
ES
 2

 5
66

 1
56

 T
3

11 2 566 156

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

A61K 39/29 (2006.01)

C07K 14/18 (2006.01)

Antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) con codones optimizados Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 10710625 (4)29.01.2010
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 239138323.12.2015

73 Titular/es:

CHRONTECH PHARMA AB (100.0%)
Hälsovägen 7
141 57 Huddinge, SE

72 Inventor/es:

SALLBERG, MATTI y
FRELIN, LARS

74 Agente/Representante:

ISERN JARA, Jorge

30 Prioridad:

16.02.2009 WO PCT/IB2009/005355
02.02.2009 US 149299 P
05.01.2010 US 292374 P
16.02.2009 US 371898

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
11.04.2016

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) con codones optimizados

Antecedentes

Tradicionalmente, las vacunas se han basado en patógenos inactivados o atenuados vivos. Sin embargo, estas 
estrategias son ineficaces principalmente debido a la variabilidad antigénica de los patógenos (p. ej., virus). Se han 5
desarrollado varias vacunas peptídicas que comprenden péptidos antigénicos o fragmentos de péptidos de los 
patógenos. Los fragmentos de péptidos conservados es menos probable que muestren variabilidad antigénica y 
pueden resolver algunos de los problemas asociados con los péptidos tradicionales. En consecuencia, se han 
desarrollado vacunas de subunidades, cuya diana son las regiones conservadas de los patógenos. Sin embargo, las 
vacunas de péptidos sintéticos tienden a tener una inmunogenicidad deficiente. La inmunogenicidad deficiente de las 10
vacunas de péptidos sintéticos podrá atribuirse al hecho de que aunque estos tipos de vacunas inducen respuestas 
de anticuerpos humorales, es menos probable que induzcan respuestas mediadas por células.

Varios investigadores han tratado de mejorar la antigenicidad de las vacunas de péptidos sintéticos. Por ejemplo, 
Klein et al., describen la modificación de proteínas quiméricas que comprenden una región inmunogénica de una 
proteína procedente de un primer antígeno ligado a una región inmunogénica de un segundo patógeno (remítase a15
las patentes de EE. UU. n.os 6 033 668; 6 017 539; 5 998 169 y 5 968 776). Otros han tratado de crear proteínas 
quiméricas que acoplan epítopos de linfocitos B con epítopos de linfocitos T universales con el fin de mejorar la 
respuesta inmunitaria (remítase a, p. ej., la patente de EE. UU. n.º 5 114 713). Russell-Jones et al. (patente de EE. 
UU. n.º 5 928 644) también divulgan epítopos de linfocitos T derivados de la proteína TraT de Escherichia coli, que 
se utilizan para producir moléculas híbridas de manera que se genere una respuesta inmunitaria a los parásitos, 20
factores solubles (p. ej., LSH) y virus. Además, Ruslan (publicación de la solicitud de patente de EE. UU. n.º 
20030232055) divulga la producción de vacunas basadas en PAMP y antígenos inmunogénicos.

El documento US 20030206919 divulga un gen de fusión NS3/4A no estructural con cordones optimizados del virus 
de la hepatitis C. El documento US 20080131452 divulga proteínas del núcleo del virus de la hepatitis como 
plataformas para vacunas y métodos de uso de estas. 25

Billaud et al. divulgan las ventajas de utilizar las proteínas del núcleo de hepadnavirus de roedores como plataformas 
para vacunas (Vaccine. 19 de febrero de 2007; 25(9): 1593-606). 

Sällberg et al. divulgan un candidato para una vacuna contra la malaria basado en una plataforma nuclear del virus 
de la hepatitis B (Intervirology. 2002; 45(4-6):350-61).

Mihailova et al. divulgan partículas recombinantes de tipo vírico como portadores de epítopos de linfocitos B y T del 30
virus de la hepatitis C (VHC) (Vaccine. 15 de mayo de 2006; 24(20):4369-77).

Se cree que el antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) es una diana fundamental para la respuesta 
inmunitaria del hospedador en el control de la infección. En particular, la presencia de linfocitos T específicos para 
HBcAg se ha asociado con el aclaramiento de infecciones agudas y crónicas con el virus de la hepatitis B (VHB). 
Posteriormente, se han desarrollado vacunas profilácticas y terapéuticas que inducen linfocitos T específicos para 35
HBcAg y algunas han mostrado eficacia en modelos infecciosos. Sin embargo, a pesar de la inmunogenicidad 
elevada del HBcAg exógeno, muchos de los estudios que utilizan HBcAg endógeno como una vacuna han sido 
decepcionantes.

Cuando se expresa solo, el HBcAg se ensamblará espontáneamente para formar partículas de tipo vírico (VLP, por 
sus siglas en inglés) que son inmunogénicas in vivo. Estas VLP interaccionan con los linfocitos B actuando como la 40
célula presentadora de antígenos (ACP, por sus siglas en inglés) primaria mediante una interacción inusual con el 
receptor de los linfocitos B. HBcAg tiene un efecto de cebado eficaz con linfocitos T cooperadores (Th) específicos y, 
mucho menos eficaz, con los linfocitos T citotóxicos (CTL) actuando como un antígeno exógeno cuando se utilizan 
dosis de antígeno elevadas en el adyuvante. Se ha publicado que tanto las inmunizaciones con ADN como retrovirus 
que utilizan HBcAg inducen de manera detectable CTL específicos para el HBcAg en ratones. Algunos 45
investigadores han tratado de utilizar HBcAg VLP como una plataforma para presentar antígenos heterogéneos 
también, pero estas estrategias se han visto obstaculizadas por la deficiente estabilidad y ensamblaje de las 
partículas (remítase a, p. ej., las patentes de EE. UU. N.os 4 818 527; 4 882 145; 5 143 726; 6 231 864; 6 887 464; 6 
942 866; 7 144 712; 7 320 795; 7 351 413 y 7 361 352).

Las vacunas con ADN se pueden utilizar como un modelo para estudiar la inmunogenicidad endógena de los 50
antígenos. Sin embargo, ensayos clínicos de fase I/II han revelado que es difícil realizar un cebado para respuestas 
inmunitarias robustas en seres humanos con inyecciones intramusculares directas de vacunas con ADN. En la 
actualidad se dispone de diferentes modos para suministrar ADN, incluido el suministro transdérmico de 
microesferas de oro recubiertas con ADN que utilizan el cañón de genes o el tratamiento del sitio de la inyección 
mediante electroporación in vivo. La necesidad de estrategias que refuercen la respuesta inmunitaria de un sujeto 55
tras la vacunación, en particular con la vacunación con ADN, es manifiesta.
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Compendio de la invención

Varias realizaciones descritas en la presente tratan sobre ácidos nucleicos aislados, péptidos, composiciones y 
métodos que son útiles para la generación, el refuerzo o la mejora de una respuesta inmunitaria respecto a un 
antígeno diana. Estas composiciones son particularmente útiles para reforzar la respuesta inmunitaria de un sujeto 
que recibe un inmunógeno basado en un ácido nucleico o proteína (p. ej., vacuna con ADN inmunógeno o basada 5
en proteínas convencional). Aunque el antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) es un antígeno muy 
conocido, no se ha descrito el uso de HBcAg o porciones de este como un adyuvante, que se puede administrar a 
un sujeto junto con un inmunógeno basado en un ácido nucleico o proteína (p. ej., una vacuna con ADN) de modo 
que mejore la respuesta inmunitaria a la proteína o a la proteína codificada por el ácido nucleico inmunógeno. En 
una primera serie de experimentos divulgados en la presente, se descubrió que un ácido nucleico que codifica 10
HBcAg mejoraba la respuesta inmunitaria de un sujeto a un ácido nucleico que codificaba una proteína (NS3/4A) del 
virus de la hepatitis C (VHC) administrado conjuntamente.

En esta divulgación, se revela que HBcAg, en particular HBcAg no humanos, tales como aquellos derivados de un 
virus de la hepatitis aviar, en particular el virus que infecta a cigüeñas y garzas, tienen una idoneidad única para 
potenciar una respuesta inmunitaria de un sujeto al antígeno administrado conjuntamente (p. ej., un ácido nucleico o 15
péptido inmunógeno que se administre en una mezcla con el HBcAg adyuvante o en un intervalo de tiempo de 
aproximadamente al menos, exactamente, o cualquier número comprendido entre 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 20, 30, 45 o 60 minutos antes o después de la inoculación con el inmunógeno). Se contempla que HBcAg
y fragmentos de este, o un ácido nucleico que codifique estas composiciones, son adiciones útiles a las 
preparaciones inmunógenas, que mejoran la respuesta inmunitaria de un sujeto (p. ej., un ser humano o un 20
mamífero) al inmunógeno.

Preferentemente, se utiliza un HBcAg derivado de un virus de la hepatitis que no infecte a un ser humano (un 
“HBcAg no humano”) o un ácido nucleico que codifique dicho HBcAg no humano como el adyuvante (p. ej., un 
HBcAg derivado de un virus de la hepatitis aviar, tal como el virus de la hepatitis que infecta a cigüeñas o garzas (p. 
ej., las SEQ. ID. NOs. 20 y 22). En la actualidad, el VHB afecta casi a un tercio de la población mundial. En 25
consecuencia, una cantidad significativa de la población tiene anticuerpos que reaccionan contra un HBcAg derivado 
de un virus de la hepatitis que infecte a seres humanos. Utilizando secuencias de HBcAg derivadas de especies de 
la hepatitis divergentes, las composiciones descritas en la presente se pueden adecuar para su introducción en 
sujetos que ya han sido infectados con VHB o sujetos que ya han generado anticuerpos contra VHB (p. ej., un sujeto 
al que se le ha inoculado previamente una vacuna contra VHB). Además, cuando se administran ácidos nucleicos 30
que codifican un HBcAg o un fragmento de este (p. ej., un ácido nucleico que codifica un HBcAg derivado de un 
virus de la hepatitis aviar que infecta cigüeñas o garzas), preferentemente, estas secuencias tienen los codones 
optimizados para su expresión en el sujeto (p. ej., codones optimizados para la expresión en el ser humano o animal 
particular (p. ej., las SEQ. ID. NOs. 20 y 22)).

Un aspecto de la invención se refiere a un ácido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicación 1.35

En consecuencia, los aspectos de la invención descritos en la presente tratan sobre composiciones que 
comprenden, que están constituidas esencialmente o que están constituidas por ácidos nucleicos que codifican un 
HBcAg de un virus de la hepatitis aviar (p. ej., un virus de la hepatitis que infecte a cigüeñas o garzas (p. ej., las 
SEQ. ID. NOs. 20 y 22)) que se han modificado para optimizar los codones para la expresión en seres humanos y 
que se pueden unir (p. ej., en cis) con un ácido nucleico (con los codones optimizados para su expresión en un ser 40
humano) que codifique un antígeno de la hepatitis C (VHC). En algunas realizaciones, se prefiere que el ácido 
nucleico que codifica una proteína heteróloga o un antígeno proteico heterólogo se inserte en una región de espícula 
(spike region) del HBcAg codificado (p. ej., entre los residuos aminoacídicos de aproximadamente 87 a 
aproximadamente 129). También son realizaciones las composiciones o mezclas que comprenden, están 
constituidas esencialmente o están constituidas por ácidos nucleicos (p. ej., en trans) que codifican un HBcAg de un 45
virus de la hepatitis aviar (p. ej., un virus de la hepatitis que infecte a cigüeñas o garzas) que se han modificado para 
optimizar sus codones para la expresión en seres humanos (p. ej., las SEQ. ID. NOs. 20 y 22) y un ácido nucleico 
(con codones optimizados para la expresión en un ser humano) que codifique un antígeno peptídico del VHC. 
También se contemplan los métodos para utilizar las composiciones mencionadas anteriormente para mejorar, 
potenciar o generar una respuesta inmunitaria en un sujeto.50

Algunas realizaciones divulgadas en la presente incluyen una composición inmunogénica que comprende un ácido 
nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, que codifica un antígeno 
del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg) o un fragmento de este que tiene al menos una longitud de 50 
aminoácidos; y un ácido nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, 
que codifica un antígeno proteico del VHC. El HBcAg podrá, en algunas realizaciones, ser un antígeno de la hepatitis 55
de cigüeñas. En ciertas realizaciones, el HBcAg es un antígeno de la hepatitis de garzas.

Ciertos aspectos de las composiciones inmunogénicas divulgadas en la presente comprenden un HBcAg completo. 
En algunas realizaciones, la composición inmunogénica comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una 
longitud de al menos 75 aminoácidos. En algunas realizaciones diferentes, la composición inmunogénica comprende 
un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 125 aminoácidos. Algunas realizaciones tienen una 60
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composición inmunogénica que comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 150 
aminoácidos. En otra realización más, la composición inmunogénica comprende un fragmento de un HBcAg que 
tiene una longitud de al menos 175 aminoácidos.

El antígeno de la hepatitis es un antígeno del virus de la hepatitis C (VHC). En algunas realizaciones, el antígeno del 
VHC comprende NS3/4A. En otras realizaciones, el antígeno del VHC comprende NS5A. En otras realizaciones 5
más, el antígeno del VHC comprende NS3/4 y NS5A. En algunas realizaciones, el antígeno de la hepatitis 
comprende un antígeno del virus de la hepatitis B (VHB) que no está presente en la naturaleza o en una posición en 
la que no está presente en la naturaleza con respecto a dicho HBcAg o fragmento de este. Algunas realizaciones 
tienen un antígeno del VHB que comprende un antígeno superficial del VHB humano, un antígeno e del VHB 
humano, un HBcAg humano, un antígeno de la polimerasa del VHB humano o un antígeno x del VHB humano.10

En ciertos aspectos, dicho HBcAg o fragmento de este es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas o garzas y dicho 
antígeno del VHB es un HBcAg humano. En algunos aspectos, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de 
cigüeñas o garzas y dicho antígeno del VHB es un antígeno e del VHB humano.

En algunas realizaciones, las composiciones inmunogénicas divulgadas en la presente incluyen dicho ácido nucleico 
aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, que codifica un HBcAg completo y 15
dicho ácido nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, que codifica 
una proteína heteróloga y ambos ácidos nucleicos aislados están en el mismo constructo de ácidos nucleicos.

Otra realización incluye las composiciones inmunogénicas divulgadas en la presente que incluyen dicho ácido 
nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, que codifica un HBcAg y 
dicho ácido nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para la expresión en seres humanos, que codifica 20
una proteína heteróloga y dichos ácidos nucleicos están en constructos de ácidos nucleicos separados. 

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas 
y dicha proteína heteróloga comprende un NS3/4A del VHC. En ciertos aspectos, dicha composición inmunogénica 
comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 24, SEQ. ID. NO. 2 o SEQ. ID. NO. 24.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de garzas y 25
dicha proteína heteróloga comprende un NS3/4A del VHC. En ciertos aspectos, dicha composición inmunogénica 
comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 22, SEQ. ID. NO. 2 o SEQ. ID. NO. 32.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas 
y dicha proteína heteróloga comprende un NS5A del VHC. En ciertos aspectos, dicha composición inmunogénica 
comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 20, SEQ. ID. NO. 2 o SEQ. ID. NO. 28.30

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de garzas y 
dicha proteína heteróloga comprende un NS5A del VHC. En ciertos aspectos, dicha composición inmunogénica 
comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 22, SEQ. ID. NO. 8 o SEQ. ID. NO. 42.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas 
y dicha proteína heteróloga comprende un antígeno e del VHB. En ciertos aspectos, dicha composición 35
inmunogénica comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 22, SEQ. ID. NO. 12, SEQ. ID. NO. 14, 
SEQ. ID. NO. 44 o SEQ. ID. NO. 46.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de garzas y 
dicha proteína heteróloga comprende un antígeno e del VHB. En ciertos aspectos, dicha composición inmunogénica 
comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 22, SEQ. ID. NO. 12, SEQ. ID. NO. 14, SEQ. ID. NO. 48 o 40
SEQ. ID. NO. 50.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas 
y dicha proteína heteróloga comprende un HBcAg que es un antígeno de la hepatitis humana. En ciertos aspectos, 
dicha composición inmunogénica comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 20, SEQ. ID. NO. 10 o 
SEQ. ID. NO. 52.45

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de garzas y 
dicha proteína heteróloga comprende un HBcAg que es un antígeno de la hepatitis humana. En ciertos aspectos, 
dicha composición inmunogénica comprende un ácido nucleico de secuencia SEQ. ID. NO. 22, SEQ. ID. NO. 10 o 
SEQ. ID. NO. 54.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas 50
o garzas y dicha proteína heteróloga comprende NS3/4A y NS5A del VHC, y un sitio de escisión NS3 de proteasas 
entre NS5A y dicho HBcAg.

En algunas realizaciones, el HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas. En algunas relaciones, el HBcAg es 
un antígeno de la hepatitis de garzas.
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En ciertos aspectos, la composición inmunogénica comprende un HBcAg completo. En otros aspectos, la 
composición inmunogénica comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 75 
aminoácidos. En algunas realizaciones, la composición inmunogénica comprende un fragmento de un HBcAg que 
tiene una longitud de al menos 125 aminoácidos. En algunas realizaciones, la composición inmunogénica 
comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 150 aminoácidos. En algunas 5
realizaciones, la composición inmunogénica comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al 
menos 175 aminoácidos.

