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DESCRIPCIÓN

Sistema de expresión que incorpora una secuencia promotora de la cápsida como potenciador de un promotor de 
citomegalovirus

Antecedentes de la invención

La invención describe un nuevo elemento de expresión potenciador/promotor compuesto de mamífero.5

El elemento potenciador/promotor inmediato/temprano de citomegalovirus (Pcmv) es actualmente el elemento 
promotor de mamífero más fuerte que se conoce, y como tal pone un límite más alto a la expresión de transgenes en 
los sistemas in vitro e in vivo.

Por lo tanto, sería deseable poder incluir otro elemento más en un vector que permita alcanzar una mayor expresión 
del transgén.10

Compendio de la invención

De acuerdo con una primera realización de la invención, se da a conocer un procedimiento in vitro para la 
estimulación de la expresión de un transgén en una célula hospedadora, en donde el procedimiento incluye las 
etapas de:

insertar una secuencia de un elemento promotor de la cápsida (Pcap) o de un complemento inverso de la misma 15
(PcapR) que es al menos idéntica al 80% a alguna de las secuencias seleccionadas entre las SEQ ID n.º 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22 y 24 en un casete de expresión de mamífero por delante (en 5') 
de un promotor inmediato/temprano de citomegalovirus (Pcmv) o de un elemento promotor del SV40;

insertar el transgén en el casete de expresión por detrás (en 3') del elemento promotor de citomegalovirus o del 
elemento promotor del SV40;20

insertar el casete de expresión en la célula hospedadora; y

hacer que se exprese el transgén.

Se puede introducir un intrón de citomegalovirus por detrás (en 3') del Pcmv y se puede introducir un sitio de 
poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina (poliA de la bgh) detrás (en 3') del transgén.

El transgén se expresa típicamente en más cantidad que cuando se expresa en el casete de expresión sin las 25
secuencias Pcap o PcapR.

El elemento promotor de la cápsida o el complemento inverso del mismo puede ser de un circovirus tal como el 
circovirus porcino de tipo 1 (PCV-1), el circovirus porcino de tipo 2 (PCV-2), el virus de la enfermedad del pico y las 
plumas (BFDV), el circovirus del canario, el circovirus de los colúmbidos, el circovirus del pato, el circovirus del 
pinzón, el circovirus del ganso y el circovirus de la gaviota, o un elemento equivalente de un parvovirus o de un 30
anelovirus.

El elemento promotor de la cápsida o un complemento inverso del mismo se puede localizar adyacente al promotor 
inmediato/temprano de citomegalovirus, o alternativamente se puede localizar hasta 1100 pares de bases por 
delante (en 5') del promotor inmediato/temprano de citomegalovirus.

La célula hospedadora puede ser una línea celular de mamífero para la expresión del transgén in vitro.35

De acuerdo con una segunda realización de la invención, se da a conocer un casete de expresión de mamífero que 
incluye:

un elemento promotor inmediato/temprano de citomegalovirus (Pcmv) o un elemento promotor del SV40; y

una secuencia del elemento promotor de la cápsida (Pcap) o un complemento inverso (PcapR) de la misma 
localizada por delante (en 5') del elemento promotor de citomegalovirus o de un elemento promotor del SV40, en 40
donde la secuencia de Pcap o de PcapR es al menos idéntica al 80% a alguna de las secuencias seleccionadas de 
SEQ ID n.º 1-18, 21, 22 y 24.

Se puede introducir un transgén en el casete de expresión por detrás (en 3') del promotor de CMV.

El casete de expresión puede ser capaz de expresar el transgén en más cantidad que un casete de expresión similar 
que no incluye las secuencias de Pcap ni de PcapR.45
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El elemento promotor de la cápsida o el complemento inverso del mismo puede ser de un circovirus tal como el 
circovirus porcino de tipo 1 (PCV-1), el circovirus porcino de tipo 2 (PCV-2), el virus del pico y las plumas (BFDV), el 
circovirus del canario, el circovirus de los colúmbidos, el circovirus del pato, el circovirus del pinzón, el circovirus del 
ganso y el circovirus de la gaviota, o un elemento equivalente de un parvovirus tal como el parvovirus canino o un 
anelovirus tal como el virus torque teno y el minivirus torque teno.5

La secuencia de Pcap o PcapR puede ser al menos idéntica al 80%, más preferiblemente idéntica al menos al 90% 
e incluso más preferiblemente al menos al 95%, e incluso más preferiblemente idéntica al 100%, a alguna de las 
SEQ ID n.º 1 a 18, 21, 22 o 24.

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se da a conocer un vector que incluye el casete de expresión que se 
describe más arriba.10

El vector o casete de expresión se puede introducir en una célula hospedadora, que puede ser una línea celular de 
mamífero para la expresión in vitro del transgén o una célula de un organismo hospedador de mamífero para la 
expresión in vivo del transgén.

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se da a conocer una célula hospedadora transformada con el vector o 
el casete de expresión que se describe más arriba.15

De acuerdo con otra realización de la invención, se da a conocer una vacuna de ADN que incluye un vector o casete 
de expresión que se describe más arriba.

De acuerdo con otra realización de la invención, se da a conocer una composición farmacéutica que incluye el vector 
o casete de expresión que se describe más arriba.

De acuerdo con otra realización de la invención, se da a conocer el uso de un vector de ADN según se describe más 20
arriba en un procedimiento para la fabricación de un medicamento para ser usado en un procedimiento para el 
tratamiento de una enfermedad.

