviar (por ejemplo, el vector TROVAC tal como se 
describe en Paoletti et al, 1995, Dev. Biol. Stand. 84, 159-163) o el virus de la vaccinia, siendo preferente este 
último. Se puede seleccionar un virus de la vaccinia adecuado entre el grupo formado por la cepa Copenhague 5 
(Goebel et al, 1990, Virol. 179, 247-266 y 517-563; Johnson et al, 1993, Virol. 196, 381-401), la cepa Wyeth, la cepa 
NYVAC (véase WO 92/15672 and Tartaglia et al, 1992, Virology 188, 217-232) y la cepa Ankara modificada (MVA) 
altamente atenuada (Mayr et al, 1975, Infection 3, 6-16). Dichos vectores y métodos de producción de los mismos se 
describen en numerosos documentos accesibles para el experto en la materia (por ejemplo, Paul et al, 2002, Cancer 
gene Ther. 9, 470-477; Piccini et al, 1987, Methods of Enzymology 153, 545-563; patentes US nº 4.769.330; US nº 10 
4.772.848; US nº 4.603.112; US nº 5.100.587 y US nº 5.179.993). La primera y la segunda moléculas de ácido 
nucleico que se utilizan en la presente invención se insertan preferentemente en un locus no esencial del genoma 
del poxvirus con el fin de que el poxvirus recombinante se mantenga viable e infeccioso. Las regiones no esenciales 
son regiones intergénicas no codificantes o cualquier gen para el que la inactivación o la deleción no perjudique 
significativamente el crecimiento, la replicación o la infección del virus. También se puede contemplar la inserción en 15 
un locus vírico esencial, siempre y cuando la función defectuosa se suministre en trans durante la producción de las 
partículas víricas, por ejemplo utilizando una línea celular auxiliar que transporta las secuencias complementarias 
correspondientes a las suprimidas en el genoma poxvírico. 
 
Cuando se utiliza el virus de la vaccinia de la cepa Copenhague, las por lo menos primera y segunda moléculas de 20 
ácido nucleico se insertan preferentemente en el gen de la timidina cinasa (tk) (Hruby et al, 1983, Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 80, 3411-3415; Weir et al, 1983, J. Virol. 46, 530-537). Sin embargo, también resultan apropiados otros 
sitios de inserción, por ejemplo, en el gen de la hemaglutinina (Guo et al, 1989, J. Virol. 63, 4189-4198), en el locus 
K1L, en el gen u (Zhou et al, 1990, J. Gen. Virol. 71, 2185-2190) o en el extremo izquierdo del genoma del virus de 
la vaccinia, en el que, según la bibliografía, se han documentado diversas deleciones espontáneas o diseñadas. 25 
(Altenburger et al, 1989, Archives Virol. 105, 15-27; Moss et al 1981, J. Virol. 40, 387-395; Panicali et al, 1981, J. 
Virol. 37, 1000-1010; Perkus et al, 1989, J. Virol. 63, 3829-3836; Perkus et al, 1990, Virol. 179, 276-286; Perkus et 
al, 1991, Virol. 180, 406-410). 
 
Cuando se utiliza el MVA, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido nucleico se pueden insertar de 30 
forma independiente en cualquiera de las deleciones identificadas I a VII que se han producido en el genoma del 
MVA (Antoine et al, 1998, Virology 244, 365-396), así como en el locus D4R, pero resulta preferente la inserción en 
la deleción II y/o III (Meyer et al, 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038; Sutter et al, 1994, Vaccine 12, 1032-1040). 
 
Cuando se utiliza el virus de la viruela aviar, aunque se puede contemplar la inserción dentro del gen de la timidina 35 
cinasa, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido nucleico se introducen preferentemente en la región 
intergénica situada entre los ORF 7 y 9 (véase, por ejemplo, el documento EP 314 569 y la patente US nº 
5.180.675). 
 
En otra forma de realización de la presente invención, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido 40 
nucleico codifican independientemente un polipéptido capaz de proporcionar una actividad terapéutica o protectora 
en un individuo que padece o es susceptible de padecer un estado patológico. Tal como se utiliza en la presente 
memoria, el término “individuo” se refiere a un vertebrado, particularmente un miembro de las especies de 
mamíferos y especialmente animales domésticos, animales de granja, animales para la práctica del deporte y 
primates, incluidos los seres humanos. Un polipéptido de este tipo se selecciona preferentemente de entre el grupo 45 
formado por polipéptidos inmunógenos y polipéptidos antitumorales. 
 
El término polipéptido “inmunógeno” se refiere a un polipéptido capaz de inducir, estimular, desarrollar o potenciar 
una respuesta inmunitaria en un individuo en el que se expresa. Dicha respuesta inmunitaria puede ser humoral o 
celular, o a la vez humoral y celular. La respuesta humoral desencadena la producción de anticuerpos contra el 50 
polipéptido en cuestión, mientras que la respuesta celular desencadena una respuesta de los linfocitos T auxiliares 
y/o los CTL, y/o estimula la producción de citocinas. Normalmente, la propiedad inmunógena de un polipéptido se 
puede evaluar in vitro o in vivo mediante diversos ensayos estándares en la técnica (para una descripción general de 
las técnicas disponibles para evaluar la aparición y la activación de una respuesta inmunitaria, véase, por ejemplo, la 
última edición de Coligan et al, Current Protocols in Immunology; ed J. Wiley & Sons Inc, National Institute of Health). 55 
Por ejemplo, la detección puede ser colorimétrica, fluorométrica o radiactiva, y entre las técnicas adecuadas se 
incluyen la ELISA, la transferencia Western, radioinmunoensayos y ensayos de inmunoprecipitación. La medición de 
la inmunidad celular se puede llevar a cabo mediante la medición de los perfiles de citocinas secretadas por las 
células efectoras activadas, incluidas las derivadas de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (por ejemplo, cuantificación de 
células productoras de IFNg por ELISPOT),  mediante la determinación del estado de activación de las células 60 
inmunitarias efectoras (por ejemplo, ensayos de proliferación de linfocitos T por una absorción de 3H-timidina 
clásica), mediante el ensayo de linfocitos T específicos de antígeno en un individuo sensibilizado (por ejemplo, lisis 
específica de péptido en un ensayo de citotoxicidad). La propiedad inmunógena de un polipéptido también se puede 
evaluar en modelos animales adecuados por ELISPOT, técnicas analíticas basadas en tetrámeros u otras técnicas 
estándar para el análisis de la inmunidad mediada por linfocitos T. Se pueden obtener polipéptidos inmunógenos 65 
adecuados a partir del virus de la hepatitis B (VHB) (por ejemplo, polipéptidos S, preS2 o preS1, tal como se 
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describe en los documentos EP 414 374; EP 304 578 o EP 198 474); virus de la hepatitis C (VHC) (por ejemplo, 
núcleo (C), la glucoproteína de envoltura E1, E2, el polipéptido no estructural NS2, NS3, NS4 o NS5, o cualquier 
combinación de los mismos); virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (por ejemplo, gp120 o gp160), y virus del 
papiloma (tal como se ilustra a continuación). 
 5 
La expresión polipéptido “antitumoral” se refiere a un polipéptido capaz de proporcionar la eliminación o una 
reducción neta de la expansión de las células tumorales. La propiedad antitumoral de un polipéptido se puede 
determinar en modelos animales adecuados o en el individuo tratado por una disminución del tamaño real del tumor 
a lo largo de un período de tiempo. Se pueden utilizar diversos métodos para estimar el tamaño del tumor, incluidos 
métodos radiológicos (por ejemplo, tomografía computarizada por emisión de fotones individuales y positrones; 10 
véase de forma general “Nuclear Medicine in Clinical Oncology”, Winkler, C. (ed.) Springer-Verlag, Nueva York, 
1986), métodos que emplean reactivos convencionales de técnicas de imagen (por ejemplo, el citrato de galio-67), 
métodos inmunológicos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales radiomarcados dirigidos a marcadores tumorales 
específicos), así como métodos por ultrasonidos (véase “Ultrasonic Differential Diagnosis of Tumors”, Kossoff y 
Fukuda, (eds.); Igaku-Shoin, Nueva York, 1984). Alternativamente, la propiedad antitumoral de un polipéptido se 15 
puede determinar sobre la base de una disminución de la presencia de un marcador tumoral. Entre los ejemplos se 
incluyen el PSA para la detección del cáncer de próstata y el CEA para la detección del cáncer colorrectal y 
determinados cánceres de mama. Además, la propiedad antitumoral de un polipéptido se puede determinar en un 
modelo animal adecuado, por ejemplo, utilizando ratones inyectados con una línea celular cancerosa humana 
representativa. Tras haber aparecido tumores palpables, el vector según la presente invención se inyecta en los 20 
ratones y se controla la reducción de la tasa de crecimiento tumoral y el aumento de la supervivencia. Además, se 
pueden utilizar diversos métodos in vitro para predecir la inhibición tumoral in vivo. Entre los polipéptidos 
antitumorales adecuados se incluyen antígenos asociados a tumores (TAA), tales como MUC-1 (documento WO 
92/07000; Acres et al, 2005, Exp. Rev. Vaccines 4(4)), BRCA-1, BRCA-2 (Palma et al, 2006, Critical Reviews in 
Oncology/haematology 27, 1-23), el antígeno carcinoembrionario CEA (Conroy et al, 1995, Gene Ther; 2, 59-65), 25 
MAGE (WO 99/4018 De Plaen et al, 1994, Immunogenetics 40, 360-369), MART-1, gp 100 (Bakker et al, 1994, J. 
Exp. Med. 179, 1005-9), PRAME, BAGE, Lage (también conocido como NY Eos 1) SAGE, HAGE (documento WO 
99/53061), GAGE (Robbins y Kawakami, 1996. Current Opinions in Immunol. 8, 628-36) y el antígeno específico de 
la próstata (PSA) (Ferguson et al, 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96, 3114-9; documentos WO 98/12302, WO 
98/20117 y WO 00/04149) así como polipéptidos víricos procedentes de virus con potencial inductor de tumores (por 30 
ejemplo, el virus del papiloma). 
 
En otra forma de realización de la presente invención, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido 
nucleico se obtienen del mismo organismo o de organismos estrechamente relacionados. 
 35 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “organismo” incluye microorganismos que tienen 
preferentemente potencial patógeno, así como eucariotas superiores. El término “microorganismo” se refiere a 
hongos, bacterias, protozoos y virus. Entre los ejemplos representativos de virus se incluyen, sin limitación, el VIH 
(VIH-1 o VIH-2), los virus del herpes humano (por ejemplo, VHS-1 o VHS-2), el citomegalovirus (CMV), el virus de 
Epstein Barr (VEB), el virus de la hepatitis (por ejemplo, virus de la hepatitis A (VHA), VHB, VHC y virus de la 40 
hepatitis E), flavivirus (por ejemplo, el virus de la fiebre amarilla), el virus varicela zóster (VVZ), el paramixovirus, el 
virus sincitial respiratorio, los virus paragripales, el virus del sarampión, los virus de la gripe y los virus del papiloma 
(tal como se han definido anteriormente). Entre los ejemplos representativos de bacterias adecuadas se incluyen, sin 
limitación, Neisseria (por ejemplo, N. gonorrhea y N. meningitidis); Bordetella (por ejemplo, B. pertussis, B. 
parapertussis y B. bronchiseptica), micobacterias (por ejemplo, M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, M. avium, M. 45 
paratuberculosis, M. smegmatis); legionela (por ejemplo, L. pneumophila); Escherichia (por ejemplo, E. coli 
enterotóxica, E. coli enterohemorrágica, E. coli enteropatógena); Shigella (por ejemplo, S. sonnei, S. dysenteriae, S. 
flexnerii); salmonela (por ejemplo, S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis, S. enteritidis); listeria (por ejemplo, L. 
monocytogenes); Helicobacter (por ejemplo, H. pylori); pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa); estafilococos 
(por ejemplo, S. aureus, S. epidermidis); enterococos (por ejemplo, E. faecalis, E. faecium); bacilos (por ejemplo, B. 50 
anthracis); Corynebacterium (por ejemplo, C. diphtheriae) y clamidias (por ejemplo, C. trachomatis, C. pneumoniae, 
C. psittaci). Entre los ejemplos representativos de parásitos se incluyen, sin limitación, Plasmodium (por ejemplo, P. 
falciparum); Toxoplasma (por ejemplo, T. gondii); Leshmania (por ejemplo, L. major); Pneumocystis (por ejemplo, P. 
carinii); y Schisostoma (por ejemplo, S. mansoni). Entre los ejemplos representativos de hongos se incluyen, sin 
limitación, Candida (por ejemplo, C. albicans) y Aspergillus. Los eucariotas superiores son preferentemente 55 
mamíferos, incluidos los seres humanos. 
 
La expresión “mismo organismo” define los organismos originados a partir de un antepasado común y que han 
seguido la misma ruta evolutiva. Entre los ejemplos representativos se incluyen diversas cepas de virus con el 
mismo serotipo o genotipo. Por ejemplo, dos cepas del VPH-16 se clasifican dentro de esta categoría. La expresión 60 
“organismos estrechamente relacionados” define organismos originados a partir de un antepasado común pero que 
se han diferenciado durante la evolución. Entre los ejemplos representativos se incluyen virus con diferentes 
serotipos o genotipos. Por ejemplo, el VPH-16 y el VPH-18 se clasifican dentro de esta categoría. 
 
En una forma de realización preferente, el organismo para el que se obtienen las por lo menos primera y segunda 65 
moléculas de ácido nucleico es un virus del papiloma y cada una de ellas codifica un polipéptido del virus del 
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papiloma. Un “virus del papiloma” se puede definir como un virus que pertenece a la subfamilia Papillomaviridae, y el 
término incluye virus del papiloma animal de origen en especies no humanas, incluidas, aunque sin limitarse a las 
mismas, ganado, caballos, conejos, ovejas, perros, primates no humanos y roedores, y el virus del papiloma humano 
(VPH). Hasta el momento se han identificado más de 100 genotipos de VPH (Van Ranst et al, 1992, J. Gen. Virol. 
73, 2653; De Villiers et al, 2004, Virology 324, 17-27) que se han clasificado en serotipos de “bajo riesgo” (LR) y de 5 
“alto riesgo” (HR) en función de su potencial oncogénico. Los VPH LR causan tumores benignos en los individuos 
infectados, mientras que los HR suponen un riesgo elevado de progresión maligna. 
 