En otras realizaciones más, el antígeno del VHC comprende NS3/4A. En otra realización, el antígeno del VHC 
comprende NS5A. En algunas realizaciones, el antígeno del VHC comprende NS3/4A y NS5A. En algunas 
realizaciones, el antígeno de la hepatitis comprende un antígeno del virus de la hepatitis B (VHB) que no está 10
presente en la naturaleza o en una posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto a dicho HBcAg
o fragmento de este.

En algunas realizaciones de la composición inmunogénica divulgada en la presente, el antígeno del VHB comprende 
un antígeno superficial del VHB humano, un antígeno e del VHB humano, un HBcAg humano, un antígeno de la 
polimerasa del VHB humano o un antígeno x del VHB humano. En algunas realizaciones, dicho HBcAg o fragmento 15
de este es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas o garzas y dicho antígeno del VHB es un HBcAg humano. En 
algunas realizaciones, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas o garzas y dicho antígeno del HVB 
es un antígeno e del VHB humano.

Algunas realizaciones de la composición inmunogénica divulgada en la presente comprenden además un ácido 
nucleico aislado que codifica una proteína seleccionada a partir del grupo constituido por interleucina (IL) 2, IL 12, IL 20
15, IL 21, IL 28b, galactosa-transferasa (gal-transferasa) y un ligando de un receptor de tipo toll (TLR) o un 
adyuvante seleccionado a partir del grupo constituido por IL 2, IL 12, IL 15, IL 21, IL 28b, gal-transferasa, un TLR, 
ribavirina, alumbre, CpG y un aceite.

Algunas realizaciones incluyen un ácido nucleico aislado que codifica una proteína de fusión de HBcAg que 
comprende un ácido nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para su expresión en seres humanos, que 25
codifica un antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B (HBcAg), o un fragmento de este, que tiene una longitud de 
al menos 50 aminoácidos unido a un ácido nucleico aislado, que tiene los codones optimizados para su expresión en 
seres humanos, que codifica una proteína heteróloga.

En otra realización más, el HBcAg es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas. En algunas realizaciones, el HBcAg es 
un antígeno de la hepatitis de garzas.30

En algunas realizaciones, el ácido nucleico comprende un HBcAg completo. En otras realizaciones, el ácido nucleico 
comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 75 aminoácidos. En algunas 
realizaciones, el ácido nucleico comprende un fragmento de un HBcAg que tiene una longitud de al menos 125 
aminoácidos. En algunas realizaciones diferentes, el ácido nucleico comprende un fragmento de un HBcAg que tiene 
una longitud de al menos 150 aminoácidos. En otra realización, el ácido nucleico comprende un fragmento de un 35
HBcAg que tiene una longitud de al menos 175 aminoácidos.

En algunas realizaciones, el antígeno del VHC comprende NS3/4A. En algunas realizaciones, el antígeno del VHC 
comprende NS5A. En algunas realizaciones diferentes, el antígeno del VHC comprende NS3/4A y NS5A. En una 
realización, el antígeno de la hepatitis comprende un antígeno del virus de la hepatitis B (VHB) que no está presente 
en la naturaleza o en una posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto a dicho HBcAg o 40
fragmento de este. En algunas realizaciones, el antígeno del VHB comprende un antígeno superficial del VHB 
humano, un antígeno e del VHB humano, un HBcAg humano, un antígeno de la polimerasa del VHB humano o un 
antígeno x del VHB humano.

En algunas realizaciones, dicho HBcAg, o fragmento de este, es un antígeno de la hepatitis de cigüeñas o garzas y 
dicho antígeno del VHB es un HBcAg humano. En algunas realizaciones, dicho HBcAg es un antígeno de la hepatitis 45
de cigüeñas o garzas y dicho antígeno del VHB es un antígeno e del VHB humano.

Algunas realizaciones del ácido nucleico aislado incluyen un ácido nucleico seleccionado a partir del grupo 
constituido por las SEQ. ID NOs. 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 
66, 68, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 103 y 105.

Algunas realizaciones divulgadas en la presente son proteínas codificadas por el ácido nucleico aislado divulgado en 50
la presente.

Ciertos aspectos de la presente invención incluyen el uso de un ácido nucleico, proteína o composición 
inmunogénica divulgados en la presente para preparar un medicamento para generar una respuesta inmunitaria en 
un sujeto a dicha proteína heteróloga.
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Algunas realizaciones divulgadas en la presente son un método para utilizar una o más de las composiciones 
divulgadas en la presente con el fin de generar una respuesta inmunitaria en un sujeto, que comprende proporcionar 
una o más de las composiciones divulgadas en la presente y administrar dicha composición a dicho sujeto.

Algunas realizaciones divulgadas en la presente son un método para mejorar una respuesta inmunitaria a una 
proteína heteróloga en un sujeto que comprende proporcionar una o más de las composiciones divulgadas en la 5
presente, administrar dicha composición a dicho sujeto y medir una respuesta inmunitaria a dicha proteína 
heteróloga.

En algunas realizaciones, en los métodos divulgados en la presente dicha composición se administra mediante 
inyección. En algunas realizaciones, dicha inyección es intramuscular, dérmica o subdérmica. En algunas 
realizaciones, el método además comprende proporcionar un estímulo eléctrico. En ciertos aspectos, dicho estímulo 10
eléctrico es la electroporación.

En algunas realizaciones, dicho ácido nucleico que codifica HBcAg o dicha proteína de HBcAg se deriva del virus de 
la hepatitis de cigüeñas o garzas.

Descripción breve de los dibujos

Las FIGURAS 1 (a-i) ilustran constructos que codifican HBcAg y NS3/4A del VHC.15

Las FIGURAS 2 (a-b) muestran los resultados de ensayos de transcripción y traducción con ácidos nucleicos que
codifican HBcAg y NS3/4A del VHC. Los productos se separaron mediante electroforesis en gel.

Las FIGURAS 3 (a-e) muestran los resultados de un ensayo ELISpot llevado a cabo en ratones transgénicos HLA-
A2, a los cuales se les había administrado ácidos nucleicos que codifican HBcAg y NS3/4A del VHC.

Las FIGURAS 4 (a-e) muestran los resultados de un ensayo ELISpot llevado a cabo en ratones transgénicos NS3/420
del VHC+HLA-A2, a los cuales se les había administrado ácidos nucleicos que codifican HBcAg y NS3/4A del VHC.

Descripción detallada

Se ha descubierto que el antígeno del núcleo de la hepatitis B (HBcAg) es un potente adyuvante que mejora la 
respuesta inmunitaria a un antígeno administrado conjuntamente a un sujeto. En la presente se divulgan los 
resultados de experimentos que revelaron que un ácido nucleico que codifica HBcAg mejoraba la respuesta 25
inmunitaria de un mamífero a un ácido nucleico administrado conjuntamente que codificaba una proteína del virus de 
la hepatitis C (VHC) (NS3/4A). Preferentemente, las composiciones descritas en la presente comprenden un “HBcAg
aviar”, que es un HBcAg derivado de un virus de la hepatitis que infecta a aves, tales como cigüeñas o garzas, o 
están constituidas esencialmente o están constituidas por este. Se contempla que el uso de un HBcAg aviar en las 
composiciones descritas en la presente permitirá la formulación de composiciones inmunogénicas que sean 30
adecuadas para la administración a individuos o sujetos infectados por VHB que tengan anticuerpos específicos 
para VHB, ya que los anticuerpos específicos para un VHB que infecte a seres humanos (“VHB humano”) por lo 
general no presentan una reactividad cruzada con el VHB que infecta especies aviares, tales como cigüeñas y 
garzas. Además, se prefiere que las secuencias de ácidos nucleicos utilizadas en las composiciones y métodos 
divulgados en la presente tengan los codones optimizados para la expresión en el sujeto al cual se van a administrar 35
las composiciones inmunogénicas (p. ej., seres humanos).

En consecuencia, se puede utilizar una o más de las composiciones descritas en la presente para mejorar, potenciar 
o generar una respuesta inmunitaria en un sujeto. En algunas estrategias, se identifica un sujeto que necesite una 
respuesta inmunitaria a un antígeno particular. El paso de identificación se puede llevar a cabo mediante estrategias 
diagnósticas o evaluación clínica (p. ej., un sujeto que necesite una respuesta inmunitaria al VHC se puede 40
identificar mediante una prueba diagnóstica o la evaluación clínica). A continuación, se proporcionan al sujeto 
identificado una o más de las composiciones que contienen el HBcAg descritas en la presente. En algunas 
realizaciones, la composición comprende una proteína de HBcAg, o un fragmento de esta, que tiene al menos, 
exactamente o cualquier número comprendido entre 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 o más aminoácidos (p. 
ej., HBcAg procedente de una hepatitis que infecte a aves o seres humanos) y un antígeno respecto al cual se 45
desea una respuesta inmunitaria (p. ej., una proteína del VHC, tal como NS3/4A o NS5A). En otras realizaciones, la 
composición comprende un ácido nucleico que codifica una proteína de HBcAg, o un fragmento de esta, que tiene al 
menos, exactamente o cualquier número comprendido entre 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 250, 300 o más 
aminoácidos (p. ej., procedente de una hepatitis que infecte a aves) y un ácido nucleico que codifique un antígeno 
respecto al cual se desea una respuesta inmunitaria (p. ej., una proteína del VHC, tal como NS3/4A o NS5A). En 50
más realizaciones, la composición comprende una proteína de HBcAg o un fragmento de esta que tiene al menos, 
exactamente o cualquier número comprendido entre 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 o más aminoácidos (p. 
ej., HBcAg procedente de una hepatitis que infecte a aves o seres humanos) y un ácido nucleico que codifica un 
antígeno respecto al cual se desea una respuesta inmunitaria (p. ej., una proteína del VHC tal como NS3/4A o 
NS5A). En aún más realizaciones, la composición comprende un ácido nucleico que codifica una proteína de 55
HBcAg, o un fragmento de esta, que tiene al menos, exactamente o cualquier número comprendido entre 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 o más aminoácidos (p. ej., HBcAg procedente de una hepatitis que infecte a aves o 

E10710625
23-03-2016ES 2 566 156 T3

 



7

seres humanos) y un antígeno respecto al cual se desea una respuesta inmunitaria (p. ej., una proteína del VHC tal 
como NS3/4A o NS5A). Preferentemente, las composiciones descritas anteriormente utilizan una proteína de HBcAg
o un ácido nucleico que codifica una proteína de HBcAg que se deriva de un virus de hepatitis aviar, tal como de 
cigüeñas o garzas (p. ej., las SEQ. ID. NO. 20 y 22). Los antígenos peptídicos o ácidos nucleicos que codifican 
dichos antígenos peptídicos son antígenos de la hepatitis, tales como antígenos del VHC (p. ej., NS3/4A y NS5A), 5
antígenos del VHB (p. ej., antígeno superficial del VHB, antígeno e del VHB, HBcAg humano, un antígeno de la 
polimerasa del VHB humano, un antígeno x del VHB humano) o dichos antígenos peptídicos o ácidos nucleicos que 
codifican dichos antígenos peptídicos son alérgenos de abedul. Los constructos y ácidos nucleicos que codifican los 
antígenos preferidos ilustrativos, que se puede utilizar en una o más de las composiciones y los métodos descritos 
en la presente, se proporcionan en las SEQ. ID. NOs. 2, 8, 10, 12, 14, 16 y 18. Opcionalmente, cualquiera de las 10
estrategias mencionadas anteriormente puede incluir además el paso de medir la respuesta inmunitaria el en sujeto 
antes, durante y después de la administración de la composición inmunogénica. Tales medidas se pueden realizar, 
por ejemplo, mediante una evaluación diagnóstica del título vírico en el caso de una enfermedad vírica, una 
evaluación clínica y pruebas de intradermorreacción como las que se utilizan cuando se evalúa la respuesta a los 
alérgenos.15

Por lo general, la generación, potenciación o mejora de una respuesta inmunitaria se refiere a una inducción de una 
respuesta humoral (anticuerpos) y/o una respuesta celular. De manera más sencilla, se puede observar un 
incremento en la cantidad de anticuerpos específicos para un antígeno (p. ej., IgG total) utilizando una o más de las 
realizaciones descritas en la presente. La potenciación de una respuesta inmunitaria también se refiere a cualquier 
cambio estadísticamente significativo en el nivel de una o más células inmunitarias (linfocitos T, linfocitos B, células 20
presentadoras de antígenos, células dendríticas y similares) o en la actividad de una o más de estas células 
inmunitarias (actividad de los linfocitos T citotóxicos (CTL), actividad de los linfocitos T cooperadores (HTL), 
secreción de citocinas, cambio en el perfil de la secreción de citocinas). El experto en la técnica apreciará fácilmente 
que se puede disponer de varios métodos para medir o para establecer si se ha generado, potenciado o mejorado 
una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, se puede disponer de varios métodos para detectar la presencia y los 25
niveles de una respuesta inmunitaria (remítase a, p. ej., Current Protocols in Immunology, Ed: John E. Coligan, et al. 
(2001) John Wiley & Sons, NY, NY; Current Protocols in Molecular Biology, (2001), Greene Publ. Assoc. Inc. y John 
Wiley & Sons, NY, NY; Ausubel et al. (2001) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. y John 
Wiley & Sons, Inc., NY, N.Y.; Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, Second Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, 
Plainview, N.Y.); Maniatis et al. (1982) Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainview, N.Y.; y en otros 30
documentos). Algunos métodos ilustrativos útiles en este contexto incluyen la tinción de citocinas intracelulares
(ICS), ELISPOT, ensayos de proliferación, ensayos de linfocitos T citotóxicos que incluyen ensayos de liberación de 
cromo o equivalentes y análisis de la expresión génica que utilizan cualquier número de ensayos basados en la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR. Por ejemplo, el número de linfocitos T CD8+ específicos para 
un antígeno particular o el epítopo de los linfocitos T (TCE) se puede medir mediante citometría de flujo (remítase a, 35
p. ej., Frelin et al. (2004) Gene Therapy 11:522-533). El cebado de CTL también se puede medir in vivo mediante, 
por ejemplo, un modelo de inhibición tumoral en el cual la capacidad de un animal (p. ej., un ratón) para inhibir el 
crecimiento de tumores derivados a partir de células tumorales modificadas para expresar el antígeno de interés. Id.

En algunas realizaciones, la generación o potenciación de una respuesta inmunitaria comprende que la actividad de 
los CTL específicos para una diana se incremente entre 1.5 y 5 veces en un sujeto al que se le proporciona una 40
composición que comprende los ácidos nucleicos o polipéptidos divulgados en la presente (p. ej., en el contexto de 
un ácido nucleico o polipéptido de HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en comparación con el mismo TCE 
que no se proporciona en el contexto de las composiciones divulgadas en la presente. En algunas realizaciones, una 
potenciación de una respuesta inmunitaria comprende que la actividad de los CTL específicos para una diana se 
incremente aproximadamente 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11, 11.5, 12, 12.5, 15, 45
16, 17, 18, 19, 20 veces o más en un sujeto al que se le proporciona una composición que comprende un ácido 
nucleico o un polipéptido divulgado en la presente (p. ej., en el contexto de un ácido nucleico o polipéptido de 
HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en comparación con la administración del mismo TCE que no se 
proporciona en el contexto de las composiciones divulgadas en la presente.

En otras realizaciones, una alteración de una respuesta inmunitaria comprende un incremento en la actividad de los 50
HTL específicos para la diana, tal como una proliferación de linfocitos T cooperadores entre 1.5 y 5 veces en un 
sujeto al que se le proporciona una composición que comprende un ácido nucleico o polipéptido divulgado en la 
presente (p. ej., en el contexto de un ácido nucleico o polipéptido de HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en 
comparación con el mismo TCE que no se proporciona en el contexto de las composiciones divulgadas en la 
presente. En algunas realizaciones, la alteración de una respuesta inmunitaria comprende que la actividad de los 55
HTL específicos para la diana se incremente aproximadamente 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 
9.5, 10, 10.5, 11, 11.5, 12, 12.5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 veces o más en un sujeto al que se le proporciona una 
composición que comprende un ácido nucleico o polipéptido divulgado en la presente (p. ej., en el contexto de un 
ácido nucleico o polipéptido de HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en comparación con la administración 
del mismo TCE que no se proporciona en el contexto de las composiciones divulgadas en la presente. En este 60
contexto, una potenciación de la actividad de los HTL podrá comprender un incremento tal como el descrito 
anteriormente, o una disminución en la producción de una citocina particular, tal como el interferón-gamma (IFNγ), 
interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), factor estimulante de 
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colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) u otras 
citocinas. En este sentido, la generación o potenciación de una respuesta inmunitaria podrá comprender un 
desplazamiento de una respuesta de tipo Th2 a una respuesta de tipo Th1 o, en ciertas realizaciones, un 
desplazamiento de una respuesta de tipo Th1 a una respuesta de tipo Th2. En otras realizaciones, la generación o 
potenciación de una respuesta inmunitaria podrá comprender la estimulación de una respuesta predominantemente 5
de tipo Th1 o Th2.

