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DESCRIPCIÓN 
 

Polipéptidos quiméricos y sus aplicaciones terapéuticas contra una infección por Flaviviridae 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere al constructo de un polipéptido quimérico útil en la prevención o en el tratamiento de 
una infección por Flaviviridae. La presente invención también se refiere al uso del polipéptido quimérico en la 
preparación de vectores virales recombinantes, tales como un vector viral vivo de sarampión para actuar como 
vacuna. 10 
 
Breve descripción de la técnica anterior 
 
Los flavivirus (familia de los Flaviviridae) son virus con envuelta cuyo genoma es una molécula de ARN de polaridad 
positiva. El flavivirión se compone de tres proteínas estructurales designadas como C (proteína del núcleo), M 15 
(proteína de membrana) y E (proteína de la envuelta). La proteína E que está expuesta a la superficie del virus es 
responsable de las funciones biológicas principales del virión, incluyendo la unión del virus y la fusión de membrana 
específica. La traducción del ARN genómico produce una poliproteína precursora que se escinde simultáneamente 
por proteasas celulares y virales para generar las proteínas virales individuales: tres proteínas estructurales C, prM 
(el precursor glicosilado de la proteína M), E, y siete proteínas no estructurales NS1 a NS5. La replicación de los 20 
flavivirus se produce en el citoplasma de las células infectadas. Los flavivirus tienen ciclos de transmisión naturales 
complejos que implican varios huéspedes naturales (en la mayoría de los mamíferos y de las aves) y vectores, 
siendo estos últimos de artrópodos hematófagos tales como garrapatas y mosquitos. Estos virus son la causa 
principal de enfermedades humanas graves tales como manifestaciones hemorrágicas o de síndromes meningo-
encefálicos. El virus del dengue (DEN) es uno de los dos flavivirus principales reconocidos como causantes de 25 
enfermedades hemorrágicas graves en todo el mundo. 
 
El dengue es una enfermedad emergente y una preocupación de salud pública. Desde hace más de 50 años, se ha 
continuado con el desarrollo de candidatos a vacuna vivos-atenuados contra los cuatro serotipos del virus del 
dengue. La búsqueda de una vacuna está dificultada por la ausencia de un modelo animal que imita la enfermedad 30 
provocada por el virus del dengue, es decir la fiebre hemorrágica del dengue y el síndrome de choque con el que 
está asociado. La eficacia de las vacunas puede evaluarse en el ratón usando una cepa neurovirulenta del virus 
DEN adaptada al ratón, que produce la muerte de los animales adultos después de una inoculación intracerebral. No 
obstante, los estudios basados en este tipo de modelos murinos no reflejan la actividad de los virus del dengue en el 
hombre. En el mono, sólo puede demostrarse la protección midiendo la reducción de la viremia después de una 35 
prueba infecciosa experimental. Así, la prueba definitiva para una vacuna contra el dengue debe basarse en 
ensayos clínicos realizados con seres humanos. La mayor parte de los candidatos a vacuna atenuados que se han 
desarrollado estos últimos 50 años han sido o bien demasiado reactogénicos o bien insuficientemente inmunógenos 
en los ensayos clínicos. Varios candidatos tetravalentes atenuados se encuentran en la actualidad en un ensayo 
clínico de fase I o II. La dificultad en el desarrollo de este tipo de vacunas vivas-atenuadas tetravalentes parece ser 40 
la obtención de una mezcla equilibrada de las cuatro valencias con el fin de generar una inmunidad protectora contra 
los cuatro serotipos. 
 
Diferentes candidatos a vacuna quiméricos vivos también se encuentran en desarrollo. Se basan en el intercambio 
de genes estructurales homólogos entre diferentes flavivirus. Se han construido varios tipos de virus quiméricos 45 
intertípicos y se han sometido a prueba en el ratón o el mono. Se han construido virus quiméricos con la tecnología 
Chimerivax® basada en el virus vacunal de la fiebre amarilla (YF-17D). Se han sometido a prueba mezclas 
tetravalentes de estas quimeras YF-17D/DEN en el macaco cangrejero. También en este caso, el equilibrio entre los 
cuatro virus quiméricos es difícil de obtener para una inmunización uniforme. Un ensayo clínico de fase I/II está en 
preparación actualmente para someter a prueba una vacuna Chimerivax-dengue 2. Otros enfoques incluyen 50 
candidatos a vacuna subunitarios producidos a partir de un vector de expresión, y candidatos de tipo ADN desnudo 
que están en desarrollo preclínico. Así, el desarrollo de una vacuna tetravalente contra el virus del dengue sigue 
siendo un problema sin resolver, uno de los más importantes en la lista de la Organización Mundial de la Salud. 
 
Por tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos candidatos a vacuna eficaces, fáciles de producir y de formular 55 
para la prevención o el tratamiento de una infección por un virus de la familia de los Flaviviridae como el virus del 
dengue. 
 
Sumario de la invención 
 60 
La presente invención se refiere a un polipéptido quimérico y a sus aplicaciones en la prevención o en el tratamiento 
de una infección por Flaviviridae. 
 
Más particularmente, la presente invención tiene como objeto un polipéptido quimérico que comprende un péptido de 
subdominio de la proteína E de Flaviviridae unido a un péptido de subdominio de la proteína de membrana M de 65 
Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de unión que une el péptido de subdominio de la proteína E al péptido de 
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subdominio de la proteína M, en el que el péptido de subdominio de la proteína M consiste en: 
 
- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 123 a la 162 de la SEQ 
ID NO: 3; o 
 5 
- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 154 a la 162 de la SEQ 
ID NO: 3 o que va de la posición 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12. 
 
La presente invención también tiene por objeto un polinucleótido aislado o purificado que codifica para un polipéptido 
quimérico según la invención. 10 
 
La presente invención también tiene por objeto un vector viral recombinante de sarampión en cuyo genoma se 
inserta un polinucleótido según la invención. 
 
La solicitud también describe anticuerpos monoclonales o policlonales purificados que reconocen específicamente al 15 
menos el polinucleótido definido anteriormente y/o el polipéptido quimérico de la invención. 
 
La invención también tiene como objetivo el uso de un vector viral según la invención para la preparación de una 
composición inmunógena destinada a la prevención o al tratamiento de una infección por Flaviviridae en una especie 
sensible. 20 
 
La presente invención también tiene como objetivo vectores de clonación o de expresión que comprenden un 
polinucleótido de la invención. 
 
Según otro objeto, la presente invención propone una composición inmunógena destinada a la prevención y/o al 25 
tratamiento de una infección por Flaviviridae en una especie sensible, caracterizada porque comprende al menos 
uno de los siguientes elementos: 
 
- un polipéptido quimérico tal como se definió anteriormente; 
 30 
- un polinucleótido según la invención; 
 
- un vector viral recombinante según la invención; 
 
- un anticuerpo según la invención; y 35 
 
- un vector de clonación y/o de expresión según la invención. 
 