Como orientación general, los virus del papiloma poseen un ADN circular bicatenario, de aproximadamente 7.900 
pares de bases, rodeado por una cápside proteínica (véase, por ejemplo, Pfister, 1987, en The papovaviridae: The 10 
Papillomaviruses, Salzman y Howley, eds., Plenum Press, Nueva York, p 1-38). Su genoma está formado por tres 
regiones funcionales, la región temprana (E), la región tardía (L) y la región larga de control (LCR). La LCR contiene 
secuencias reguladoras de la transcripción, como potenciadores y promotores. La región tardía codifica las proteínas 
estructurales L1 y L2, respectivamente, las proteínas de la cápside principales y secundarias, mientras que la región 
temprana codifica proteínas reguladoras (E1-E7) que se encuentran predominantemente en el núcleo y que 15 
controlan la replicación vírica, la transcripción y la transformación celular. Más específicamente, la proteína E1 es 
una fosfoproteína de unión a ADN con actividad helicasa dependiente de ATP (Desaintes y Demeret, 1996, Semin. 
Cancer Biol. 7, 339-347; Wilson et al, 2002, Virus Gene 24, 275-290). La proteína E2 es una fosfoproteína de unión 
a ADN multifuncional que regula la transcripción génica vírica y controla la replicación del ADN (Bechtold et al, 2003, 
J. Virol. 77, 2021-8). La proteína codificada por E4 se une a los filamentos de queratina del citoplasma y desempeña 20 
un papel en la maduración vírica. La función de la proteína E5 sigue siendo motivo de controversia, y su expresión 
se pierde a menudo durante la integración vírica en los cromosomas del hospedador. Los productos génicos 
codificados por E6 y E7 de los genotipos HR del VPH participan en la transformación oncogénica de las células 
infectadas (Kanda et al, 1988, J. Virol. 62, 610-3; Vousden et al, 1988, Oncogene Res. 3, 1-9; Bedell et al, 1987, J. 
Virol. 61, 3635-40), presumiblemente a través de la unión de estas proteínas víricas a los productos génicos p53 25 
supresores de tumores y al retinoblastoma (Rb), respectivamente (descrito en Howley, 1996, Papillomaviruses and 
their replication, p 2045-2076. En B.N. Fields, D.M. Knipe y P.M. Howley (ed.), Virology, 3ª ed., Lippincott-Raven 
Press, Nueva York). Los residuos de aminoácidos implicados en la unión del polipéptido nativo E6 del VPH-16 a p53 
se han definido claramente como los comprendidos entre el residuo 118 y el residuo 122 (siendo +1 el primer 
residuo de Met, o del residuo 111 al residuo 115 si se empieza por el segundo residuo de Met. utilizado 30 
preferentemente) (Crook et al, 1991, Cell 67, 547-556) y los implicados en la unión del polipéptido nativo E7 del 
VPH-16 al Rb se sitúan entre el residuo 21 y el residuo 26 (Munger et al, 1989, EMBO J. 8, 4099-4105; Heck et al, 
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4442-4446). 
 
Preferentemente, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido nucleico se obtienen de forma 35 
independiente a partir de un virus del papiloma de alto riesgo seleccionado entre el grupo formado por VPH-16, 
VPH-18, VPH-30, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-
66, VPH-68, VPH-70 y VPH-85. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “polipéptido del virus del papiloma” se refiere a un 40 
polipéptido reconocido en la técnica codificado por una molécula de ácido nucleico obtenida a partir de un 
genoma/fuente del virus del papiloma. Tal como se ha definido anteriormente en relación con el término 
“polipéptido”, la expresión “polipéptido del virus del papiloma” incluye polipéptidos del virus del papiloma nativos y 
modificados y péptidos de los mismos. Entre las fuentes de virus del papiloma se incluyen, sin limitación, muestras 
biológicas (por ejemplo, secciones de tejido, muestras de biopsia y cultivos de tejidos extraídos de un individuo 45 
expuesto a un virus del papiloma), células cultivadas (por ejemplo, células CaSki, disponibles a través de la ATCC), 
así como materiales recombinantes disponibles en instituciones de depósito, en catálogos comerciales o descritos 
en la bibliografía. Las secuencias de nucleótidos de diversos genomas del virus del papiloma y las secuencias de 
aminoácidos de los polipéptidos codificados se han descrito en la bibliografía y están disponibles en los bancos de 
datos especializados, por ejemplo, GenBank. Para información general, el genoma de VPH-16 está descrito en 50 
GenBank con los números de entrada NC_01526 y K02718; el de VPH-18, con los números NC_001357 y X05015; 
el de VPH-31, con el número J04353; el de VPH-33, con el número M12732; el de VPH-35, con el número 
NC_001529; el de VPH-39, con el número NC_001535; el de VPH-45, con el número X74479; el de VPH-51, con el 
número NC_001533; el de VPH-52, con el número NC_001592; el de VPH-56, con el número X74483; el de VPH-58, 
con el número D90400; el de VPH-59, con el número NC_001635; el de VPH-68, con los números X67160 y 55 
M73258; el de VPH-70, con el número U21941; y el de VPH-85, con el número AF131950. 
 
El polipéptido o polipéptidos del virus del papiloma codificados por la primera y/o la segunda moléculas de ácido 
nucleico puede ser temprano, tardío o cualquier combinación de los mismos. Entre los polipéptidos tempranos del 
virus del papiloma se incluyen E1, E2, E4, E5, E6 y E7, mientras que los polipéptidos tardíos pueden ser L1 o L2. 60 
Las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de los polipéptidos tempranos y tardíos de un gran número de 
serotipos de virus del papiloma se describen en la bibliografía disponible para el experto en la materia. 
 
De forma deseable, las por lo menos primera y segunda moléculas de ácido nucleico codifican independientemente 
un polipéptido temprano seleccionado entre el grupo formado por E1, E2, E6 y E7. A título ilustrativo, las secuencias 65 
de aminoácidos de los polipéptidos E1, E2, E6 y E7 nativos de VPH-16 se indican, respectivamente, en las SEC ID 
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nº: 1-4. Sin embargo, la presente invención no se limita a estas secuencias ilustrativas. De hecho, las secuencias de 
nucleótidos y de aminoácidos pueden variar entre diferentes cepas del virus del papiloma, y esta variación genética 
natural se incluye dentro del alcance de la presente invención, así como la modificación o modificaciones no 
naturales, como las descritas a continuación. A continuación se indican ejemplos ilustrativos de polipéptidos 
modificados del virus del papiloma adecuados (por ejemplo, en las SEC ID nº: 5-8 y 64-65). Sin embargo, el experto 5 
en la materia podrá adaptar las modificaciones descritas en la presente memoria (por ejemplo, para polipéptidos 
procedentes de otros genotipos del virus del papiloma por comparación de secuencias). 
 
Entre los polipéptidos E1 del virus del papiloma adecuados para su utilización en la presente invención se incluyen 
mutantes defectuosos en cuanto a la estimulación de la replicación vírica, es decir, cuya capacidad para estimular la 10 
replicación vírica es significativamente menor desde el punto de vista estadístico que la del correspondiente 
polipéptido E1 nativo (por ejemplo, de menos del 75%, ventajosamente menos del 50%, preferentemente menos del 
10% y más preferentemente menos del 5%). Como orientación general, el dominio responsable de la estimulación 
de la replicación vírica se encuentra en la parte central de E1 (por ejemplo, Hugues y Romanos, 1993, Nucleic Acids 
Res. 21, 5817-23). En la bibliografía disponible para el experto en la materia se describen ejemplos representativos 15 
de polipéptidos E1 de replicación deficiente, por ejemplo, en Yasugi et al (1997, J. Virol 71, 5942-51). Una 
modificación preferente en el contexto de la presente invención incluye la sustitución del residuo de Gly de la 
posición 482 del polipéptido E1 de VPH-16 por otro residuo (preferentemente, un residuo de Asp) (por ejemplo, 
véase la SEC ID nº: 5) o la sustitución del residuo de Gly de la posición 489 del polipéptido E1 de VPH-18 por otro 
residuo (preferentemente, un residuo de Asp) (por ejemplo, véase la SEC ID nº: 6). 20 
 
Entre los polipéptidos E2 adecuados para su utilización en la presente invención se incluyen mutantes deficientes en 
cuanto a la activación transcripcional y/o las actividades de replicación en comparación con el polipéptido E2 nativo 
(por ejemplo, menor en un 75%, ventajosamente menor en un 50%, preferentemente menor en un 10% y más 
preferentemente menor en un 5%). Como orientación general, el dominio responsable de la activación 25 
transcripcional y la estimulación de la replicación se encuentra en la porción N-terminal de E2 (Seedorf et al, 1985, 
Virology, 145,181-185; Kennedy et al, 1991, J. Virol. 65, 2093-2097; Cole et al, 1987, J. Mol. Biol. 193, 599-608; 
McBride et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 510-514) y la reducción o falta de replicación y actividades 
transcripcionales de E2 se pueden determinar fácilmente mediante métodos estándar (véase, por ejemplo, Sakai et 
al, 1996, J. Virol. 70, 1602-1611). En la bibliografía disponible para el experto en la materia se describen mutantes 30 
de E2 defectuosos adecuados para su utilización en la presente invención, por ejemplo, en Demeret et al (1995, 
Nucleic Acids Res. 23, 4777-4784), Sakai et al (1996, J. Virol. 70, 1602-1611), Brokaw et al (1996, J. Virology 70, 23-
29) y Ferguson et al (1996, J. Virology 70, 4193-4199). Entre las modificaciones preferentes en el contexto de la 
presente invención se incluyen la sustitución del residuo de Glu de la posición 39 del E2 de VPH-16, 
preferentemente por un residuo de Ala (E39A) y/o la sustitución del residuo de Ile de la posición 73, preferentemente 35 
por un residuo de Ala (I73A) (por ejemplo, véase la SEC ID nº: 7). A título ilustrativo, los residuos de Glu e Ile de las 
posiciones 39 y 73 del E2 de VPH-16 corresponden, respectivamente, a los residuos de Glu e Ile de las posiciones 
43 y 77 de E2 de VPH-18 (por ejemplo, véase la SEC ID nº: 8). 
 
Los polipéptidos E6 adecuados para su utilización en la presente invención incluyen mutantes no oncogénicos 40 
defectuosos en cuanto a la unión al producto génico celular supresor de tumores p53. Se describen ejemplos 
representativos de polipéptidos E6 no oncogénicos, por ejemplo, en Pim et al (1994, Oncogene 9, 1869-1876), y 
Crook et al (1991, Cell 67, 547-556). En este contexto, entre las modificaciones preferentes se incluyen la deleción 
en el E6 de VPH-16 de los residuos 118 a 122 (CPEEK) (por ejemplo, véase la SEC ID nº: 64) o la deleción en el E6 
de VPH-18 de los residuos 113 a 117 (NPAEK). 45 
 
Entre los polipéptidos E7 adecuados para su utilización en la presente invención se incluyen mutantes no 
oncogénicos defectuosos en cuanto a la unión al producto génico celular supresor de tumores Rb. Se describen 
ejemplos representativos de polipéptidos E7 no oncogénicos, por ejemplo, en Munger et al (1989, EMBO J. 8, 4099-
4105), Heck et al (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4442-4446) y Phelps et al (1992, J. Virol. 66, 2148-2427). En 50 
este contexto, entre las modificaciones preferentes se incluyen la deleción en el E7 de VPH-16 de los residuos 21 a 
26 (DLYCYE) (por ejemplo, véase la SEC ID nº: 65) o la deleción en el E7 de VPH-18 de los residuos 24 a 28 
(DLLCH). 
 
Por otra parte, los polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos del virus del papiloma) codificados por las por lo menos 55 
primera y/o segunda moléculas de ácido nucleico pueden comprender, además, modificaciones adicionales 
beneficiosas para el procesamiento, la estabilidad y/o la solubilidad de los polipéptidos codificados, por ejemplo, la 
supresión de uno o más sitios de escisión potenciales, la supresión de uno o más sitios de glucosilación potenciales 
y/o la presentación en la superficie de las células expresoras. Por ejemplo, el polipéptido o polipéptidos codificados 
pueden incluir señales adecuadas para anclarse dentro de la membrana plasmática de las células expresoras. De 60 
hecho, se ha puesto de manifiesto con antelación que la presentación membranaria permite mejorar la presentación 
a través del MHC de clase I y/o MHC de clase II, lo que conlleva una mejora del reconocimiento por parte del 
sistema inmunitario del hospedador (véase, por ejemplo, el documento WO 99/0388). Dado que los polipéptidos 
nativos tempranos del virus del papiloma (E1, E2, E6 y E7) son proteínas nucleares (aunque no se ha podido 
identificar con claridad ninguna señal típica de localización nuclear), podría resultar beneficioso actuar sobre ellos en 65 
la membrana plasmática con el fin de mejorar su potencial inmunógeno y, de este modo, su eficacia terapéutica en 
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el individuo hospedador. 
 
La presentación membranaria eficaz de un polipéptido en la superficie de la célula hospedadora expresora se puede 
alcanzar mediante la fusión del polipéptido a un péptido señal y un péptido de anclaje a la membrana. Dichos 
péptidos son conocidos en la técnica. En resumen, habitualmente los péptidos señal están presentes en el extremo 5 
N-terminal de polipéptidos de presentación membranaria o secretados, e inician su paso hacia el retículo 
endoplasmático (ER). Comprenden de 15 a 35 aminoácidos esencialmente hidrófobos que a continuación son 
eliminados por una endopeptidasa específica situada en el ER para dar el polipéptido maduro. Normalmente, los 
péptidos de anclaje a la membrana tienen una naturaleza muy hidrófoba y sirven para anclar los polipéptidos en la 
membrana celular (véase, por ejemplo, Branden y Tooze, 1991, en Introduction to Protein Structure, pág. 202-214, 10 
NY Garland). La elección de los péptidos señal y de anclaje a la membrana que se pueden utilizar en el contexto de 
la presente invención es amplia. Se pueden obtener de forma independiente a partir de cualquier polipéptido 
secretado o anclado a la membrana (por ejemplo, polipéptidos celulares o víricos), tal como la glucoproteína de la 
rabia, la glucoproteína de envoltura del virus VIH o la proteína F del virus del sarampión, o pueden ser sintéticos. El 
sitio de inserción preferente del péptido señal es el extremo N posterior al codón de iniciación de la traducción, y el 15 
del péptido de anclaje a la membrana es el extremo C, por ejemplo inmediatamente anterior al codón de parada. Si 
es necesario, se puede utilizar un péptido conector para conectar el péptido señal y/o el péptido de anclaje a la 
membrana con el polipéptido codificado. 
 