En aún más realizaciones, se incrementa un incremento en la cantidad de anticuerpos específicos para el antígeno 
(p. ej., IgG total). En algunas realizaciones, por ejemplo, se genera un incremento en la producción de anticuerpos 
específicos para la diana heterólogos de entre 1.5, 2, 3, 4 o 5 veces en un sujeto al que se le proporciona una 
composición que comprende los ácidos nucleicos o polipéptidos divulgados en la presente (p. ej., en el contexto de 10
un ácido nucleico o polipéptido de HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en comparación con el mismo TCE 
que no está presente en el contexto de las composiciones divulgadas en la presente. En algunas realizaciones, el 
incremento en la producción de anticuerpos específicos para la diana heterólogos es de aproximadamente 2, 2.5, 3, 
3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11, 11.5, 12, 12.5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 veces o más en un 
sujeto al que se le proporciona una composición que comprende un ácido nucleico o polipéptido divulgado en la 15
presente (p. ej., en el contexto de un ácido nucleico o polipéptido de HBcAg), donde el TCE se deriva de la diana, en 
comparación con la administración del mismo TCE que no está presente en el contexto de las composiciones 
divulgadas en la presente.

La generación o potenciación de una respuesta inmunitaria celular también se puede referir a la frecuencia de 
linfocitos T citotóxicos (CTL) específicos para un antígeno deseado que son cebados o la rapidez del cebado de los 20
linfocitos T citotóxicos (CTL) específicos para un antígeno deseado, en comparación con el cebado de los CTL 
específicos para el epítopo deseado cuando el epítopo no está presente en el contexto de los ácidos nucleicos o 
péptidos divulgados en la presente. La siguiente sección describe varias de las secuencias proteicas heterólogas y 
de HBcAg que se puede utilizar en las composiciones y métodos descritos en la presente.

Ácidos nucleicos aislados y proteínas25

En la presente se divulgan composiciones que comprenden ácidos nucleicos aislados que codifican HBcAg, o un 
fragmento de este, unido a un ácido nucleico aislado (p. ej., que lo flanquea o yuxtapuesto a este) que codifica una 
proteína heteróloga. En consecuencia, el ácido nucleico aislado podrá codificar una proteína de fusión que incluya al 
menos un fragmento de HBcAg y una proteína heteróloga. Los polipéptidos codificados por dichos ácidos nucleicos 
aislados también son realizaciones de la presente invención.30

Las FIGURAS 1 (a-i) muestran diversas realizaciones de constructos que incluyen HBcAg unido a NS3/4A del VHC, 
la cual es una proteína heteróloga ilustrativa (y un antígeno), comprendidos en el alcance de la presente invención. 
La FIGURA 1a muestra un constructo ilustrativo en el cual NS3/4A del VHC está unido a HBcAg, el cual está 
ejemplificado por la SEQ. ID. NO. 22. La secuencia incluye porciones que codifican NS3/4A del VHC yuxtapuestas 
con HBcAg y, por lo tanto, codifica una proteína de fusión (p. ej., la SEQ. ID. NO. 23 codificada en la SEQ. ID. NO. 35
24). De manera similar, la FIGURA 1b muestra otro constructo que tiene NS3/4A del VHC unido a HBcAg, el cual 
codifica un polipéptido NS3 mutante y está ejemplificado por la SEQ. ID. NO. 26.

Las FIGURAS 1 (c-i) muestran varias realizaciones de constructos que incluyen HBcAg unido a NS3/4A del VHC, 
donde se codifican uno o más sitios de escisión entre porciones de los polipéptidos codificados en ellos. La FIGURA
1(c) codifica una unión NS3/4A entre NS3 y NS4 y, por lo tanto, codifica una proteína configurada para ser escindida 40
por la proteasa NS3 y para proporcionar un polipéptido NS3 y una proteína de fusión NS4A-HBcAg. La SEQ. ID. NO. 
38 es una secuencia ilustrativa que codifica la proteína en la SEQ. ID. NO. 37 e incluye las mismas características 
que el constructo mostrado en la FIGURA 1(c). Además, la FIGURA 1(d) muestra un constructo que tiene dos sitios 
de escisión, donde el constructo codifica una proteína que podrá ser escindida para formar los polipéptidos NS3, 
NS4A y HBcAg. La SEQ. ID. NO. 64 ejemplifica una secuencia de ácido nucleico que comparte las mismas 45
características mostradas en la FIGURA 1(d). Finalmente, las FIGURAS 1(e-i) muestran realizaciones de constructos 
con 5 sitios de escisión ubicados entre varias porciones del polipéptido codificado. Estos constructos incluyen 3 
sitios de escisión entre los fragmentos de HBcAg y, por lo tanto, codifican un polipéptido configurado para ser 
escindido por la proteasa NS3 para formar al menos 4 fragmentos de HBcAg. Los ejemplos no limitantes de los 
constructos divulgados en las FIGURAS 1(e-i) son las SEQ. ID. NOs. 81, 83, 85, 87 y 89, respectivamente.50

La nucleocápside o antígeno del núcleo HBcAg del VHB es una partícula inmunogénica compuesta por 180 
subunidades de una única cadena proteica. Se ha descrito HBcAg como un resto inmunogénico que estimula la 
respuesta de linfocitos T de un animal hospedador inmunizado. Remítase a, p. ej., la patente de EE. UU. N.º 4 818 
527, la patente de EE. UU. N.º 4 882 145 y la patente de EE. UU. N.º 5 143 726. Se puede utilizar como portador 
para varios epítopos peptídicos unidos covalentemente mediante ingeniería genética así como también para 55
antígenos proteicos acoplados químicamente (remítase a Sällberg et al. (1998) Human Gene Therapy 9:1719-29). 
Además, HBcAg es no citotóxico en seres humanos. En consecuencia, se ha contemplado HBcAg como elemento 
útil en los constructos genéticos para generar o potenciar una respuesta inmunitaria a un antígeno diana adjunto (p. 
ej., en constructos que codifican un TCE derivado de un patógeno).
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Las listas actuales de secuencias de HBcAg ilustrativas son de conocimiento público y pueden consultarse en la 
página web del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NBCI, por sus siglas en inglés). Las secuencias 
de ácidos nucleicos de HBcAg (incluidas las regiones de HBcAg novedosas) también pueden aislarse a partir de 
sujetos (p. ej., seres humanos) infectados por VHB. El ADN obtenido a partir de un paciente infectado por VHB se 
puede amplificar utilizando la PCR u otra técnica de amplificación.5

Para consultar una revisión sobre la tecnología de PCR, remítase a Molecular Cloning to Genetic Engineering White, 
B.A. Ed. en Methods in Molecular Biology 67: Humana Press, Totowa (1997) y la publicación titulada "PCR Methods 
and Applications" (1991, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Para la amplificación de ARNm, está comprendido 
en el alcance de la invención la transcripción inversa del ARNm para obtener ADNc, seguida por  PCR (RT-PCR); o 
utilizar una única enzima para ambos pasos tal y como se describe en la patente de EE. UU. N.º 5 322 770. Otra 10
técnica conlleva utilizar la reacción en cadena de la ligasa con huecos asimétricos por transcriptasa inversa (RT-
AGLCR), tal y como la describen Marshall R.L. et al. (PCR Methods and Applications 4:80-84, 1994).

La fuente de las secuencias de HBcAg que se incluyen en los ácidos nucleicos aislados descritos en la presente no 
está limitada de manera particular. En consecuencia, las realizaciones descritas en la presente podrán utilizar un 
ácido nucleico aislado que codifique un HBcAg derivado de un virus de la hepatitis capaz de infectar animales de 15
cualquier especie incluidos, sin carácter limitante, seres humanos, primates no humanos (p. ej., babuinos, monos y 
chimpacés), roedores, ratones, reptiles, aves (p. ej., cigüeñas y garzas), cerdos, minicerdos, cabras, perros y gatos. 
En algunas realizaciones, el HBcAg se selecciona entre un antígeno de la hepatitis humana o un antígeno de la 
hepatitis aviar. Se prefieren especialmente el antígeno de la hepatitis de cigüeñas y un antígeno de la hepatitis de 
garzas.20

En ciertas realizaciones, las secuencias de HBcAg descritas en la presente tienen variaciones en las secuencias de 
nucleótidos y/o aminoácidos, en comparación con las secuencias de HBcAg naturales y se denominan variantes o 
mutantes de HBcAg. Tal y como se utiliza en la presente, el término “natural” se refiere a secuencias del VHB 
presentes en la naturaleza (p. ej., isotipos del VHB disponibles). Las variantes podrán incluir una sustitución, 
deleción, mutación o inserción de uno o más nucleótidos, aminoácidos o codones que codifican la secuencia de 25
HBcAg, que podrá resultar en un cambio en la secuencia de aminoácidos del polipéptido de HBcAg, en comparación 
con la secuencia natural. Las variantes o mutantes se pueden modificar, por ejemplo, utilizando cualquiera de las 
técnicas y directrices para mutaciones conservadoras y no conservadoras expuestas, por ejemplo, en la patente de 
EE. UU. N.º 5 364 934.

En consecuencia, cuando se utiliza la expresión “constituido esencialmente por”, en algunos contextos, se pretende 30
que estén englobadas variantes o mutantes de una secuencia de HBcAg o de una secuencia de un antígeno 
particular. Es decir, en algunos contextos y en algunas realizaciones, las variantes o mutantes de las secuencias 
divulgadas en la presente (p. ej., la SEQ. ID. NO. 10) son equivalentes debido a que la variación o mutación en la 
secuencia no cambia ni afecta materialmente las características básicas y novedosas de la invención reivindicada.

En algunas realizaciones, un HBcAg con codones optimizados puede estar codificado en el ácido nucleico aislado. 35
En algunas realizaciones, podrá obtenerse una secuencia con codones optimizados sustituyendo codones en una 
secuencia existente por codones utilizados más frecuentemente en el sujeto hospedador previsto (p. ej., un ser 
humano). Algunos ejemplos incluyen, sin carácter limitante, ácidos nucleicos con codones optimizados que codifican 
un HBcAg humano (p. ej., la SEQ. ID. NO. 10), ácidos nucleicos con codones optimizados que codifican HBcAg de 
cigüeña (p. ej., la SEQ. ID. NO. 20) y ácidos nucleicos con codones optimizados que codifican HBcAg de garza (p. 40
ej., la SEQ. ID. NO. 22).

Los ácidos nucleicos aislados pueden codificar el HBcAg completo en ciertas realizaciones (p. ej., la SEQ. ID. NO. 
71). Sin embargo, los fragmentos de HBcAg también podrán estar codificados con el ácido nucleico en ciertas 
realizaciones. Un fragmento de la secuencia de HBcAg puede comprender al menos, exactamente, más, menos o 
cualquier número comprendido entre  3, 5, 10, 20, 50, 75, 100, 125, 150 o 175 aminoácidos consecutivos de un 45
polipéptido de HBcAg natural o sintético (p. ej., un isotipo que está presente en la naturaleza o polipéptido de HBcAg
con codones optimizados o modificado de otra manera). Las FIGURAS 1(e-i) ilustran varios constructos que 
codifican fragmentos de HBcAg que tienen una longitud comprendida entre aproximadamente 40 y 
aproximadamente 60 aminoácidos.

Algunas realizaciones incluyen, por ejemplo, una o más de las secuencias proteicas o de ácidos nucleicos de HBcAg50
divulgadas en la publicación de la solicitud de patente internacional número WO 20091130588, que se otorgó en los 
Estados Unidos y se publicó en inglés.

Mientras tanto, el ácido nucleico aislado que codifica HBcAg también se podrá unir a un ácido nucleico aislado que 
codifique una proteína heteróloga. Por lo general, la proteína heteróloga podrá variar del mismo modo discutido 
anteriormente con respecto a HBcAg. Por lo tanto, en algunas realizaciones, las secuencias del ácido nucleico 55
aislado podrán codificar una proteína heteróloga natural, variantes o mutantes de esta, y estos ácidos nucleicos 
también podrán tener los codones optimizados (p. ej., un ácido nucleico con codones optimizados que codifique 
NS3/4A del VHC del virus de la hepatitis humana en la SEQ. ID. NO. 2, un ácido nucleico con codones optimizados 
que codifique NS5A del virus de la hepatitis humana en la SEQ. ID. NO. 8, un ácido nucleico con codones 
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optimizados que codifique un VHB HBcAg del virus de la hepatitis humana en la SEQ. ID. NO. 10, un ácido nucleico 
con codones optimizados que codifique un VHB HBeAg del virus de la hepatitis humana en las SEQ. ID. NOS. 12 y 
14, un ácido nucleico con codones optimizados que codifique la ovoalbúmina en la SEQ. ID. NO. 16, un ácido 
nucleico con codones optimizados que codifique un antígeno de abedul en la SEQ. ID. NO. 18). En algunas 
realizaciones, el ácido nucleico aislado codifica un fragmento de la proteína heteróloga. En algunas realizaciones, 5
todas las secuencias vacuna incluyen una secuencia de Kozak (p. ej., la SEQ. ID. NO. 16).

Los antígenos del VHC pueden proceder de virus de los que se sabe que infectan a animales de cualquier especie 
incluidos, sin carácter limitante, anfibios, reptiles, pájaros, tales como cigüeñas y garzas, ratones, hámsteres, ratas, 
conejos, cobayas, marmotas, cerdos, minicerdos, cabras, perros, gatos, seres humanos y primates no humanos (p. 
ej., babuinos, monos y chimpancés). De manera similar, los antígenos del VHB pueden proceder de virus de los que 10
se sabe que infectan animales de cualquier especie incluidos, sin carácter limitante, anfibios, reptiles, aves, tales 
como cigüeñas y garzas, ratones, roedores, cerdos, minicerdos, cabras, perros, gatos, seres humanos y primates no 
humanos (p. ej., babuinos, monos y chimpancés). En ciertas realizaciones, el antígeno es un antígeno del VHC 
seleccionado entre NS3/4A, NS5A y combinaciones de estos. En ciertas realizaciones, el antígeno es un antígeno 
del VHB seleccionado entre un antígeno superficial del VHB, antígeno e del VHB, HBcAg humano, un antígeno de la 15
polimerasa del VHB humano, un antígeno x del VHB humano y combinaciones de estos.

Si el nucleótido aislado codifica una proteína heteróloga que es un antígeno del VHB, la proteína heteróloga puede 
ser sustancialmente diferente del HBcAg codificado también en el nucleótido aislado. A modo de ejemplo, el ácido 
nucleico aislado podrá incluir un ácido nucleico que codifique HBcAg, el cual está unido a un ácido nucleico aislado 
que codifica una proteína heteróloga, donde la proteína heteróloga es un antígeno del VHB que no está presente en 20
la naturaleza o en una posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto a HBcAg. La SEQ. ID. NO. 
54 es un ácido nucleico ilustrativo que incluye esta característica debido a que codifica un HBcAg de garza unido a 
un HBcAg humano. Sin querer ceñirse a ninguna teoría particular, el HBcAg humano es un antígeno del VHB que 
está en una posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto al HBcAg de garza. Por el contrario, 
el HBcAg de garza podrá denominarse el antígeno del VHB que está en una posición en la que no está presente en 25
la naturaleza con respecto al HBcAg humano.

Algunas realizaciones tienen un ácido nucleico aislado que codifica al menos un antígeno de tipo HBcAg de cigüeña 
o de garza, o un fragmento de este, y un HBcAg humano, o un fragmento de este (p. ej., las SEQ. ID. NO. 52 y 54). 
En ciertas realizaciones, el ácido nucleico aislado codifica al menos un antígeno de tipo HBcAg de cigüeña o de 
garza, o un fragmento de este, y un antígeno e del VHB humano, o un fragmento de este (p. ej., las SEQ. ID. 44 y 30
46).

Algunas realizaciones incluyen, por ejemplo, una o más proteínas heterólogas o ácidos nucleicos aislados que las 
codifican, en la publicación de solicitud de patente internacional número WO 20091130588,  que se otorgó en los 
EE. UU. y se publicó en inglés. A modo de ejemplo, se divulgan varios polipéptidos de tipo HS3/4A del VHC, y 
fragmentos de polipéptidos de tipo HS3/4A del VHC, en el documento WO 20091130588 que se podrán incluir en los 35
ácidos nucleicos aislados.