La presente invención también propone una composición inmunógena destinada a la prevención y/o al tratamiento 
de una infección por Flaviviridae en una especie sensible, que comprende al menos uno de los siguientes 40 
elementos: 
 
- un polipéptido quimérico tal como se definió anteriormente; 
 
- un polinucleótido según la invención; 45 
 
- un vector viral recombinante según la invención; 
 
- un vector de clonación y/o de expresión según la invención. 
 50 
Breve descripción de las figuras 
 
La figura 1 muestra la secuencia de 384 nucleótidos (nt) que codifica para el dominio [EDIII]DV1 de la cepa viral 
FGA/89 fusionada mediante el dipéptido Arg-Ser con el péptido señal de la calreticulina (ssCRT) flanqueado por dos 
sitios BsiWI (en 5’) y BssHII (en 3’) necesarios para la inserción en el vector MVSchw. 55 
 
La figura 2 muestra la secuencia de 516 nucleótidos (nt) que codifica para la proteína de fusión [EDIII + M1-40]DV1 de 
la cepa viral FGA/89 fusionada mediante el dipéptido Arg-Ser con el péptido señal de la calreticulina (ssCRT) 
flanqueado por dos sitios BsiWI (en 5’) y BssHII (en 3’) necesarios para la inserción en el vector MVSchw. 
 60 
La figura 3 muestra células Vero infectadas con vectores virales recombinantes de sarampión según la invención. 
Multiplicidad de infección de 10 TCIP50 / célula durante 30 h. Inmunofluorescencia realizada con un anticuerpo 
específico anti-DV1 HMAF. 
 
La figura 4 muestra la expresión y la secreción de los dominios antigénicos [EDIII]DV-1 y [EDIII+M1-40]DV-1 en los 65 
lisados citoplasmáticos (C) y los sobrenadantes (S) de células Vero infectadas por los virus recombinantes MVSchw-
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DV-1. 
 
La figura 5 muestra la expresión y la secreción de los dominios antigénicos [EDIII]DV-1 y [EDIII+M1-40]DV-1 en los 
sobrenadantes filtrados y concentrados de células de Drosophila S2 que expresan de manera inducible estos 
antígenos. 5 
 
La figura 6 muestra una secuencia de nucleótidos que codifica para un polipéptido quimérico según un modo 
preferido de la invención. 
 
La figura 7 muestra una secuencia de aminoácidos de un polipéptido quimérico según un modo preferido de la 10 
invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 
 
La figura 8 muestra una secuencia de aminoácidos de un dímero del ectodominio III (EDIII) según un modo preferido 
de la invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 
 15 
La figura 9 muestra una secuencia de aminoácidos de un dímero del ectodominio III (EDIII) según un modo preferido 
de la invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 
 
La figura 10 muestra una secuencia de aminoácidos de un polipéptido quimérico según un modo preferido de la 
invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 20 
 
La figura 11 muestra una secuencia de aminoácidos del ectodominio III (EDIII) según un modo preferido de la 
invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 
 
La figura 12 muestra una secuencia de aminoácidos de un dímero del ectodominio III (EDIII) según un modo 25 
preferido de la invención, así como la secuencia de nucleótidos que codifica para la misma. 
 
La figura 13 muestra una secuencia de ácido nucleico que codifica para un péptido del ectodominio III (EDIII) según 
un modo preferido de la invención. 
 30 
La figura 14 muestra una secuencia de nucleótidos que codifica para un polipéptido quimérico según un modo 
preferido de la invención. 
 
Las figuras 15 a 19 muestran una secuencia de aminoácidos de polipéptidos quiméricos según un modo preferido de 
la invención. 35 
 
Las figuras 20 a 24 muestran una secuencia de nucleótidos que codifica respectivamente para los polipéptidos 
quiméricos ilustrados en las figuras 15 a 19. 
 
Las figuras 25 a 29 muestran respectivamente un esquema representativo de los polipéptidos quiméricos de las 40 
figuras 15 a 19. 
 
La figura 30 muestra la secuencia peptídica de la secuencia apoptoM de cuatro serotipos del virus del dengue usada 
en el constructo de un polipéptido quimérico según la invención. 
 45 
Descripción detallada de la invención 
 
La originalidad de la presente invención se refiere al constructo de un polipéptido quimérico y a sus aplicaciones en 
la prevención o en el tratamiento de una infección por Flaviviridae. Por “Flaviviridae” se entiende un virus 
seleccionado del grupo constituido por los virus del Nilo Occidental, del dengue, de la encefalitis japonesa y de la 50 
fiebre amarilla. 
 
1. Polipéptido y polinucleótido 
 
Según un primer aspecto, la presente invención tiene como objetivo un polipéptido quimérico que comprende un 55 
péptido de subdominio de la proteína E de Flaviviridae unido a un péptido de subdominio de la proteína de 
membrana M de Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de unión que une el péptido de subdominio de la proteína 
E al péptido de subdominio de la proteína M, en el que el péptido de subdominio de la proteína M consiste en: 
 
- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 123 a la 162 de la SEQ 60 
ID NO: 3; o 
 
- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 154 a la 162 de la SEQ 
ID NO: 3 o que va de la posición 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12. La invención también describe un polipéptido 
que consiste en los péptidos mencionados. 65 
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Por “polipéptido” se entiende, en el sentido de la presente invención, que se designan indistintamente proteínas o 
péptidos. Por “polipéptido quimérico” se entiende cualquier proteína o péptido que comprende subpartes de 
diferentes orígenes, por ejemplo un polipéptido A procedente de una primera especie y un polipéptido (proteína o 
péptido) procedente de una segunda especie. Una proteína o un péptido también se considera como un polipéptido 
quimérico si comprende subpartes procedentes de diferentes proteínas o péptidos de una misma especie, o bien de 5 
una misma proteína o un mismo péptido de diferentes especies. 
 
Preferiblemente, el péptido de subdominio de la proteína E consiste en el ectodominio III que comprende una 
secuencia de aminoácidos tal como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 10 
- aminoácidos 18 a 120 de la SEQ ID NO: 20; 
 
- aminoácidos 171 a 273 de la SEQ ID NO: 20; 
 
- aminoácidos 324 a 426 de la SEQ ID NO: 20; 15 
 
- aminoácidos 477 a 579 de la SEQ ID NO: 20. 
 
La solicitud describe el péptido de subdominio de la proteína E consiste en un dímero del ectodominio III de los virus 
del dengue 1, 2, 3 ó 4 que comprende una secuencia de aminoácidos tal como se define en una cualquiera de las 20 
siguientes secuencias: 
 
- aminoácidos 21 a 262 de la SEQ ID NO: 8; y 
 
- aminoácidos 21 a 262 de la SEQ ID NO: 10. 25 
 
La invención se refiere en particular a un polipéptido quimérico en el que el péptido del subdominio de la proteína 
consiste en un tetrámero del ectodominio III de los virus del dengue 1, 2, 3 y 4 que comprende una secuencia que va 
del aminoácido 18 a la 429 de la SEQ ID NO:24. 
 30 
En lo que se refiere al péptido de subdominio de la proteína M, el mismo consiste en particular en el ectodominio 1-
40 que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 123 a la 162 de la SEQ ID NO: 3 o en la 
secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 154 a la 162 de la SEQ ID 
NO: 3 o que va de la posición 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12. 
 35 
Según un modo preferido, el polipéptido quimérico de la invención comprende además un segmento de unión que 
une el péptido de subdominio de la proteína E al péptido de subdominio de la proteína M. Dicho segmento de unión 
es preferiblemente un pentapéptido que tiene por secuencia: RRDKR o RREKR. 
 