Se indican ejemplos representativos de polipéptidos E1 anclados a la membrana y defectuosos adecuados para su 20 
utilización en la presente invención en la SEC ID nº: 5 (que define el polipéptido SS-E1*-TMR de VPH-16 que se 
ilustra en el apartado de ejemplos) y en la SEC ID nº: 6 (que define el polipéptido SS-E1*-TMF de VPH-18 que se 
ilustra en el apartado de ejemplos). Se indican ejemplos representativos de polipéptidos E2 anclados a la membrana 
y defectuosos adecuados para su utilización en la presente invención en la SEC ID nº: 7 (que define el polipéptido 
SS-E2*-TMR de VPH-16 que se ilustra en el apartado de ejemplos) y en la SEC ID nº: 8 (que define el polipéptido 25 
SS-E2*-TMR de VPH-18 que se ilustra en el apartado de ejemplos). Se indican ejemplos representativos de 
polipéptidos E6 y E7 anclados a la membrana y no oncogénicos adecuados para su utilización en la presente 
invención, respectivamente, en la SEC ID nº: 64 (que define el polipéptido SS-E6*-TMF de VPH-16 que se ilustra en 
el apartado de ejemplos) y en la SEC ID nº: 65 (que define el polipéptido SS-E7*-TMR de VPH-16 que se ilustra en 
el apartado de ejemplos). 30 
 
En una forma de realización particularmente preferente, las por lo menos primera molécula de ácido nucleico y 
segunda molécula de ácido nucleico codifican dos polipéptidos del virus del papiloma diferentes obtenidos a partir 
del mismo serotipo de VPH. 
 35 
En un aspecto preferente de esta forma de realización, la primera molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido 
E1 y la segunda molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido E2, o viceversa. Deseablemente, las moléculas 
de ácido nucleico que codifican los polipéptidos E1 y E2 se obtienen a partir de VPH-16 o VPH-18. Preferentemente, 
la primera molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos indicada 
en la SEC ID nº: 5, o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y la segunda molécula 40 
de ácido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 7, o 
que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. Alternativamente, la primera molécula de 
ácido nucleico codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 6, o 
que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y la segunda molécula de ácido nucleico 
codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 8, o que consiste 45 
esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. 
 
En el contexto nativo (por ejemplo, el genoma de VPH-16 o VPH-18), la porción 3’ de la secuencia que codifica el 
polipéptido E1 se solapa con la porción 5’ de la secuencia que codifica el polipéptido E2 a lo largo de 59 nucleótidos. 
Se prevé que la presencia de estos 59 nucleótidos 100% homólogos afecte negativamente a la estabilidad de un 50 
vector que expresa las dos moléculas de ácido nucleico que codifican los polipéptidos E1 y E2. Entre estas 
porciones comunes puede tener lugar una recombinación homóloga que dé lugar a la pérdida de las secuencias de 
nucleótidos comprendidas entre ellas. 
 
Según la presente invención, la homología del 100% entre la porción solapante de 59 nucleótidos presente antes de 55 
la modificación de las moléculas de ácido nucleico que codifican E1 y E2 se puede reducir a menos del 75% 
degenerando el patrón de uso de codones en una de las moléculas de ácido nucleico. Un ejemplo representativo de 
las secuencias degeneradas se indica en la SEC ID nº: 9, en la que la homología de los 59 nucleótidos solapantes 
de E1/E2 se reduce al 69% (tal como se ilustra en la figura 1), y un vector preferente según la presente invención 
que codifica los polipéptidos E1 y E2 de VPH-16 comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 9. 60 
La misma estrategia se puede aplicar a la porción solapante presente en las secuencias que codifican los 
polipéptidos E1 y E2 de VPH-18. Dichas secuencias degeneradas se pueden introducir en la primera molécula de 
ácido nucleico que codifica E1 en sustitución de los 59 nucleótidos solapantes nativos (por ejemplo, SEC ID nº: 10 y 
11, respectivamente). 
 65 
Por consiguiente, un vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido 
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nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 10 (que codifica el polipéptido E1 de 
VPH-16 de la SEC ID nº: 5), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y una segunda 
molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 12 (que codifica el 
polipéptido E2 de VPH-16 de la SEC ID nº: 7), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la 
misma. Otro vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido nucleico que 5 
comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 11 (que codifica el polipéptido E1 de VPH-18 de la 
SEC ID nº: 6), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, y una segunda molécula de 
ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 13 (que codifica el polipéptido 
E2 de VPH-18 de la SEC ID nº: 8), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. Más 
preferentemente, el vector según la presente invención es un vector de MVA, la primera molécula de ácido nucleico 10 
(que codifica el polipéptido E1) se coloca bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda 
molécula de ácido nucleico (que codifica el polipéptido E2) se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la 
vaccinia, y la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico están insertadas en la deleción III de dicho vector de 
MVA. 
 15 
La presente invención también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido E1 de VPH-16, una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de 
VPH-16, una tercera molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E1 de VPH-18 y una cuarta molécula de 
ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta 
moléculas de ácido nucleico no comprenden ninguna porción de 40 o más nucleótidos continuos con un porcentaje 20 
de homología del 75% o mayor del 75%. Preferentemente, dicho polipéptido E1 de VPH-16 comprende la secuencia 
de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 5, dicho polipéptido E2 de VPH-16 comprende la secuencia de 
aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 7, dicho polipéptido E1 de VPH-18 comprende la secuencia de aminoácidos 
indicada en la SEC ID nº: 6, y/o dicho polipéptido E2 de VPH-18 comprende la secuencia de aminoácidos indicada 
en la SEC ID nº: 8. 25 
 
En el contexto nativo, las secuencias que codifican el E1 de VPH-16 y VPH-18 comprenden diversas porciones de 
40 o más nucleótidos continuos que presentan un porcentaje de homología del 80% o mayor del 80%. Lo mismo es 
cierto para las secuencias que codifican el E2 de VPH-16 y VPH-18. Por otra parte, las secuencias adyacentes que 
codifican los polipéptidos E1 y E2 se superponen a lo largo de una porción de aproximadamente 59 nucleótidos en 30 
los genomas de VPH-16 y VPH-18. En este contexto, es recomendable modificar las moléculas de ácido nucleico 
que codifican los polipéptidos E1 y E2 de VPH-18 con el fin de reducir la homología con sus equivalentes de VPH-16 
a menos del 75%, especialmente en las porciones homólogas compartidas por los dos serotipos. Con este propósito, 
las secuencias de nucleótidos de los genes de E1 y E2 de VPH-16 y VPH-18 se pueden alinear y se pueden diseñar 
modificaciones en el nivel de los nucleótidos a fin de reducir la homología a menos de 8, 7, 6 o, preferentemente, 5 35 
nucleótidos consecutivos. Por otra parte, la secuencia de E1 de VPH-18 se puede modificar adicionalmente para 
reducir la homología a menos del 75% con la porción de 59 nucleótidos que se solapa con el extremo 5’ de la 
secuencia de E2 de VPH-18. Preferentemente se modifica el uso de codones, pero las modificaciones no se 
traducen en el nivel de los aminoácidos excepto para generar modificaciones tal como se definen en la presente 
memoria, por ejemplo, dando lugar a funciones enzimáticas deficientes. Se indican ejemplos representativos de 40 
secuencias “degeneradas” de nucleótidos que codifican el E1 de VPH-18 y el E2 de VPH-18 que se pueden utilizar 
adecuadamente como tercera y cuarta moléculas de ácido nucleico en SEC ID nº: 11 y SEC ID nº: 13, 
respectivamente. Un vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido 
nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 10 (que codifica el polipéptido E1 de 
VPH-16 de la SEC ID nº: 5), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la misma, una segunda 45 
molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 12 (que codifica el 
polipéptido E2 de VPH-16 de la SEC ID nº: 7), o que consiste esencialmente en la misma, o que consiste en la 
misma, una tercera molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID 
nº: 11 (que codifica el polipéptido E1 de VPH-18 de la SEC ID nº: 6), o que consiste esencialmente en la misma, o 
que consiste en la misma, y una cuarta molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos 50 
indicada en la SEC ID nº: 13 (que codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de la SEC ID nº: 8), o que consiste 
esencialmente en la misma, o que consiste en la misma. Preferentemente, el vector es un vector de MVA, la 
primera, la segunda, la tercera y la cuarta moléculas de ácido nucleico se introducen en la deleción III del vector de 
MVA, la primera y tercera moléculas de ácido nucleico (que codifican el E1) se disponen en orientación opuesta, 
cada una de ellas bajo el control del promotor p7.5K del virus de la vaccinia, y la segunda y cuarta moléculas de 55 
ácido nucleico (que codifican el E2) se disponen en orientación opuesta, cada una de ellas bajo el control del 
promotor pH5R del virus de la vaccinia. 
 
En otra forma de realización particularmente preferente, las por lo menos primera molécula de ácido nucleico y 
segunda molécula de ácido nucleico codifican el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos estrechamente 60 
relacionados, por ejemplo, serotipos de VPH estrechamente relacionadas, como VPH-16, VPH-18, VPH-33 y/o VPH-
52. 
 
En un primer aspecto de esta forma de realización, el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos 
estrechamente relacionados es preferentemente un polipéptido E2. Los polipéptidos E2 codificados se modifican 65 
preferentemente de modo que se anclen a la membrana y sean defectuosos para la replicación vírica, tal como se 
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define en la presente memoria. En el contexto nativo, las secuencias de diversos genotipos que codifican el E2 
presentan un elevado grado de homología en el nivel de los nucleótidos, especialmente en las porciones más 
conservadas. Se espera que la presencia de estas secuencias homólogas afecte negativamente a la estabilidad de 
un vector que coexpresa dos o más (por ejemplo, 3, 4 o incluso más) genes de E2, por ejemplo, los genes de E2 de 
VPH HR, tales como VPH-16, VPH-18, VPH-33 y VPH-52. Entre estas secuencias génicas homólogas puede tener 5 
lugar una recombinación homóloga que provoque la pérdida de las secuencias de nucleótidos comprendidas entre 
ellas, y por lo tanto la extinción de genes. 
 
Según la presente invención, las moléculas de ácido nucleico que codifican los polipéptidos E2 comprendidas en el 
vector según la presente invención se pueden modificar degenerando el patrón de uso de codones a fin de reducir la 10 
homología a menos del 75%, especialmente en las porciones altamente homólogas. En la SEC ID nº: 13, 66, 67, 68 
y 69 se proporcionan ejemplos representativos de moléculas de ácido nucleico degeneradas que codifican los 
polipéptidos E2. Más específicamente, la SEC ID nº: 13 codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de presentación 
membranaria y de replicación deficiente cuya secuencia de nucleótidos se ha diseñado con el fin de reducir a menos 
de 8 o 7 nucleótidos consecutivos la homología con sus equivalentes que codifican el polipéptido E2. Las SEC ID nº: 15 
66 y 67 codifican un polipéptido E2 de VPH-33 de replicación deficiente (que es además de presentación 
membranaria en la SEC ID nº: 67) cuyas secuencias de nucleótidos se han diseñado con el fin de reducir a menos 
de 8 o 7 nucleótidos consecutivos la homología con los otros equivalentes que codifican el E2. Las SEC ID nº: 68 y 
69 codifican un polipéptido E2 de VPH-52 de replicación deficiente (que es además de presentación membranaria en 
la SEC ID nº: 69) cuyas secuencias de nucleótidos se han diseñado con el fin de reducir la homología con los otros 20 
equivalentes que codifican el E2 a menos de 8 o 7 nucleótidos consecutivos. Sin embargo, la presente invención no 
se limita a estas secuencias ilustrativas, de modo que se pueden diseñar sobre este mismo principio versiones 
alternativas de moléculas de ácido nucleico degeneradas que codifican polipéptidos E2 del virus del papiloma tal 
como se han definido anteriormente. 
 25 
Un vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido nucleico que codifica 
un polipéptido E2 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de 
presentación membranaria y de replicación deficiente que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la 
SEC ID nº: 7), una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-18, tal como se 
define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de presentación membranaria y de replicación 30 
deficiente que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 8), una tercera molécula de ácido 
nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-33, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el 
polipéptido E2 de presentación membranaria y de replicación deficiente que comprende la secuencia de 
aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 70), y una cuarta molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 
de VPH-52, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, el polipéptido E2 de presentación membranaria 35 
y de replicación deficiente que comprende la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº: 71). Más 
preferentemente, la primera molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC 
ID nº: 12 o consiste esencialmente en la misma; la segunda molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de 
nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 13 o consiste esencialmente en la misma; la tercera molécula de ácido 
nucleico comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 67 o consiste esencialmente en la misma, 40 
y/o la cuarta molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 69 o 
consiste esencialmente en la misma. Más preferentemente, el vector según la presente invención es un vector de 
MVA y las cuatro moléculas de ácido nucleico que codifican el polipéptido E2 están insertadas en la deleción III. Aún 
más preferentemente, la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico están bajo el control del promotor H5R 
del virus de la vaccinia y se disponen en orientación opuesta entre sí, mientras que la tercera y la cuarta moléculas 45 
de ácido nucleico están bajo el control del promotor p7.5K del virus de la vaccinia y se disponen en orientación 
opuesta entre sí. 
 
En otro aspecto de esta forma de realización, el mismo polipéptido obtenido a partir de organismos estrechamente 
relacionados es preferentemente un polipéptido E6, un polipéptido E7 o los dos polipéptidos E6 y E7. Los 50 
polipéptidos E6 y E7 se pueden expresar de forma independiente o como polipéptido de fusión. Preferentemente, los 
polipéptidos E6 y/o E7 codificados se modifican de modo que se anclen a la membrana y sean no oncogénicos, tal 
como se ha definido en la presente memoria. 
 
En el contexto nativo, las secuencias nativas de E6 de VPH-16 y VPH-18 presentan un 63% de homología en el 55 
nivel de los nucleótidos, mientras que las secuencias nativas de E7 de VPH-16 y VPH-18 presentan un 57% de 
homología entre sí. Sin embargo, en ambos casos, las secuencias nativas de VPH-16 y VPH-18 comparten diversas 
porciones de 40 nucleótidos o más que presentan el 80% o más del 80% de homología (véase la figura 2). Se prevé 
que la presencia de estas porciones homólogas afecte negativamente a la estabilidad de un vector que coexpresa 
los genes de E6 y/o E7 de VPH-16 y VPH-18. Entre estas porciones homólogas puede tener lugar una 60 
recombinación homóloga que provoque la pérdida de las secuencias de nucleótidos comprendidas entre ellas, y por 
lo tanto la extinción de genes. 
 
Según la presente invención, las moléculas de ácido nucleico que codifican los polipéptidos E6 y E7 de VPH-16 y/o 
VPH-18 se pueden modificar degenerando el patrón de uso de codones a fin de reducir la homología a menos del 65 
75%, especialmente en las porciones homólogas. En la SEC ID nº: 14 se indica un ejemplo representativo de una 
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molécula de ácido nucleico degenerada que codifica un polipéptido E6 de VPH-18, y en la SEC ID nº: 15 se indica 
un ejemplo representativo de una molécula de ácido nucleico degenerada modificada que codifica un polipéptido E7 
de VPH-18. Más específicamente, la SEC ID nº: 14 y la SEC ID nº: 15 se han diseñado con el fin de reducir la 
homología con los equivalentes de VPH-16 a menos de 8, 7, 6 o, preferentemente, 5 nucleótidos consecutivos, a la 
vez que codifican polipéptidos E6 y E7 de VPH-18 anclados a la membrana y no oncogénicos. Sin embargo, sobre 5 
este principio se pueden diseñar versiones alternativas de moléculas de ácido nucleico degeneradas que codifican 
polipéptidos E6 y/o E7 del virus del papiloma, tal como se ha definido anteriormente. 
 