Los ejemplos no limitantes de ácidos nucleicos aislados que codifican HBcAg, o un fragmento de este, unido a un 
ácido nucleico aislado que codifica una proteína heteróloga incluyen, sin carácter limitante: (1) HBcAg de cigüeña 
unido a NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 24 y 26); (2) HBcAg de garza unido a NS3/4A del VHC (p. ej., la
SEQ. ID. NO. 36); (3) HBcAg de cigüeña unido a NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 40); (4) HBcAg de garza 40
unido a NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 42); (5) HBcAg de cigüeña unido al antígeno e del VHB humano (p. 
ej., las SEQ. ID. NOS. 44 y 46); (6) HBcAg de garza unido al antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 
48 y 50); (7) HBcAg de cigüeña y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 52 y 103); (8) HBcAg de garza unido a
HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 50 y 105); (9) HBcAg de cigüeña unido a un antígeno de abedul (p. ej., la
SEQ. ID. NO. 56); (10) HBcAg de garza unido a un antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 58); (11) HBcAg de 45
cigüeña unido a un antígeno de ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. ID. NO. 60); y (12) HBcAg de garza unido a un antígeno 
de ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. ID. NO. 62).

En algunos aspectos, tal y como se ha discutido anteriormente, el ácido nucleico aislado incluye uno o más sitios de 
escisión para la proteasa NS3, donde el sitio de escisión para la proteasa NS3 está en una posición en la que no 
está presente en la naturaleza. Los ejemplos de sitios de escisión que podrán incluirse en el ácido nucleico aislado 50
incluyen, sin carácter limitante, las SEQ. ID. NO. 4 y 6. En ciertas realizaciones, el sitio de escisión para la proteasa 
NS3 está situado entre las secuencias que codifican HBcAg y la proteína heteróloga. Por lo tanto, en algunas 
realizaciones, los ácidos nucleicos aislados codifican una proteína de fusión, que podrá ser escindida por una 
proteasa NS3. En otros aspectos, el ácido nucleico aislado codifica dos o más fragmentos de HBcAg que tienen un 
sitio de escisión entre los dos fragmentos codificados. En consecuencia, el ácido nucleico aislado que codifica 55
fragmentos de HBcAg, por lo tanto, codifica una proteína que está configurada para ser escindida por una proteasa 
NS3 para formar fragmentos de HBcAg.

Algunas realizaciones del ácido nucleico aislado incluyen un ácido nucleico aislado que codifica HBcAg, o un 
fragmento de este, unido a un ácido nucleico aislado que codifica una proteína heteróloga, donde la proteína 
heteróloga es NS3/4A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 24). En ciertas realizaciones, el ácido nucleico aislado 60
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codifica un sitio de escisión para la proteasa NS3 entre el ácido nucleico aislado que codifica NS3/4A del VHC y el 
ácido nucleico aislado que codifica HBcAg (p. ej., la SEQ. ID. NO. b30).

Las realizaciones del ácido nucleico aislado incluyen HBcAg y varios ácidos nucleicos aislados que codifican 
antígenos, estando unidos entre sí cada uno de los ácidos nucleicos aislados y teniendo un sitio de escisión para la 
proteasa del VHC entre ellos. A modo de ejemplo, las SEQ. ID. NOS. 64, 66 y 68 incluyen el antígeno NS3/4A, el 5
antígeno NS5A y el antígeno HBcAg con un sitio de escisión para la proteasa del VHC entre cada antígeno.

Algunas realizaciones de los ácidos nucleicos aislados divulgados en la presente codifican un fragmento de HBcAg
humano entre (es decir, unido en ambos extremos a) los fragmentos de HBcAg aviar (p. ej., HBcAg de cigüeña o de 
garza). Por lo tanto, por ejemplo, el ácido nucleico aislado podrá codificar un polipéptido, donde el polipéptido 
comprende, está constituido esencialmente o está constituido por HBcAg aviar que tiene un fragmento de HBcAg10
humano insertado en dicho HBcAg aviar. En algunos aspectos, el fragmento de HBcAg humano se inserta en al 
menos una porción de la región de espícula, o en toda ella, de HBcAg aviar (es decir, la región de HBcAg que se 
muestra en la superficie de la cápside de HBcAg). Preferentemente, el HBcAg humano está codificado en cualquiera 
de las posiciones aminoacídicas 87 a 129, o en todas ellas, del ácido nucleico que codifica el HBcAg aviar (p. ej., 
HBcAg de cigüeña con codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 20) o HBcAg de garza con codones optimizados 15
(p. ej., la SEQ. ID. NO. 22)). En una realización preferida, el ácido nucleico aislado codifica un fragmento de 
aproximadamente 43 aminoácidos de HBcAg humano insertado en las posiciones aminoacídicas de 
aproximadamente 87 a aproximadamente 129 de un HBcAg aviar (p. ej., un ácido nucleico aislado que codifica 
HBcAg de cigüeña con codones optimizados que tiene un fragmento de 43 aminoácidos de HBcAg humano
insertado en las posiciones aminoacídicas 87 a 129 (p. ej., la SEQ. ID. NO. 103, que codifica la proteína de fusión en 20
la SEQ. ID. NO. 102) o un ácido nucleico aislado que codifica un HBcAg de garza con codones optimizados que 
tiene un fragmento de 43 aminoácidos de HBcAg humano insertado en las posiciones aminoacídicas 87 a 129 (p. ej., 
la SEQ. ID. NO. 105, que codifica la proteína de fusión en la SEQ. ID. NO. 104)).

Tal como apreciará el experto en la técnica, las proteínas codificadas en los ácidos nucleicos aislados divulgados en 
la presente podrán obtenerse utilizando métodos conocidos. A modo de ejemplo, los ácidos nucleicos podrán 25
insertarse en cualquier plásmido apropiado, que se inserte posteriormente en las células que expresan la proteína. 
También se conocen otros métodos para obtener las proteínas codificadas. En consecuencia, el alcance de la 
presente solicitud incluye las proteínas que se pueden obtener a partir de los ácidos nucleicos aislados divulgados 
en la presente. Por ejemplo, la SEQ. ID. NO. 23 describe una proteína que se puede obtener a partir de la expresión 
de la SEQ. ID. NO. 24. Por lo tanto, las realizaciones de la presente invención también incluyen, sin carácter 30
limitante, las proteínas que tienen las secuencias de las SEQ. ID. NOS. 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 102 y 104.

Composiciones inmunogénicas que comprenden ácidos nucleicos

En la presente se divulgan composiciones inmunogénicas que se refieren a constructos genéticos que incluyen 
ácidos nucleicos que codifican HBcAg, o un fragmento de este, y ácidos nucleicos que codifican una proteína 35
heteróloga. En algunas realizaciones, ambas secuencias están en el mismo constructo de ácido nucleico (p. ej., el 
mismo plásmido). En ciertas realizaciones, ambas secuencias están en constructos de ácido nucleico separados. 
Algunas realizaciones de las composiciones inmunogénicas descritas en la presente incluyen cualquiera de los 
ácidos nucleicos aislados discutidos anteriormente, donde un ácido nucleico que codifica HBcAg, o un fragmento de 
este, se une a un ácido nucleico que codifica una proteína heteróloga. Algunas realizaciones de las composiciones 40
inmunogénicas divulgadas en la presente incluyen una o proteínas codificadas por un ácido nucleico descrito en la 
presente.

La fuente de HBcAg que está codificado en el ácido nucleico no está limitada de manera particular. En 
consecuencia, el ácido nucleico contemplado para las composiciones inmunogénicas descritas en la presente 
pueden ser ácidos nucleicos de virus de los que se sabe que infectan a animales de cualquier especie incluidos, sin 45
carácter limitante, seres humanos, ratones, reptiles, aves (p. ej., cigüeñas y garzas), roedores, cerdos, minicerdos, 
cabras, perros, gatos, seres humanos y primates no humanos (p. ej., babuinos, monos y chimpancés), tal como se 
ha mencionado anteriormente. En algunas realizaciones, el HBcAg se selecciona entre un antígeno de la hepatitis 
humana, un antígeno de la hepatitis aviar, un antígeno de la hepatitis de cigüeñas y un antígeno de la hepatitis de 
garzas.50

Por lo general, las secuencias que codifican HBcAg pueden ser las mismas que aquellas discutidas anteriormente 
con respecto a los ácidos nucleicos aislados. Por lo tanto, en algunas realizaciones, cualquiera de las secuencias de 
ácidos nucleicos descritas anteriormente que incluyan HBcAg podrán utilizarse en la composición inmunogénica. A 
modo de ejemplo, el ácido nucleico aislado podrá incluir HBcAg natural (p. ej., la SEQ. ID. NO. 71) o variantes o 
mutantes de HBcAg, y el ácido nucleico también podrá tener los codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 22). 55
En algunas realizaciones, el ácido nucleico aislado codifica un fragmento de HBcAg, tal como se ha descrito 
anteriormente con respecto a los ácidos nucleicos aislados. Por ejemplo, el fragmento de la secuencia de HBcAg
puede comprender al menos, exactamente, más, menos o cualquier número comprendido entre 3, 5, 10, 20, 50, 75, 
100, 125, 150 o 175 aminoácidos consecutivos de un polipéptido de HBcAg natural o sintético. En el ácido nucleico 
aislado incluido en la composición inmunogénica también puede estar codificado cualquier HBcAg completo.60
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Algunas realizaciones incluyen ácidos nucleicos que tienen homología o identidad secuencial con cualquiera de las 
secuencias de ácido nucleico divulgadas en la presente (p. ej., las SEQ. ID. Nos. 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 
42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 102, 104 etc.). En algunas realizaciones, dichos ácidos 
nucleicos homólogos generan, potencian o mejoran una respuesta inmunitaria, tal como se ha definido 
anteriormente. Existen varias técnicas para determinar la homología secuencial del ácido nucleico o proteica. Por lo 5
tanto, las realizaciones de los ácidos nucleicos pueden tener de un 70% de homología o identidad secuencial a un 
100% de homología o identidad secuencial respecto a cualquiera de las secuencias de ácido nucleico o secuencias 
proteicas divulgadas en la presente. Es decir, las realizaciones pueden tener al menos, exactamente o cualquier 
número comprendido entre aproximadamente un 70.0%, 71.0%, 72.0%, 73.0%, 74.0%, 75.0%, 76.0%, 77.0%, 
78.0%, 79.0%, 80.0%, 81.0%, 82.0%, 83.0%, 84.0%, 85.0%, 86.0%, 87.0%, 88.0%, 89.0%, 90.0%, 91.0%, 92.0%, 10
93.0%, 94.0%, 95.0%, 96.0%, 97.0%, 98.0%, 99.0% y 100.0% de homología o identidad secuencial respecto a 
cualquiera de las secuencias polipeptídicas o de ácidos nucleicos divulgadas en la presente.

En la técnica se conocen varios programas de búsqueda de la homología o identidad secuencial basados en 
secuencias de ácidos nucleicos y se pueden utilizar para identificar moléculas que son homólogas. En una 
estrategia, se puede determinar una identidad secuencial porcentual mediante métodos estándar que son de uso 15
común para comparar la similitud y posición de los pares de bases de dos ácidos nucleicos. Utilizando un programa 
informático tal como BLAST o FASTA, se pueden alinear dos secuencias para conseguir el emparejamiento óptimo 
de sus respectivos pares de bases (ya sea a lo largo de la longitud total de una o de ambas secuencias, o a lo largo 
de una porción predeterminada de una o ambas secuencias). Tales programas proporcionan una penalización de 
apertura “por defecto” y una penalización del hueco “por defecto” y una matriz de puntuación tal como PAM 250 (una 20
matriz de puntuación estándar; remítase a Dayhoff et al., en: Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5, Supl. 3 
(1978)) y se pueden utilizar junto con el programa informático.

Algunas realizaciones incluyen ácidos nucleicos aislados que tienen una homología o identidad secuencial suficiente 
respecto a cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos divulgadas en la presente, de modo que tendrá lugar la 
hibridación entre el ácido nucleico aislado y cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos divulgadas en la 25
presente. En algunos aspectos, la hibridación tendrá lugar en las condiciones de lavado habituales en una 
hibridación de Southern, es decir, una concentración salina correspondiente a 0.1 veces la concentración de 
solución salina con citrato de sodio (SSC) y un 0.1% de SDS a 37 ºC (rigurosidad baja), preferentemente 0.1 veces 
SSC y un 0.1% de SDS a 60 ºC (rigurosidad media) y más preferentemente 0.1 veces SSC y un 0.1% de SDS a 65 
ºC (rigurosidad elevada). En ciertos aspectos, las realizaciones del ácido nucleico tendrán un porcentaje de bases 30
consecutivas que se hibridan en condiciones rigurosas con cualquiera de las secuencias de ácidos nucleicos 
divulgadas en la presente, donde el número de bases consecutivas es de al menos un 40.0%, 41.0%, 42.0%, 43.0%, 
44.0%, 45.0%, 46.0%, 47.0%, 48.0%, 49.0%, 50.0%, 51.0%, 52.0%, 53.0%, 54.0%,. 55.0%, 56.0%, 57.0%, 58.0%, 
59.0%, 60.0%, 61.0%, 62.0%, 63.0%, 64.0%, 65.0%, 66.0%, 67.0%, 68.0%, 69.0%, 70.0%, 71.0%, 72.0%, 73.0%, 
74.0%, 75.0%, 76.0%, 77.0%, 78.0%, 79.0%, 80.0%, 81.0%, 82.0%, 83.0%, 84.0%, 85.0%, 86.0%, 87.0%, 88.0%, 35
89.0%, 90.0%, 91.0%, 92.0%, 93.0%, 94.0%, 95.0%, 96.0%, 97.0%, 98.0%, 99.0% y un 100.0% del número de 
bases totales de la secuencia de ácido nucleico.

Algunas realizaciones de la composición inmunogénica incluyen un ácido nucleico que codifica una proteína 
heteróloga. La proteína heteróloga codificada por el ácido nucleico, en algunas realizaciones, puede ser un antígeno, 
tal como un antígeno vegetal (p. ej., antígeno de abedul), antígeno vírico o un antígeno animal (p. ej., antígeno de 40
ovoalbúmina). El antígeno también podrá ser un antígeno de la hepatitis, por ejemplo, un antígeno del virus de la 
hepatitis B (VHB) o un antígeno del virus de la hepatitis C (VHC). Los antígenos del VHC pueden ser de virus de los 
que se sabe que infectan a animales de cualquier especie incluidos, sin carácter limitante, anfibios, reptiles, pájaros 
(p. ej., cigüeñas y garzas), ratones, hámsteres, ratas, conejos, cobayas, marmotas, cerdos, minicerdos, cabras, 
perros, gatos, seres humanos y primates no humanos (p. ej., babuinos, monos y chimpancés). De manera similar, 45
los antígenos del VHB pueden proceder de virus de los que se sabe que infectan animales de cualquier especie 
incluidos, sin carácter limitante, anfibios, reptiles, aves (p. ej., cigüeñas y garzas) y garzas, ratones, hámsteres,
roedores, cerdos, minicerdos, cabras, perros, gatos, seres humanos y primates no humanos (p. ej., babuinos, monos 
y chimpancés). En ciertas realizaciones, el antígeno es un antígeno del VHC seleccionado entre NS3/4A, NS5A y 
combinaciones de estos. En ciertas realizaciones, el antígeno es un antígeno del VHB seleccionado entre un 50
antígeno superficial del VHB, antígeno e del VHB, HBcAg humano, un antígeno de la polimerasa del VHB humano, 
un antígeno x del VHB humano y combinaciones de estos.

Los ejemplos no limitantes de ácidos nucleicos que codifican proteínas heterólogas que se podrán incluir en la 
composición inmunogénica incluyen NS3/4A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. 2), NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. 8), 
HBcAg (p. ej., la SEQ. ID. 10), antígeno e del VHB (p. ej., las SEQ. ID. 12 y 14) y la ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. ID. 55
16).

Si la composición inmunogénica incluye una proteína heteróloga codificada que es un antígeno del VHB, la proteína 
heteróloga o ácido nucleico que codifica la proteína heteróloga pueden ser sustancialmente diferentes del HBcAg
presente en la composición inmunogénica. A modo de ejemplo, la composición inmunogénica podrá incluir un ácido 
nucleico que codifica HBcAg y un ácido nucleico que codifica una proteína heteróloga, que es un antígeno del VHB 60
que no está presente en la naturaleza o en una posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto al 
HBcAg. La composición inmunogénica también podrá incluir, por ejemplo, una mezcla de las SEQ. ID. NOS. 10 y 22
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y, por lo tanto, incluye dos ácidos nucleicos que codifican sustancialmente diferentes antígenos del VHB (es decir, 
un HBcAg humano y un HBcAg de garza).

Los ejemplos no limitantes de mezclas de secuencias de ácidos nucleicos que codifican HBcAg, o un fragmento de 
este, y secuencias de ácidos nucleicos que codifican una proteína heteróloga, que se podrán incluir en las 
composiciones inmunogénicas, incluyen, sin carácter limitante: (1) HBcAg de cigüeña y NS3/4A del VHC (p. ej., las5
SEQ. ID. NOS. 20 y 2); (2) HBcAg de garza y NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 2); (3) HBcAg de 
cigüeña y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 8); (4) HBcAg de garza y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. 
NOS. 22 y 8); (5) HBcAg de cigüeña y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. No. 20 y 12); (6) HBcAg de 
garza y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 12); (7) HBcAg de cigüeña y HBcAg humano (p. 
ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 10); (8) HBcAg de garza y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 10); (9) HBcAg10
de cigüeña y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 18); (10) HBcAg de garza y antígeno de abedul (p. 
ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 18); (11) HBcAg de cigüeña y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 
16); y (12) HBcAg de garza y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 16).