De manera muy preferible, el polipéptido quimérico según la invención comprende una secuencia de aminoácidos tal 40 
como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 
- aminoácidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 20; 
 
- aminoácidos 18 a 609 de la SEQ ID NO: 21; 45 
 
- aminoácidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 22; 
 
- aminoácidos 18 a 489 de la SEQ ID NO: 23; y 
 50 
- aminoácidos 21 a 474 de la SEQ ID NO: 24. 
 
La invención también tiene como objetivo los polipéptidos (y los fragmentos de los mismos) que están codificados 
por las secuencias de nucleótidos mencionadas más adelante. 
 55 
La solicitud da a conocer un polipéptido que presenta un porcentaje de identidad de al menos el 80% después de 
alineación óptima con una secuencia tal como se define en una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 
definidas con anterioridad, preferiblemente de al menos el 90%, más preferiblemente de al menos el 98% y del modo 
más preferido de al menos el 100%. 
 60 
Según un aspecto relacionado, la invención tiene como objetivo un polinucleótido aislado o purificado que codifica 
para un polipéptido quimérico tal como se definió anteriormente. 
 
Por “aislado o purificado”, se entienden las moléculas que se han alterado por el hombre desde su estado nativo, es 
decir, si tales moléculas existen en la naturaleza, se han cambiado y/o retirado de su entorno inicial. Por ejemplo, un 65 
polinucleótido o un polipéptido presente de manera natural y que se encuentra en el entorno biológico del organismo 
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vivo que lo expresa de manera natural no está, en este contexto, “aislado”. No obstante, el mismo polinucleótido o 
polipéptido cuando se separa de su entorno natural y/o se obtiene mediante clonación, amplificación y/o mediante 
síntesis química se considera según la presente invención que está “aislado”. Por otra parte, un polinucleótido o 
polipéptido que se introduce en un organismo mediante transformación, manipulación genética o mediante cualquier 
otro método de recombinación está “aislado” incluso aunque esté presente en dicho organismo. 5 
 
Por secuencia de nucleótidos, ácido nucleico, secuencia nucleica o de ácido nucleico, polinucleótido, 
oligonucleótido, secuencia de polinucleótido, términos que se emplearán indistintamente en la presente descripción, 
se entiende que se designa un encadenamiento preciso de nucleótidos, modificados o no, que permite definir un 
fragmento o una región de un ácido nucleico, que comprende o no nucleótidos no naturales, y que puede 10 
corresponder tanto a un ADN bicatenario, un ADN monocatenario como a productos de transcripción de dichos ADN. 
Así, las secuencias nucleicas según la invención también engloban los PNA (ácido nucleico peptídico), o análogos. 
Los fragmentos de los polinucleótidos de la invención comprenden al menos 15 nucleótidos consecutivos. 
Preferiblemente, comprenden al menos 20 nucleótidos consecutivos y aún más preferiblemente, comprenden al 
menos 30 nucleótidos consecutivos. 15 
 
La invención también tiene por objeto fragmentos de polinucleótidos que consisten en fragmentos de 15, 20 ó 30 
nucleótidos sucesivos. 
 
Cualquier polinucleótido que se ha modificado química, enzimática o metabólicamente pero que ha conservado las 20 
propiedades bioquímicas del polipéptido quimérico de origen está incluido dentro del alcance de la presente 
invención. 
 
Según un modo de realización preferente, el polinucleótido de la presente la invención, cuando codifica para un 
polipéptido quimérico según la invención, comprende ventajosamente una secuencia de nucleótidos tal como se 25 
define en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 
SEQ ID NO: 25 a 29. 
 
La solicitud también describe las siguientes secuencias: 30 
 
a) nucleótidos 7 a 492 de la SEQ ID NO: 4; 
 
b) SEQ ID NO: 5; 
 35 
c) nucleótidos 7 a 504 de la SEQ ID NO: 7; 
 
d) nucleótidos 7 a 504 de la SEQ ID NO 13. 
 
La solicitud también da a conocer un polinucleótido que presenta un porcentaje de identidad de al menos el 80% 40 
después de alineación óptima con una secuencia tal como se define en una cualquiera de las secuencias de 
nucleótidos definidas con anterioridad, preferiblemente de al menos el 90%, más preferiblemente de al menos el 
98% y del modo más preferido de al menos el 100%. 
 
Por porcentaje de identidad entre dos secuencias de ácidos nucleicos o de aminoácidos en el sentido de la presente 45 
invención, se entiende que se designa un porcentaje de nucleótidos o de residuos de aminoácido idénticos entre las 
dos secuencias que van a compararse, obtenido después de su mejor alineación posible, siendo este porcentaje 
meramente estadístico y distribuyéndose las diferencias entre las dos secuencias al azar y por toda su longitud. Se 
entiende que se designa mediante “mejor alineación posible” o “alineación óptima”, la alineación para la que el 
porcentaje de identidad determinado tal como se describe más adelante es el más elevado. Las comparaciones de 50 
secuencias entre dos secuencias de ácidos nucleicos o de aminoácidos se realizan tradicionalmente comparando 
estas secuencias después de haberlas alineado de manera óptima, realizándose dicha comparación por segmento o 
por ventana de comparación para identificar y comparar las regiones locales de similitud de secuencia. La alineación 
óptima de las secuencias para la comparación puede realizarse, además de manualmente, por medio del algoritmo 
de homología local de Smith y Waterman (1981), por medio del algoritmo de homología local de Neddleman y 55 
Wunsch (1970), por medio del método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988), por medio de software 
informático que usa estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA y TFASTA en el Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI). Con el fin de obtener la 
alineación óptima, se usa preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62. También pueden usarse 
las matrices PAM o PAM250. 60 
 
El porcentaje de identidad entre dos secuencias de ácidos nucleicos o de aminoácidos se determina comparando 
estas dos secuencias alineadas de manera óptima, pudiendo comprender la secuencia de ácidos nucleicos o de 
aminoácidos que va a compararse adiciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia para una 
alineación óptima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el número de 65 
posiciones idénticas para las que el nucleótido o el residuo de aminoácido es idéntico entre las dos secuencias, 
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dividiendo este número de posiciones idénticas entre el número total de posiciones comparadas y multiplicando el 
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias. 
 
Por secuencias nucleicas que presentan un porcentaje de identidad de al menos el 80%, preferiblemente de al 
menos el 90%, de modo más preferido de al menos el 98%, después de alineación óptima con una secuencia de 5 
referencia, se entiende que se designan las secuencias nucleicas que presentan, con respecto a la secuencia 
nucleica de referencia, determinadas modificaciones como en particular una deleción, un truncamiento, un 
alargamiento, una fusión quimérica y/o una sustitución, concretamente puntual, y en las que la secuencia nucleica 
presenta al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, de modo más preferido al menos el 98%, de identidad 
después de alineación óptima con la secuencia nucleica de referencia. Preferiblemente, las condiciones de 10 
hibridación específicas o de fuerte rigurosidad serán tales que garanticen al menos el 80%, preferiblemente al 
menos el 90%, de modo más preferido al menos el 98% de identidad después de alineación óptima entre una de las 
dos secuencias y la secuencia complementaria de la otra. 
 
