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DESCRIPCIÓN

Vacunas contra la gripe optimizadas

Campo de la invención

La descripción se refiere a vacunas de proteínas y nucleótidos que codifican proteínas de la gripe A con pocos sitios
de glicosilación o ninguno. El ADN o ARN codifica hemaglutinina y/o neuraminidasa y/o matriz y/o nucleoproteína, en 5
donde el origen del ADN o ARN puede ser cepas pandémicas de la gripe que codifican proteínas que tienen un 
contenido naturalmente bajo en sitios de glicosilación, y ADN o ARN procedente de cepas de la gripe no pandémi-
cas, en donde los nucleótidos han sido mutados o se modifican de forma que codifican proteínas con menos sitios 
de glicosilación que la cepa estacional. La descripción también describe composiciones inmunogénicas y el uso del
ADN que codifica hemaglutinina (HA) y/o el ADN que codifica neuraminidasa (NA) que expresan el nuevo virus de la 10
gripe A H1N1v pandémico del 2009 como un componente de la vacuna, combinado opcionalmente con ADN que 
codifica la matriz (M) y el ADN que codifica la nucleoproteína (NP) de la cepa H1N1 pandémica de 1918 y el ADN 
que codifica la HA y NA de una cepa reciente H3N2 estacional, para una vacuna combinada contra infecciones ac-
tuales y futuras de H1N1 y H3N2 en humanos y cerdos.

Antecedentes generales15

La gripe es una de las enfermedades más antiguas y comunes conocidas por el hombre que causa entre tres y cinco 
millones de casos de enfermedad grave y entre 250.000 y 500.000 muertes cada año en todo el mundo. También los 
cerdos son susceptibles al virus de la gripe humana y aviar, ya que poseen ambos receptores en su tracto respirato-
rio. Por lo tanto, los cerdos se infectan y padecen neumonía procedente de cepas de la gripe humana y pueden
servir como vehículo de una mezcla peligrosa para la generación de nuevas cepas recombinantes de la gripe con 20
potencial de pandemia. 

La gripe se propaga rápidamente en epidemias estacionales que afectan a un 5-15% de la población y la carga de 
los costes de atención médica y de falta de productividad son elevados (OMS). La enfermedad de tipo gripal fue 
descrita por primera vez por Hipócrates en el año 412 a. C. Hasta el siglo 19, se pensaba que la gripe era una infec-
ción bacteriana. El virus como agente causante fue determinado primero en 1931 por Richard Shope. La primera25
pandemia de gripe A conocida data de 1580 y desde entonces han tenido lugar 31 pandemias, de las cuales tres 
aparecieron en el siglo 20, a saber, la "gripe española" en 1918, la "gripe asiática" en 1957 y la "gripe de Hong Kong"
en 1968, respectivamente. La pandemia de la gripe A H1N1 de 1918 fue la peor pandemia en los tiempos más re-
cientes, causando de 20 a 50 millones de muertes en todo el mundo. La forma más común de gripe son los brotes 
estacionales y las epidemias de gravedad variable.30

La zoonosis del virus de la gripe aviar (AIV, del inglés “avian influenza virus”), capaz de infectar seres humanos y 
cerdos y la propagación en Asia, partes de Europa y Oriente Medio, ha suscitado recientemente la preocupación por 
una pandemia que tendrá lugar también en el siglo 21. La cepa causante de la pandemia será probablemente des-
conocida hasta que la pandemia surja y habrá una necesidad urgente de una vacuna. Por lo tanto, se requerirá un 
diagnóstico y una caracterización rápidos de las cepas circulantes, así como de las cepas emergentes, nuevos enfo-35
ques para vacunas alternativas y formas de producción, con el fin de minimizar la gravedad de la pandemia. Dado 
que las vacunas estacionales de la gripe A también se producen en huevos, una epidemia de AIV altamente patóge-
na entre las aves de corral también influirá en la producción de vacunas estacionales. Además, las vacunas tradicio-
nales con proteínas de la gripe solo tienen un efecto protector limitado. También las vacunas estacionales tienen que 
cambiar cada temporada debido a la deriva genética del virus de la gripe A y a la inducción limitada de anticuerpos 40
específicos de tipo, mediante vacunas tradicionales con proteínas de la gripe A. Por lo tanto, existe una necesidad 
de nuevas vacunas alternativas contra la gripe A con propiedades diferentes.