Un vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido nucleico que codifica 
un polipéptido E6 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no 10 
oncogénico) y una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E6 de VPH-18 tal como se define 
en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no oncogénico), en el que la segunda molécula de 
ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 14 o consiste esencialmente en la 
misma. Un vector preferente según la presente invención comprende una primera molécula de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido E7 de VPH-16, tal como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la 15 
membrana y no oncogénico) y una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-18 tal 
como se define en la presente memoria (por ejemplo, anclado a la membrana y no oncogénico), en el que la 
segunda molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 15 o consiste 
esencialmente en la misma. Más preferentemente, el vector según la presente invención es un vector de MVA, la 
primera molécula de ácido nucleico se coloca bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda 20 
molécula de ácido nucleico se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia, y la primera y la 
segunda moléculas de ácido nucleico están insertadas en la deleción III de dicho vector de MVA. 
 
La presente invención también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de ácido nucleico que 
codifica una fusión de un polipéptido E6 de VPH-16 con un polipéptido E7 de VPH-16, y una segunda molécula de 25 
ácido nucleico que codifica una fusión de un polipéptido E6 de VPH-18 con un polipéptido E7 de VPH-18, en el que 
dichas primera y segunda moléculas de ácido nucleico no comprenden una porción de 40 o más nucleótidos 
continuos que presentan un porcentaje de homología de aproximadamente el 75% o mayor del 75%. 
 
La presente invención también se refiere a un vector que comprende una primera molécula de ácido nucleico que 30 
codifica un polipéptido E6 de VPH-16, una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E6 de 
VPH-18, una tercera molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de E7 de VPH-16 y una cuarta molécula 
de ácido nucleico que codifica un polipéptido de E7 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta 
moléculas de ácido nucleico no comprenden una porción de 40 o más nucleótidos continuos que presentan un 
porcentaje de homología del 75% o mayor del 75%. Preferentemente, la segunda molécula de ácido nucleico 35 
comprende la SEC ID nº: 14, o consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma, y/o la cuarta molécula 
de ácido nucleico comprende la SEC ID nº: 15, o consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma. Más 
preferentemente, el vector según la presente invención es un vector de MVA, la primera y la segunda moléculas de 
ácido nucleico se disponen en una orientación opuesta entre sí bajo el control del promotor 7.5K del virus de la 
vaccinia, y la tercera y la cuarta moléculas de ácido nucleico se disponen en orientación opuesta entre sí, cada una 40 
de ellas bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia y la primera, la segunda, la tercera y la cuarta 
moléculas de ácido nucleico están insertadas en la deleción III de dicho vector de MVA. 
 
En otro aspecto, la presente invención también da a conocer una molécula de ácido nucleico sustancialmente 
aislada que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en cualquiera de entre SEC ID nº: 9, 10, 11, 12, 13, 45 
14, 15, 66, 67, 68 o 69, o que consiste esencialmente en la misma, o consiste en la misma. 
 
En otra forma de realización de la presente invención, la primera y la segunda y, si existen, la tercera y la cuarta 
moléculas de ácido nucleico comprendidas en el vector según la presente invención se presentan en una forma 
adecuada para la expresión de los polipéptidos codificados en una célula hospedadora o individuo, lo que significa 50 
que se disponen bajo el control de las secuencias reguladoras necesarias para su expresión. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “secuencias reguladoras” se refiere a cualquier secuencia que 
permite, facilita o modula la expresión de una molécula de ácido nucleico en una determinada célula hospedadora, 
incluidos la replicación, la duplicación, la transcripción, el corte y empalme, la traducción, la estabilidad y/o el 55 
transporte del ácido nucleico o uno de sus derivados (es decir, ARNm) en la célula hospedadora. En el contexto de 
la presente invención, las secuencias reguladoras están “operativamente unidas” a la molécula de ácido nucleico 
que se pretende expresar, es decir que se disponen en una relación funcional que permite la expresión en una célula 
hospedadora o individuo. Dichas secuencias reguladoras son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, 
Goeddel, 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego). El experto 60 
en la materia apreciará que la elección de las secuencias reguladoras puede depender de factores tales como el tipo 
de vector, la célula hospedadora, el nivel de expresión deseado, etc. 
 
El promotor tiene una especial importancia y la presente invención comprende la utilización de promotores 
constitutivos que dirigen la expresión de las moléculas de ácido nucleico en muchos tipos de células hospedadoras y 65 
de promotores que dirigen la expresión sólo en determinadas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias 
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reguladoras específicas de tejido), o en respuesta a sucesos específicos o a factores exógenos (por ejemplo, por la 
temperatura, un aditivo nutriente, una hormona u otro ligando). Entre los promotores adecuados para la expresión 
constitutiva en sistemas eucarióticos se incluyen promotores víricos, tales como el promotor de SV40, el promotor 
temprano inmediato o potenciador de citomegalovirus (CMV) (Boshart et al, 1985, Cell 41, 521-530), los promotores 
tempranos y tardíos de adenovirus, el promotor de timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple (VHS-1) y 5 
repeticiones terminales largas retrovíricas (por ejemplo, las LTR del MoMuLV y del virus del sarcoma de Rous 
(RSV)), así como promotores celulares tales como el promotor de la fosfoglicerato cinasa (PGK) (Hitzeman et al, 
1983, Science 219, 620-625; Adra et al, 1987, Gene 60, 65-74). Entre los promotores adecuados útiles para dirigir la 
expresión de las moléculas de ácido nucleico en un vector poxvírico se incluyen los promotores 7.5 K, H5R, TK, p28, 
p11 o K1L del virus de la vaccinia. Alternativamente, se puede utilizar un promotor sintético, tal como los descritos 10 
en Chakrabarti et al (1997, Biotechniques 23, 1094-1097), Hammond et al (1997, J. Virological Methods 66, 135-138) 
y Kumar y Boyle (1990, Virology 179, 151-158) así como promotores quiméricos entre los promotores poxvíricos 
tempranos y tardíos. 
 
Los promotores inducibles se regulan mediante compuestos administrados de forma exógena, e incluyen, sin 15 
limitación, el promotor de la metalotioneína (MT) inducible por cinc  (Mc Ivor et al, 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), 
el promotor del virus del tumor mamario de ratón inducible por la dexametasona (Dex) (MMTV), el sistema promotor 
de la polimerasa de T7 (documento WO 98/10088), el promotor de la ecdisona de insecto (No et al, 1996, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 93, 3346-3351), el promotor represible por tetraciclina (Gossen et al, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89, 5547-5551), el promotor inducible por tetraciclina (Kim et al, 1995, J. Virol. 69, 2565-2573), el promotor 20 
inducible por RU486 (Wang et al, 1997, Nat. Biotech. 15, 239-243 y Wang et al, 1997, Gene Ther. 4, 432-441), el 
promotor inducible por rapamicina (Magari et al, 1997, J. Clin. Invest. 100, 2865-2872) y los promotores lac, TRP y 
TAC de E. coli. 
 
Las secuencias reguladoras que se utilizan en el contexto de la presente invención también pueden ser específicas 25 
de tejido para dirigir la expresión de las moléculas de ácido nucleico en tejidos específicos en los que se desea 
obtener un beneficio terapéutico. Los promotores adecuados se pueden tomar de genes que se expresan 
preferentemente en células tumorales. Dichos genes se pueden identificar, por ejemplo, por visualización e 
hibridación genómica comparativa (véase, por ejemplo, los documentos US nº 5.759.776 y nº 5.776.683). 
 30 
Los expertos en la materia apreciarán que los elementos reguladores que controlan la expresión de las moléculas de 
ácido nucleico comprendidas en el vector según la presente invención pueden comprender además elementos 
adicionales para la iniciación, la regulación y/o la terminación adecuadas de la transcripción (por ejemplo, las 
secuencias de terminación de la transcripción poliA), el transporte de ARNm (por ejemplo, secuencias de señal de 
localización nuclear), el procesamiento (por ejemplo, señales de corte y empalme), la estabilidad (por ejemplo, 35 
intrones y secuencias no codificantes 5’ y 3’), y la traducción (por ejemplo, secuencias líder tripartitas, sitios de unión 
de ribosomas, secuencias de Shine-Dalgamo, etc.) en la célula hospedadora o individuo. 
 
En otro aspecto, la presente invención da a conocer partículas víricas infecciosas que comprenden el vector descrito 
anteriormente. En la presente memoria no se pretende describir con detalle los diversos métodos conocidos para la 40 
producción de partículas víricas infecciosas. Habitualmente, dichas partículas víricas se producen por un proceso 
que comprende las etapas de (a) introducción del vector vírico en una línea celular apropiada, (b) cultivo de la línea 
celular en condiciones adecuadas para permitir la producción de dicha partícula vírica infecciosa, recuperación de la 
partícula vírica infecciosa producida a partir del cultivo de dicha línea celular y, opcionalmente, la purificación de 
dicha partícula vírica infecciosa recuperada. 45 
 
Habitualmente, cuando el vector vírico es defectuoso, las partículas infecciosas se producen en una línea celular de 
complementación o utilizando un virus auxiliar que proporciona en trans los genes víricos no funcionales. Por 
ejemplo, entre las líneas celulares adecuadas para complementar vectores adenovíricos con deleción de E1 se 
incluyen las células 293 (Graham et al, 1997, J. Gen. Virol. 36, 59-72), las células PER-C6 (Fallaux et al, 1998, 50 
Human Gene Ther. 9, 1909-1917) y las células HER96. Son células adecuadas para la propagación de vectores 
poxvíricos las células aviares, y preferentemente fibroblastos primarios de embrión de pollo (CEF) preparados a 
partir de embriones de pollo obtenidos en huevos fertilizados. Las células productoras se pueden cultivar en 
biorreactores de fermentación, matraces y placas de Petri convencionales, en condiciones de temperatura, pH y 
contenido de oxígeno apropiadas. 55 
 
Las partículas víricas infecciosas se pueden recuperar a partir del sobrenadante de cultivo o de las células tras la 
lisis. Se pueden purificar adicionalmente mediante técnicas estándar (cromatografía o ultracentrifugación tal como se 
describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/27677, WO 98/00524, WO 98/22588, WO 98/26048, WO 
00/40702, EP 1 016 700 y WO 00/50573). 60 
 
En otro aspecto, la presente invención da a conocer células hospedadoras que comprenden las moléculas de ácido 
nucleico, los vectores o las partículas víricas infecciosas descritos anteriormente. Tal como se utiliza en la presente 
memoria, el término “célula hospedadora” define cualquier célula que puede ser o ha sido receptora del vector o la 
partícula vírica infecciosa según la presente invención y la descendencia de la misma. Este término, que debe 65 
interpretarse en sentido amplio, incluye células aisladas, un grupo de células o una organización particular de 
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células, por ejemplo en un tejido u órgano. Dichas células pueden ser células primarias, transformadas o cultivadas. 
 
En el contexto de la presente invención, entre las células hospedadoras se incluyen células procarióticas (por 
ejemplo, Escherichia coli, Bacillus, Listeria), células eucarióticas inferiores, como levaduras (por ejemplo, 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe o Pichia pastoris) y otras células eucarióticas, tales como células 5 
de insecto, células vegetales y células eucarióticas superiores, con una preferencia especial por las células de 
mamífero (por ejemplo, células humanas o no humanas). Entre los ejemplos representativos de células 
hospedadoras adecuadas se incluyen, aunque sin limitarse a las mismas, células BHK (de riñón de cría de hámster), 
células MDCK (línea celular de riñón canino Madin-Darby), células CRFK (línea celular de riñón de gato Crandell), 
células CV-1 (línea celular de riñón de mono verde africano) células COS (por ejemplo, COS-7), células de ovario de 10 
hámster chino (CHO), células NIH/3T3 de ratón, células HeLa y células Vero. El término “célula hospedadora” 
también comprende células de complementación capaces de complementar, por lo menos, una función defectuosa 
de un vector de replicación deficiente según la presente invención (por ejemplo, un vector adenovírico), como los 
citados anteriormente. 
 15 
Las células hospedadoras se pueden utilizar para la producción recombinante de los polipéptidos codificados por las 
moléculas de ácido nucleico comprendidas en el vector o las partículas infecciosas según la presente invención. 
Dichas técnicas son bien conocidas en el sector técnico (véase, por ejemplo, Ausubel, Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley, 1987-2002, y la última edición de Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 20 
 
En otro aspecto, la presente invención da a conocer una composición que comprende las moléculas de ácido 
nucleico, el vector, la partícula vírica infecciosa o la célula hospedadora descritos anteriormente (también 
denominados el “agente activo” en la presente memoria) o cualquier combinación de los mismos. Ventajosamente, la 
composición es una composición farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del agente o 25 
agentes activos y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “vehículo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos 
y cada uno de los vehículos, disolventes, diluyentes, excipientes, adyuvantes, dispersantes, recubrimientos, agentes 
antibacterianos y antifúngicos, y agentes retardadores de la absorción, y similares, compatibles con la administración 30 
farmacéutica. Tal como se utiliza en la presente memoria, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una dosis 
suficiente para el alivio de uno o más síntomas normalmente asociados con el estado patológico que se desea tratar 
o prevenir en un individuo. Referido a un uso profiláctico, este término significa una dosis suficiente para prevenir o 
retrasar el establecimiento de un estado patológico en un individuo. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente 
eficaz podría ser la cantidad suficiente para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en el individuo tratado, o la 35 
cantidad suficiente para paliar, mejorar, estabilizar, revertir, ralentizar o retrasar la progresión del estado patológico 
(por ejemplo, la reducción del tamaño o la regresión de una lesión o tumor en un individuo, o la reversión de una 
infección vírica en un individuo infectado). 
 