Algunas realizaciones de la composición inmunogénica incluyen los ácidos nucleicos aislados descritos 
anteriormente, donde el ácido nucleico que codifica HBcAg, o un fragmento de este, se une a secuencias de ácidos 15
nucleicos que codifican una proteína heteróloga. En consecuencia, algunas composiciones ilustrativas adicionales 
podrán incluir un ácido nucleico que codifica: (1) HBcAg de cigüeña unido a NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. 
NOS. 24 y 26); (2) HBcAg de garza unido a NS3/4A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 36); (3) HBcAg de cigüeña 
unido a NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 40); (4) HBcAg de garza unido a NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. 
NO. 42); (5) HBcAg de cigüeña unido al antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 44 y 46); (6) HBcAg20
de garza unido al antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 48 y 50); (7) HBcAg de cigüeña unido a 
HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 52 y 103); (8) HBcAg de garza unido a HBcAg humano (p. ej., las SEQ. 
ID. NOS. 50 y 105); (9) HBcAg de cigüeña unido a un antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 56); (10) HBcAg de 
garza unido a un antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 58); (11) HBcAg de cigüeña unido a un antígeno de 
ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. ID. NO. 60); y (12) HBcAg de garza unido a un antígeno de ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. 25
ID. NO. 62).

Se contempla que varios compuestos diferentes puedan incluirse en una o más de las composiciones. Algunas 
realizaciones de la composición podrán incluir además un adyuvante adicional. Los ejemplos no limitantes de 
adyuvantes que se pueden incluir son: interleucina-2 (IL 2), interleucina-12 (IL 12), interleucina-15 (IL 15),
interleucina-21 (IL 21), interleucina-28b (IL 28b), galactosil-transferasa, un receptor de tipo toll (TLR), ribavirina, 30
alumbre, CpG y un aceite. En algunas realizaciones, la composición incluye un ácido nucleico aislado, o constructos 
que comprenden dichos ácidos nucleicos, que codifica una proteína que es un adyuvante tal como IL 2, IL 12, IL 15, 
IL 21, IL 28b, galactosa-transferasa, un TLR y similares. En ciertos aspectos, el ácido nucleico aislado que codifica la 
proteína que es un adyuvante podrá estar en el mismo constructo que codifica HBcAg y/o la proteína heteróloga. En 
otros aspectos, el ácido nucleico aislado que codifica la proteína que es un adyuvante podrá estar en un constructo 35
diferente del constructo que codifica HBcAg y/o la proteína heteróloga.

Las composiciones descritas en la presente también podrán comprender otros ingredientes o compuestos además 
de ácidos nucleicos y/o polipéptidos incluidos, sin carácter limitante, varios péptidos, adyuvantes, agentes 
aglutinantes, excipientes tales como estabilizantes (para mejorar el almacenamiento a largo plazo), emulsionantes, 
agentes espesantes, sales, conservantes, disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes 40
antibacterianos y antifúngicos, agentes para el retraso de la absorción e isotónicos diferentes y similares. Remítase, 
p. ej., a los documentos US 20020136740 A1 y US 20040092730 A1. Estas composiciones son adecuadas para el 
tratamiento de animales, en particular mamíferos, ya sea como una medida preventiva para evitar una enfermedad o 
afección ya sea como una medida terapéutica para tratar animales que ya padecen una enfermedad o afección.

Muchos otros ingredientes también podrán estar presentes en las composiciones que se proporcionan en la 45
presente. Por ejemplo, el adyuvante y el antígeno se pueden emplear en una mezcla con excipientes 
convencionales (p. ej., sustancias portadoras orgánicas o inorgánicas farmacéuticamente aceptables adecuadas 
para la aplicación parenteral, enteral (p. ej., oral) o tópica que no reaccionen de manera perjudicial con los 
ingredientes terapéuticos (p. ej., constructos que codifican HBcAg). Los portadores farmacéuticamente aceptables 
adecuados incluyen, sin carácter limitante, agua, soluciones salinas, alcoholes, goma arábiga, aceites vegetales, 50
alcoholes bencílicos, polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos tales como lactosa, amilosa o almidón, estearato de 
magnesio, talco, ácido silícico, parafina viscosa, aceite perfumado, monoglicéridos y diglicéridos de ácidos grasos, 
ésteres de ácidos grasos y pentaeritritol, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, etc. Se describen muchos más 
portadores adecuados en Remmington's Pharmaceutical Sciences, 15.ª Edición, Easton:Mack Publishing Company, 
páginas 1405-1412 y 1461-1487(1975) y The National Formulary XIV, 14.ª Edición, Washington, American 55
Pharmaceutical Association (1975).

Composiciones inmunogénicas que comprenden polipéptidos

Algunas de las realizaciones descritas en la presente se refieren a composiciones que comprenden, están 
constituidas esencialmente o están constituidas por polipéptidos codificados por cualquiera de los ácidos nucleicos 
divulgados en la presente. En algunas realizaciones, la composición incluye una mezcla de HBcAg, o un fragmento 60
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de este, y una proteína heteróloga. En ciertos aspectos, la composición incluye una proteína que tiene HBcAg unido 
a una proteína heteróloga.

Los polipéptidos de HBcAg que podrán estar incluidos en las composiciones inmunogénicas pueden estar 
constituidos por cualquier polipéptido de HBcAg que pueda estar codificado en los ácidos nucleicos de la 
composición inmunogénica de los ácidos nucleicos discutidos anteriormente, o aquellos codificados en los ácidos 5
nucleicos discutidos anteriormente. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el HBcAg se deriva de un ácido nucleico 
con codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 21 se deriva de la SEQ. ID. NO. 22). El HBcAg también podrá ser 
una proteína natural o una de sus formas variantes. Asimismo, la composición podrá incluir un fragmento de HBcAg. 
Un fragmento de HBcAg puede comprender al menos, exactamente, más, menos o cualquier número entre 3, 5, 10, 
20, 50, 75, 100, 125, 150 o 175 aminoácidos consecutivos de un polipéptido de HBcAg natural o sintético (p. ej., un 10
isotipo de un polipéptido de HBcAg presente en la naturaleza o un polipéptido de HBcAg con codones optimizados o 
modificado de otra manera).

Algunas realizaciones incluyen polipéptidos que tienen homología o identidad secuencial respecto a cualquiera de 
las secuencias polipeptídicas divulgadas en la presente (p. ej., las SEQ. ID. Nos. 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 
41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 70, 102, 104, etc.). En algunas realizaciones, dichos 15
polipéptidos generan, potencian o mejoran una respuesta inmunitaria, tal como se ha definido anteriormente. Existen 
varias técnicas para determinar la homología secuencial o la identidad secuencial proteica. Por lo tanto, las 
realizaciones de los polipéptidos pueden tener de un 70% de homología a un 100% de homología o identidad 
secuencial respecto a cualquiera de los polipéptidos divulgados en la presente. Es decir, las realizaciones pueden 
tener al menos, exactamente o cualquier número comprendido entre aproximadamente un 70.0%, 71.0%, 72.0%, 20
73.0%, 74.0%, 75.0%, 76.0%, 77.0%, 78.0%, 79.0%, 80.0%, 81.0%, 82.0%, 83.0%, 84.0%, 85.0%, 86.0%, 87.0%, 
88.0%, 89.0%, 90.0%, 91.0%, 92.0%, 93.0%, 94.0%, 95.0%, 96.0%, 97.0%, 98.0%, 99.0% y 100.0% de homología o 
identidad secuencial respecto a cualquiera de las secuencias polipeptídicas o de ácidos nucleicos divulgadas en la 
presente.

En la técnica se conocen varios programas de búsqueda de la homología o identidad secuencial basados en 25
secuencias de polipéptidos y se pueden utilizar para identificar moléculas que son homólogas. En una estrategia, se 
puede determinar una identidad secuencial porcentual mediante métodos estándar que son de uso común para 
comparar la similitud y posición de los aminoácidos de dos polipéptidos. Utilizando un programa informático tal como 
BLAST o FASTA, se pueden alinear dos secuencias para conseguir el emparejamiento óptimo de sus respectivos 
aminoácidos (ya sea a lo largo de la longitud total de una o de ambas secuencias, o a lo largo de una porción 30
predeterminada de una o ambas secuencias). Tales programas proporcionan una penalización de apertura “por 
defecto” y una penalización del hueco “por defecto” y una matriz de puntuación tal como PAM 250 (una matriz de 
puntuación estándar; remítase a Dayhoff et al., en: Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5, Supl. 3 (1978)) y 
se pueden utilizar junto con el programa informático.

De manera similar, la proteína heteróloga que podrá incluirse en las composiciones inmunogénicas puede ser 35
cualquier proteína heteróloga que pueda estar codificada en los ácidos nucleicos de la composición inmunogénica 
de ácidos nucleicos discutidos anteriormente, o aquellos codificados en los ácidos nucleicos aislados discutidos 
anteriormente. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la proteína heteróloga se deriva de un ácido nucleico con 
codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 7 se deriva de la SEQ. ID. NO. 8). El HBcAg también podrá ser una 
proteína natural o una de sus formas variantes.40

Si la composición inmunogénica incluye una proteína heteróloga que es un antígeno del VHB, la proteína heteróloga 
puede ser sustancialmente diferente del HBcAg presente en la composición inmunogénica. A modo de ejemplo, la 
composición inmunogénica podrá incluir HBcAg y una proteína heteróloga que es un antígeno del VHB que no está 
presente en la naturaleza o que está en posición en la que no está presente en la naturaleza con respecto al HBcAg. 
La composición inmunogénica podrá incluir, por ejemplo, una mezcla de las SEQ. ID. NO. 9 y 11 y, por lo tanto, 45
incluye diferentes antígenos del VHB (es decir, HBcAg humano y HBcAg de garza).

Los ejemplos no limitantes de mezclas de HBcAg, o un fragmento de este, y una proteína heteróloga, que se podrán 
incluir en las composiciones inmunogénicas, incluyen, sin carácter limitante: (1) HBcAg de cigüeña y NS3/4A del 
VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 1); (2) HBcAg de garza y NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 1); (3) 
HBcAg de cigüeña y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 7); (4) HBcAg de garza y NS5A del VHC (p. ej., 50
las SEQ. ID. NOS. 21 y 7); (5) HBcAg de cigüeña y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. No. 19 y 11); (6) 
HBcAg de garza y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 11); (7) HBcAg de cigüeña y HBcAg
humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 9); (8) HBcAg de garza y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 9); 
(9) HBcAg de cigüeña y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 17); (10) HBcAg de garza y antígeno de 
abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 17); (11) HBcAg de cigüeña y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. 55
NOS. 19 y 15); y (12) HBcAg de garza y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 15).

También se contempla que algunas composiciones inmunogénicas puedan comprender tanto una proteína como se 
describe en la presente como un ácido nucleico como se describe en la presente. Por ejemplo, algunas realizaciones 
podrán incluir un ácido nucleico que codifica un HBcAg (p. ej., un ácido nucleico que codifica un HBcAg de cigüeña o 
de garza (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 22) y una proteína que es un antígeno (p. ej., NS3/4A del VHC, SEQ. ID.60
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NO. 1). Como alternativa, algunas realizaciones son composiciones inmunogénicas que comprenden una proteína 
de HBcAg (p. ej., HBcAg de cigüeña o de garza, SEQ. ID. NOS. 19 y 21) y un ácido nucleico que codifica un 
antígeno (p. ej., un ácido nucleico que codifica NS3/4A del VHC, SEQ. ID. NO. 2).

También se contempla que varios compuestos diferentes puedan incluirse para mejorar la composición 
inmunogénica, por ejemplo, incrementando la respuesta inmunitaria provocada por la composición. Algunas 5
realizaciones de la composición podrán incluir además un adyuvante. Los ejemplos no limitantes de adyuvantes 
incluyen: interleucina-2 (IL 2), interleucina-12 (IL 12), interleucina-15 (IL 15), interleucina-21 (IL 21), interleucina-28b 
(IL 28b), galactosil-transferasa, un receptor de tipo toll (TLR), ribavirina, alumbre, CpG y un aceite.

Se podrán incluir varios ingredientes, tales como excipientes, adyuvantes, agentes aglutinantes, etc., en las 
composiciones inmunogénicas que incluyen un polipéptido. Se podrán utilizar ingredientes idénticos a aquellos 10
descritos anteriormente en relación con las composiciones inmunogénicas de ácidos nucleicos aislados.

Métodos para potenciar o fomentar una respuesta inmunitaria

También se proporcionan métodos para potenciar o fomentar una respuesta inmunitaria en un animal, incluidos 
seres humanos, a un antígeno. Tales métodos se pueden llevar a la práctica, por ejemplo, identificando un animal 
que necesite una respuesta inmunitaria y administrando a dicho animal cualquiera de las composiciones 15
inmunogénicas descritas anteriormente que sea eficaz para potenciar o facilitar una respuesta inmunitaria a la 
proteína heteróloga. En algunas realizaciones, las composiciones que incluyen uno o más ácidos nucleicos aislados 
que codifican el antígeno de tipo HBcAg, o un fragmento de este, y un ácido nucleico que codifica una proteína 
heteróloga se administran a un animal que lo necesite a la vez en la misma mezcla. En ciertas realizaciones, las 
composiciones del antígeno de tipo HBcAg, o un fragmento de este, y una proteína heteróloga se administran al 20
animal a la vez y en la misma mezcla. Como alternativa, el ácido nucleico que codifica el HBcAg y el ácido nucleico 
que codifica la proteína heteróloga se administran conjuntamente. De manera similar, la proteína de HBcAg y el 
antígeno proteico se pueden administrar conjuntamente. La expresión “administración conjunta” quiere dar a 
entender que los dos ácidos nucleicos o dos proteínas se proporcionan a la vez en la misma mezcla o en un 
intervalo entre cada administración separada comprendido entre al menos, exactamente o aproximadamente 25
cualquier número entre 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o 60 minutos. Sin embargo, la presente invención no se limita a 
ningún orden concreto de administración. 

En consecuencia, algunos métodos incluyen administrar una composición que comprende un ácido nucleico aislado 
que codifica HBcAg, o un fragmento de este, unido a un ácido nucleico aislado que codifica una proteína heteróloga. 
Los ejemplos no limitantes de composiciones que se podrán administrar de acuerdo con los métodos divulgados en 30
la presente incluyen, sin carácter limitante: (1) HBcAg de cigüeña unido a NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 
24 y 26); (2) HBcAg de garza unido a NS3/4A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 36); (3) HBcAg de cigüeña unido a 
NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 40); (4) HBcAg de garza unido a NS5A del VHC (p. ej., la SEQ. ID. NO. 42); 
(5) HBcAg de cigüeña unido al antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 44 y 46); (6) HBcAg de garza 
unido al antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 48 y 50); (7) HBcAg de cigüeña y HBcAg humano (p. 35
ej., las SEQ. ID. NOS. 52 y 103); (8) HBcAg de garza unido a HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 50 y 105); 
(9) HBcAg de cigüeña unido a un antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 56); (10) HBcAg de garza unido a un 
antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 58); (11) HBcAg de cigüeña unido a un antígeno de ovoalbúmina (p. ej., 
la SEQ. ID. NO. 60); y (12) HBcAg de garza unido a un antígeno de ovoalbúmina (p. ej., la SEQ. ID. NO. 62).

Además, las composiciones que incluyen secuencias de ácidos nucleicos que codifican HBcAg, o un fragmento de 40
este, y secuencias de ácidos nucleicos que codifican una proteína heteróloga en trans, se podrán administrar de 
acuerdo con los métodos divulgados en la presente. Los ejemplos no limitantes de composiciones para administrar 
de acuerdo con los métodos divulgados en la presente incluyen, sin carácter limitante: (1) HBcAg de cigüeña y
NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 2); (2) HBcAg de garza y NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 
22 y 2); (3) HBcAg de cigüeña y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 8); (4) HBcAg de garza y NS5A del 45
VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 8); (5) HBcAg de cigüeña y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. No. 
20 y 12); (6) HBcAg de garza y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 12); (7) HBcAg de 
cigüeña y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 10); (8) HBcAg de garza y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. 
ID. NOS. 22 y 10); (9) HBcAg de cigüeña y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 18); (10) HBcAg de 
garza y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 18); (11) HBcAg de cigüeña y antígeno de ovoalbúmina 50
(p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 16); y (12) HBcAg de garza y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 22 y 
16).