La composición farmacéutica o vacuna de ADN se puede utilizar para el tratamiento terapéutico o preventivo de una 
enfermedad o infección, tal como el VIH y/o el sida. Así pues, se da a conocer una composición farmacéutica según 
se describe en la presente memoria para ser usada en el tratamiento del VIH o del sida.25

Breve descripción de los dibujos

Figura 1: clonación de las construcciones iniciales del vector que contienen PCV-1 y de las construcciones que 
contienen Pcap y PcapR:

(a) Descripción del genoma circular nativo del circovirus porcino de tipo 1 (PCV-1); genoma linealizado del PCV-1 
con el gen de la cápsida, con la adición de los sitios de restricción de Spe I en los extremos; pTHRep(R)grttnC, en 30
donde el genoma linealizado de PCV-1 está clonado inmediatamente delante, en 5', del Pcmv (CMV I/E Pr);

(b) Descripción lineal de las regiones relevantes de los plásmidos pTHRepRgrttnC, pTHPcapgrttnC y 
pTHPcapRgrttnC, que ilustra las posiciones y orientaciones relativas, con respecto a Pcmv y grttnC, que tiene la 
secuencia clonada de 184 pb que contiene el Pcap.

Figura 2: demostración de que los vectores que contienen PCV-1 no se replican en las células de mamífero: 35
cuantificación por PCR en tiempo real del plásmido digerido con DpnI e intacto extraído de las células 293 de 1 a 3 
días posteriores a la transfección (dpt):

(a) Células 293 transfectadas con pTHgrttnC, pTHRepgrttnC o pTHRepRgrttnC, con o sin la adición del plásmido 
pcDNARep (expresa las proteínas Rep y Rep' de PCV-1 gracias al Pcmv y es posible que transreplique los ADN 
circulares que contienen el origen de replicación de PCV-1, según pTHRepgrttnC y pTHRepRgrttnC). El ADN se 40
extrajo de las células transfectadas 48 h después de la transfección. Los resultados demuestran que los plásmidos 
que contienen el PCV-1 ni se replican ni se pueden transreplicar a partir de pcDNARep.

(b) Células 293 transfectadas con pCI y pCIPCV (los plásmidos originales se recibieron de LSBC, y se presupone 
que son capaces de replicarse). Los resultados demuestran que al igual que el plásmido parental no replicativo, pCI, 
el plásmido que contiene el PCV-1, el pCIPCV, no se replica en las células 293.45

Figura 3: Demostración de que Prep estimula la expresión desde Pcmv, y que no interviene la replicación del 
plásmido:

La deleción del intrón del gen rep estimula la expresión a lo largo de pTHgrttnC, a pesar de que se ha perdido la 
capacidad para hacer que la proteína Rep completa reprima a Prep. La deleción del sitio de fijación de Rep/Rep' en 
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Prep y la mayor parte del gen rep en pTH∆RepgrttnC todavía permite cierta estimulación de la expresión a lo largo 
de pTHgrttnC, ya que el Prep residual aún codifica todos los sitios de fijación de los factores de transcripción del 
hospedador en Prep.

Figura 4: demostración de que la incorporación de la secuencia de Pcap o bien de la secuencia de PcapR sola en el 
pTHgrttnC genera un nivel de expresión similar del antígeno p24 al obtenido con la incorporación de todo el genoma 5
de PCV-1 en el pTHgrttnC (a saber, pTHRepRgrttnC).

La adición del fragmento de 184 pb (PcapR) en la orientación opuesta solo en pTHgrttnC (para dar el 
pTHPcapRgrttnC) estimula la expresión en una cantidad parecida.

Figura 5: duración de la respuesta de LTC sensibilizados contra el epítopo RT CD8 de grttnC durante 90 días 
mediante vectores que contienen la secuencia de PCV-1.10

Las ratonas BALB/c hembra (5 animales por grupo) se inocularon por vía intramuscular con dosis de 2 x 100 µg, 
separadas por 28 días, de pTHgrttnC, pTHRepgrttnC, pTHRepRgrttnC, o del vector vacío pTHRepR (no se muestra). 
Las ratonas se sacrificaron a los 12, 40, 68 y 90 días de la segunda inoculación de ADN, y se recogieron los 
esplenocitos para el ensayo ELISPOT del IFN-γ. Se sustrajo el promedio de los puntos de ruido de fondo para dar 
valores netos /108 esplenocitos.15

Figura 6: respuesta de LTC contra el epítopo RT CD8 de grttnC. Respuesta a la dosis de sensibilización con el ADN, 
con y sin una inyección de refuerzo con el MVA.