Deseablemente, la composición según la presente invención comprende uno o más vehículos y/o diluyentes no 40 
tóxicos a la dosis y la concentración empleadas. Dichos vehículo y/o diluyente se seleccionan preferentemente entre 
los que se utilizan habitualmente para formular composiciones en forma de dosificación unitaria o multidosis para la 
administración sistémica o mucosa. Un vehículo adecuado puede ser un disolvente, un medio de dispersión que 
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol líquido y similares), un 
aceite vegetal, o mezclas adecuadas de los mismos. El diluyente es preferentemente isotónico, hipotónico o 45 
débilmente hipertónico, y tiene una fuerza iónica relativamente baja. Entre los ejemplos representativos de 
diluyentes adecuados se incluyen el agua estéril, una solución salina fisiológica (por ejemplo, cloruro de sodio), la 
solución de Ringer, la glucosa, soluciones de trehalosa o sacarosa, la solución de Hank y otras soluciones salinas 
acuosas fisiológicamente equilibradas (véase, por ejemplo, la última edición de Remington: The Science and 
Practice of Pharmacy, A. Gennaro, Lippincott, Williams&Wilkins). El pH de la composición según la presente 50 
invención se ajusta adecuadamente y se tampona con el fin de que sea apropiado para su utilización en seres 
humanos o animales, preferentemente a un pH fisiológico o ligeramente básico (entre aproximadamente 7,5 y 
aproximadamente 9, con una especial preferencia por un valor de aproximadamente 8 u 8,5). Entre los tampones 
adecuados se incluyen un tampón de fosfato (por ejemplo, PBS), un tampón de bicarbonato y/o un tampón Tris. 
 55 
La composición según la presente invención puede presentarse en diversas formas, por ejemplo, congelada, sólida 
(por ejemplo, en forma de polvo seco o liofilizada) o líquida (por ejemplo, acuosa). Una composición sólida del 
agente activo más cualquier ingrediente o ingredientes adicionales deseados se puede obtener a partir de una 
solución de la misma previamente filtrada en condiciones estériles y sometida a secado al vacío y liofilización. Si se 
desea, se puede almacenar en una ampolla estéril, lista para su reconstitución mediante la adición de un vehículo 60 
adecuado antes de su utilización. 
 
Una composición particularmente preferente (especialmente cuando el agente activo es un vector adenovírico) se 
formula en sacarosa 1 M, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, Tween 80 54 mg/l, Tris 10 mM, pH 8,5. Otra composición 
preferente se formula en manitol 10 mg/ml, HSA 1 mg/ml, Tris 20 mM, pH 7,2 y NaCl 150 mM. Dichas formulaciones 65 
son particularmente adecuadas para preservar la estabilidad de la composición según la presente invención durante 
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un período de por lo menos dos meses a una temperatura de congelación (por ejemplo, -70ºC, -40ºC, -20ºC) o de 
refrigeración (por ejemplo, 4ºC). 
 
La composición también puede contener uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables para proporcionar las 
propiedades farmacéuticas o farmacodinámicas deseables, incluidas, por ejemplo, la modificación o mantenimiento 5 
del pH, la osmolaridad, la viscosidad, la nitidez, el color, la esterilidad, la estabilidad, la liberación o la absorción en 
un individuo humano o animal Entre los ejemplos representativos de componentes estabilizantes se incluyen 
polisorbato 80, L-arginina, polivinilpirrolidona, trehalosa y polímeros tales como polietilenglicol, que se pueden utilizar 
para obtener propiedades deseables de solubilidad, estabilidad y semivida (Davis et al, 1978, Enzyme Eng. 4, 169-
173; Burnham et al, 1994, Am. J. Hosp. Pharm. 51, 210-218). Entre los agentes potenciadores de la viscosidad se 10 
incluyen la carboximetilcelulosa sódica, el sorbitol y el dextrano. La composición también puede contener sustancias 
conocidas en la técnica por potenciar la penetración o el transporte a través de una barrera mucosa o en un 
determinado órgano. Por ejemplo, una composición adecuada para la administración vaginal puede incluir 
eventualmente uno o más potenciadores de la absorción útiles para aumentar el tamaño de poro de las membranas 
mucosas. 15 
 
Además, la composición según la presente invención puede comprender uno o más adyuvantes adecuados para la 
administración sistémica o mucosa en los seres humanos. El término “adyuvante” se refiere a un compuesto que 
tiene la capacidad de mejorar la respuesta inmunitaria a un determinado antígeno. El adyuvante se puede 
administrar en el sitio del antígeno o cerca del mismo. La potenciación de la inmunidad humoral se manifiesta 20 
típicamente por un aumento significativo (habitualmente de más de 10 veces) del título de anticuerpos que 
responden al antígeno. La potenciación de la inmunidad celular se puede medir, por ejemplo, mediante un ensayo 
cutáneo positivo, un ensayo de linfocitos T citotóxicos o un ensayo ELISPOT para IFNg o IL-2. Preferentemente, el 
adyuvante que se utiliza en la presente invención es capaz de estimular la inmunidad frente al agente activo, 
especialmente a través de receptores de tipo Toll (TLR), tales como TLR-7, TLR-8 y TLR-9. Entre los ejemplos 25 
representativos de adyuvantes útiles se incluyen, sin limitación, alumbre, emulsión de aceite mineral, tal como el 
adyuvante completo o incompleto (IFA) de Freund, lipopolisacáridos o un derivado de los mismos (Ribi et al, 1986, 
Immunology and Immunopharmacology of Bacterial Endotoxins, Plenum Publ. Corp., Nueva York, pág. 407-19), 
saponinas tales como QS21 (Sumino et al, 1998, J.Virol. 72, 4931-9; WO 98/56415), compuestos de 
imidazoquinolina, tales como imiquimod (Suader, 2000, J. Am. Acad. Dermatol. 43, S6-S11), derivado de 1H-30 
imidazo(4,5-c)quinolon-4-amina (AldaraTM) y compuestos relacionados (Smorlesi, 2005, Gene Ther. 12, 1324-32), 
oligodesoxinucleótidos de tipo citosina-fosfato-guanosina, como CpG (Chu et al, 1997, J. Exp. Med. 186: 1623; Tritel 
et al, 2003, J. Immunol. 171: 2358-2547) y péptidos catiónicos, tales como IC-31 (Kritsch et al, 2005, J. Chromatogr. 
Anal. Technol. Biomed. Life Sci. 822, 263-70). 
 35 
La molécula de ácido nucleico, el vector, la partícula infecciosa o la composición según la presente invención se 
pueden administrar por diversos modos de administración, incluidas las administraciones sistémica, tópica y 
mucosa. La administración sistémica se puede llevar a cabo por cualquier medio, por ejemplo, por inyección 
subcutánea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intravascular e intraarterial. Las inyecciones 
pueden estar constituidas por jeringas y agujas convencionales, o por cualquier otro dispositivo adecuado disponible 40 
en la técnica. La administración mucosa se puede llevar a cabo por vía oral, nasal, intratraqueal, intrapulmonar, 
intravaginal o intrarrectal. La administración tópica se puede llevar a cabo por medios transdérmicos (por ejemplo, 
mediante parches y similares). La administración intramuscular o subcutánea es particularmente preferente con 
vectores víricos y partículas infecciosas como agentes activos. 
 45 
La dosificación apropiada puede variar en función de factores conocidos, tales como las características 
farmacodinámicas del agente activo concreto, la edad, salud y peso del individuo, el estado o estados patológicos 
que se van a tratar, la naturaleza y extensión de los síntomas, el tipo de tratamiento concurrente, la frecuencia del 
tratamiento, la necesidad de prevención o terapia y/o el efecto deseado. La dosis también se calculará en función de 
la vía de administración concreta seleccionada. El médico responsable podrá llevar a cabo de forma rutinaria el 50 
refinamiento de los cálculos necesarios para determinar la dosis adecuada para el tratamiento a la luz de las 
circunstancias relevantes. Como orientación general, la dosis adecuada para partículas adenovíricas varía de 
aproximadamente 105 a aproximadamente 1013 ui (unidades infecciosas), de manera deseable de aproximadamente 
107 a aproximadamente 1012 ui, y preferentemente de aproximadamente 108 a aproximadamente 1011 ui. La dosis 
adecuada para las partículas de virus de la vaccinia varía de aproximadamente 104 a aproximadamente 1010 ufp 55 
(unidades formadoras de placas), deseablemente de aproximadamente 105 a aproximadamente 109 ufp y 
preferentemente de aproximadamente 106 a aproximadamente 5 x 108 ufp. Los plásmidos de vector se pueden 
administrar en dosis comprendidas entre 10 µg y 20 mg, y preferentemente entre 100 µg y 2 mg. 
 
Además, la administración se puede llevar a cabo en una sola dosis o, alternativamente, en varias dosis según los 60 
protocolos, dosificaciones y regímenes estándar durante varias horas, días y/o semanas. Además, la administración 
se puede llevar a cabo por inyección intravenosa rápida o infusión continua. Por ejemplo, el individuo se puede 
tratar, por lo menos, con dos (por ejemplo, de 2 a 10) administraciones de la molécula de ácido nucleico, el vector, la 
partícula infecciosa o la composición descritos anteriormente. Preferentemente, se lleva a cabo una primera serie de 
administraciones de forma secuencial dentro de un período que varía de unos pocos días a 4 semanas, seguida de 65 
una segunda serie (por ejemplo, una o dos administraciones) administrada dentro de un período de entre uno y 6 
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meses después de la última administración de la primera serie. El período transcurrido entre cada una de las 
administraciones de la segunda serie puede ser de entre unos días y 4 semanas. En una forma de realización 
preferente, la primera serie de administraciones comprende tres administraciones secuenciales a intervalos 
semanales y la segunda serie comprende una administración dentro de los 4 a 6 meses posteriores a la primera 
serie. Como orientación general, en el caso del vector de MVA, la vía de administración precedente es la subcutánea 5 
con una dosis de partículas de MVA comprendida entre 106 y 5 x 108 ufp. 
 
La molécula de ácido nucleico, el vector, la partícula infecciosa, la célula hospedadora o la composición según la 
presente invención se pueden introducir en un individuo para tratar o prevenir diversos estados patológicos, incluidas 
enfermedades genéticas, enfermedades congénitas y enfermedades adquiridas. La presente invención también se 10 
refiere a la utilización de la molécula de ácido nucleico, el vector, la partícula infecciosa, la célula hospedadora o la 
composición según la presente invención para la preparación de un fármaco destinado al tratamiento o la prevención 
de dichos estados patológicos. Es particularmente adecuada para el tratamiento o la prevención de enfermedades 
infecciosas (por ejemplo, infecciones víricas y/o bacterianas), cánceres y enfermedades de inmunodeficiencia. Tal 
como se utiliza en la presente memoria, el término “cáncer” comprende cualquier enfermedad cancerosa que resulta 15 
de una proliferación celular no deseada, e incluye tumores difusos o localizados, metástasis, pólipos cancerosos y 
lesiones preneoplásicas (por ejemplo, las neoplasias). 
 
Las enfermedades infecciosas comprendidas en el contexto de la presente invención incluyen cualquier estado 
asociado con la infección por un microorganismo patógeno, tal como se ha descrito anteriormente. Entre los 20 
cánceres comprendidos en el contexto de la presente invención se incluyen, sin limitación, el glioblastoma, el 
sarcoma, el melanoma, el mastocitoma, el carcinoma, así como el cáncer de mama, el cáncer de próstata, el cáncer 
testicular, el cáncer de ovario, el cáncer de endometrio, el cáncer de cuello uterino (particularmente los asociados 
con una infección por el virus del papiloma), los cánceres de pulmón (por ejemplo, el carcinoma de células grandes, 
el carcinoma microcítico, el carcinoma de células escamosas y adenocarcinomas), el cáncer renal, el cáncer de 25 
vejiga, el cáncer de hígado, el cáncer de colon, el cáncer anal, el cáncer de páncreas, el cáncer de estómago, el 
cáncer gastrointestinal, el cáncer de la cavidad bucal, el cáncer de laringe, el cáncer de cerebro y del SNC, los 
cánceres de piel (por ejemplo, melanoma y no melanoma), los cánceres de la sangre (linfomas, leucemias, sobre 
todo si han formado una masa sólida), el cáncer de huesos, el retinoblastoma y el cáncer de tiroides. 
 30 
En una forma de realización preferente, la presente invención se utiliza para el tratamiento preventivo o curativo de 
una afección asociada con la infección por un virus del papiloma (especialmente un VPH HR), tal como una infección 
persistente o lesiones premalignas y malignas. El término “infección persistente” se refiere a la fase asintomática de 
la infección por el virus del papiloma en un individuo infectado en el que no se ha producido la erradicación del virus. 
Generalmente no se observan signos clínicos. Entre los ejemplos de lesiones premalignas se incluyen, sin limitación, 35 
una neoplasia intraepitelial de grado bajo, moderado o alto, que se puede detectar en diversos tejidos, tal como la 
NIC (neoplasia intraepitelial cervicouterina), la neoplasia intraepitelial vulvar (NIV), la neoplasia intraepitelial anal 
(NIA), la neoplasia intraepitelial peneana (NIP) y la neoplasia intraepitelial vaginal (NIVa). Entre los ejemplos de 
lesiones malignas se incluyen, sin limitación, el carcinoma de cuello uterino, el carcinoma anal, el cáncer vaginal, el 
cáncer de pene y el cáncer de boca. La molécula de ácido nucleico, el vector, la partícula infecciosa, la célula 40 
hospedadora o la composición según la presente invención que codifican polipéptidos del virus del papiloma están 
particularmente destinados al tratamiento de lesiones premalignas, especialmente lesiones de tipo NIC2/3, o 
lesiones malignas, especialmente de carcinoma de cuello uterino. En otra forma de realización, la presente invención 
también se puede utilizar para el tratamiento preventivo o curativo de una afección asociada con la infección por el 
virus de la hepatitis (por ejemplo, VHB o VHC), tal como una infección persistente, una hepatitis crónica o aguda o 45 
un cáncer de hígado. 
 
El agente activo se puede utilizar solo o, si se desea, junto con modalidades terapéuticas convencionales (por 
ejemplo, radiación, quimioterapia y/o cirugía). Las modalidades terapéuticas convencionales se aplican al individuo 
animal o humano de acuerdo con los protocolos estándar y utilizando agentes, dosis y regímenes estándar, y dichas 50 
modalidades se pueden aplicar antes, durante y/o después de la administración del agente o agentes activos según 
la presente invención. Por ejemplo, para el tratamiento de afecciones asociadas con la infección por VHC, el método 
o utilización según la presente invención se asocia preferentemente, por ejemplo, con inhibidores de la proteasa (por 
ejemplo, inhibidores de la serina proteasa tal como VX950, de Vertex), inhibidores de la polimerasa, inhibidores de la 
helicasa, antifibróticos, análogos de nucleósidos, agonistas de TLR, ARNip, oligonucleótidos antisentido, anticuerpos 55 
anti-VHC, moduladores inmunitarios, vacunas terapéuticas y agentes antitumorales utilizados convencionalmente en 
el tratamiento de los hepatocarcinomas asociados al VHC (por ejemplo, adriamicina o una mezcla de adriamicina, 
lipiodol y spongel administrada generalmente por quimioembolización en la arteria hepática). Una combinación 
particularmente adecuada incluye el tratamiento con IFN-α pegilado (IFN-α2a o IFN-α2b) y/o ribavirina, 
preferentemente por un período de entre 24 y 48 semanas antes de la administración del agente o agentes activos 60 
según la presente invención. Para el tratamiento de afecciones asociadas con la infección por el virus del papiloma, 
el método o la utilización según la presente invención se pueden asociar con procedimientos ablativos, tales como 
una escisión electroquirúrgica con asa. El método o utilización también se puede llevar a cabo junto con uno o más 
inmunoestimulantes, tales como citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21, IFNg) o productos génicos 
suicidas (por ejemplo, timidina cinasa de VHS-1 que se describe en Caruso et al, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 65 
90, 7024-28; o FCU-1, que se describe en el documento WO 99/54481), o uno o más vectores que expresan dicho 
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polipéptido o polipéptidos. 
 