El virus de la gripe pertenece a la familia Orthomyxoviridae. La familia incluye tres géneros; los virus de la gripe A, B 
y C, identificados por diferencias antigénicas en su nucleoproteína (NP) y proteína matriz (M). El género virus de la 
gripe A se divide además en combinaciones de subtipos basados en diferencias antigénicas de las glicoproteínas de 45
la superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). La cepa A ha evolucionado para ser capaz de infectar diver-
sas especies distintas de mamífero (por ejemplo, caballos y cerdos). Los virus de la gripe A de todos los subtipos 
antigénicos reconocidos de 16 HAs y 9 NAs, se han recuperado de aves acuáticas, pero pocos infectan otras espe-
cies animales, indicando que las aves acuáticas son los reservorios naturales de la gripe A.

Los virus de la gripe A han sido los agentes causantes de las pandemias principales y la mayor parte de los brotes 50
anuales de gripe epidémica. Esta invención se centra únicamente en el género A de la gripe. El sistema de nomen-
clatura actual para los virus de la gripe humana incluye la ubicación geográfica del primer aislamiento, el número de 
cepas y el año del aislamiento. La descripción antigénica de HA y NA se indica entre paréntesis, por ejemplo, 
A/Moscú/10/99(H3N2). Las cepas no humanas también incluyen en la nomenclatura el hospedador de origen, por 
ejemplo, A/ánade real/Dinamarca/64650/03(H5N7).55

El genoma del virus de la gripe A consiste en ocho segmentos de ácido ribonucleico (ARN) monocatenario (ss) de 
orientación negativa, empaquetados en el núcleo vírico formado por la membrana de la célula hospedadora y una
capa proteica de matriz 1 (M1). Los ocho segmentos están asociados con la nucleoproteína (NP) y tres proteínas de 
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gran tamaño; proteína polimerasa básica 1 (PB1) y 2 (PB2), y proteína polimerasa ácida (PA), que son responsables 
de la replicación y la transcripción del ARN. La NP encapsula el ARN y forma complejos de ribonucleoproteína 
(RNP) que protegen y estabilizan el ARN. Cada segmento incluye una secuencia de 11-13 nucleótidos en los extre-
mos 5' y de 9-12 nucleótidos en los extremos 3' que están altamente conservadas y son similares para los virus A, B 
y C. Las principales glicoproteínas HA y NA, y la proteína M2 de canal iónico, están encajadas en una bicapa lipídica 5
obtenida a partir del hospedador. Los virus de la gripe son algo pleomórficos en la forma, pero generalmente esféri-
cos (80-120 nm de diámetro).

Todos los subtipos de gripe A se perpetúan en la población de aves acuáticas silvestres, se cree que es el reservorio 
natural de la gripe. En circunstancias normales, una infección gripal en los patos silvestres es asintomática. El virus 
se replica en el tracto intestinal y se excreta en concentraciones elevadas con las heces durante un período de hasta 10
30 días. Un virus de la gripe aviar puede persistir en el agua y conservar la infectividad durante aproximadamente 
100 días a 17°C y se puede almacenar indefinidamente a -50°C. La circulación continua de virus de la gripe A podría 
deberse a los sitios en los que las aves pasan el invierno en las regiones subtropicales. Las cepas H5N1 de 2004 
han llegado a ser muy estables y pueden sobrevivir durante 6 días a 37°C. El virus se destruye calentando a 56°C
durante 3 horas o a 60°C durante 30 minutos. También desinfectantes, tales como compuestos de formalina y yodo 15
destruyen eficazmente el virus de la gripe. Se ha creído que los virus de la gripe aviar estaban en estasis evolutiva
en su hospedador natural, tolerándose entre sí el virus y el hospedador. Por lo general no se observan síntomas 
clínicos graves cuando las aves de corral están infectadas con la gripe aviar y el virus se describe como un virus de 
la gripe aviar de patogenicidad baja (LP AIV). Los subtipos H5 y H7 tienen el potencial de convertirse en altamente 
patógenos (HP) para los pollos, a través de la acumulación de mutaciones después de la transmisión a las aves de 20
corral. Contrariamente a la creencia anterior, las aves migratorias salvajes podrían desempeñar alguna función en la 
transmisión de HP AIV. Miles de aves acuáticas silvestres en Hong Kong en el año 2002 y en China en el 2005 se 
infectaron con el virus de la gripe aviar HP AIV H5N1 y esto contribuyó a la propagación de HP H5N1 a Europa y 
África en el año 2005.