Además, las composiciones que incluyen HBcAg, o un fragmento de este, y una proteína heteróloga se podrán 
adeministrar de acuerdo con los métodos divulgados en la presente. Los ejemplos no limitantes de las 
composiciones para administrar de acuerdo con los métodos descritos en la presente incluyen, sin carácter limitante: 55
(1) HBcAg de cigüeña y NS3/4A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 1); (2) HBcAg de garza y NS3/4A del VHC
(p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 1); (3) HBcAg de cigüeña y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 7); (4) 
HBcAg de garza y NS5A del VHC (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 7); (5) HBcAg de cigüeña y antígeno e del VHB 
humano (p. ej., las SEQ. ID. No. 19 y 11); (6) HBcAg de garza y antígeno e del VHB humano (p. ej., las SEQ. ID. 
NOS. 21 y 11); (7) HBcAg de cigüeña y HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 9); (8) HBcAg de garza y 60
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HBcAg humano (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 9); (9) HBcAg de cigüeña y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. 
NOS. 19 y 17); (10) HBcAg de garza y antígeno de abedul (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 17); (11) HBcAg de 
cigüeña y antígeno de ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 19 y 15); y (12) HBcAg de garza y antígeno de 
ovoalbúmina (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 21 y 15).

Otras realizaciones tratan sobre métodos para inhibir la infección por VHC, reducir el título vírico del VHC, inhibir la 5
replicación del VHC, tratar la infección por VHC o estimular una respuesta inmunitaria específica para una proteína 
del VHC. En una estrategia, una composición inmunogénica que comprende un ácido nucleico aislado que codifica 
HBcAg, o un fragmento de este (p. ej., un ácido nucleico con codones optimizados para el ser humano que codifica 
un HBcAg derivado de una hepatitis aviar, tal como una hepatitis que infecta a cigüeñas (p. ej., la SEQ. ID. NO. 20) o 
garzas (p. ej., la SEQ. ID. NO. 22)) y un ácido nucleico aislado que codifica un antígeno del VHC descrito en la 10
presente (p. ej., un ácido nucleico con codones optimizados para el ser humano que codifica NS3, NS3/4A (p. ej., la 
SEQ. ID. NO. 2) y/o NS5A (p. ej., la SEQ. ID. NO. 8) se utilizan para preparar un medicamento para inhibir la 
infección por VHC, reducir el título vírico del VHC, inhibir la replicación del VHC, tratar la infección por VHC o para 
generar una respuesta inmunitaria a una proteína del VHC. Es decir, las composiciones preferidas comprenden, 
están constituidas esencialmente o están constituidas por un ácido nucleico que codifica HBcAg derivado de una 15
hepatitis aviar (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 22) y un ácido nucleico que codifica una proteína del VHC derivado de 
un virus de la hepatitis que infecta a seres humanos (p. ej., la SEQ. ID. NO. 2). El ácido nucleico presente en dichas 
composiciones puede estar en cis (p. ej., unido operablemente en el marco de lectura) o en trans (p. ej., en 
constructos de expresión totalmente separados). En una estrategia, se identifica a un individuo que necesite una 
medicación que inhiba la infección por VHC, reduzca el título vírico del VHC, inhiba la replicación del VHC, trate la 20
infección por VHC o que estimule una respuesta inmunitaria a una proteína del VHC y se proporciona a dicho 
individuo un medicamento que comprenda un ácido nucleico que codifique un antígeno de tipo HBcAg (p. ej., las 
SEQ. ID. NOS. 20 y 22) y un ácido nucleico que codifique un antígeno del VHC, tal como NS3/4A con codones 
optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 1) o NS5A con codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 8).

Como alternativa, se utilizan una composición inmunogénica que comprende un polipéptido de HBcAg (p. ej., las 25
SEQ. ID. NOS. 21 y 23), o un fragmento de este, y un antígeno del VHC tal como se describe en la presente (p. ej., 
NS3/4A con codones optimizados en la SEQ. ID. NO. 1) para preparar un medicamento para inhibir la infección por 
VHC, reducir el título vírico del VHC, inhibir la replicación del VHC, tratar la infección por VHC o para generar una 
respuesta inmunitaria a una proteína del VHC.

Algunas realizaciones tratan sobre métodos para inhibir la infección por VHB, reducir el título vírico del VHB, inhibir 30
la replicación del VHB, tratar la infección por VHB o estimular una respuesta inmunitaria específica para una proteína 
del VHB. En una estrategia, una composición inmunogénica que comprende un ácido nucleico que codifica HBcAg
(p. ej., un ácido nucleico con codones optimizados para el ser humano que codifica un HBcAg derivado de una 
hepatitis aviar, tal como una hepatitis que infecta a cigüeñas (p. ej., la SEQ. ID. NO. 20) o garzas (p. ej., la SEQ. ID. 
NO. 22)) y un ácido nucleico aislado que codifica un antígeno del VHB descrito en la presente (p. ej., un ácido 35
nucleico con codones optimizados para el ser humano que codifica un HBcAg (p. ej., la SEQ. ID. NO. 10), un 
antígeno superficial del VHB, un antígeno e del VHB (p. ej., las SEQ. ID. NO. 12 y 14), un antígeno de la polimerasa 
del VHB o un antígeno x del VHB derivado de una hepatitis que infecta a seres humanos) se utilizan para preparar 
un medicamento para inhibir la infección por VHB, reducir el título vírico del VHB, inhibir la replicación del VHB, tratar 
la infección por VHB o para generar una respuesta inmunitaria a una proteína del VHB. Es decir, las composiciones 40
preferidas comprenden, están constituidas esencialmente o están constituidas por un HBcAg derivado de una 
hepatitis aviar y un ácido nucleico que codifica una proteína del VHB derivado de un virus de la hepatitis que infecta 
a seres humanos. El ácido nucleico presente en dichas composiciones puede estar en cis (p. ej., unido 
operablemente en el marco de lectura) o en trans (p. ej., en constructos de expresión totalmente separados). En una 
estrategia, se identifica a un individuo que necesite una medicación que inhiba la infección por VHB, reduzca el título 45
vírico del VHB, inhiba la replicación del VHB, trate la infección por VHB o que estimule una respuesta inmunitaria a 
una proteína del VHB y se proporciona a dicho individuo un medicamento que comprenda un ácido nucleico que 
codifique un antígeno de tipo HBcAg aviar (p. ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 22) y un antígeno del VHB, tal como un 
antígeno del VHB con codones optimizados (p. ej., HBeAg con codones optimizados (p. ej., la SEQ. ID. NO. 11)). 

Como alternativa, se utilizan una composición inmunogénica que comprende un polipéptido de HBcAg, o un 50
fragmento de este, y un antígeno del VHB tal como se describe en la presente para preparar un medicamento para 
inhibir la infección por VHB, reducir el título vírico del VHB, inhibir la replicación del VHB, tratar la infección por VHB 
o para generar una respuesta inmunitaria a una proteína del VHB.

Algunas realizaciones tratan sobre métodos para mejorar una alergia al abedul, reducir la sensibilidad a un alérgeno
del abedul o reducir los niveles del anticuerpo IgE específicos para el abedul. En una estrategia, se utilizan una 55
composición inmunogénica que comprende un ácido nucleico que codifica HBcAg (p. ej., un ácido nucleico con 
codones optimizados para el ser humano que codifica un HBcAg derivado de una hepatitis aviar, tal como una 
hepatitis que infecta a cigüeñas (p. ej., la SEQ. ID. NO. 20) o garzas (p. ej., la SEQ. ID. NO. 22)) y un ácido nucleico 
aislado que codifica un antígeno de abedul (p. ej., la SEQ. ID. NO. 18) para preparar un medicamento para mejorar 
una alergia al abedul, reducir la sensibilidad a una alergia al abedul o reducir los niveles del anticuerpo IgE 60
específicos para el abedul. Es decir, las composiciones preferidas comprenden, están constituidas esencialmente o 
están constituidas por un HBcAg derivado de una hepatitis aviar y un ácido nucleico que codifica un derivado de un 
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antígeno del abedul. Los ácidos nucleicos presentes en dichas composiciones pueden estar en cis (p. ej., unidos 
operablemente en el marco de lectura) o en trans (p. ej., en constructos de expresión totalmente separados). En una 
estrategia, se identifica un individuo que necesite un medicamento que mejore una alergia al abedul, reduzca la 
sensibilidad a un alérgeno del abedul o reduzca los niveles del anticuerpo IgE específicos para el abedul y se 
proporciona a dicho individuo un medicamento que comprenda un ácido nucleico que codifique un HBcAg aviar (p. 5
ej., las SEQ. ID. NOS. 20 y 22) y un antígeno del abedul, tal como un antígeno del abedul con codones optimizados 
(p. ej., la SEQ. ID. NO. 18).

Como alternativa, se utilizan una composición inmunogénica que comprende un polipéptido de HBcAg, o un 
fragmento de este, y un antígeno del abedul descrito en la presente para preparar un medicamento para mejorar una 
alergia al abedul, reducir la sensibilidad a un alérgeno del abedul o reducir los niveles del anticuerpo IgE específicos 10
para un antígeno del abedul.

La dosis eficaz y el método para administrar una formulación concreta pueden variar en función del paciente 
individual y del tipo y etapa de la enfermedad, así como también por otros factores conocidos por los expertos en la 
técnica. La eficacia terapéutica y la toxicidad se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos 
habituales en cultivos celulares o animales de experimentación, p. ej., la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en 15
un 50% de la población). Los datos obtenidos a partir de ensayos con cultivos celulares y estudios en animales se 
pueden utilizar para formular un intervalo de dosificaciones para el uso en seres humanos. La dosificación está 
comprendida preferentemente en un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 sin toxicidad. La 
dosificación varía en este intervalo dependiendo del tipo de derivado adyuvante y antígeno, la forma farmacéutica 
empleada, la sensibilidad del paciente y la vía de administración. 20

En ciertas realizaciones, se incluye un adyuvante en la composición administrada. Por ejemplo, se puede añadir un 
agente farmacológico a una composición descrita en la presente si fuese necesario para incrementar su efecto o 
contribuir a este. En otro ejemplo, se puede utilizar un agente inmunológico que incremente la respuesta antigénica 
con un dispositivo descrito en la presente. Por ejemplo, la patente de EE. UU. número 6 680 059 describe el uso de 
vacunas que contienen ribavirina como un adyuvante para la vacuna. Sin embargo, el término un “adyuvante” se 25
podrá referir a cualquier material que tenga la capacidad de potenciar o facilitar una respuesta inmunitaria o para 
incrementar el efecto de un agente terapéutico o contribuir a este. Los ejemplos no limitantes de adyuvantes 
incluyen la interleucina-2 (IL 2), interleucina-12 (IL 12), interleucina-15 (IL 15), interleucina-21 (IL 21), interleucina-
28b (IL 28b), galactosil-transferasa, un receptor de tipo toll (TLR), ribavirina, alumbre, CpG y un aceite. Asimismo, tal 
y como se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones, la composición incluye un ácido nucleico aislado, o 30
constructos que comprenden dichos ácidos nucleicos, que codifica una proteína que es un adyuvante, tal como IL 2, 
IL 12, IL 15, IL21, IL 28b, galactosil-transferasa, un TLR y similares. En ciertos aspectos, el ácido nucleico aislado 
que codifica la proteína que es un adyuvante podrá estar en el mismo constructo que codifica HBcAg y/o la proteína 
heteróloga. En algunos aspectos, los métodos para administrar la composición inmunogénica comprenden 
administrar un adyuvante antes de administrar la composición inmunogénica.35

En algunas realizaciones, el método incluye administrar una composición inmunogénica que comprende un ácido 
nucleico aislado que codifica HBcAg, o un fragmento de este, y administrar por separado un ácido nucleico aislado 
que codifica una proteína heteróloga (p. ej., la SEQ. ID. NO. 8). Cuando el ácido nucleico aislado que codifica 
HBcAg y el ácido nucleico aislado que codifica la proteína heteróloga se administran por separado, el ácido nucleico 
aislado que codifica HBcAg podrá, en algunas realizaciones, administrarse antes del ácido nucleico aislado que 40
codifica la proteína heteróloga. Como alternativa, el ácido nucleico aislado que codifica la proteína heteróloga podrá, 
en algunas realizaciones, administrarse antes del ácido nucleico aislado que codifica HBcAg.

Otras realizaciones de los métodos divulgados en la presente incluyen administrar una composición que incluye 
tanto HBcAg como la proteína heteróloga. En algunas realizaciones, el método incluye administrar una composición 
inmunogénica que incluye una mezcla de un ácido nucleico aislado que codifica HBcAg y un ácido nucleico aislado 45
que codifica la proteína heteróloga. En ciertas realizaciones, el método incluye administrar una composición 
inmunogénica que incluye una mezcla de un ácido nucleico aislado que codifica el HBcAg y un ácido nucleico 
aislado que codifica la proteína heteróloga.

Se podrán utilizar diversas vías de administración con los métodos descritos en la presente. En algunas 
realizaciones, la composición inmunogénica se administra por vía parenteral (p. ej., por vía intramuscular, 50
intraperitoneal, subcutánea o intravenosa a un sujeto mamífero). En una realización preferida, las composiciones 
inmunogénicas se administran por vía intramuscular, dérmica o subcutánea. Los métodos también podrán incluir 
aplicar un estímulo eléctrico, que puede potenciar la administración de las composiciones inmunogénicas. A modo 
de ejemplo, se podrá incluir la electroporación en los presentes métodos divulgados en este documento. La 
electroporación incluye aplicar un estímulo eléctrico para mejorar la permeabilidad de las células respecto a la 55
composición administrada. Se divulgan ejemplos de técnicas de electroporación en las patentes de EE. UU. N.

os
6 

610 044 y 5 273 525.

La concentración del ácido nucleico o proteína en la composición inmunogénica que se va a administrar puede variar 
entre aproximadamente 0.1 ng/mL y aproximadamente 50 mg/mL. En algunos aspectos, la concentración de la 
composición inmunogénica administrada (p. ej., una dosis adecuada para su administración de ácido nucleico o 60
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proteína) está comprendida entre aproximadamente 10 ng/mL y 25 mg/mL. En otros aspectos más, la concentración 
está comprendida entre 100 ng/mL y 10 mg/mL. En algunos aspectos, la dosis adecuada para la administración de 
ácido nucleico o proteína es mayor o igual o inferior a aproximadamente 100 ng/mL, 150 ng/mL, 200 ng/mL, 250 
ng/mL, 300 ng/mL, 350 ng/mL, 400 ng/mL, 450 ng/mL, 500 ng/mL, 550 ng/mL, 600 ng/mL, 650 ng/mL, 700 ng/mL, 
750 ng/mL, 800 ng/mL, 850 ng/mL, 900 ng/mL, 950 ng/mL, 1 µg/mL, 2 µg/mL, 3 µg/mL, 4 µg/mL, 5 µg/mL, 6 µg/mL, 5
7 µg/mL, 8 µg/mL, 9 µg/mL, 10 µg/mL, 11 µg/mL, 12 µg/mL, 13 µg/mL, 14 µg/mL, 15 µg/mL, 16 µg/mL, 17 µg/mL, 18 
µg/mL, 19 µg/mL, 20 µg/mL, 21 µg/mL, 22 µg/mL, 23 µg/mL, 24 µg/mL, 25 µg/mL, 26 µg/mL, 27 µg/mL, 28 µg/mL, 29 
µg/mL, 30 µg/mL, 31 µg/mL, 32 µg/mL, 33 µg/mL, 34 µg/mL, 35 µg/mL, 36 µg/mL, 37 µg/mL, 38 µg/mL, 39 µg/mL, 40 
µg/mL, 41 µg/mL, 42 µg/mL, 43 µg/mL, 44 µg/mL, 45 µg/mL, 46 µg/mL, 47 µg/mL, 48 µg/mL, 49 µg/mL, 50 µg/mL, 55 
µg/mL, 60 µg/mL, 65 µg/mL, 70 µg/mL, 75 µg/mL, 80 µg/mL, 85 µg/mL, 90 µg/mL, 95 µg/mL, 100 µg/mL, 150 µg/mL, 10
200 µg/mL, 250 µg/mL, 300 µg/mL, 350 µg/mL, 400 µg/mL, 450 µg/mL, 500 µg/mL, 550 µg/mL, 600 µg/mL, 650 
µg/mL, 700 µg/mL, 750 µg/mL, 800 µg/mL, 850 µg/mL, 900 µg/mL, 950 µg/mL, 1.0 mg/mL, 1.1 mg/mL, 1.2 mg/mL, 
1.3 mg/mL, 1.4 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1.6 mg/mL, 1.7 mg/mL, 1.8 mg/mL, 1.9 mg/mL, 2.0 mg/mL, 2.1 mg/mL, 2.2 
mg/mL, 2.3 mg/mL, 2.4 mg/mL, 2.5 mg/mL, 2.6 mg/mL, 2.7 mg/mL, 2.8 mg/mL, 2.9 mg/mL, 3.0 mg/mL, 3.1 mg/mL, 
3.2 mg/mL, 3.3 mg/mL, 3.4 mg/mL, 3.5 mg/mL, 3.6 mg/mL, 3.7 mg/mL, 3.8 mg/mL, 3.9 mg/mL, 4.0 mg/mL, 4.1 15
mg/mL, 4.2 mg/mL, 4.3 mg/mL, 4.4 mg/mL, 4.5 mg/mL, 4.6 mg/mL, 4.7 mg/mL, 4.8 mg/mL, 4.9 mg/mL, 5.0 mg/mL, 
5.1 mg/mL, 5.2 mg/mL, 5.3 mg/mL, 5.4 mg/mL, 5.5 mg/mL, 5.6 mg/mL, 5.7 mg/mL, 5.8 mg/mL, 5.9 mg/mL, 6.0 
mg/mL, 6.1 mg/mL, 6.2 mg/mL, 6.3 mg/mL, 6.4 mg/mL, 6.5 mg/mL, 6.6 mg/mL, 6.7 mg/mL, 6.8 mg/mL, 6.9 mg/mL, 
7.0 mg/mL, 7.1 mg/mL, 7.2 mg/mL, 7.3 mg/mL, 7.4 mg/mL, 7.5 mg/mL, 7.6 mg/mL, 7.7 mg/mL, 7.8 mg/mL, 7.9 
mg/mL, 8.0 mg/mL, 8.1 mg/mL, 8.2 mg/mL, 8.3 mg/mL, 8.4 mg/mL, 8.5 mg/mL, 8.6 mg/mL, 8.7 mg/mL, 8.8 mg/mL, 20
8.9 mg/mL, 9.0 mg/mL, 9.1 mg/mL, 9.2 mg/mL, 9.3 mg/mL, 9.4 mg/mL, 9.5 mg/mL, 9.6 mg/mL, 9.7 mg/mL, 9.8 
mg/mL, 9.9 mg/mL, 10.0 mg/mL, 11 mg/mL, 12 mg/mL, 13 mg/mL, 14 mg/mL, 15 mg/mL, 16 mg/mL, 17 mg/mL, 18 
mg/mL, 19 mg/mL, 20 mg/mL, 21 mg/mL, 22 mg/mL, 23 mg/mL, 24 mg/mL, 25 mg/mL, 26 mg/mL, 27 mg/mL, 28 
mg/mL, 29 mg/mL, 30 mg/mL, 31 mg/mL, 32 mg/mL, 33 mg/mL, 34 mg/mL, 35 mg/mL, 36 mg/mL, 37 mg/mL, 38 
mg/mL, 39 mg/mL, 40 mg/mL, 41 mg/mL, 42 mg/mL, 43 mg/mL, 44 mg/mL, 45 mg/mL, 46 mg/mL, 47 mg/mL, 48 25
mg/mL, 49 mg/mL, 50 mg/mL o está comprendida en un intervalo definido por cualquiera de dos de estos valores y 
que los incluye.