Las ratonas BALB/c hembra (5 animales por grupo) se inocularon por vía intramuscular con dosis de 2 x 100 μg o 2 
x 10 μg, separadas por 28 días, de pTHgrttnC, pTHRepgrttnC, pTHRepRgrttnC, o del vector vacío pTHRepR (no se 
muestra). Las ratonas se sacrificaron 12 días después de la segunda inoculación de ADN, y se recogieron los 20
esplenocitos para el ensayo ELISPOT del IFN-γ. Se les dio una inyección de refuerzo a otros grupos de ratonas, 
inoculadas según se describe más arriba con 104 ufp de SAABIMVA-C (r.grttnC clonado en MVA) 56 días después 
de la segunda inyección de refuerzo con ADN. Las ratonas se sacrificaron a los 12 días de la inyección de refuerzo 
con el MVA, y se recogieron los esplenocitos para el ensayo ELISPOT del IFN-γ. Se sustrajo el promedio del ruido 
de fondo para dar valores netos/10

6
 esplenocitos.25

Figura 7: respuesta de LTC contra el epítopo RT CD8 de grttnC. Se comparan las dosis de sensibilización con ADN 
entre pTHgrttnC, pTHRepRgrttnC, pTHPcapgrttnC y pTHPcapRgrttnC. Las ratonas BALB/c hembra (5 animales por 
grupo) se inocularon por vía intramuscular con dosis de 2 x 100 μg, separadas por 28 días, de pTHgrttnC, 
pTHRepRgrttnC, pTHPcapgrttnC o pTHPcapRgrttnC. Las ratonas se sacrificaron a los 12 días de la segunda 
inoculación de ADN, y se recogieron los esplenocitos para el ensayo ELISPOT del IFN-γ. Se sustrajo el promedio del 30
ruido de fondo para dar valores netos/106 esplenocitos.

Figura 8: secuencia nucleotídica del fragmento Pcap que muestra los sitios de fijación a los factores de transcripción 
de la célula hospedadora.

Se muestran 190 pb (SEQ ID n.º 27), aunque, después de la clonación en el sitio Spe I del vector, esencialmente, el 
fragmento se puede considerar que es de 184 pb (SEQ ID n.º 1). La secuencia de Pcap se muestra en la misma 35
orientación que la dirección de la transcripción del gen de la cápsida, Obsérvese que, como resultado, la secuencia 
mostrada más adelante es el complemento inverso de la convención publicada que describe la secuencia del ADN 
de circovirus en el sentido del virión (+).

La región central de Pcap (102 pb) según se identificó en Mankertz et al, 2004, se muestra subrayada.

Los sitios de clonación Spe I se muestran en cursiva (ACTAGT).40

Nucleótido 44 = A se muestra en negrita = nucleótido variante (transición de C a T en la hebra con sentido) respecto 
a las secuencias de PCV-1 publicadas.

Según se describe en Mankertz et al, 2004,

Están resaltados los nucleótidos 47 a 59 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción AP3 de la 
célula hospedadora.45

Están resaltados los nucleótidos 60 a 65 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción Sp1 de la 
célula hospedadora .

Están resaltados los nucleótidos 139 a 144 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción AP2 de 
la célula hospedador.
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Según se identifican con la herramienta en línea de búsqueda en las bases de datos TFSEARCH ver. 1.3;

Están en negrita los nucleótidos 28 a 34 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción cdxA de la 
célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 48 a 56 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción STATx de 
la célula hospedadora.5

Están en negrita los nucleótidos 73 a 80 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción CREB de 
la célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 140 a 152 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción c-Ets 
de la célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 145 a 154 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción HSF2 10
de la célula hospedadora.

Figura 9: secuencia nucleotídica del fragmento PcapR que muestra los sitios de fijación a los factores de 
transcripción de la célula hospedadora.

Se muestran 190 pb (SEQ ID n.º 28), aunque, tras la clonación en el sitio Spe I del vector, esencialmente, el 
fragmento se puede considerar que era de 184 pb (SEQ ID n.º 2). La secuencia de PcapR se muestra en la 15
orientación opuesta a la dirección de la transcripción del gen de la cápsida. Obsérvese que, como resultado, la 
secuencia mostrada más adelante describe la secuencia del ADN con sentido (+) del virión del circovirus.

Los sitios de clonación Spe I se muestran en cursiva (ACTAGT).

Nucleótido 147 = T se muestra en negrita = nucleótido variante (transición de C a T en la hebra sentido) respecto a 
las secuencias de PCV-1 publicadas.20

Tal y como se identifican con la herramienta de búsqueda en línea en las bases de datos TFSEARCH ver. 1.3;

Están en negrita los nucleótidos 37 a 46 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción 
HSF1/HSF2 de la célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 59 a 72 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción c/EBPb 
de la célula hospedadora.25

Están en negrita los nucleótidos 91 a 100 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción GATA-1 
de la célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 125 a 130 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción AP2 de 
la célula hospedadora.

Están en negrita los nucleótidos 145 a 154 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción HSF2 30
de la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 120 a 129 y 149 a 158 = elemento tardío conservado (CLE, por su nombre en 
inglés) según se identifica en Velten et al., 2005.

Figura 10: secuencia de ADN de grttnC (SEQ ID n.º 19).

Sitio de Hind III (están en negrita y resaltados los nucleótidos 1 a 6) y el sitio de Xba I (están en negrita y resaltados 35
los nucleótidos 3682 a 3687) = sitios para la clonación de la secuencia de grttnC en el pTH.

Figura 11: secuencia linealizada del ADN de PCV-1, tal y como está clonada en pTHgrttnC para dar pTHRepgrttnC 
(SEQ ID n.º 21 y 29).

Sitios de Spe I terminales (negrita) utilizados para clonar el genoma linealizado de PCV-1 en el sitio de restricción de 
Spe I inmediatamente adyacente en 5' al promotor de CMV en el pTHgrttnC.40

Figura 12: secuencia linealizada del ADN de PCV-1, tal y como se clonó (complemento inverso) en el pTHgrttnC 
para dar el pTHRepRgrttnC (SEQ ID n.º 22 y 30).