Una hibridación en condiciones de fuerte rigurosidad significa que las condiciones de temperatura y de fuerza iónica 15 
se eligen de tal manera que permitan el mantenimiento de la hibridación entre dos fragmentos de ácidos nucleicos 
complementarios. A modo ilustrativo, condiciones de fuerte rigurosidad de la etapa de hibridación con fines de definir 
las secuencias de nucleótidos descritas anteriormente, son ventajosamente las siguientes. 
 
La hibridación de ADN-ADN o ADN-ARN se realiza en dos etapas: (1) prehibridación a 42ºC durante 3 horas en 20 
tampón fosfato (20 mM, pH 7,5) que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una disolución de NaCl 0,15 M + 
citrato de sodio 0,015 M), el 50% de formamida, el 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), solución de Denhardt 10 x, 
el 5% de sulfato de dextrano y el 1% de ADN de esperma de salmón; (2) hibridación propiamente dicha durante 20 
horas a una temperatura que depende del tamaño de la sonda (es decir :42ºC, para una sonda de tamaño > 100 
nucleótidos) seguido por 2 lavados de 20 minutos a 20ºC en 2 x SSC + el 2% de SDS, 1 lavado de 20 minutos a 25 
20ºC en 0,1 x SSC + el 0,1% de SDS. El último lavado se realiza en 0,1 x SSC + el 0,1% de SDS durante 30 minutos 
a 60ºC para una sonda de tamaño > 100 nucleótidos. Las condiciones de hibridación de fuerte rigurosidad descritas 
anteriormente para un polinucleótido de tamaño definido pueden adaptarse por el experto en la técnica para 
oligonucleótidos de tamaño más grande o más pequeño, según las enseñanzas de Sambrook et al., 1989. 
 30 
Los polipéptidos y polinucleótidos según la presente invención pueden prepararse mediante cualquier procedimiento 
apropiado. Concretamente pueden obtenerse mediante síntesis química pero también es posible obtenerlos por vía 
biológica usando concretamente diferentes vectores en los cultivos celulares apropiados. Los péptidos según la 
presente invención pueden presentarse en forma desglicosilada, o glicosilada, si esto es necesario. Un experto en el 
campo de la invención sabrá cómo obtener diferentes polinucleótidos/polipéptidos y también sabrá cómo determinar 35 
cuáles son, entre los polinucleótidos/polipéptidos obtenidos, los que tienen una actividad biológica adecuada. 
 
2. Vector virales recombinantes 
 
Según otro aspecto, la invención se refiere a un vector viral recombinante de sarampión en cuyo genoma se inserta 40 
un polinucleótido según la invención. Tales vectores se preparan según los métodos usados habitualmente por el 
experto en la técnica, y los clones resultantes pueden introducirse en un huésped apropiado mediante métodos 
convencionales conocidos por el experto en la técnica. 
 
Según un modo privilegiado, el vector viral recombinante según la invención es ventajosamente un vector viral vivo 45 
de sarampión de la cepa Schwarz, como los seleccionados del grupo de vectores virales constituidos por los 
depositados en la CNCM con los números I-3440, I-3442, I-3452, I-3453, I-3454, I-3455, I-3619, I-3620, I-3621, I-
3622 e I-3623. La secuencia del antigenoma completo del virus del sarampión de la cepa Schwarz puede obtenerse 
por ejemplo a partir de los plásmidos pTM de las cepas depositadas con los números CNCM I-3440 e I-3442. 
 50 
El vector pTM-MVSchw2-[EDIII+M1-40]WNV(IS-98-ST1) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 26 de mayo 
de 2005 con el número I-3440. 
 
Este vector es un plásmido PTM que contiene el antigenoma completo del virus del sarampión, cepa Schwarz, y una 
unidad adicional de expresión situada entre los genes P y M que contiene la secuencia del dominio III de la proteína 55 
de la envuelta del virus del Nilo occidental (WNV IS-98-ST1) fusionada a la secuencia 1-40 de la proteína de 
membrana. 
 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml después de la siembra mediante pequeñas colonias. 
 60 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 
 
El vector pTM-MVSchw2-[EDIII+ApoptoM]DV1(FGA89) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 26 de mayo 
de 2005 con el número I-3442. 
 65 
Este vector es un plásmido pTM que contiene el antigenoma completo del virus del sarampión, cepa Schwarz, y una 
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unidad adicional de expresión situada entre los genes P y M que contiene la secuencia del dominio III de la proteína 
de la envuelta del virus del dengue 1, cepa FGA89, fusionada a la secuencia apoptótica de la proteína de membrana 
M. 
 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml después de la siembra mediante pequeñas colonias. 5 
 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 
 
El vector pTRE2-SSCRT-ApoptoMden1/DIII-H1-2 se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 16 de junio de 
2006 con el número I-3452. 10 
 
Este vector es un plásmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido señal de la calreticulina humana fusionada 
a las secuencias proapoptóticas de la proteína M y a los ectodominios III de la proteína E con las secuencias de 
hélice  de los virus del dengue 1 y 2. 
 15 
La secuencia del inserto contenido en el plásmido y que constituye un polinucleótido de la invención, es la SEQ ID 
NO: 9 representada en la figura 8. 
 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml. 
 20 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 
 
El vector pTRE2-ssCRT-ApoptoMden1/DIII-H3-4 se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 16 de junio de 
2005 con el número I-3453. 
 25 
Este vector es un plásmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido señal de la calreticulina humana fusionada 
a las secuencias proapoptóticas de la proteína M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los ectodominios III y 
H de los virus del dengue 3-4. 
 
La secuencia del inserto contenido en el plásmido y que constituye un polinucleótido de la invención, es la SEQ ID 30 
NO: 11 representada en la figura 9. 
 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml. 
 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 35 
 
El vector pTRE2-ssCRT-ApoptoMden1/DIII-H1-2-3-4 se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 16 de junio 
de 2005 con el número I-3454. 
 
Este vector es un plásmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido señal de la calreticulina humana fusionada 40 
a las secuencias proapoptóticas de la proteína M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los ectodominios III 
con hélices  (H) de las proteínas E de los virus del dengue 1, 2, 3, 4. 
 
La secuencia del inserto contenido en el plásmido y que constituye un polinucleótido de la invención, es la SEQ ID 
NO: 4 representada en la figura 2. 45 
 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml. 
 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 
 50 
El vector pTRE2-ssCRT-EctoM40den1/DIII-H1-2-3-4 se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 16 de junio 
de 2005 con el número I-3455. 
 
Este vector es un plásmido pTRE2 que contiene la secuencia del péptido señal de la calreticulina humana fusionada 
a las secuencias del ectodominio 1-40 de la proteína M del virus del dengue 1 y a las secuencias de los 55 
ectodominios III con hélices  (H) de las proteínas E de los virus del dengue 1, 2, 3, 4. 
 
La secuencia del inserto contenido en el plásmido y que constituye un polinucleótido de la invención, es la SEQ ID 
NO: 17 representada en la figura 12. 
 60 
El vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 g/ml. 
 
Se conserva a largo plazo mediante congelación a -80ºC. 
 
El vector pUC57-TetraDVA (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 14 de 65 

E06778626
26-09-2016ES 2 585 185 T3

 



9 

junio de 2006 con el número I-3619. 
 