La cantidad de ácido nucleico o proteína administrados utilizando los métodos en la presente puede variar entre 
aproximadamente 1 ng y 10g. En algunos aspectos, la cantidad de ácido nucleico o proteína contenidos que se 30
administra es menor, igual o superior a aproximadamente 1 ng, 5 ng, 10 ng, 20 ng, 30 ng, 40 ng, 50 ng, 60 ng, 70 
ng, 80 ng, 90 ng, 100 ng, 150 ng, 200 ng, 250 ng, 300 ng, 350 ng, 400 ng, 500 ng, 600 ng, 700 ng, 800 ng, 900 ng, 1 
µg1 µg, 2 µg, 3 µg, 4 µg, 5 µg, 6 µg, 7 µg, 8 µg, 9 µg, 10 µg, 11 µg, 12 µg, 13 µg, 14 µg, 15 µg, 16 µg, 17 µg, 18 µg, 
19 µg, 20 µg, 21 µg, 22 µg, 23 µg, 24 µg, 25 µg, 26 µg, 27 µg, 28 µg, 29 µg, 30 µg, 31 µg, 32 µg, 33 µg, 34 µg, 35 
µg, 36 µg, 37 µg, 38 µg, 39 µg, 40 µg, 41 µg, 42 µg, 43 µg, 44 µg, 45 µg, 46 µg, 47 µg, 48 µg, 49 µg, 50 µg, 55 µg, 35
60 µg, 65 µg, 70 µg, 75 µg, 80 µg, 85 µg, 90 µg, 95 µg, 100 µg, 105 µg, 110 µg, 115 µg, 120 µg, 125 µg, 130 µg, 135 
µg, 140 µg, 145 µg 150 µg, 155 µg, 160 µg, 165 µg, 170 µg, 175 µg, 180 µg, 185 µg, 190 µg, 195 µg 200 µg, 205 µg, 
210 µg, 215 µg, 220 µg, 225 µg, 230 µg, 235 µg, 240 µg, 245 µg 250 µg, 255 µg, 260 µg, 265 µg, 270 µg, 275 µg, 
280 µg, 285 µg, 290 µg, 295 µg, 300 µg, 305 µg, 310 µg, 315 µg, 320 µg, 325 µg, 330 µg, 335 µg, 340 µg, 345 µg 
350 µg, 355 µg, 360 µg, 365 µg, 370 µg, 375 µg, 380 µg, 385 µg, 390 µg, 395 µg 400 µg, 405 µg, 410 µg, 415 µg, 40
420 µg, 425 µg, 430 µg, 435 µg, 440 µg, 445 µg 450 µg, 455 µg, 460 µg, 465 µg, 470 µg, 475 µg, 480 µg, 485 µg, 
490 µg, 495 µg 500 µg, 505 µg, 510 µg, 515 µg, 520 µg, 525 µg, 530 µg, 535 µg, 540 µg, 545 µg 550 µg, 555 µg, 
560 µg, 565 µg, 570 µg, 575 µg, 580 µg, 585 µg, 590 µg, 595 µg 600 µg, 605 µg, 610 µg, 615 µg, 620 µg, 625 µg, 
630 µg, 635 µg, 640 µg, 645 µg 650 µg, 655 µg, 660 µg, 665 µg, 670 µg, 675 µg, 680 µg, 685 µg, 690 µg, 695 µg, 
700 µg, 705 µg, 710 µg, 715 µg, 720 µg, 725 µg, 730 µg, 735 µg, 740 µg, 745 µg 750 µg, 755 µg, 760 µg, 765 µg, 45
770 µg, 775 µg, 780 µg, 785 µg, 790 µg, 795 µg, 800 µg, 805 µg, 810 µg, 815 µg, 820 µg, 825 µg, 830 µg, 835 µg, 
840 µg, 845 µg 850 µg, 855 µg, 860 µg, 865 µg, 870 µg, 875 µg, 880 µg, 885 µg, 890 µg, 895 µg 900 µg, 905 µg, 
910 µg, 915 µg, 920 µg, 925 µg, 930 µg, 935 µg, 940 µg, 945 µg 950 µg, 955 µg, 960 µg, 965 µg, 970 µg, 975 µg, 
980 µg, 985 µg, 990 µg, 995 µg, 1.0 mg, 1.1 mg, 1.2 mg, 1.3 mg, 1.4 mg, 1.5 mg, 1.6 mg, 1.7 mg, 1.8 mg, 1.9 mg, 
2.0 mg, 2.1 mg, 2.2 mg, 2.3 mg, 2.4 mg, 2.5 mg, 2.6 mg, 2.7 mg, 2.8 mg, 2.9 mg, 3.0 mg, 3.1 mg, 3.2 mg, 3.3 mg, 50
3.4 mg, 3.5 mg, 3.6 mg, 3.7 mg, 3.8 mg, 3.9 mg, 4.0 mg, 4.1 mg, 4.2 mg, 4.3 mg, 4.4 mg, 4.5 mg, 4.6 mg, 4.7 mg, 
4.8 mg, 4.9 mg, 5.0 mg, 5.1 mg, 5.2 mg, 5.3 mg, 5.4 mg, 5.5 mg, 5.6 mg, 5.7 mg, 5.8 mg, 5.9 mg, 6.0 mg, 6.1 mg, 
6.2 mg, 6.3 mg, 6.4 mg, 6.5 mg, 6.6 mg, 6.7 mg, 6.8 mg, 6.9 mg, 7.0 mg, 7.1 mg, 7.2 mg, 7.3 mg, 7.4 mg, 7.5 mg, 
7.6 mg, 7.7 mg, 7.8 mg, 7.9 mg, 8.0 mg, 8.1 mg, 8.2 mg, 8.3 mg, 8.4 mg, 8.5 mg, 8.6 mg, 8.7 mg, 8.8 mg, 8.9 mg, 
9.0 mg, 9.1 mg, 9.2 mg, 9.3 mg, 9.4 mg, 9.5 mg, 9.6 mg, 9.7 mg, 9.8 mg, 9.9 mg, 10.0 mg, 11 mg, 12 mg, 13 mg, 14 55
mg, 15 mg, 16 mg, 17 mg, 18 mg, 19 mg, 20 mg, 21 mg, 22 mg, 23 mg, 24 mg, 25 mg, 26 mg, 27 mg, 28 mg, 29 mg, 
30 mg, 31 mg, 32 mg, 33 mg, 34 mg, 35 mg, 36 mg, 37 mg, 38 mg, 39 mg, 40 mg, 41 mg, 42 mg, 43 mg, 44 mg, 45 
mg, 46 mg, 47 mg, 48 mg, 49 mg, 50 mg, 55 mg, 60 mg, 65 mg, 70 mg, 75 mg, 80 mg, 85 mg, 90 mg, 95 mg, 100 
mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500 mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 
mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg, 1g, 2g, 3g, 4g, 5g, 6g, 7g, 8g, 9g, 10g o está comprendida en un intervalo 60
definido por cualquiera de dos de estos valores y que los incluye.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar varias realizaciones de la presente invención en el campo de 
la inmunización con ADN, que se pueden suministrar a un sujeto que necesite una respuesta inmunitaria a un 
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antígeno contenido en tales. Se debe sobreentender que los siguientes ejemplos no son completos ni exhaustivos 
de los muchos tipos de realizaciones que se pueden preparar de acuerdo con la presente invención.

Ejemplo 1

Se amplificó la secuencia de NS3/4A a partir del suero de un paciente infectado con el VHC (genotipo 1a del VHC) 
utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se extrajo el ARN total del suero y se llevó a cabo la 5
síntesis del ADNc y PCR de acuerdo con protocolos estándar (Chen M et al., J. Med. Virol. 43:223-226 (1995)). La 
síntesis del ADNc se inició utilizando el cebador antisentido "NS4KR" (5'-CCG TCT AGA TCA GCA CTC TTC CAT 
TTC ATC-3' (SEQ. ID. NO. 98)). A partir de este ADNc, se amplificó un fragmento de ADN del VHC de 2079 pares 
de bases, correspondiente a los aminoácidos 1007-1711, que engloba los genes nS3 y NS4A. Se utilizó una 
polimerasa de fidelidad elevada (PCR de fidelidad elevada Expand, Boehringer-Mannheim, Mannheim, Alemania) 10
con el cebador "NS3KF" (5'-CCT GAA TTC ATG GCG CCT ATC ACG GCC TAT-3' (SEQ. ID. NO. 99) y el cebador 
NS4KR. El cebador NS3KF contuvo un sitio de escisión con una enzima de restricción EcoRI y un codón de inicio y 
el cebador NS4KR contuvo un sitio de escisión con una enzima de restricción XbaI y un codón de parada.

A continuación, se secuenció el fragmento amplificado (SEQ. ID. NO. 100). El análisis de la comparación secuencial 
reveló que el fragmento génico se había amplificado a partir de una cepa vírica del genotipo 1a. Una búsqueda 15
BLAST informática en la base de datos de Genbank utilizando el sitio web de NCBI reveló que el homólogo del VHC 
más cercano tenía una secuencia de nucleótidos idéntica en un 93%.

A continuación, se digirió el fragmento de ADN amplificado con EcoRI y XbaI y se insertó en un plásmido 
pcDNA3.1/His (Invitrogen) digerido con las mismas enzimas. A continuación se digirió el plásmido NS3/4A-
pcDNA3.1 con EcoRI y XbaI y se purificó el inserto utilizando el kit QiaQuick (Qiagen, Hamburgo, Alemania) y se ligó 20
con un vector PVAX digerido con EcoRI y XbaI (Invitrogen) de manera que se generara el plásmido PNS3/4A-pVAX.

Se obtuvo el mutante truncado de NS3 eliminando la secuencia NS4A del ADN de NS3/4A. En consecuencia, la 
secuencia del gen NS3 de NS3/4A-pVAX se amplificó por PCR utilizando los cebadores NS3KF y 3'NotI (5'-CCA 
CGC GGC CGC GAC GAC CTA CAG-3' (SEQ. ID. NO.: 101)) que contenía sitios de restricción para EcoRI y Not I, 
repectivamente. El fragmento NS3 (1850 pb) se ligó a continuación con un plásmido pVAX digerido con EcoRI y Not 25
I para generar el vector NS3-pVAX. Se cultivaron los plásmidos en células de E. coli BL21. Se secuenciaron los 
plásmidos y se verificaron mediante la escisión de restricción y los resultados fueron tal como se esperaba en 
función de la secuencia original.

Ejemplo 2

Para evaluar la capacidad de los constructos de ADN de HBcAg para realizar el cebado de los CTL, se clona el 30
ácido nucleico de la SEQ. ID. NO. 10 en el vector de expresión pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para crear HBcAg-
pVAX1.

Se cultivan los plásmidos en las células de E. coli BL21 y se secuencian para comprobar su exactitud. El ADN 
plasmídico utilizado para la vacunación in vivo se purifica utilizando columnas de purificación de ADN Qiagen, de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen GmbH, Hilden, FRG).35

Se realiza un cebado de grupos de ocho a diez ratones C57/BL6 con HBcAg-pVAX1 por vía intramuscular (i.m.). 
Para el suministro i.m. se inmunizan los ratones mediante inyecciones con aguja de 100 µg de ADN plasmídico 
proporcionado por vía intramuscular al músculo tibial anterior (TA). 5 días antes de la inmunización con ADN, se 
inyecta por vía intramuscular a los ratones 50 µL por el músculo TA cardiotoxina 0.01 mM (Latoxan) en solución 
salina estéril al 0.9%. Se administra un refuerzo a los ratones con una segunda inyección de 100 µg de ADN 40
plasmídico cuatro semanas después de la primera inmunización con ADN. Cada dosis inyectada contiene 100 µg de 
ADN plasmídico. Las inmunizaciones se realizaron en las semanas 0 y 4. 

Se realiza un ensayo para determinar la presencia de CTL específicos para la SEQ. ID. NO. 10 utilizando un ensayo 
de liberación de 51Cr estándar. Resumiendo, se recolectan las células del bazo de ratones 14 días después de la 
inmunización inicial o la inmunización de refuerzo. Los ensayos de liberación de cromo se realizan tal como se 45
describe en Lazdina, et al. (2003) J. Gen. Virol. 84:1-8. Se preparan suspensiones de célula única. Se reestimulan 
25 x 106 esplenocitos con 25 x 106 esplenocitos singénicos irradiados (20 Gy) sometidos a un pulso con péptido 0.05 
µM, tal como se ha descrito previamente. Sandberg et al. (2000) J. Immunol. 165:25-33. Los cultivos de 
reestimulación se colocan en 12 mL de medio RPMI completo (Gibco). Después de 5 días se recolectan las células 
efectoras y se lavan dos veces. Las células diana RMA-S (Karre et al. (1986) Nature 319:675-678) se someten a un 50
pulso con péptido 50 µM durante 90 min con un 5% de CO2 y a 37 °C. Se incuban las diluciones en serie de las 
células efectoras con 5 x 103 células diana RMA-S sometidas a un pulso con un péptido marcado con 51cromo en un 
volumen final de 200 µL por pocillo en placas de 96 pocillos. Después de una incubación de 4 horas con un 5% de 
CO2 y a 37 °C, se recoge 100 µL de sobrenadante y se determina la radioactividad utilizando un contador γ. Se 
calcula el porcentaje de liberación específica de acuerdo con la fórmula:55

(liberación experimental - liberación espontánea/liberación total - liberación espontánea)x100.
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Ejemplo 3

Se analizó la expresión de las proteínas HBcAg y NS3/4A de plásmidos mediante un ensayo in vitro de transcripción 
y traducción. Se clonó cada secuencia en un vector de expresión pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Se estudiaron los siguientes constructos: (1) NS3/4A con codones optimizados (SEQ. ID. No. 2); (2) HBcAg con 
codones optimizados; (3) NS3/4A-HBcAg (SEQ. ID. No. 73); (4) NS3/4A-HBcAg mutante (SEQ. ID. No. 75); (5) NS3-5
uniónNS4A/B-NS4-HBcAg (SEQ. ID. No. 77) (6) NS3-uniónNS4A/B-NS4-uniónNS4A/B-HBcAg (SEQ. ID. No. 79); y 
(5-11) unión NS3/4A-uniónNS4A/B-fragmentos de HBcAg (SEQ. ID Nos. 81, 83, 85, 87 y 89, respectivamente) (en lo 
sucesivo en la presente constructos 1-11, respectivamente).

Las FIGURAS 2a-b muestran los resultados de la electroforesis en gel utilizando un gel de SDS con un 10% de Tris-
HCl después de 24 horas de exposición. Los resultados confirman que los constructos que codifican los sitios de 10
escisión fueron escindidos para formar múltiples proteínas diferentes. Por ejemplo, el constructo 4 muestra dos
bandas bien definidas asociadas con dos porciones del polipéptido codificado que están separadas mediante un sitio 
de escisión. Por el contrario, los ácidos nucleicos que carecen de sitios de escisión, tales como el constructo 2, 
solamente muestran una única banda bien definida.