Sitios de Spe I terminales (negrita) utilizados para clonar el genoma linealizado de PCV-1 en el sitio de restricción de 
Spe I inmediatamente adyacente en 5' al promotor de CMV en el pTHgrttnC.
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Figura 13: secuencia linealizada de pTH (SEQ ID n.º 20).

Se muestra el sitio de Spe I (los nucleótidos 751 a 756 están en negrita, subrayados y resaltados) inmediatamente 
en 5' a la región central del elemento promotor/potenciador inmediato/temprano de CMV del pTH. Es el sitio de 
inserción utilizado para el genoma linealizado de PCV-1 (en cualquier orientación) y para Pcap, y para PcapR.

Se muestran el sitio de Hind III (los nucleótidos 2300 a 2315 están en negrita y resaltados) y el sitio de Xba I (los 5
nucleótidos 2394 a 2399 están en negrita y resaltados) = sitios de clonación para la inserción de grttnC.

Figura 14: secuencia de PCV-1 que muestra Prep y el gen rep sin el intrón (sólo codifica la proteína Rep') (SEQ ID 
n.º 23).

Según se describe en Mankertz et al., 2004.

Están resaltados los nucleótidos 59 a 80 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción AP3 de la 10
célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 120 a 125 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción Sp1 de 
la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 187 a 192 de la secuencia = motivo para la fijación al factor de transcripción AP4 de 
la célula hospedadora.15

Están resaltados los nucleótidos 153 a 164 de la secuencia = motivo USF/MLTF de la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 166 a 172 de la secuencia = caja TATA.

Están resaltados los nucleótidos 174 a 180 de la secuencia = motivo ISRE.

Los motivos de fijación H1, H2, H3 y H4 de Rep/Rep' se muestran subrayados.

Se muestran en negrita el ATG y el TGA (truncado) del marco abierto de lectura de rep'.20

Figura 15: secuencia de PCV-1 que muestra Prep con deleción de los sitios de fijación a la proteína Rep/Rep' y el 
gen rep con un truncamiento importante en 5' (lo que queda no es codificante) (SEQ ID n.º 24).

Secuencia de PCV-1 que muestra la deleción de 602 pb, que conduce a la deleción inclusiva de los sitios de fijación 
H2, H3 y H4 de Rep/Rep' en Prep y deleción de todos los nucleótidos del extremo en 3' del gen rep, excepto 133 nt.

II = lugar donde se han delecionado 602 pb.25

Según se describe en Mankertz et al., 2004.

Están resaltados los nucleótidos 69 a 80 de la secuencia = motivo para la fijación del factor de transcripción AP3 de 
la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 120 a 125 de la secuencia = motivo para la fijación del factor de transcripción Sp1 
de la célula hospedadora.30

Están resaltados los nucleótidos 187 a 192 de la secuencia = motivo para la fijación del factor de transcripción AP4 
de la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 153 a 164 de la secuencia = motivo USF/MLTF de la célula hospedadora.

Están resaltados los nucleótidos 166 a 172 de la secuencia = caja TATA.

Están resaltados los nucleótidos 174 a 180 de la secuencia = motivo ISRE.35

El motivo de fijación H1 residual de Rep/Rep' se muestra subrayado.

Figura 16: (a) alineamiento de las secuencias seleccionadas de ADN de circovirus equivalentes a la región de 
PcapR de PCV-1.

(b) Complemento inverso de las secuencias seleccionadas de ADN de circovirus equivalentes a la secuencia de 
Pcap de PCV-1.40

Circovirus del canario: ACCESO DQ339095 (SEQ ID n.º 3 y 4);
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Circovirus del ganso: ACCESO NC_003054 (SEQ ID n.º 5 y 6);

Circovirus del pato: ACCESO AJ964962 (SEQ ID n.º 7 y 8);

Aislado zj1 del circovirus de los colúmbidos: ACCESO DQ090945 (SEQ ID n.º 9 y 10);

Circovirus de la gaviota: ACCESO NC_008521 (SEQ ID n.º 11 y 12);

Circovirus del pinzón: ACCESO NC_008522 (SEQ ID n.º 13 y 14);5

Aislado AFG3-ZA del virus de la enfermedad del pico y las plumas: ACCESO AY450443 (SEQ ID n.º 15 y 16);

Cepa 375 del circovirus del cerdo de tipo 2: ACCESO AY256460 (SEQ ID n.º 17 y 18).

Figura 17: posibles sitios de fijación de factores de transcripción en las regiones de Pcap de los circovirus de la 
figura 16.

Descripción detallada de la invención10

La invención da a conocer un procedimiento in vitro para mejorar la expresión de un transgén en una célula 
hospedadora, que incluye las etapas de insertar un elemento de control transcripcional vírico en un casete de 
expresión de mamífero por delante (en 5') de un promotor principal para un vector; insertar el transgén en el casete 
de expresión por detrás (en 3') del promotor principal; insertar un vector que contiene el casete de expresión en la 
célula hospedadora; y hacer que se exprese el transgén. Como resultado, el transgén se expresa típicamente en 15
mayor cantidad que cuando se expresa desde un vector que contiene el casete de expresión sin el elemento de 
control transcripcional.