Este vector es un plásmido pUC que contiene una secuencia de nucleótidos optimizada para la expresión en células 
de mamíferos de un constructo tetramérico de los ectodominios III de la proteína de la envuelta E de los 4 serotipos 
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteína de membrana M. 5 
 
El inserto contenido en el plásmido vector se representa en la figura 25. 
 
La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml. 
 10 
El vector pUC57-TetraDVB (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 14 de 
junio de 2006 con el número I-3620. 
 
Este vector es un plásmido pUC que contiene una secuencia de nucleótidos optimizada para la expresión en células 
de mamíferos de un constructo tetramérico de los ectodominios III de la proteína de la envuelta E de los 4 serotipos 15 
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteína de membrana M. 
 
El inserto contenido en el plásmido vector se representa en la figura 26. 
 
La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml. 20 
 
El vector pUC57-TetraDVC (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 14 de 
junio de 2006 con el número 1-3621. 
 
Este vector es un plásmido pUC que contiene una secuencia de nucleótidos optimizada para la expresión en células 25 
de mamíferos de un constructo tetramérico de los ectodominios III de la proteína de la envuelta E de los 4 serotipos 
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteína de membrana M. 
 
El inserto contenido en el plásmido vector se representa en la figura 27. 
 30 
La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml. 
 
El vector pUC57-TetraDVD (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 14 de 
junio de 2006 con el número I-3622. 
 35 
Este vector es un plásmido pUC que contiene una secuencia de nucleótidos optimizada para la expresión en células 
de mamíferos de un constructo tetramérico de los ectodominios III de la proteína de la envuelta E de los 4 serotipos 
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteína de membrana M. 
 
El inserto contenido en el plásmido vector se representa en la figura 28. 40 
 
La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml. 
 
El vector pUC57-TetraDVE (introducido en una cepa E. coli) se ha depositado en la CNCM (París, Francia) el 14 de 
junio de 2006 con el número I-3623. 45 
 
Este vector es un plásmido pUC que contiene una secuencia de nucleótidos optimizada para la expresión en células 
de mamíferos de un constructo tetramérico de los ectodominios III de la proteína de la envuelta E de los 4 serotipos 
(1, 2, 3, 4) del virus del dengue, fusionado con el ectodominio de la proteína de membrana M. 
 50 
El inserto contenido en el plásmido vector se representa en la figura 29. 
 
La cepa que contiene el vector puede cultivarse en medio LB ampi 100 mg/ml. 
 
3. Vectores de clonación y/o de expresión y anticuerpos 55 
 
Según otro aspecto, la invención se refiere a cualquier vector de clonación y/o de expresión y cualquier huésped 
celular (procariota o eucariota) transformado mediante un vector de este tipo, y que comprende los elementos de 
regulación que permiten la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica para un polipéptido quimérico 
según la invención. Se preparan tales vectores según los métodos usados habitualmente por el experto en la 60 
técnica, y los clones resultantes pueden introducirse en un huésped apropiado mediante métodos convencionales, 
tales como por ejemplo la lipofección, la electroporación, el choque térmico, la transformación después de 
permeabilización química de la membrana, la fusión celular. 
 
La solicitud también describe células huésped, concretamente las células eucariotas y procariotas, transformadas 65 
mediante los vectores según la invención así como los animales transgénicos, preferiblemente los mamíferos, 
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excepto el hombre, que comprenden una de dichas células transformadas según la invención. Estos animales 
pueden usarse como modelos, para el estudio de la etiología de enfermedades inflamatorias y/o inmunitarias, y en 
particular enfermedades inflamatorias del tubo digestivo, o para el estudio de cánceres. 
 
Entre las células que pueden usarse, pueden citarse las células bacterianas (Olins y Lee (1993), Curr. Op. 5 
Biotechnology 4: 520), pero también las células de levadura (Buckholz, (1993), Curr. Op. Biotechnology 4,538), así 
como las células animales, en particular los cultivos de células de mamíferos (Edwards y Aruffo (1993), Curr. Op. 
Biotechnology, 4,558). 
 
En el contexto de la presente invención, el término “vector de clonación y/o de expresión” se refiere a un constructo 10 
polinucleotídico diseñado para transfectarse en diferentes tipos celulares. Debido a ello, estos vectores tienen como 
objetivo los vectores de expresión diseñados para la expresión de una secuencia de nucleótidos en una célula 
huésped; los vectores de clonación diseñados para el aislamiento, la propagación y la replicación de nucleótidos 
insertados o vectores lanzadera que comprenden atributos de más de un vector. 
 15 
4. Anticuerpos policlonales o monoclonales 
 
Los polipéptidos y polinucleótidos de la presente invención también pueden usarse para preparar anticuerpos 
policlonales o monoclonales que pueden fijarse (preferiblemente de manera específica) en al menos un polipéptido 
quimérico/polinucleótido objeto de la invención. La solicitud también describe por tanto tales anticuerpos purificados 20 
que pueden obtenerse mediante técnicas muy bien conocidas como por ejemplo la técnica descrita por Kolher y 
Milstein (Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity, Nature (1975), 262:495-497). 
La solicitud da a conocer anticuerpos de tipo “humanizado”. Un experto en el campo sabrá, debido a sus 
conocimientos generales, cómo preparar estos tipos de anticuerpos. 
 25 
5. Métodos y procedimiento de uso 
 
Según otro aspecto, la invención se refiere a la prevención y/o el tratamiento de una infección por Flaviviridae en una 
especie sensible. Más particularmente, la invención tiene como objetivo el uso de un vector viral recombinante según 
la invención para la preparación de una composición inmunógena destinada a la prevención o al tratamiento de una 30 
infección por Flaviviridae en una especie sensible. Por “especie sensible”, se entiende cualquier animal susceptible, 
a una infección por Flaviviridae, como por ejemplo un ser humano. 
 
La invención también tiene como objetivo una composición inmunógena destinada a la prevención y/o al tratamiento 
de una infección por Flaviviridae en una especie sensible, que comprende al menos uno de los siguientes 35 
elementos: 
 
- un polipéptido quimérico según la invención; 
 
- un polinucleótido según la invención; 40 
 
- un vector viral recombinante según la invención; 
 
- un vector de clonación y/o de expresión según la invención. 
 45 
Por “infección por Flaviviridae” se entienden por ejemplo flavivirosis tales como el dengue, la fiebre amarilla, la 
encefalitis japonesa y la fiebre del Nilo Occidental. Los medios de preparación y de administración de los elementos 
de la presente invención no se describirán más puesto que los mismos ya los conoce el experto en la técnica. 
 
6. Composiciones 50 
 
La presente invención también se refiere a composiciones inmunógenas útiles en la prevención y/o en el tratamiento 
de una infección por Flaviviridae. Por “composición inmunógena” se entiende una composición que contiene 
elementos que tienen la capacidad de inducir in vivo o in vitro, una respuesta inmunitaria de tipo celular y/o humoral. 
 55 
En un modo de realización preferido, la composición de la presente invención contiene además un vehículo 
farmacéuticamente aceptable, y un elemento elegido del grupo constituido por: 
 
- un polinucleótido según la presente invención; 
 60 
- un polipéptido quimérico según la presente invención; 
 
- un vector viral recombinante según la invención; 
 
- un anticuerpo según la presente invención; y 65 
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- un vector de clonación y/o de expresión según la presente invención. 
 