En otra forma de realización, el método o utilización según la presente invención se lleva a cabo de acuerdo con una 
modalidad terapéutica de sensibilización y refuerzo que comprende administraciones secuenciales de una o más 
composiciones de sensibilización y una o más composiciones de refuerzo. Habitualmente, las composiciones de 5 
sensibilización y de refuerzo utilizan diferentes vehículos que comprenden o codifican, por lo menos, un dominio 
antigénico común. El método o utilización según la presente invención puede comprender entre una y diez 
administraciones de la composición de sensibilización, seguidas por entre una y diez administraciones de la 
composición de refuerzo. Deseablemente, los intervalos de inyección están comprendidos entre un día y doce 
meses. Una modalidad preferente incluye tres o cuatro administraciones secuenciales de la composición de 10 
sensibilización separadas de forma independiente por un período comprendido entre 3 y 10 días (por ejemplo, una 
semana), seguidas por una o dos administraciones de la dosis de refuerzo entre una y varias semanas después de 
la última administración de sensibilización. Por otra parte, las composiciones de sensibilización y refuerzo se pueden 
administrar en el mismo sitio o en sitios alternativos por la misma vía o por diferentes vías de administración. Por 
ejemplo, las composiciones a base de polipéptidos se pueden administrar por una vía mucosa, mientras que las 15 
composiciones a base de vectores preferentemente se inyectan, por ejemplo, por inyección subcutánea para un 
vector de MVA o por inyección intramuscular para un plásmido de ADN y para un vector adenovírico. El vector, la 
partícula infecciosa o la composición según la presente invención se pueden utilizar para sensibilizar o reforzar, o 
para sensibilizar y reforzar a la vez, la respuesta inmunitaria en el individuo tratado. En una forma de realización, la 
sensibilización se lleva a cabo con un vector plasmídico según la presente invención y el refuerzo se lleva a cabo 20 
con una partícula infecciosa del virus de la vaccinia según la presente invención. En otra forma de realización, la 
sensibilización se lleva a cabo con una partícula infecciosa adenovírica según la presente invención y el refuerzo se 
lleva a cabo con una partícula infecciosa del virus de la vaccinia según la presente invención. En otra forma de 
realización, la sensibilización se lleva a cabo con una partícula infecciosa del virus de la vaccinia según la presente 
invención y el refuerzo se lleva a cabo con una partícula infecciosa adenovírica según la presente invención. 25 
 
La presente invención se ha descrito de modo ilustrativo, y debe entenderse que la terminología utilizada pretende 
ser un conjunto de palabras descriptivas, más que limitativas. Naturalmente, es posible llevar a cabo muchas 
modificaciones y variaciones de la presente invención a partir de la descripción anterior. Por consiguiente, debe 
entenderse que, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la presente invención se puede poner en 30 
práctica de un modo diferente a lo descrito específicamente en la presente memoria. 
 
Todas las descripciones de patente, publicaciones y entradas de bases de datos citadas anteriormente se 
incorporan específicamente en la presente memoria como referencia en su totalidad, en la misma medida que si 
cada patente, publicación o entrada individuales estuvieran específica e individualmente indicadas para ser 35 
incorporadas como referencia. 
 
Leyendas de las figuras 
 
La figura 1 ilustra la alineación de secuencias (A) entre los 59 nucleótidos presentes (a) al final de las secuencias de 40 
E1 de VPH-16 nativas y (b) al inicio de las secuencias de E2 de VPH-16, y  (B) entre los 59 nucleótidos presentes 
(a) al final de las secuencias de E1 de VPH-16 nativas o al inicio de las secuencias de E2 de VPH-16 nativas, y (b) la 
SEC ID nº: 9. 
 
La figura 2 ilustra la alineación de secuencias (A) entre las secuencias que codifican el E6 de VPH-16 y VPH-18, y 45 
(B) entre las secuencias que codifican el E6 de VPH-16 y la SEC ID nº: 14. 
 
Los siguientes ejemplos son proporcionados para ilustrar la presente invención. 
 
Ejemplos 50 
 
Las construcciones que se describen a continuación se llevan a cabo según las técnicas generales de ingeniería 
genética y clonación molecular descritas con detalle en Maniatis et al (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) o según las recomendaciones del fabricante, cuando se utiliza 
un kit comercial. Las técnicas de amplificación de PCR son conocidas por el experto en la materia (véase, por 55 
ejemplo, PCR protocols -A guide to methods and applications, 1990, publicado por Innis, Gelfand, Sninsky y White, 
Academic Press). Los plásmidos recombinantes portadores del gen de resistencia a la ampicilina se replican en E. 
coli C600 (Stratagene), BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) y NM522 sobre agar o medio líquido 
suplementado con 100 µg/ml de antibiótico. Las construcciones de los virus de la vaccinia recombinantes se llevan a 
cabo según la tecnología convencional del sector, descrita en los documentos citados anteriormente y en Mackett et 60 
al (1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7415-7419) y Mackett et al (1984, J. Virol. 49, 857-864). El gen de selección 
gpt (xantina-guanina fosforribosiltransferasa) de E. coli (Falkner y Moss, 1988, J. Virol. 62, 1849-1854) se utiliza para 
facilitar la selección de los virus de la vaccinia recombinantes. 
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Ejemplo 1: Construcción de un vector de MVA que expre sa los genes de E1 y E2 de VPH-16 (MVATG17410)  
 
a) Construcción de un vector de MVA recombinante que codifica el gen de E2 de VPH-16 (MVATG17408)  
 
Clonación del gen de E2 de VPH-16 5 
 
Las secuencias de nucleótidos que codifican el E2 de VPH-16 se clonaron a partir del ADN genómico aislado de 
células CaSki (ATCC CRL-1550). El gen de E2 se amplificó utilizando los cebadores OTG16809 (SEC ID nº: 16) y 
OTG16810 (SEC ID nº: 17). El fragmento resultante se digirió con BamHI y EcoRI y se insertó en pGEX2T 
(Amersham Biosciences) restringido por las mismas enzimas, obteniéndose pTG17239. La secuenciación del gen de 10 
E2 clonado mostró cinco mutaciones en comparación con la secuencia prototípica de E2 de VPH16 (descrita en 
Genbank NC-01526). Dos mutaciones eran silenciosas, y las tres no silenciosas (T210I, S219P, K310T) se 
corrigieron utilizando el kit QuickChange Site Directed Mutagenesis (Stratagene), obteniéndose pTG17268. 
 
Modificación del polipéptido E2 de VPH-16 15 
 
Las secuencias de nucleótidos de E2 incorporadas a pTG17268 se modificaron mediante mutagénesis dirigida al 
sitio con el fin de generar una variante de E2 de VPH-16 (E39A y 173A) designada E2*. Más específicamente, la 
función de replicación del E2 se suprimió mediante la sustitución del residuo de Glu de la posición 39 por una Ala, y 
la función de transactivación mediante la sustitución del residuo de Ile de la posición 73 por una Ala. El plásmido 20 
pTG17318 resultante comprende las secuencias modificadas que codifican el E2* de VPH-16. 
 
El E2* de VPH-16 se modificó adicionalmente mediante la fusión en su extremo N-terminal a un péptido señal, y en 
su extremo carboxiterminal a una secuencia de anclaje a membrana derivada de la glucoproteína del virus de la 
rabia (cepa PG; Genbank ay009097) con el fin de dirigir la presentación del E2* de VPH-16 en las células 25 
hospedadoras expresoras en la superficie de la membrana plasmática. Las secuencias de nucleótidos (SEC ID nº: 
12) que codifican la variante de E2 deficiente de presentación membranaria, designadas SS-E2*-TMR, se volvieron 
a unir por triple PCR utilizando los siguientes cebadores: OTG17500 (SEC ID nº: 18), OTG17501 (SEC ID nº: 19), 
OTG17502 (SEC ID nº: 20), OTG17503 (SEC ID nº: 21), OTG17504 (SEC ID nº: 22) y OTG17505 (SEC ID nº: 23). 
La reensamblada se insertó en un vector derivado de pBS (Stratagene) para obtener pTG17360, y a continuación se 30 
clonó en un plásmido de transferencia de vaccinia posterior al promotor pH5R (Rosel et al, 1986, J. Virol. 60, 436-
449), obteniéndose pTG17408. 
 
El plásmido de transferencia está diseñado para permitir la inserción de la secuencia de nucleótidos que se pretende 
transferir por recombinación homóloga en la deleción III del genoma de MVA. Se origina a partir del plásmido pTG1E 35 
(descrito en Braun et al, 2000, Gene Ther. 7, 1447-57) en el que se clonaron las secuencias flanqueantes (BRG3 y 
BRD3) que rodean la deleción III de MVA, que a su vez se obtuvieron por PCR a partir de ADN de MVATGN33.1 
(Sutter y Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10847-51). El plásmido de transferencia también contiene una 
fusión entre la proteína verde fluorescente mejorada de Aequorea victoria (gen eGFP, aislado a partir de pEGP-C1, 
Clontech) y el gen de xantina-guanina fosforribosiltransferasa de Escherichia coli (gen gpt) bajo el control del 40 
promotor sintético temprano tardío del virus de la vaccinia p11K7.5 (proporcionado amablemente por R. Wittek, 
Universidad de Lausana). La síntesis de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa permite que el MVA 
recombinante GPT+ forme placas en un medio selectivo que contiene ácido micofenólico, xantina e hipoxantina 
(Falkner et al, 1988, J. Virol. 62, 1849-54) y eGFP permite la visualización de las placas de MVA recombinante. El 
marcador de selección eGPP-GPT se coloca entre dos secuencias homólogas en la misma orientación. Cuando se 45 
alcanza la selección de clones, el marcador de selección se elimina fácilmente mediante varios pases sin selección, 
permitiendo el crecimiento de MVA recombinante de eGPP-GPT. 
 
Construcción de un MVA recombinante que expresa el gen SS-E2*-TMR de VPH-16 
 50 
La generación del virus MVATG17408 se llevó a cabo mediante la recombinación homóloga en fibroblastos 
primarios de embrión de pollo (CEF) infectados con MVATGN33.1 (a una MOI de 0,1 ufp/célula) y transfectados con 
pTG17408 (según la precipitación estándar de ADN con fosfato de calcio). La selección vírica se llevó a cabo por 
tres rondas de purificación en placa en presencia de un medio selectivo que contenía ácido micofenólico, xantina e 
hipoxantina. Tal como se ha mencionado anteriormente, a continuación se eliminó el marcador de selección por 55 
pase en un medio no selectivo. La ausencia de contaminación por MVA parental se verificó por PCR. 
 
El análisis de la expresión de E2 se realizó por transferencia Western. Se infectaron CEF a una MOI de 0,2 con 
MVATG17408 y tras 24 horas se recolectaron las células. El análisis por transferencia Western se realizó utilizando 
anticuerpo TVG271 monoclonal anti-E2 comercial (Abcam). Se detectó la expresión de una proteína con un peso 60 
molecular aparente de 55 kDa, mientras que el peso molecular teórico de E2*-TMR es de 48,9 kDa. Tras el 
tratamiento de los extractos celulares con endoglicosidasa F, se observó una reducción del tamaño de la proteína 
recombinante, lo que sugiere que el polipéptido E2*-TMR expresado a partir de MVATG17408 está glicosilado en N. 
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b) Construcción de un MVA recombinante que codifica un gen de E1 de VPH-16 degenerado en la porción que se 
solapa con el gen E2 de VPH-16 (MVATG17409) 
 
Las secuencias de nucleótidos que codifican el polipéptido E1 de VPH-16 se clonaron a partir del ADN de células 
CaSki (ATCC CRL-1550). Más específicamente, el gen de E1 se amplificó en dos partes E1a (nt 1 a 1.102) y E1b (nt 5 
1.001 a 1.950). Se utilizaron los cebadores OTG16811 (SEC ID nº: 24) y OTG16814 (SEC ID nº: 25) para amplificar 
el fragmento E1a, que se digirió con BamHI y EcoRI y se insertó en pGEX2T restringido por las mismas enzimas, 
obteniéndose pTG17240. El fragmento E1b se generó utilizando OTG16813 (SEC ID nº: 26) y OTG16812 (SEC ID 
nº: 27) y se digirió con BamHI y EcoRI antes insertarse en pGEX2T, obteniéndose pTG17241. La secuenciación 
mostró 4 mutaciones en comparación con la secuencia prototípica de E1 de VPH-16 (descrito en Genbank NC-10 
01526). Una mutación era silenciosa, y las tres mutaciones no silenciosas presentes en E1a (K130Q, N185T y 
T220S) se corrigieron por mutagénesis dirigida al sitio. A continuación, el gen de E1 completo se reensambló por 
clonación del fragmento E1a corregido en pTG17241 digerido por BsrGI y EcoRI. El plásmido resultante se 
denominó pTG17289. 
 15 
En el genoma de VPH-16, los 59 últimos nucleótidos del gen de E1 son idénticos a los 59 primeros nucleótidos del 
gen de E2. Con el fin de evitar el problema de la inestabilidad durante las etapas de producción de un vector de MVA 
que codifica los polipéptidos E1 y E2, esta porción de las secuencias que codifican el E1 se modificó mediante 
modificaciones del uso de codones a fin de disminuir la homología de secuencia con respecto a la secuencia que 
codifica el E2. La secuencia degenerada (SEC ID nº: 9) se obtuvo por amplificación del extremo 3’ del gen de E1 20 
utilizando los cebadores degenerados OTG17408 (SEC ID nº: 28) y OTG17409 (SEC ID nº: 29). El fragmento 
amplificado se digirió con NsiI y BglII y se insertó en pTG17289 restringido por las mismas enzimas, obteniéndose 
pTG17340. 
 
Las secuencias de E1 degeneradas de VPH-16 también se mutaron por mutagénesis dirigida al sitio con el fin de 25 
suprimir la función de replicación del polipéptido E1 codificado mediante la sustitución del residuo de Gly de la 
posición 482 del E1 de VPH-16 por un residuo de Asp (G482D; también designado E1* en la presente memoria), 
obteniéndose pTG17373. 
 
Las secuencias E1deg* de VPH-16 también se modificaron con el fin de dirigir la expresión del polipéptido codificado 30 
a la superficie de la membrana plasmática de la célula mediante fusión con los péptidos señal y de anclaje a 
membrana derivados de la glucoproteína del virus de la rabia (cepa ERA; descrita en Genbank N º M38452). La 
secuencia SS-E1deg*-TMR (SEC ID nº: 10) se reconstituyó por triple PCR utilizando los cebadores OTG17560 (SEC 
ID nº: 30), OTG17561 (SEC ID nº: 31), OTG17562 (SEC ID nº: 32), OTG17563 (SEC ID nº: 33), OTG17564 (SEC ID 
nº: 34) y OTG17565 (SEC ID nº: 35). El fragmento resultante se insertó en un vector derivado de pBS (Stratagene), 35 
obteniéndose pTG17404. A continuación, la secuencia SS-E1deg*-TMR se clonó en el plásmido de transferencia de 
vaccinia posterior al promotor p7.5K (Cochran et al, 1985, J. Virol. 54, 30-7), obteniéndose pTG17409. 
 