El elemento de control transcripcional es un elemento promotor de la cápsida (Pcap) de un circovirus, tal como el 
circovirus porcino de tipo 1 (PCV-1), el circovirus porcino de tipo 2 (PCV-2), el virus de la enfermedad del pico y las 
plumas (BFDV), el circovirus del canario, el circovirus de los colúmbidos, el circovirus del pato, el circovirus del 20
pinzón, el circovirus del ganso y el circovirus de la gaviota, o un elemento equivalente de un parvovirus o anelovirus, 
o una secuencia que comprende el complemento inverso del elemento promotor de la cápsida (PcapR). El promotor 
es generalmente una región potenciadora/promotora inmediata/temprana de citomegalovirus (Pcmv) y 
opcionalmente su secuencia del intrón A de CMV cadena abajo (3'), un elemento promotor del SV40 u otro elemento 
promotor adecuado.25

Los ejemplos de células hospedadoras adecuadas son una línea de células de mamífero para la expresión del 
transgén in vitro.

El vector que se describe en la presente memoria tiene varios usos, entre ellos la producción de una composición 
farmacéutica o vacuna para tratar de forma preventiva o terapéutica a un humano o a un animal con una infección o 
enfermedad, tal como el VIH/sida.30

En los ejemplos que vienen más adelante, un fragmento de ADN de 184 pb (figura 8; SEQ ID n.º 1) que contiene un 
elemento principal de 102 pb del promotor de la cápsida (Pcap) del circovirus del cerdo de tipo 1 (PCV-1), o el 
mismo fragmento de 184 pb clonado en la orientación inversa (PcapR) (figura 9; SEQ ID n.º 2), se insertó 
inmediatamente adyacente y en 5' a la región central de la región potenciadora/promotora inmediata/temprana de 
citomegalovirus (Pcmv) y su secuencia del intrón A de CMV cadena abajo (3') en un vector de expresión de 35
mamífero (el fragmento era de 190 pb cuando estaba flanqueado por los sitios de restricción sin cortar (SEQ ID n.º 
27)). Posteriormente se clonó un transgén en el vector. El plásmido purificado que contenía los elementos descritos 
más arriba se transfectó en una línea de células de mamífero para la expresión in vitro del transgén, o bien se 
inoculó en un organismo hospedador mamífero como un vacunógeno o como un agente genoterápico. El híbrido
Pcap-Pcmv o PcapR-Pcmv estimuló de 2 a 3 veces la expresión in vitro de un transgén insertado en 3' del elemento 40
híbrido Pcap-Pcmv o en 3' del elemento híbrido PcapR-Pcmv.

El elemento promotor Pcap de PCV-1 que se cita más arriba se había mapeado previamente mediante un sistema 
de expresión de la luciferasa (Mankertz et al.), pero hasta ahora no se ha contemplado que sea de utilidad en las 
aplicaciones prácticas de la expresión del transgén, ya que por sí mismo no es un promotor fuerte. Además, el 
fragmento de 184 pb completo incluye otros sitios de fijación de factores de transcripción del hospedador que no se 45
habían observado previamente en Mankertz et al. Tampoco no se había contemplado previamente que la secuencia 
orientada en sentido inverso (PcapR) también conlleva una actividad estimulante de la expresión del transgén, ni 
que en la secuencia de PcapR se encuentran codificados otros sitios de fijación de factores de transcripción del 
hospedador. El elemento Pcmv se ha combinado previamente con diferentes elementos donante/aceptor del intrón 
cadena abajo (en 3'), que aumentan el nivel de expresión del transgén al mejorar la eficacia del procesamiento del 50
ARNm transcrito del transgén (Barouch et al., 2005). El vector pTH es un vector que consigue expresar genes en 
gran cantidad y que contiene una secuencia intrónica residente detrás del promotor de CMV (figura 1A). Sin 
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embargo, la adición de un elemento Pcap o de un elemento PcapR en el plásmido pTHgrttnC delante del promotor 
de CMV de pTH (figura 1B) hace que aumente aún más el nivel de expresión de grttnC muy por encima de lo que 
contribuye la secuencia intrónica residente en el pTHgrttnC.

Se contempla que los elementos Pcap o PcapR conservarían la estimulación de la actividad cuando se clonan hasta 
a 1100 pb por delante (en 5') del elemento Pcmv (esto es, la distancia desde el elemento Pcap al Pcmv cuando Pcap 5
está presente en la secuencia del RepR original del pTHRepRgrttnC). También se contempla que la invención 
funcionará con los correspondientes elementos Pcap o PcapR de otros circovirus (figuras 16 y 17), tales como el 
circovirus del cerdo de tipo 2 (PCV-2) (SEQ ID n.º 17 y 18), el virus de la enfermedad del pico y las plumas (BFDV) 
(SEQ ID n.º 15 y 16), el circovirus del canario (SEQ ID n.º 3 y 4), el circovirus de los colúmbidos (SEQ ID n.º 9 y 10), 
el circovirus del pato (SEQ ID n.º 7 y 8), el circovirus del pinzón (SEQ ID n.º 13 y 14), el circovirus del ganso (SEQ ID 10
n.º 5 y 6) y el circovirus de la gaviota (SEQ ID n.º 11 y 12), o parvovirus tales como el parvovirus del perro, o 
anelovirus, tales como el virus torque teno o el minivirus torque teno, ya que estos géneros de virus pertenecen a la 
misma familia que los circovirus.