Las composiciones según la presente invención pueden presentarse en cualquier forma sólida o líquida habitual 
para la administración farmacéutica, es decir por ejemplo formas de administración líquida, en gel, o cualquier otro 
soporte que permite por ejemplo la liberación controlada. Entre las composiciones que pueden usarse, pueden 5 
citarse concretamente las composiciones inyectables para el ser humano. 
 
Las composiciones de la invención también pueden comprender componentes que aumentan o susceptibles de 
aumentar la inmunogenicidad de los polipéptidos quiméricos de la invención, concretamente otros péptidos 
inmunógenos, adyuvantes de inmunidad específicos o no tales como alumbre, QS21, el adyuvante de Freund, el 10 
adyuvante SBA2, la montanida, polisacáridos o compuestos equivalentes. 
 
Un experto en el campo sabrá preparar composiciones farmacéuticamente aceptables y determinar, en función de 
varios factores, el modo de administración privilegiado y la cantidad que debe administrarse. Entre los factores que 
pueden influir en sus elecciones se encuentran: la naturaleza del tratamiento, la naturaleza exacta de los 15 
componentes, activos o no, que forman parte de la composición; el estadio de la enfermedad; la condición, la edad y 
el peso del paciente, etc. 
 
Ejemplos 
 20 
Los ejemplos a continuación permitirán poner de manifiesto otras características y ventajas de la presente invención, 
y sirven para ilustrar la extensión del uso de la presente invención y no para limitar su alcance. Pueden realizarse 
modificaciones y variaciones a la misma sin apartarse del espíritu y el alcance de la invención. Aunque pueden 
usarse otros métodos o productos equivalentes a los que se encuentran a continuación para someter a prueba o 
realizar la presente invención, se describen los materiales y métodos preferidos. 25 
 
Ejemplo 1: El virus del sarampión recombinante MVSchw-[EDIII + M1-40]DV-1 como prototipo de una vacuna candidata 
contra el dengue (PTR156) 
 
Se insertaron dos constructos inmunogénicos, descritos en las figuras 1 y 2, basados por una parte en la capacidad 30 
del dominio III de la glicoproteína de la envuelta E del virus del dengue para inducir anticuerpos neutralizantes y por 
otra parte en la implicación del ectodominio de la proteína de membrana M (M1-40) en la patogenicidad viral 
(apoptosis) en el genoma de la cepa viral atenuada Schwarz del virus del sarampión (MVSchw). Las secuencias 
virales están bajo la dependencia del péptido señal de la calreticulina para permitir su direccionamiento en la ruta de 
secreción. Se verificó la expresión de las secuencias [EDIII]DV-1 y [EDIII+M1-40]DV-1 por los virus recombinantes 35 
MVSchw en las células Vero infectadas mediante inmunofluorescencia indirecta con la ayuda de un suero policlonal 
de ratón HMAF dirigido contra el DV-1 (figura 3). Se observó la secreción de los dominios antigénicos EDIII y EDIII 
fusionados a la secuencia M1-40 (con el pentapéptido intercalante RRDKR) del virus dengue, tipo-1 (DV-1) de la cepa 
FGA/89 (Holmes E.C. et al, Mol. Biol. Evol. 16(3): 405-409, 1999 y Desprès P. et al, Virology 196:209-219) mediante 
análisis de inmunotransferencia de tipo Western en los sobrenadantes de células infectadas por los virus MVSchw-40 
[EDIII]DV-1 y MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1, respectivamente (figura 4). Asimismo, se han demostrado la producción y la 
secreción en los sobrenadantes de cultivo de una línea de células de Drosophila S2/[EDIII+M1-40]DV-1 inducidas por la 
expresión de estas proteínas (figura 5). 
 
Se inmunizaron dos grupos de 4 ratones CD46/IFNAR adultos con 104 TCID50 de cada uno de los virus MVSchw 45 
recombinantes (tablas 1 y 2). Se usó el virus vacío MVSchw como control negativo. Se determinó la producción de 
anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw (MV Ag) y el virus DV-1 (DV-1 Ag) incluidos los que son específicos de 
EDIIII (Thullier, P. et al. 2001. J. Gen. Virol. 82: 1885-1892) y neutralizantes (Anti-DV-1 FRNT75) en los ratones 
inmunizados (tablas 1 y 2). Se observa que el virus MVSchw-[EDIII]DV-1 es poco eficaz para producir anticuerpos 
específicos de DV-1 o de EDIII solo después de dos inoculaciones separadas un mes (tabla 1). Según el mismo 50 
protocolo de inmunización, se observa que el virus MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1 induce títulos significativos de 
anticuerpos dirigidos contra el DV-1 y contra EDIII solo (tabla 2). Todavía se detectan los anticuerpos anti-DV1 que 
son neutralizantes cuatro meses después del fin de la inmunización. 
 
Cuando los ratones inmunizados más de 6 meses con MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1 se someten a un recuerdo con una 55 
dosis única de 5 g de proteínas totales de un concentrado de sobrenadante de células de Drosophila 
S2/[EDIII+M1-40]DV-1 inducidas para la expresión de la proteína de fusión [EDIII+M1-40]DV-1 y en presencia de Alugel 
como adyuvante, se observan tasas elevadas de anticuerpos anti-DV-1, anti-EDIII y neutralizantes de DV-1, que 
traducen una respuesta humoral de memoria bien establecida en estos animales vacunados (tabla 2). Los 
anticuerpos anti-DV-1 están todavía presentes varios meses después del recuerdo antigénico (tabla 2). 60 
 
Tres meses después del recuerdo antigénico con r[EDIII+M1-40]DV-1, se inocularon los ratones inmunizados con 
MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1 con 107 UFF de DV-1 cepa FGA/NA d1d por vía intraperitoneal (el DV-1 es responsable de 
una infección asintomática en los ratones IFNAR). Se observan títulos importantes en anticuerpos anti-DV-1 (sobre 
todo dirigidos contra EDIII] incluidos los que neutralizan DV-1 cepa Hawái (título neutralizante de 4000) después de 65 
3 semanas desde la prueba viral (tabla 2). Debe observarse que los ratones inmunizados 9 meses con el virus 
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MVSchw-[EDIII+M1-30]DV-1, (este constructo no induce anticuerpos anti-EDIII o neutralizantes de DV1) y después 
sometidos a prueba con 107 UFF de DV-1 cepa FGA/NA d1d por vía intraperitoneal, producen títulos de anticuerpos 
anti-DV1, anti-EDIII y neutralizantes de 20000, 5000 y 80, respectivamente; estos son valores equivalentes a los 
observados en los ratones BALB/c o IFNAR sometidos a prueba según las mismas condiciones experimentales. 
 5 
En conclusión, la secuencia de fusión [EDIII+M1-40]DV-1 secretada por el virus MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1 puede generar 
anticuerpos neutralizantes anti-DV-1 e inducir una respuesta humoral de memoria a largo plazo que se estimula 
eficazmente por una parte por el antígeno soluble r[EDIII+M1-40]DV-1 y por otra parte, en respuesta a una infección 
viral. A la inversa, el único dominio antigénico EDIII secretado por el virus MVSchw-[EDIII]DV-1 es poco inmunógeno en 
los ratones CD46+-IFNAR. Trabajos complementarios del solicitante demuestran que el péptido pro-apoptótico 10 
ApoptoM (M32-40) en el extremo C-terminal del ectodominio 1-40 de la proteína M es determinante en el poder 
inmunógeno de la secuencia de fusión [EDIII+M1-40]DV-1 puesto que el virus MVSchw-[EDIII+M1-30]DV-1 sin ApoptoM 
induce una producción de anticuerpos anti-DV-1 equivalente a la obtenida después de inmunización con el virus 
MVSchw-[EDIII]DV-1. 
 15 
Como metodología general de vacunación pediátrica contra el dengue, se propone inmunizar a los individuos 
jóvenes con el virus MVSchw-[EDIII+M1-40]DV-1 mediante una doble inoculación separada un mes, y después volver a 
estimular de manera tardía con el antígeno soluble r[EDIII+M1-40]DV-1 con un objetivo de recuerdo vacunal o de 
profilaxis contra el riesgo de una infección por el virus del dengue. Esta estrategia de inmunización está validándose 
para los cuatro serotipos del dengue basándose en un antígeno compuesto por el tetrámero de los 4 dominios EDIII 20 
de los DV-1, -2, -3 y -4 fusionado a la secuencia citotóxica ApoptoM. 
 