La generación de virus MVATG17409 se llevó a cabo en CEF mediante recombinación homóloga, tal como se ha 
descrito anteriormente. 40 
 
c) Construcción de un vector de MVA recombinante que codifica los genes de E1 y E2 de VPH-16 (MVATG17410) 
 
La secuencia SS-E1deg*-TMR controlada por el promotor p7.5K se aisló a partir de pTG17409 y se insertó en 
pTG17408, obteniéndose pTG17410. 45 
 
La generación de virus MVATG17410 se llevó a cabo en CEF mediante recombinación homóloga, tal como se ha 
descrito anteriormente. 
 
Ejemplo 2: Construcción de un vector de MVA que codif ica los genes de E1 y E2 de VPH-18 (MVATG17582) 50 
 
Los genes E1 y E2 de VPH-18 se reconstituyeron como genes sintéticos y los oligonucleótidos se diseñaron con el 
fin de (i) reducir el porcentaje de homología entre las porciones homólogas compartidas por las secuencias de VPH-
16 y VPH-18 nativas a menos del 75% (se alinearon las secuencias de los genes de E1 y E2 VPH-16 y VPH-18 y los 
oligonucleótidos se diseñaron con el fin de reducir la homología a menos de 5 nucleótidos consecutivos), (ii) reducir 55 
la homología a menos del 75% entre la porción de 59 nucleótidos presente en el extremo 3’ de la secuencia de E1 
de VPH-18 nativa y en el extremo 5’ de la secuencia de E2 de VPH-18, y (iii) introducir las mutaciones que eliminan 
las funciones enzimáticas del producto génico de E1 y E2 de VPH-18 (E1: G489D, E2: E43A y I77A). 
 
La secuencia degE1* de VPH-18 se reconstituyó mediante el ensamblaje de 50 oligonucleótidos y se clonó en un 60 
vector pBS, obteniéndose pTG17473. A continuación, la secuencia de E1 se fusionó a las secuencias de 
señalización de clones de la proteína F del virus del sarampión (SS-18E1deg*-TMF) mediante una triple PCR 
utilizando los cebadores OTG15315 (SEC ID nº: 36), OTG17881 (SEC ID nº: 37), OTG17882 (SEC ID nº: 38), 
OTG17883 (SEC ID nº: 39), OTG17884 (SEC ID nº: 40) y OTG17885 (SEC ID nº: 41). El fragmento resultante (SEC 
ID nº: 11) se clonó en un vector de transferencia de MVA bajo el control del promotor p7.5K, obteniéndose 65 
pTG17521. 
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La secuencia degE2* de VPH-18 se reconstituyó mediante el ensamblaje de 26 oligonucleótidos y se clonó en un 
vector pBS, obteniéndose pTG17498. La fusión con los péptidos señal y de anclaje a membrana de la glucoproteína 
del virus de la rabia (cepa ERA; Genbank Nº M38452) se llevó a cabo por triple PCR utilizando los cebadores 
OTG17875 (SEC ID nº: 42), OTG17876 (SEC ID nº: 43), OTG17877 (SEC ID nº: 44), OTG17878 (SEC ID nº: 45), 5 
OTG17879 (SEC ID nº: 46) y OTG17880 (SEC ID nº: 47). El casete SS-18E2*-TMR se insertó en el plásmido de 
transferencia de MVA posterior al promotor pH5R, obteniéndose pTG17552. Por último, el casete p7.5K-SS-E1deg*-
TMF se aisló a partir de pTG17521 y se insertó en pTG17552, obteniéndose pTG17582. 
 
La generación de MVATG17521, MVATG17552 y MVATG17582 recombinantes se llevó a cabo tal como se ha 10 
descrito anteriormente. 
 
Ejemplo 3: Construcción de un vector de MVA multivale nte que expresa los genes de E1 y E2 de VPH-16 y 
VPH-18 (MVATG17583) 
 15 
El casete p7.5K-SS-18E1deg*-TMF y el casete pH5R-SS-18E2*-TMR se introdujeron en pTG17410 (que contenía el 
casete p7.5K-SS-16E1deg*-TMR y el pH5R-SS-16E2*-TMR) y el plásmido de transferencia resultante se denominó 
pTG17583. La generación de MVATG17583 se llevó a cabo como se ha descrito anteriormente. 
 
Ejemplo 4: Construcción de un virus recombinante mul tivalente que expresa los genes de E6 y E7 de VPH-16 20 
y VPH-18 
 
El MVATG16327 es un virus MVA recombinante que expresa variantes de anclaje membranario y no oncogénicas 
de los polipéptidos E6 y E7 de VPH-16 y VPH-18. Las secuencias de nucleótidos de E6 y E7 se mutaron a fin de 
eliminar sus propiedades oncogénicas (E6* y E7*) y se fusionaron a secuencias que codificaban péptidos señal y de 25 
anclaje membranario adecuados (E6*tm, E7*tm). Más específicamente, el polipéptido E7* de VPH-18 se fusionó 
respectivamente en sus extremos N y C con los péptidos señal y de anclaje membranario de la glucoproteína F del 
virus del sarampión, mientras que el E6* de VPH-16, el E7* de VPH-16 y el E6* de VPH-18 se fusionaron con 
péptidos señal y de anclaje membranario derivados de los de la glucoproteína del virus de la rabia. Por otra parte, 
las secuencias de nucleótidos E6 y E7 de VPH-18 se modificaron adicionalmente por modificación del uso de 30 
codones a fin de disminuir la homología con sus equivalentes de VPH-16. Con este propósito, se alinearon las 
secuencias de los genes de VPH-16 y VPH-18 nativos y se llevó a cabo una degeneración de codones a fin de 
reducir la homología a menos de 5 nucleótidos consecutivos. En el vector, las secuencias de E6 de VPH-16 y VPH-
18 se disponen bajo el control del promotor p7.5K en orientación opuesta entre sí, mientras que las secuencias de 
E7 de VPH-16 y VPH-18 están dirigidas por el promotor H5R y todos los casetes de expresión se insertan en la 35 
región de escisión III del genoma de MVA. 
 
a) Construcción del casete de expresión E7*tm de VPH-16 
 
El gen de E7 de VPH-16 se aisló a partir de células Caski y se modificó con el fin de que codificara un polipéptido E7 40 
no oncogénico y de presentación membranaria (16E7*tmR), tal como se describe en el documento WO 99/03885. 
Se llevaron a cabo mutaciones no oncogénicas mediante la deleción de los residuos de aminoácidos 21-26 
(∆DLYCYE) y la presentación membranaria por fusión de la secuencia mutada E7*, respectivamente, en sus 
extremos 5’ y 3’ con las secuencias que codifican los péptidos señal y de anclaje membranario clonados a partir de 
la glucoproteína del virus de la rabia (cepa ERA; Genbank, número de acceso M38452). La secuencia resultante se 45 
clonó bajo el control del promotor temprano-tardío pH5R (Rosel et al, 1986. J. Virol. 60, 436-9) y el casete se 
introdujo en un vector derivado de pBS, obteniéndose pTG16161. 
 
b) Clonación de los casetes de expresión E6*tm de VPH-16 y E6*tm de VPH-18 
 50 
El gen de E6 de VPH-16 se aisló y modificó con el fin de que codificara un polipéptido E6 no oncogénico y de 
presentación membranaria, tal como se describe en el documento WO 99/03885. Se llevaron a cabo mutaciones no 
oncogénicas mediante la deleción de los residuos de aminoácidos 118 a 122 (∆CPEEK) y la presentación 
membranaria por fusión de la secuencia mutada E6*, respectivamente, en sus extremos 5’ y 3’ con las secuencias 
que codifican los péptidos señal y de anclaje membranario derivados de la glucoproteína del virus de la rabia (cepa 55 
PG; Genbank, número de acceso ay009097). Esto se realizó mediante la inserción de la secuencia E6* mutada en 
un vector que contenía la secuencia del péptido señal y la secuencia del péptido de anclaje membranario separadas 
por un sitio BamHI, obteniéndose pTG16097. 
 
Se generó una secuencia E6 de VPH-18 sintética mediante el ensamblaje de los oligonucleótidos OTG15174 (SEC 60 
ID nº: 48), OTG15175 (SEC ID nº: 49), OTG15176 (SEC ID nº: 50), OTG15177 (SEC ID nº: 51), OTG15178 (SEC ID 
nº: 52), OTG15179 (SEC ID nº: 53), OTG15180 (SEC ID nº: 54) y OTG15181 (SEC ID nº: 55). Los oligonucleótidos 
se diseñaron con el fin de introducir la deleción de codones que codifican los residuos de aminoácidos 113 a 117 
(mutación no oncogénica ∆NPAEK) y para degenerar el uso de codones con el fin de reducir la homología con el 
gen de E6 de VPH-16 (secuencia degenerada). A continuación, la secuencia sintética resultante se fusionó 65 
respectivamente en sus extremos 5’ y 3’ con las secuencias que codifican los péptidos señal y de anclaje 
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membranario derivados del gen de la glucoproteína del virus de la rabia, a fin de obtener la secuencia indicada en la 
SEC ID nº: 14, obteniéndose pTG16160. Las secuencias E6*tmR de VPH-16 y degE6*tmR de VPH-18 se insertaron 
en orientación opuesta, cada una de ellas bajo el control del promotor p7.5K. A continuación, se introdujeron los 
casetes en pTG16161 para generar pTG16215. 
 5 
c) Clonación del casete de expresión E7*tmF de VPH-18 
 
Se generó una secuencia E7 de VPH-18 sintética mediante el ensamblaje de los oligonucleótidos OTG14773 (SEC 
ID nº: 56), OTG14774 (SEC ID nº: 57), OTG14775 (SEC ID nº: 58), OTG14776 (SEC ID nº: 59), OTG14777 (SEC ID 
nº: 60) y OTG14778 (SEC ID nº: 61). Los oligonucleótidos se diseñaron con el fin de introducir la deleción de 10 
codones que codifican los residuos de aminoácidos 24 a 28 (mutación no oncogénica ∆DLLCH) y para degenerar el 
uso de codones con el fin de reducir la homología con el gen de E7 de VPH-16 (secuencia degenerada). A 
continuación, la secuencia sintética resultante se fusionó en sus extremos 5’ y 3’, respectivamente, con las 
secuencias codificantes de los péptidos señal y de anclaje membranario clonados a partir de la proteína F del virus 
del sarampión (descrita en el documento EP 0 305 229). La secuencia resultante (SEC ID nº: 15) se clonó bajo el 15 
control del promotor pH5R y el casete se introdujo en un vector derivado de pBS para generar pTG16015. 
 
d) Construcción del plásmido de transferencia pTG16327 
 
El plásmido de transferencia pTG6019 (descrito en el ejemplo 2 del documento WO 99/03885) contiene secuencias 20 
homólogas que flanquean la deleción III de MVA. Se modificó como se describe a continuación. Se introdujo un 
policonector sintético, obtenido por hibridación de los cebadores OTG15040 (SEC ID nº: 62) y OTG15041 (SEC ID 
nº: 63), en pTG6019 digerido por BamHI y SacI, obteniéndose pTG16007. Se aisló un fragmento SacI-SacI que 
contenía el casete de expresión que codifica gpt de E. coli bajo el control del promotor temprano-tardío pH5R a partir 
de pTG14033 (descrito en el ejemplo 2 del documento EP 1 146 125) y se introdujo en pTG16007 digerido por SacI, 25 
obteniéndose pTG16093. La síntesis de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa permite que el MVA 
recombinante GPT+ forme placas en un medio selectivo que contiene ácido micofenólico, xantina e hipoxantina 
(Falkner et al, 1988. J. Virol. 62, 1849-54). El marcador de selección GPT se coloca entre dos secuencias 
homólogas en la misma orientación. Cuando se alcanza la selección de clones, el marcador de selección se elimina 
fácilmente mediante varios pases sin selección, permitiendo el crecimiento de MVA recombinante de GPT. 30 
 
Se aisló un fragmento HindIII-SmaI que contenía el casete de expresión degE7*TMF de VPH-18 a partir de 
pTG16015 y se introdujo en pTG16093 digerido por las mismas enzimas, obteniéndose pTG16105. Por otro lado, se 
digirió pTG16215 con SalI y EcoRI, se trató con ADN-polimerasa de T4 y el fragmento resultante que contenía los 
casetes de expresión E7*tmR de VPH-16, E6*tmR de VPH-16 y degE6*tMR de VPH-18 se introdujo en pTG16105 35 
digerido por SmaI, obteniéndose pTG16327 (figura 2). 
 
e) Generación de MVATG16327 
 
La generación de MVATG16327 se llevó a cabo por recombinación homóloga en fibroblastos primarios de embrión 40 
de pollo (CEF). Con este propósito, se transfectó pTG16327 según la precipitación estándar de ADN con fosfato de 
calcio sobre CEF previamente infectados con MVATGN33.1 a una MOI de 0,1 ufp/célula. La selección vírica se llevó 
a cabo por tres rondas de purificación en placa sobre CEF en presencia de un medio selectivo que contenía ácido 
micofenólico, xantina e hipoxantina. A continuación se eliminó el marcador de selección por pase en un medio no 
selectivo. La ausencia de contaminación por MVA parental se verificó por PCR. 45 
 
El análisis de la expresión génica se realizó por transferencia Western. Se infectaron CEF a una MOI de 0,2 con 
MVATG16327 y tras 24 horas se recolectaron las células. El análisis por transferencia Western se llevó a cabo 
utilizando anticuerpos policlonales de conejo contra las proteínas E6 y E7 de VPH-16 y VPH-18, respectivamente. 
Los resultados muestran que todos los polipéptidos de VPH estaban correctamente expresados a partir de 50 
MVATG16327. 
 
f) Estudio de la estabilidad genética de MVATG16327 
 
Se llevaron a cabo cinco pases de MVATG16327 sobre CEF infectados a una MOI de 10-2 ufp/célula y 10-4 ufp/cell. 55 
La estabilidad genética se evaluó en 100 clones víricos aislados a partir del quinto pase de la reserva de 
investigación. Se utilizaron dos métodos: amplificación por PCR para determinar la estructura de los casetes de 
expresión y detección de antígenos por transferencia Western. Los resultados del análisis por PCR mostraron que el 
99% de los clones contenía los casetes de expresión de interés. La inmunedetección puso de manifiesto que el 97% 
de los clones expresaban los cuatro antígenos: los polipéptidos E6*tm y E7*tm de VPH-16 y VPH-18. 60 
 
Estos análisis mostraron que el 97% de los clones derivados de MVATG16327 se conformaron después de cinco 
pases, lo que indica una buena estabilidad genética de este constructo. 
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Ejemplo 5: Construcción de un vector de MVA multivale nte que expresa los genes de E2 de VPH-16, VPH-18, 
VPH-33 y VPH-52. 
 