La presente invención se describe adicionalmente con los ejemplos que vienen a continuación. Tales ejemplos, sin 
embargo, no se deben considerar limitantes, de ninguna manera, ni del espíritu ni del alcance de la invención.15

Ejemplos

Clonación y expresión de PCV:

Para facilitar las comparaciones con la construcción de la vacuna de ADN actual de los solicitantes, el pTHgrttnC 
(Burgers et al.; figuras 10 y 13; SEQ ID n.º 19 y 20), un genoma de PCV-1 linealizado (figura 11; SEQ ID n.º 21 y 29) 
procedente del plásmido pCIPCV 9 (obtenido de Large Scale Biology Corporation; EE.UU; y descrito en la 20
publicación de solicitud de patente de los EE.UU. n.º 2003/0143741, se subclonó en el pTHgrttnC para que el 
genoma quedara colocado inmediatamente en 5' del promotor/potenciador inmediato/temprano de CMV (Pcmv) del 
pTHgrttnC. El genoma del PCV se clonó en ambas orientaciones (figura 1), lo que da el pTHRepgrttnC, en donde el 
gen asociado a la replicación del PCV (rep) se encuentra en la misma orientación que el inserto del poligén grttnC 
(figura 11; SEQ ID n.º 21 y 29) y el pTHRepRgrttnC, en donde rep se encuentra en la orientación opuesta a grttnC 25
(figura 12; SEQ ID n.º 22 y 30).

En las células HEK293 se demostró que, en comparación con pTHgrttnC, tanto pTHRepgrttnC como 
pTHRepRgrttnC incrementaban el nivel de expresión del antígeno, en donde el pTHRepRgrttnC muestra la 
expresión más alta. La expresión de grttnC se ensayó por ELISA de p24 y se correlacionó con la cantidad de 
plásmido presente en las muestras de células (analizado por PCR en tiempo real).30

Se observó que la orientación del genoma de PCV insertado en pTHgrttnC afectaba tanto al nivel como al perfil de la 
expresión de grttnC obtenidos con el tiempo, y esto se analizó más en detalle.

El incremento de la expresión del vector de PCV se debe a los efectos del promotor y no a la replicación del vector: 

Las células HEK293 (de la American Type Culture Collection [número de catálogo de la ATCC CRC-1573]) se 
transfectaron con el ADN plasmídico, y se recogieron 1, 2 y 3 días después de la transfección. Tras el lavado de las 35
células se extrajo todo el ADN y se cuantificó por PCR en tiempo real la cantidad de plásmido presente en 20 ng del 
extracto, mediante la incorporación de Sybr-Green y de cebadores oligonucleotídicos específicos del vector. Las 
secuencias de los cebadores utilizados se fijaron a los plásmidos pTH (pTHgrttnC), pCI (Promega) y pcDNA3.1/Zeo 

(Invitrogen) – pTH17F; 5'- -3' (SEQ ID n.º 25); pTH18R; 5'- -
3' (SEQ ID n.º 26). Las secuencias cebadoras se obtuvieron de Jo van Harmelen, IIDMM, Sudáfrica. Adicionalmente, 40
las alícuotas de ADN total se digirieron durante una noche con la enzima de restricción Dpn I (de Roche) que, debido 
a su especificidad a la metilación, digiere sólo el ADN plasmídico transfectado que se produce en la bacteria (ADN 
de entrada), pero ningún otro ADN que pueda haberse replicado en las células de mamífero (p. ej., HEK293). El 
plásmido digerido (en el ADN total) también se cuantificó por PCR como antes. Se utilizaron cantidades equivalentes 
del ADN total digerido y sin digerir (replicable se refiere en la presente memoria a la capacidad del plásmido para 45
replicarse en las células de mamífero, en vez de en las células bacterianas).

Se encontró que la expresión de los vectores con PCV mejoraba con respecto a los pTH (figura 13; SEQ ID n.º 20) y 
se demostró que se debía a que los promotores de PVC actúan en combinación con el Pcmv del pTH, y que no se 
debía a la replicación del vector (figura 2, figura 3). Así pues, en el pTHRepgrttnC, el promotor del gen rep (Prep) 
actúa en combinacón con el Pcmv, y en el pTHRepRgrttnC, el promotor del gen de la cápsida de PCV (Pcap) actúa 50
con rl Pcmv.

Los experimentos que lo demuestran incluían:

 La demostración (mediante digestión de Dpn I/PCR en tiempo real) de que no se produjo ninguna 
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replicación plasmídica en las células transfectadas. Así pues, la proporción de plásmido extraído de las 
células transfectadas descendió con el tiempo a la misma velocidad que el plásmido original que no 
contenía el PCV y no se formó ningún plásmido nuevo en las células transfectadas durante ese tiempo. 
Esto se determinó para las dos construcciones que llevaban un PCV de Large Scale Biology Corporation y 
de los solicitantes (figura 2).5

 La deleción del intrón de rep de PCV-1 (figura 14; SEQ ID n.º 23) de pTHRepgrttnC dio lugar a un 
incremento de la expresión de grttnC (figura 3). Esta deleción impide la formación de una de las proteínas 
Rep requeridas para la replicación. La misma proteína actúa para reprimir Prep y su ausencia permite 
aliviar la represión de Prep, con el resultante aumento de la acumulación del GrttnC que se expresa. Así 
pues, el incremento de la expresión en el pTHRepGrttnC es consecuencia de la actividad de Prep y no de 10
que se incremente por replicación el número de copias del plásmido. La deleción de los sitios de fijación de 
la proteína Rep/Rep' en Prep y la deleción de la mayor parte del gen rep desde el extremo en 5', pero que 
aún deja sitios de fijación de factores de transcripción del hospedador en Prep (figura 15; SEQ ID n.º 24), 
produce un incremento modesto de la expresión en comparación con pTH, lo que además indica que la 
fuente del aumento de la expresión del transgén en los plásmidos que contienen la secuencia de PCV-1 es 15
por la acción de los elementos promotores, y no por la replicación del plásmido inducida por el elemento de 
PCV-1 (figura 3).