Ejemplo 415

Se estudiaron los constructos 1 y 4, tal como se ha discutido en el Ejemplo 3, en modelos en ratones para someter a 
ensayo la capacidad para inducir una respuesta inmunitaria. Se cultivaron los plásmidos en células de E. coli BL21 y 
se secuenciaron para comprobar su exactitud. El ADN plasmídico utilizado para la vacunación in vivo se purificó 
utilizando columnas de purificación de ADN Qiagen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen GmbH, 
Hilden, FRG). La concentración del ADN plasmídico resultante se determinó espectrofotométricamente (Dynaquant, 20
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y se disolvió el ADN purificado en solución salina tamponada con fosfato 
(PBS) estéril con una concentración de 1 mg/mL.

Se estudiaron dos tipos de ratones, ratones transgénicos HLA-A2 (HHD) y ratones transgénicos NS3/4A del VHC 
+HLA-A2 (H3). El modelo en el ratón transgénico NS3/4A del VHC + HLA-A2 es un modelo en animales preferido 
para la vacunación terapéutica debido a que proporciona un sistema inmunitario parcialmente humano que es 25
disfuncional debido a la presencia persistente de un antígeno vírico. En consecuencia, este modelo es 
representativo de la infección por VHC crónica en seres humanos.

Se inmunizó por vía intramuscular (i.m.) a los ratones con 50 µg de constructo 1 o 4 en las semanas 0 y 4. Mientras 
tanto, a otros cuatro grupos de ratones se les administraron conjuntamente 50 µg de Il-12 o IL-21 junto con el 
constructo 1 o 4 en las semanas 0 y 4. Se sacrificaron los ratones en la semana 6 y se recolectaron y analizaron los 30
bazos para determinar la producción IFNγ específico para el VHC mediante ELISpot tal como se describe en Ahlen 
G, Soderholm J, Tjelle TE, et al. "In vivo Electroporation Enhances the Immunogenicity of Hepatitis C Virus 
Nonstructural3/4A DNA by Increased Local DNA Uptake, Protein Expression, Inflammation, and Infiltration of CD3+ 
cells," J. Immunol. (2007). La Tabla 1 que se proporciona a continuación muestra una lista de péptidos sometidos a 
un proceso de restricción en los ratones transgénicos cuya expresión se detectó utilizando ELISpot.35

IDENTIFICADOR SECUENCIA SOMETIDA A UN 
PROCESO DE RESTRICCIÓN

SEQ. ID. NO.

TP-5 GLLGCIITSL 90

TP-6 TGSPITYSTY 91

TP-7 KLVALGVNAV 92

TP-9 CINGVCWTV 93

TP-10 LLCPAGHAV 94

TP-11 ATMGFGAYM 95

TP-12 YLVAYQATV 96

TP-13 TLHGPTPLL 97
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Los resultados de ELISpot se muestran en las Figuras 3a-e y 4a-e para los modelos en animales HHD y H3, 
respectivamente. Más específicamente, las FIGURAS 3a-c muestran la respuesta inmunitaria debida a la 
administración de NS3/4 con codones optimizados (constructo 1), NS3/4A con codones optimizados administrado 
conjuntamente con IL-12 y NS3/4A-HBcAg mutante (constructo 4), respectivamente, cuando se administran a 
ratones HHD. El incremento en la respuesta inmunitaria de los ratones que reciben el constructo 4 respecto al 5
constructo 1 y el constructo 1 administrado conjuntamente con IL-12 demuestra la actividad adyuvante de HBcAg. 
Las FIGURAS 4a-c muestran la respuesta inmunitaria debida a la administración de NS3/4A con codones 
optimizados (constructo 1), NS3/4A con codones optimizados administrado conjuntamente con IL-12 y NS3/4A-
HBcAg mutante (constructo 4), respectivamente, cuando se administran a ratones H3. Estos resultados demuestran 
en mayor grado la actividad adyuvante de HBcAg.10

Para mejorar aún más la respuesta inmunitaria, se administró NS3/4A-HBcAg conjuntamente IL-12 o IL-21 a ratones 
HHD y H3. Las FIGURAS 3d-e muestran los resultados en el modelo en el ratón HHD y demuestran que la adición 
de IL-12 o IL-21 incrementa adicionalmente la respuesta inmunitaria respecto a la administración de NS3/4A-HBcAg
mutante solo (es decir, tal como se muestra en la FIGURA 3c). Los resultados muestran que IL-12 produjo por lo 
general una respuesta inmunitaria mayor en comparación con IL-21. Finalmente, las FIGURAS 4d-e muestran los 15
resultados en el modelo en el ratón H3. De nuevo, tanto IL-12 como IL-21 mejoraron la respuesta inmunitaria de 
NS3/4A-HBcAg mutante respecto a la administración de NS3/4A-HBcAg mutante solo (es decir, tal como se muestra 
en la FIGURA 4c). 

Lo más interesante es que IL-21 produjo por lo general una respuesta inmunitaria mayor en ratones H3 en 
comparación con IL-12.20

Ejemplos 4-13

Para evaluar adicionalmente la actividad adyuvante de HBcAg, se administran composiciones que tienen constructos 
que codifican HBcAg y constructos aislados que codifican un antígeno por vía intramuscular a ratones transgénicos 
HHD y H3. Para preparar cada constructo, se clona cada secuencia independientemente en un vector de expresión 
pVAX1 separado (Invitrogen, Carlsbad, CA). Por lo general, los plásmidos se preparan utilizando las mismas 25
técnicas divulgadas en el Ejemplo 2.

Las composiciones se preparan mezclando un vector que codificaba un HBcAg con codones optimizados y un vector 
que codificaba un antígeno en solución salina tamponada con fosfato (PBS) estéril con una concentración de 1 
mg/mL. Se administran 50 µg de esta mezcla por vía intramuscular a ratones HHD y H3 utilizando las mismas 
técnicas y se analizan utilizando ELISpot tal y como se ha descrito en el Ejemplo 3. Estos resultados se comparan 30
con los ratones que reciben el antígeno pero sin una administración conjunta de HBcAg.   

La siguiente Tabla 2 enumera los ácidos nucleicos específicos insertados en vectores y contenidos en las mezclas 
administradas en los Ejemplos 4-13. Por lo tanto, por ejemplo, el Ejemplo 4 incluye la administración de un vector 
que codifica HBcAg de cigüeña con codones optimizados y un vector que codifica NS3/4A con codones optimizados. 

EJEMPLO HBcAg (SEQ. ID. No.) ANTÍGENO (SEQ. ID. NO.)

4 20 2

5 22 2

6 20 8

7 22 8

8 20 10

9 22 10

10 20 12

11 22 12

12 20 16

13 22 16
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EJEMPLO HBcAg (SEQ. ID. No.) ANTÍGENO (SEQ. ID. NO.)

14 20 18

15 22 18

Se mostrará que la presencia de HBcAg en la composición estimula una respuesta inmunitaria robusta al antígeno 
en el sujeto, en comparación con la administración de una composición del antígeno que excluye cantidades 
eficaces de HBcAg.

Ejemplos 14-435

Se pueden realizar experimentos adicionales para estudiar las propiedades inmunogénicas de ácidos nucleicos 
aislados que codifican HBcAg unido a una proteína heteróloga. Por lo general, los procedimientos son los mismos 
que los descritos en el Ejemplo 4 que, resumiendo, incluyen insertar la secuencia en el plásmido pVAX1 y 
administrar una composición del plásmido a ratones transgénicos HHD y H3. La respuesta inmunitaria se determina 
utilizando ELISpot y se compara con la respuesta inmunitaria resultado de administrar plásmidos que codifican el 10
antígeno sin HBcAg. Los ácidos nucleicos utilizados en los Ejemplos 14-43 se muestran a continuación en la Tabla 
3. 

EJEMPLO ÁCIDO NUCLEICO (SEQ. ID. NO.) EJEMPLO ÁCIDO NUCLEICO (SEQ. ID. NO.)

14 24 29 54

15 26 30 56

16 28 31 58

17 30 32 60

18 32 33 62

19 34 34 64

20 36 35 66

21 38 36 68

22 40 37 81

23 42 38 83

24 44 49 85

25 46 40 87

26 48 41 89

27 50 42 103

28 52 43 105

Se mostrará que las composiciones en las que se ha unido HBcAg con un antígeno de acuerdo con la reivindicación 
9, estimulan una respuesta inmunitaria más robusta al antígeno en el sujeto, en comparación con la administración 15
de una composición de antígeno que excluye cantidades eficaces de HBcAg unido al antígeno.

E10710625
23-03-2016ES 2 566 156 T3

 



23

LISTA DE SECUENCIAS

<110> TRIPEP AB
Matti Sallberg
Lars Felin

<120> COMPOSICIONES Y MÉTODOS QUE POTENCIAN UNA RESPUESTA INMUNITARIA5

<130> TRIPEP.116VPC

<150> 61/149 299
< 151> 02-02-2009

<150> PCT/IB2009/005355
< 151> 16-02-200910

<150> 12/371 898
< 151> 16-02-2009

<150> 61/287 160
< 151> 16-12-2009

<150> 61/292 37415
< 151> 05-01-2010

<160> 106

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0

<210> 1
< 211> 68620
< 212> PRT
< 213> NS3-NS4A del VHC con codones optimizados (activa)

<400> 1 

25
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<210> 2
< 211> 2061
< 212> ADN5
< 213> NS3/4a del VHC con codones optimizados (activo)
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<400> 2 

<210> 3
< 211> 18
< 212> PRT5
< 213> Unión NS3/4A del VHC

<400> 3 

<210> 4
< 211> 5410
< 212> ADN
< 213> Unión NS3/4A del VHC

<400> 4
agcgccgacc tggaggtggt gaccagcacc tgggtgctgg tgggcggcgt gctg 54

<210> 515
< 211> 16
< 212> PRT
< 213> Unión NS4A/B del VHC

<400> 5 

20

<210> 6
< 211> 48
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< 212> ADN
< 213> Unión NS4A/B del VHC

<400> 6
gacgagatgg aggagtgcag ccagcacctg ccctacatcg agcagggc 48

<210> 75
< 211> 449
< 212> PRT
< 213> Genotipo 1b de NS5A del VHC con codones optimizados

<400> 7 

10
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<210> 8
< 211> 1350
< 212> ADN5
< 213> Genotipo 1b de NS5A del VHC con codones optimizados

<400> 8 

<210> 910
< 211> 183
< 212> PRT
< 213> Subtipo ayw de HBcAg del VHB con codones optimizados

<400> 9 

15
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<210> 10
< 211> 552
< 212> ADN5
< 213> Subtipo ayw de HBcAg del VHB con codones optimizados

<400> 10 

<210> 1110
< 211> 212
< 212> PRT
< 213> Subtipo ayw de HBeAg del VHB con codones optimizados

<400> 11 

15

<210> 12
< 211> 639
< 212> ADN
< 213> Subtipo ayw de HBeAg del VHB con codones optimizados
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<400> 12 

<210> 13
< 211> 2125
< 212> PRT
< 213> Subtipo ayw de HBeAg del VHB con codones optimizados

<400> 13 

<210> 1410
< 211> 639
< 212> ADN
< 213> Subtipo ayw de HBeAg del VHB con codones optimizados

<400> 14 

15

E10710625
23-03-2016ES 2 566 156 T3

 



30

<210> 15
< 211> 386
< 212> PRT5
< 213> Ovoalbúmina con codones optimizados

<400> 15 

<210> 16
< 211> 116110
< 212> ADN
< 213> Ovoalbúmina con codones optimizados
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<400> 16 

<210> 17
< 211> 160
< 212> PRT5
< 213> BetvI con codones optimizados (Abedul)

<400> 17 

<210> 1810
< 211> 483
< 212> ADN
< 213> BetvI con codones optimizados (Abedul)

<400> 18 

15
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<210> 19
< 211> 262
< 212> PRT5
< 213> HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 19 

<210> 2010
< 211> 789
< 212> ADN
< 213> HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 20 

15
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<210> 21
< 211> 262
< 212> PRT
< 213> HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 21 5

<210> 22
< 211> 789
< 212> ADN10
< 213> HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 22 

<210> 23
< 211> 94815
< 212> PRT
< 213> NS3/4A del VHC-núcleo de cigüeña con codones optimizados
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<400> 23 
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<210> 24
< 211> 2847
< 212> ADN5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

E10710625
23-03-2016ES 2 566 156 T3

 



36

<400> 24 

<210> 25
< 211> 948
< 212> PRT5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de cigüeña mutante con codones optimizados

<400> 25 

10
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<210> 26
< 211> 2847
< 212> ADN
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de cigüeña mutante con codones optimizados5

<400> 26 
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<210> 27
< 211> 948
< 212> PRT5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 27 

10
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<210> 28
< 211> 2847
< 212> ADN
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados5

<400> 28 
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<210> 29
< 211> 958
< 212> PRT5
< 213> UniónNS3/4A-4B del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 29 

10
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<210> 30
< 211> 2877
< 212> ADN
< 213> UniónNS3/4A-4B del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados5

<400> 30 
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<210> 31
< 211> 948
< 212> PRT5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 31 

10
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<210> 32
< 211> 2847
< 212> ADN
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 32 5

<210> 3310
< 211> 948
< 212> PRT
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza mutante con codones optimizados

<400> 33 
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<210> 34
< 211> 2847
< 212> ADN5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza mutante con codones optimizados
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<400> 34 

<210> 35
< 211> 948
< 212> PRT5
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 35 

10
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<210> 36
< 211> 2847
< 212> ADN
< 213> NS3/4A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados5

<400> 36 
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<210> 37
< 211> 958
< 212> PRT5
< 213> UniónNS3/4A-4B del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 37 

10
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<210> 38
< 211> 2877
< 212> ADN
< 213> UniónNS3/4A-4B del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados5

<400> 38 
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<210> 39
< 211> 711
< 212> PRT5
< 213> NS5A del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 39 
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<210> 40
< 211> 2136
< 212> ADN5
< 213> NS5A del VHC-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

E10710625
23-03-2016ES 2 566 156 T3

 



58

<400> 40 

<210> 41
< 211> 711
< 212> PRT5
< 213> NS5A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 41 

10
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<210> 42
< 211> 2136
< 212> ADN
< 213> NS5A del VHC-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 42 5

<210> 43
< 211> 474
< 212> PRT10
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 43
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<210> 44
< 211> 1425
< 212> ADN5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 44 
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<210> 45
< 211> 474
< 212> PRT5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 45 
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<210> 46
< 211> 1425
< 212> ADN5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 46 

<210> 47
< 211> 47410
< 212> PRT
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados

<400> 47 

15

ES 2 566 156 T3
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<210> 48
< 211> 1425
< 212> ADN5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de garza con codones optimizados

ES 2 566 156 T3
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<400> 48 

<210> 49
< 211> 474
< 212> PRT5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 49 

ES 2 566 156 T3
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<210> 50
< 211> 1425
< 212> ADN5
< 213> HBeAg del VHB-HBcAg de garza con codones optimizados

<400> 50 

<210> 5110
< 211> 445
< 212> PRT
< 213> HBcAg del VHB-HBcAg de cigüeña con codones optimizados
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REIVINDICACIONES

1.Un ácido nucleico aislado que codifica una proteína de fusión de un antígeno del núcleo del virus de la hepatitis B 
(HBcAg) derivado de un virus de la hepatitis aviar unido a un antígeno de un virus de la hepatitis C (VHC), donde el 
ácido nucleico tiene los codones optimizados para su expresión en seres humanos.5

2. El ácido nucleico de la reivindicación 1, donde dicho antígeno del VHC comprende NS3/4A.

3. El ácido nucleico de la reivindicación 1, donde dicho antígeno del VHC comprende NS5A.

4. El ácido nucleico de la reivindicación 1, donde dicho antígeno del VHC comprende NS3/4A y NS5A.

5. El ácido nucleico de la reivindicación 2, donde uno o más sitios de escisión proteica están codificados entre la 
porción de HBcAg y la porción del antígeno NS3/4A de dicha proteína de fusión.10

6. El ácido nucleico de la reivindicación 5, donde dicho o dichos sitios de escisión proteica están incluidos en una 
posición que no está presente en la naturaleza con respecto al HBcAg.

7. El ácido nucleico de la reivindicación 5 o 6, donde dicho o dichos sitios de escisión proteica son sitios de escisión 
de la proteasa NS3.

8. El ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde dicho HBcAg se deriva de un virus de la 15
hepatitis que infecta a cigüeñas o garzas.

9. Una composición inmunogénica que comprende el ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1-8.

10. La composición inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su uso en el 
tratamiento o prevención de la infección por el virus de la hepatitis C (VHC).20

11. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 9, para su uso en el tratamiento o prevención de 
la infección por el virus de la hepatitis C (VHC) de un sujeto infectado con el VHB o un sujeto que ha generado 
anticuerpos contra el VHB.
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