Los primeros resultados experimentales subrayan la importancia de un inmunógeno de tamaño reducido derivado de 
la proteína de la envuelta del virus DV1 en combinación con las capacidades inmunoestimuladoras del vector de 
sarampión vivo, una estrategia que permite la inducción de una respuesta humoral neutralizante que es eficaz contra 25 
el virus del dengue. Definen una prueba de concepto para el diseño de los constructos tetraméricos de los dominios 
antigénicos de DV que permitirán inmunizar simultáneamente y a largo plazo contra los cuatro serotipos del dengue. 
 
Ejemplo 2: Constructo de polipéptidos quiméricos optimizados para una expresión en mamíferos 
 30 
En el presente ejemplo, los inventores desarrollaron nuevos constructos antigénicos útiles contra una infección por 
Flaviviridae. 
 
Estos nuevos polipéptidos quiméricos se basan en un antígeno compuesto por un tetrámero de los cuatro dominios 
EDIII de los cuatro serotipos del virus del dengue, fusionados entre sí y con una u otra de las secuencias citotóxicas 35 
apoptoM mostradas en la figura 30. 
 
Posteriormente, se insertaron estos polipéptidos quiméricos optimizados para una expresión en mamíferos en el 
genoma de la cepa viral atenuada Schwarz del virus del sarampión (MVSchw). Las figuras 15 a 29 muestran las 
secuencias de aminoácidos de cinco polipéptidos quiméricos preferidos y los polinucleótidos que codifican para los 40 
mismos. 
 
Se construyeron estos polipéptidos quiméricos según las siguientes condiciones de optimización 
 
Información de optimización de estas secuencias 45 
 
- (n.º Cai = 0,806, % de GC medio = 53,46, distribución en GC: homogénea aproximadamente al 50%); 
 
- eliminación de las secuencias “caja TATA” interna, parte rica en AT o GC, los elementos de secuencias ARE, INS y 
CRS, secuencias repetidas, secuencias de estructura de ARN secundaria, secuencias de corte y empalme crípticas; 50 
 
- eliminación de los siguientes sitios de restricción: Nhel, BamHI, XhoI, EcoRI, KpnI, SaII, BspEI, BgIII, NotI, BssHII, 
BsiWI, con excepción de BsiWI en la primera posición y BssHII en la última posición; 
 
- eliminación de motivos TTTT, TTTAA, AAAGGG, AAAAGG, GGGAAA, GGGGAA y sus motivos complementarios 55 
TTCCCC, TTTCCC, CCTTTT, CCCTTT. 
 
TABLA 1: Respuesta de anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw en los ratones CD46+/IFNAR inoculados por 
vía i.p. mediante MVSchw-[EDIII]DV1 
 60 

Inmunización 
(meses) 

Título de MV 
Ag c 

Título de DV-1 
Ag d 

Título de 
DV-1 rEDIII e 

Anticuerpo Anti-DV-1 
FRNT75f 

1a 15.000 < 100 < 100 ND 
2b 40.000 100 10 < 10 

 
a. Se administraron 104 TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M1-40] por vía i.p. a cuatro ratones adultos 
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b. Los individuos recibieron una inyección de recuerdo con 104 TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M1-40] 

 
c. Determinado mediante ELISA (Trinity Biotech) con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. 

 5 
d. Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron 

placas de microtitulación con 5 x 105 UFF de sacarosa purificada, FGA/NA d1d como antígeno viral.  
 
e. Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron 

placas de microtitulación con 50 ng de EDIII recombinante altamente purificado de DV1 como antígeno 10 
viral. 

 
f. Se detectaron los anticuerpos de neutralización anti-DV1 mediante el uso de la prueba de 

seroneutralización mediante reducción de las placas (o “prueba de neutralización por reducción de focos” 
(FRNT)). Se incubaron sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor con la línea Hawái DV1 y se 15 
efectuó el título de virus con células Vero mediante la prueba de inmunodetección de placas. FRNT75, la 
dilución de suero más alta sometida a prueba que redujo el número de UFF en al menos el 75%. 
 

TABLA 2: Respuesta de anticuerpos dirigidos contra el virus MVSchw en los ratones CD46+/IFNAR inoculados por 
vía i.p. mediante MVSchw-[EDIII + M1-40]DV1 20 
 

Inmunización 
(meses) 

Título de MV 
Ag e 

Título de DV-1 
Ag f 

Título de 
DV-1 rEDIII g 

Anticuerpo Anti-DV-1 
FRNT75 h 

1a 15.000 < 100  100 ND 
2b 40.000 1.600 400 10 
3 30.000 1.000 600 10 
6 20.000 500 100 40 
7c 20.000 20.000 100.000 800 
9 10.000 2.000 10.000 100 

10d 10.000 20.000 800.000 4.000 
 
a. Se administraron 104 TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M1-40] por vía i.p. a cuatro ratones adultos 

 
b. Los individuos recibieron una inyección de recuerdo con 104 TCIP50 de MV-DV1[EDIII+M1-40] 25 

 
c. Los ratones inmunizados recibieron una inyección de recuerdo de 5 g de proteínas secretadas totales 

procedentes del sobrenadante de células S2 que expresan rDV1[EDIII+M1-40] en presencia de adyuvante 
Alugel. 
 30 

d. Se inocularon los ratones inmunizados por vía i.p con 107 UFF de FGA/NA d1d de la línea DV1 durante tres 
semanas. 

 
e. Determinado mediante ELISA (Trinity Biotech) con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. 

 35 
f. Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron 

placas de microtitulación con 5 x 105 UFF de sacarosa purificada, FGA/NA d1d como antígeno viral.  
 
g. Determinado mediante ELISA con sueros agrupados (reunidos) e inactivados por calor. Se recubrieron 

placas de microtitulación con 50 ng de EDIII recombinante altamente purificado de DV1 como antígeno 40 
viral. 

 
h. Se detectaron los anticuerpos de neutralización anti-DV1 mediante el uso de FRNT. Se incubaron sueros 

agrupados (reunidos) e inactivados por calor con la línea Hawái DV1 y se efectuó el título de virus con 
células Vero mediante la prueba de inmunodetección de placas. FRNT75, la dilución de suero más alta 45 
sometida a prueba que redujo el número de UFF en al menos el 75%. 