Geneart (Regensburg, Alemania) sintetizó un gen sintético que codifica el polipéptido E2 de VPH-33. La secuencia 
sintética se diseñó a fin de (i) reducir el porcentaje de homología a menos del 75% con los genes de E2 de VPH-16, 5 
VPH-18 y VPH-52 (si es posible, las porciones homólogas se reducen a menos de 6 nucleótidos consecutivos), y (ii) 
introducir las mutaciones que eliminan las funciones enzimáticas del producto génico de VPH-33 (E39A y I73A). 
 
A continuación, la secuencia de degE2* de VPH-33 se fusionó con la secuencia de nucleótidos que codifica los 
péptidos señal y de anclaje membranario de la glucoproteína del virus de la rabia (cepa ERA, Genbank Nº M38452). 10 
Esto se llevó a cabo por triple PCR utilizando los cebadores OTG18962 (SEC ID nº: 72), OTG18963 (SEC ID nº: 73), 
OTG18964 (SEC ID nº: 74), OTG18965 (SEC ID nº: 75), OTG18966 (SEC ID nº: 76) y OTG18967 (SEC ID nº: 77). 
El fragmento resultante (SEC ID nº: 67) que codifica el polipéptido SS-33degE2*-TMR se clonó en un vector de 
transferencia de MVA bajo el control del promotor p7.5K, y se generaron partículas víricas tal como se ha descrito 
anteriormente. 15 
 
Geneart (Regensburg, Alemania) sintetizó un gen sintético que codifica el polipéptido E2 de VPH-52. La secuencia 
sintética se diseñó a fin de (i) reducir el porcentaje de homología a menos del 75% con los genes de E2 de VPH-16, 
VPH-18 y VPH-33 (preferentemente, las porciones homólogas se reducen a menos de 6 nucleótidos consecutivos), 
y (ii) introducir las mutaciones que eliminan las funciones enzimáticas del producto génico de VPH-52 (E39A y I73A). 20 
 
A continuación, la secuencia de E2*deg de VPH-52 se fusionó con secuencias de nucleótidos que codifican los 
péptidos señal y de anclaje membranario de la proteína F del virus del sarampión (obteniéndose SS-52E2*deg-TMF) 
mediante una triple PCR utilizando los cebadores OTG18968 (SEC ID nº: 78), OTG18969 (SEC ID nº: 79), 
OTG18970 (SEC ID nº: 80), OTG18971 (SEC ID nº: 81), OTG18972 (SEC ID nº: 82) y OTG18973 (SEC ID nº: 83). 25 
 
El fragmento resultante (SEC ID nº: 69) que codifica el polipéptido SS-52E2*deg-TMF se insertó en un vector de 
transferencia de MVA posterior al promotor p7.5K, y se generaron partículas víricas tal como se ha descrito 
anteriormente. 
 30 
Se introdujeron el casete pH5R-SS-18E2*-TMR que codifica el polipéptido E2 de VPH-18 de presentación 
membranaria y enzimáticamente deficiente (aislado a partir de pTG17552), el casete p7.5-SS-33degE2*-TMR que 
codifica el polipéptido E2 de VPH-33 de presentación membranaria y enzimáticamente deficiente y el casete p7.5-
SS-52degE2*-TMF que codifica el polipéptido E2 de VPH-52 de presentación membranaria y enzimáticamente 
deficiente se introdujeron en pTG17408 (que contenía el casete pH5R-SS-16E2*-TMR), y se generaron partículas 35 
víricas tal como se ha descrito anteriormente. 
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<210> 17 
<211> 49 30 
<212> ADN 
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<400> 18 
 
aaacccggat ccatggtacc acaagcgctg tta  33 
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<210> 19 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Cebador para reensamblar la secuencia SS-E2 muté-TMR de VPH-16 
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<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador para aislar la secuencia de E1 de VPH-16 a partir de células CaSki 
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 35 
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<223> Cebador para generar la secuencia de E1 de VPH-16 degenerada 
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 35 
<220> 
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<210> 35 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
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<220> 
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<211> 79 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<223> Cebador de sentido inverso oTG14778 para reconstituir la secuencia que codifica E7*deg de VPH-18 
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<223> policonector de cebador de sentido directo 
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<223> Variante de E6 no oncogénica y presentada en membrana de VPH-16 (SS-16E6*-TMF) 
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<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 (secuencia degenerada) 
 
<400> 66  
 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 defectuoso en la replicación y 15 

presentado en la membrana (SS-33E2*-TMR) (secuencia degenerada) 
 
<400> 67  
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<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido E2 de VPH-52 defectuoso en la replicación (52degE2*) 

(secuencia degenerada) 
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presentado en la membrana (SS-52E2*-TMF) (secuencia degenerada) 
 
<400> 69  
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<220> 
<223> Polipéptido E2 de VPH-33 defectuoso en la replicación y presentado en la membrana (SS-33E2*-TMR) 
 
<400> 70  25 
 

 

E08708348
25-06-2013ES 2 416 361 T3

 



 

 50 

 
 
<210> 71 
<211> 457 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Polipéptido E2 de VPH-52 defectuoso en la replicación y presentado en la membrana (SS-52E2*-TMF) 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18962 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 
 10 
<400> 72 
 
cccaaaggat ccaccatggt accgcaagcc ctgcta  36 
 
<210> 73 15 
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<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador oTG18963 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 
 
<400> 73 
 
ttcccctctg tttcggtaag tttcctatag aggaaatatc agcacgcttg aa  52 10 
 
<210> 74 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18964 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 
 
<400> 74 20 
 
ttcaagcgtg ctgatatttc ctctatagga aacttaccga aacagagggg aa  52 
 
<210> 75 
<211> 49 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18965 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 30 
 
<400> 75 
 
gataagtacc ggattcatga ccttatacgt actgctatcg gcaggcacg  49 
 35 
<210> 76 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador oTG18966 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 
 
<400> 76 
 45 
cgtgcctgcc gatagcagta cgtataaggt catgaatccg gtacttatc  49 
 
<210> 77 
<211> 56 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18967 para reconstituir la secuencia que codifica SS-33E2*TMR 
 55 
 
<400> 77 
 
aaaaccccgc atgcgcggcc gcaagctatc acaggcgggt ctctccacct gatttg  56 
 60 
<210> 78 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 65 
<220> 
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<223> Cebador oTG18968 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 
 
<400> 78 
 
aaacccgaga tctaccatgg gtctcaaggt gaacgtc  37 5 
 
<210> 79 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18969 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 
 
<400> 79 15 
 
cccaccggtc aaatccattg gggcgaatcg ataccggcac ggttaa  46 
 
<210> 80 
<211> 46 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18970 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 25 
 
<400> 80 
 
ttaaccgtgc cggtatcgat tcgccccaat ggatttgacc ggtggg  46 
 30 
<210> 81 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador oTG18971 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 
 
<400> 81 
 40 
gttatacaag gtgtcatgtc attgggttta tcgagcacta gca  43 
 
<210> 82 
<211> 43 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18972 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 
 50 
<400> 82 
tgctagtgct cgataaaccc aatgacatga caccttgtat aac  43 
 
<210> 83 
<211> 53 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oTG18973 para reconstituir la secuencia que codifica SS-52E2*-TMF 60 
 
<400> 83 
 
aagcttgcta gccaccggtg gggccgcggc cgctcagagc gaccttacat agg  53 
 65 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Vector que comprende por lo menos una primera molécula de ácido nucleico que codifica un primer polipéptido y 
una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un segundo polipéptido, en el que:  
 5 

- dichas primera y segunda moléculas de ácido nucleico se obtienen respectivamente a partir de una primera y 
una segunda secuencias de ácido nucleico nativo que presentan un porcentaje de homología de 
aproximadamente 80% o superior a 80% en una porción de 40 o más nucleótidos continuos, y  

 
- dicha primera molécula de ácido nucleico y/o dicha segunda molécula de ácido nucleico comprendidas en el 10 

vector se modifican a fin de reducir dicho porcentaje de homología a menos de 75%; y  
 
en el que dicha primera molécula de ácido nucleico y dicha segunda molécula de ácido nucleico codifican por lo 
menos el mismo polipéptido obtenido a partir de serotipos de VPH estrechamente relacionados. 
 15 
2. Vector según la reivindicación 1, en el que el patrón de uso de codones de la primera molécula de ácido nucleico 
o de la segunda molécula de ácido nucleico, o de la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico se modifica 
por lo menos en dicha(s) porción/porciones homóloga(s) de 40 o más nucleótidos continuos con el fin de reducir el 
porcentaje de homología a menos de 75%. 
 20 
3. Vector según la reivindicación 2, en el que el patrón de uso de codones se modifica en el nivel de los nucleótidos 
y dichas modificaciones son silenciosas en el nivel de los aminoácidos. 
 
4. Vector según la reivindicación 2 o 3, en el que el patrón de uso de codones se modifica de tal manera que las 
porciones homólogas entre la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico se limitan a menos de 8, 25 
preferentemente menos de 5, nucleótidos consecutivos. 
 
5. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector es un vector adenovírico, 
preferentemente un vector adenovírico defectuoso en la replicación. 
 30 
6. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector es un vector poxvírico, 
preferentemente obtenido a partir de un virus de la vaccinia seleccionado de entre el grupo constituido por la cepa 
Copenhagen, la cepa Wyeth, NYVAC y la cepa Ankara modificada (MVA) altamente atenuada. 
 
7. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la primera y la segunda moléculas de ácido 35 
nucleico se obtienen de manera independiente a partir de un virus del papiloma de alto riesgo seleccionado de entre 
el grupo constituido por VPH-16, VPH-18, VPH-30, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, 
VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68, VPH-70 y VPH-85. 
 
8. Vector según la reivindicación 7, en el que la primera y la segunda moléculas de ácido nucleico codifican un 40 
polipéptido precoz del virus del papiloma seleccionado de entre el grupo constituido por E1, E2, E6 y E7. 
 
9. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho mismo polipéptido obtenido a partir de 
organismos estrechamente relacionados es un polipéptido E2. 
 45 
10. Vector según la reivindicación 9, en el que los serotipos de VPH estrechamente relacionados son VPH-16, VPH-
18, VPH-33 y/o VPH-52. 
 
11. Vector según la reivindicación 10, en el que dicho vector comprende una primera molécula de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido E2 de VPH-16, una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de 50 
VPH-18, una tercera molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-33 y una cuarta molécula de 
ácido nucleico que codifica un polipéptido E2 de VPH-52. 
 
12. Vector según la reivindicación 11, en el que dicho polipéptido E2 de VPH-16 comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada en la SEC ID nº: 7, dicho polipéptido E2 de VPH-18 comprende la secuencia de 55 
aminoácidos presentada en la SEC ID nº: 8, dicho polipéptido E2 de VPH-33 comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada en la SEC ID nº: 70  y dicho polipéptido E2 de VPH-52 comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada en la SEC ID nº: 71. 
 
13. Vector según la reivindicación 11 o 12, en el que dicha primera molécula de ácido nucleico comprende la 60 
secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 12; dicha segunda molécula de ácido nucleico comprende la 
secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº: 13; dicha tercera molécula de ácido nucleico comprende la 
secuencia de nucleótidos presentada en la SEC ID nº: 67 y dicha cuarta molécula de ácido nucleico comprende la 
secuencia de nucleótidos presentada en la SEC ID nº: 69. 
 65 
14. Vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y 10, en el que dicho mismo polipéptido obtenido a partir de 
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organismos estrechamente relacionados es un polipéptido E6, un polipéptido E7 o ambos polipéptidos E6 y E7. 
 
15. Vector según la reivindicación 14, en el que la primera molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido E6 de 
VPH-16 y la segunda molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido E6 de VPH-18, en el que la segunda 
molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos presentada en SEC ID nº: 14. 5 
 
16. Vector según la reivindicación 14, en el que la primera molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido E7 de 
VPH-16 y la segunda molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido E7 de VPH-18, en el que la segunda 
molécula de ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos presentada en SEC ID nº: 15. 
 10 
17. Vector según la reivindicación 15 o 16, en el que dicho vector es un vector de MVA, la primera molécula de ácido 
nucleico se dispone bajo el control del promotor 7.5K del virus de la vaccinia y la segunda molécula de ácido 
nucleico se coloca bajo el control del promotor H5R del virus de la vaccinia, y la primera y la segunda moléculas de 
ácido nucleico están insertadas en la deleción III de dicho vector de MVA. 
 15 
18. Vector según la reivindicación 14, en el que dicho vector comprende una primera molécula de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido E6 de VPH-16, una segunda molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E6 de 
VPH-18, una tercera molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-16 y una cuarta molécula de 
ácido nucleico que codifica un polipéptido E7 de VPH-18, en el que dichas primera, segunda, tercera y cuarta 
moléculas de ácido nucleico no comprenden una porción de 40 o más nucleótidos continuos que presenten un 20 
porcentaje de homología de 75% o superior a 75%. 
 
19. Molécula de ácido nucleico aislada que comprende la secuencia de nucleótidos presentada en cualquiera de 
entre las SEC ID nº: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 66, 67, 68 o 69. 
 25 
20. Célula hospedadora que comprende la molécula de ácido nucleico según la reivindicación 19 o el vector según 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18. 
 
21. Composición farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de ácido 
nucleico según la reivindicación 19, el vector según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, o la célula 30 
hospedadora según la reivindicación 20, un vehículo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente uno o más 
adyuvantes adecuados para la administración sistémica o mucosa a humanos, preferentemente un compuesto de 
imidazoquinolina. 
 
22. Utilización de la molécula de ácido nucleico según la reivindicación 19, del vector según cualquiera de las 35 
reivindicaciones 1 a 18, de la célula hospedadora según la reivindicación 20 o de la composición según la 
reivindicación 21, para la preparación de un fármaco destinado al tratamiento o a la prevención de enfermedades 
infecciosas, cánceres o enfermedades de inmunodeficiencia. 
 
23. Utilización según la reivindicación 22 para el tratamiento preventivo o curativo de una afección asociada con la 40 
infección por un virus del papiloma, tal como una infección persistente, lesiones premalignas y malignas. 
 
24. Utilización según la reivindicación 22 o 23, en la que dicha utilización se lleva a cabo según una modalidad 
terapéutica de sensibilización y refuerzo, y en la que dicho vector o composición se utiliza para sensibilizar o 
reforzar, o para sensibilizar y reforzar, una respuesta inmunitaria en un individuo. 45 
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