 La adición únicamente de la secuencia de Pcap de 184 pb (SEQ ID n.º 1) en el pTHgrttnC mejoró la 
expresión de grttnC al mismo nivel que la adición de todo el genoma de PCV en la orientación de RepR. 
Inesperadamente, la adición de la secuencia de Pcap en la orientación inversa (PcapR) (SEQ ID n.º 2) 20
también incrementó el nivel de expresión de grttnC por encima de la del plásmido original, pTHgrttnC (figura 
4).

Comparación de la inmunogenia murina entre pTH y los vectores que llevan el PVC:

Las respuestas de LTC en las ratonas BALB/c hembra desencadenadas por el prototipo de clones que llevan el 
PCV, pTHRepgrttnC y pTHRepRgrttnC, se compararon con las desencadenadas por pTHgrttnC.25

Los ensayos ELISPOT del IFN-γ mostraron que las tres construcciones generaron respuestas de LTC contra 10 de 
los 15 epítopos de GrttnC CD4 y CD8 analizados. Ya que el epítopo RT CD8 de GrttnC es inmunodominante en las 
ratonas Balb/c, este epítopo se eligió como marcador para la comparación de la inmunogenia entre las 
construcciones que llevan PCV y el pTHgrttnC.

La longevidad de la respuesta de LTC desencadenada por 2 inoculaciones de ADN administradas por vía 30
intramuscular (i.m.) de 100 μg cada una, separadas por 28 días, se midió durante 90 días tras la segunda 
inoculación de ADN. Se analizaron cinco ratonas por grupo de tratamiento. Respuestas de LTC en el mismo 
intervalo de error fueron desencadenadas por pTHgrttnC y pTHRepRgrttnC, mientras que pTHRepgrttnC 
desencadenó una mejor respuesta (figura 5). Se observó que el nivel de respuesta de los LTC para pTHgrttnC y 
pTHRepRgrttnC descendió la misma magnitud durante el periodo de pruebas de 90 días. En cambio, la respuesta de 35
LTC contra pTHRepgrttnC fue el doble que la de las otras construcciones a los 12 días de la sensibilización, y cayó 
por debajo del nivel de respuesta observado para las construcciones de pTH y pTHRepR a los 40 días, pero luego 
ascendió tanto que a los 90 días de la inoculación, la respuesta de LTC contra el pTHRepgrttnC fue de nuevo dos 
veces la observada contra pTHgrttnC y pTHRepRgrttnC. Este efecto era perceptible para la mayoría de los epítopos 
probados.40

Los vectores que contienen el PCV se encontró que eran mejores que el pTH a una dosis 10 veces menor de 
sensibilización con ADN (2 x dosis de sensibilización, separadas por 28 días, de 10 μg por vía i.m., 5 ratonas BALB/c 
hembra por tratamiento). En este nivel, tanto pTHRepgrttnC como pTHRepRgrttnC desencadenaron respuestas de 
LTC significativamente mejores de lo que hizo el pTHgrttnC con el nivel de dosis de 10 μg o de 100 μg, en donde el 
pTHRepgrttnC desencadenó la mejor respuesta (figura 6).45

El efecto de administrar una inyección de refuerzo a las ratonas BALB/c se analizó con una dosis baja (104 ufp) de 
SAAVIMVA-C administrada i.m. 56 días después de la segunda de las dos inoculaciones i.m. de ADN de 10 μg o 
bien de 100 μg por dosis, separadas por 28 días. La respuesta con refuerzo contra el epítopo RT CD8 en las ratonas 
sensibilizadas con 2 x 10 μg de pTHRepgrttnC o bien de pTHRepRgrttnC fue de más de dos veces que la 
desencadenada en las ratonas sensibilizadas con 2 x 10 μg de pTHgrttnC (figura 6). Además, la respuesta con 50
refuerzo tras la sensibilización al nivel de 10 μg con pTHRepgrttnC fue casi tan grande como la respuesta con 
refuerzo tras la sensibilización con 2 x 100 μg de pTHgrttnC. La respuesta con refuerzo de las ratonas sensibilizadas 
con pTHRepRgrttnC fue similar tanto en el nivel de 10 μg como de 100 μg, y fue aproximadamente de 0,75 veces la 
desencadenada después de la sensibilización con 2 x 100 μg de pTHgrttnC o bien de pTHRepRgrttnC (figura 6).

Es decir, la sensibilización con una cantidad de 10 μg de un vector que lleva el PCV produjo una respuesta casi tan 55
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buena, después del refuerzo con 104 ufp de SAAVIMVA-C, que la sensibilización con pTHgrttnC a diez veces la 
dosis de sensibilización.