 
Lista de secuencias 
 
<110> INSTITUTO PASTEUR 50 

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA 
 
<120>  POLIPÉPTIDOS QUIMÉRICOS Y SUS APLICACIONES TERAPÉUTICAS CONTRA UNA INFECCIÓN 

POR FLAVIVIRIDAE 
 55 
<130> B6802A 
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<150> CA 2508266 
<151> 20-06-2005 
 
<160> 33 5 
 
<170> PatentIn versión 3.3 
 
<210> 1 
<211> 119 10 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
 15 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 
<400> 1 

 
 20 
<210> 2 
<211> 384 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 
<400> 2 30 
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<210> 3 
<211> 162 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 3 

 
 
<210> 4 15 
<211> 516 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
 5 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 
<400> 4 

 
 10 
<210> 5 
<211> 516 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 15 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 
<400> 5 20 

 
 
<210> 6 
<211> 173 
<212> PRT 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 30 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 528 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 264 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 798 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 9 

 
 
<210> 10 15 
<211> 264 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
 
<400> 10 

25 

E06778626
26-09-2016ES 2 585 185 T3

 



20 

 
 
<210> 11 
<211> 798 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 134 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 408 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 13 

 
 
<210> 14 15 
<211> 128 
<212> PRT 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 14 20 

 
 
<210> 15 
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<211> 390 
<212> ADN 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 15 5 

 
 
<210> 16 
<211> 496 
<212> PRT 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 15 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 1494 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 390 
<212> ADN 5 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 18 

 
 10 
<210> 19 
<211> 528 
<212> ADN 
<213> Flavivirus sp. 
 15 
<400> 19 

 
 
<210> 20 
<211> 624 20 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
 25 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 
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<400> 20 
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<210> 21 
<211> 609 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 624 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 489 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 474 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 1890 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 1842 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 1890 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> fusión secuencia que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 1482 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 1440 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
 
<223> secuencia de fusión que comprende dominio(s) de cepas de Flaviviridae. 10 
 
<400> 29 

 
 

 15 
 
<210> 30 
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<211> 40 
<212> PRT 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 30 5 

 
 
<210> 31 
<211> 40 
<212> PRT 10 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 31 

 
 15 
<210> 32 
<211> 40 
<212> PRT 
<213> Flavivirus sp. 
 20 
<400> 32 

 
 
<210> 33 
<211> 40 25 
<212> PRT 
<213> Flavivirus sp. 
 
<400> 33 

 30 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Polipéptido quimérico que consiste en un péptido de subdominio de la proteína E de Flaviviridae unido a un 
péptido de subdominio de la proteína de membrana M de Flaviviridae y, dado el caso, un segmento de 
unión que une el péptido de subdominio de la proteína E al péptido de subdominio de la proteína M, en el 5 
que el péptido de subdominio de la proteína M consiste en: 
 
- el ectodominio 1-40 que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 123 a la 162 de 
la SEQ ID NO: 3; o 
 10 
- la secuencia apoptoM que comprende una secuencia de aminoácidos que va de la posición 154 a la 162 
de la SEQ ID NO: 3 o que va de la posición 122 a la 132 de la SEQ ID NO:12. 

 
2. Polipéptido quimérico según la reivindicación 1, caracterizado porque el péptido de subdominio de la 

proteína E consiste en el ectodominio III que comprende una secuencia de aminoácidos tal como se define 15 
en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 
- aminoácidos 18 a 120 de la SEQ ID NO: 20; 
 
- aminoácidos 171 a 273 de la SEQ ID NO: 20; 20 
 
- aminoácidos 324 a 426 de la SEQ ID NO: 20; 
 
- aminoácidos 477 a 579 de la SEQ ID NO: 20 

 25 
3. Polipéptido quimérico según la reivindicación 1, caracterizado porque el péptido de subdominio de la 

proteína E consiste en un tetrámero del ectodominio III de los virus del dengue 1, 2, 3 y 4 que comprende 
una secuencia que va del aminoácido 18 al 429 de la SEQ ID NO:24. 
 

4. Polipéptido quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende un segmento de 30 
unión que une el péptido de subdominio de la proteína E al péptido de subdominio de la proteína M. 
 

5. Polipéptido según la reivindicación 4, caracterizado porque el segmento de unión es un pentapéptido que 
tiene por secuencia: RRDKR o RREKR. 
 35 

6. Polipéptido quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende una secuencia de 
aminoácidos tal como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 
- aminoácidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 20; 
 40 
- aminoácidos 18 a 609 de la SEQ ID NO: 21; 
 
- aminoácidos 18 a 624 de la SEQ ID NO: 22; 
 
- aminoácidos 18 a 489 de la SEQ ID NO: 23;y 45 
 
- aminoácidos 21 a 474 de la SEQ ID NO: 24. 
 

7. Polipéptido quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el 
Flaviviridae se selecciona del grupo constituido por los virus del Nilo Occidental, del dengue, de la 50 
encefalitis japonesa y de la fiebre amarilla. 
 

8. Polinucleótido aislado o purificado que codifica para un polipéptido quimérico según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 7. 
 55 

9. Polinucleótido según la reivindicación 8, caracterizado porque comprende una secuencia de nucleótidos tal 
como se define en una cualquiera de las siguientes secuencias: 
 

- SEQ ID NO: 25 a 29. 
 60 

10. Vector viral recombinante de sarampión en cuyo genoma se inserta un polinucleótido según la 
reivindicación 8 ó 9. 
 

11. Vector viral recombinante según la reivindicación 10, caracterizado porque se trata de un vector viral vivo de 
sarampión de la cepa Schwarz. 65 
 

E06778626
26-09-2016ES 2 585 185 T3

 



45 

12. Vector viral recombinante según la reivindicación 10, seleccionado del grupo de vectores virales 
constituidos por los depositados en la CNCM con los números I-3440, I-3442, I-3452, I-3453, I-3454, I-3455, 
I-3619, I-3620, I- 3621, I-3622 e I-3623. 
 

13. Uso de un vector viral según una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para la preparación de una 5 
composición inmunógena destinada a la prevención o al tratamiento de una infección por Flaviviridae en 
una especie sensible. 
 

14. Vector de clonación o de expresión que comprende un polinucleótido según la reivindicación 8. 
 10 

15. Composición inmunógena destinada a la prevención y/o al tratamiento de una infección por Flaviviridae en 
una especie sensible, caracterizada porque comprende al menos uno de los siguientes elementos: 
 
- un polipéptido quimérico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; 
 15 
- un polinucleótido según la reivindicación 8; 
 
- un vector viral recombinante según la reivindicación 10; 
 
- un vector de clonación y/o de expresión según la reivindicación 14. 20 
 

16. Composición inmunógena según la reivindicación 15, caracterizada porque comprende un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. 
 

17. Uso según la reivindicación 13, caracterizado porque el Flaviviridae se selecciona del grupo constituido por 25 
el virus del dengue, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la fiebre del 
Nilo Occidental. 
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