Sin embargo, en los experimentos posteriores se observó que las secuencias de Prep/gen rep en los plásmidos 
pTHRep tendían a ser inestables, y por lo tanto todo el trabajo posterior se concentró en la construcción estable 
pTHRepR y sus derivados Pcap y PcapR. La secuencia de 184 pb que contiene el Pcap cortada con Spe I (figura 8) 5
se sublclonó en el pTHgrttnC para que el fragmento se posicione inmediatamente en 5' del promotor/potenciador 
inmediato/temprano de CMV (Pcmv) en el pTHgrttnC, para dar el pTHPcapgrttnC. La secuencia de 184 pb que 
contiene el Pcap cortada con Spe I (figura 9) se subclonó en el pTHgrttnC para que el fragmento se posicione 
inmediatamente en 5' del promotor/potenciador inmediato/temprano de CMV (Pcmv) en el pTHgrttnC, para dar el 
pTHPcapRgrttnC.10

Se encontró que los vectores que llevaban Pcap y PcapR eran mejores que el pTH para sensibilizar una respuesta 
de LTC contra el epítopo RT inmunodominante de GrttnC en las ratonas BALB/c (2 x dosis de sensibilización, 
separadas por 28 días, de 100 μg por vía i.m., 5 ratonas BALB/c hembra por tratamiento). Tanto el pTHPcapgrttnC 
como el pTHPcapRgrttnC desencadenaron respuestas de LTC en el mismo intervalo de error que el 
pTHRepRgrttnC, pero con menos variabilidad de respuesta entre los experimentos (figura 7).15

Los vectores de expresión de mamífero descritos en la presente memoria muestran una estimulación del nivel de 
expresión de la proteína del transgén. Esto tiene utilidad al mejorar la eficacia de la dosis en las vacunas de ADN 
hechas de plásmidos, para los estudios de expresión in vitro en las células de mamífero y, posiblemente, para ser 
usados en terapias génicas.

En el desarrollo de vacunas de ADN, el mayor nivel de expresión del transgén que se puede alcanzar mediante el20
uso de las combinaciones de promotores Pcap-Pcmv y PcapR-Pcmv permite que posiblemente se reduzca unas 10 
veces la dosis de vacuna necesaria para conseguir la misma respuesta inmunitaria celular que se puede conseguir 
con el uso de una construcción de vacuna casi idéntica que utiliza únicamente el Pcmv (como se ha demostrado 
hasta ahora en un modelo de inmunogenia murina).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para estimular la expresión de un transgén en una célula hospedadora, en donde el 
procedimiento incluye las etapas de:

(a) inserción de una secuencia de un elemento promotor de la cápsida (Pcap) o un complemento inverso de la 
misma (PcapR) que es al menos idéntica al 80% a cualquiera de las secuencias seleccionadas de las SEQ 5
ID n.º 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22 y 24 en un casete de expresión de 
mamífero delante (5') de un promotor inmediato/temprano de citomegalovirus (Pcmv) o un elemento 
promotor del SV40;

(b) inserción del transgén en el vector por detrás (3') del elemento promotor de citomegalovirus o del elemento 
promotor del SV40;10

(c) inserción del casete de expresión en la célula hospedadora; y

(d) hacer que se exprese el transgén.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en donde se inserta un intrón de citomegalovirus por 
detrás (3') del Pcmv y se inserta un sitio de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina (poliA de la 
bgh) por detrás (3') del transgén.15

3. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que hace que el transgén se 
exprese a un nivel más alto que cuando se expresa en un vector que contiene el casete de expresión sin el 
elemento promotor de la cápsida (Pcap) ni el complemento inverso del mismo.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el elemento promotor de 
la cápsida o el complemento inverso del mismo es de un circovirus.20

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la secuencia de Pcap es 
cualquiera de las secuencias seleccionadas entre SEQ ID n.º 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 21, 24 y 29, o la 
secuencia de PcapR es cualquiera de las secuencias seleccionadas entre SEQ ID n.º 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 22 y 30.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el elemento 25
promotor de la cápsida o el complemento inverso del mismo se inserta inmediatamente por delante (5') del 
elemento promotor inmediato/temprano de citomegalovirus o del elemento promotor del SV40.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el elemento promotor de 
la cápsida o el complemento inverso del mismo se inserta hasta 1100 pares de bases por delante (5') del 
elemento promotor inmediato/temprano de citomegalovirus o del elemento promotor del SV40.30

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la célula 
hospedadora es una línea de células de mamífero.

9. Casete de expresión de mamífero, que incluye:

(a) un elemento promotor inmediato/temprano de citomegalovirus (Pcmv) o un elemento promotor del SV40; y

(b) una secuencia del elemento promotor de la cápsida (Pcap) o un complemento inverso (PcapR) de la misma 35
localizada por delante (5') del elemento promotor de CMV o del elemento promotor del SV40, en donde la 
secuencia de Pcap o la secuencia de PcapR es al menos idéntica al 80% a cualquiera de las secuencias 
seleccionadas entre SEQ ID n.º 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22 y 24.

10. Casete de expresión de acuerdo con la reivindicación 9, que incluye un transgén por          detrás (3') del 
elemento promotor inmediato/temprano de citomegalovirus o del elemento promotor del SV40.40

11. Vector que incluye un casete de expresión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10.

12. Célula hospedadora transformada con un vector de acuerdo con la reivindicación 11.

13. Vacuna de ADN que incluye un vector o casete de expresión de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 9 a 11.

14. Composición farmacéutica que incluye un vector o casete de expresión de acuerdo con cualquiera de las 45
reivindicaciones 9 a 11.
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15. Composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 14, para ser usada en el tratamiento del VIH o 
del sida.
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