Se han aislado cepas de la gripe estacional a partir de seres humanos y de cerdos durante todo el año, pero en los25
climas templados es una enfermedad de invierno, probablemente porque la gente se reúne y se aloja en habitacio-
nes poco ventiladas debido al clima frío.

De los 16 subtipos reconocidos de HA y 9 de NA, únicamente H1, H2, H3, N1 y N2 han circulado en los seres 
humanos y los cerdos en el siglo pasado. La introducción de pandemias en humanos con estos tipos fue en 1918 
con H1N1, 1957 con H2N2 ("gripe asiática"), 1968 con H3N2 ("gripe de Hong Kong") y la introducción no pandémica 30
del nuevo tipo de reagrupamiento génico H1N2 en el 2001, respectivamente. La antigenicidad de los virus de la gripe 
humana está cambiando constantemente por la acumulación de mutaciones en los sitios antigénicos de HA y NA, 
con lo que el virus es capaz de evitar el sistema inmune del hospedador causando epidemias. Una mutagénesis 
vírica se ve reforzada por la falta de "corrección de la lectura" en la replicación del ARN. La frecuencia de mutacio-
nes es de aproximadamente uno de cada 100.000 nucleótidos. Los brotes de gripe estacional en el hemisferio norte 35
suelen ocurrir entre octubre y abril y desde abril a octubre en el hemisferio sur. La deriva antigénica de los virus de la 
gripe humana está estrechamente controlada por el programa de vigilancia global de la gripe de la Organización 
Mundial de la Salud. Los componentes de la vacuna contra gripe de la próxima temporada para el hemisferio norte,
se determinan en febrero, basándose en los conocimientos sobre las cepas circulantes actuales, y se reevalúan en 
septiembre para el hemisferio sur.40

La deriva antigénica puede ocurrir de tres maneras. Ya sea por transmisión directa de una cepa aviar adaptada a los 
seres humanos, reagrupamiento genético o restablecimiento de una cepa "vieja". La posibilidad de que un virus de la 
gripe aviar cruce la barrera entre las especies e infecte directamente a los seres humanos, no se había reconocido
antes de 1997, cuando 18 personas en Hong Kong enfermaron con HP AIV H5N1.

El origen de la pandemia de 1918 es objeto de controversia. Taubenberger et al., (Characterization of the 1918 in-45
fluenza virus polymerase genes. Nature, 2005, 437:889-893) sugerían, basándose en la filogenia de los genes de la 
polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar. Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verdade-
ro origen del virus y muchos todavía creen que también esa cepa pandémica es un reagrupamiento entre un virus de 
mamífero y ave, lo más probable que se produjera a partir de cerdos. Si el virus era de origen aviar, podría implicar 
que los virus aviares HP que circulan actualmente podrían causar una nueva pandemia por transmisión directa a los 50
seres humanos. Un reagrupamiento antigénico se produce cuando segmentos víricos de dos virus antigénicamente
diferentes, infectan la misma célula. El virus reagrupado contiene segmentos de ambas cepas y si el nuevo segmen-
to introducido es HA (y NA), la antigenicidad completa del virus podría cambiar y el virus podría evadir la inmunidad 
del hospedador. Estos reagrupamientos pueden ser catastróficos si el virus es capaz de una replicación eficaz en el 
nuevo hospedador. En el peor de los casos, una cepa de este tipo reagrupada podría dar lugar a pandemias, infec-55
ciones que abarcan todo el mundo, frente a las cuales no tenemos una inmunidad preexistente. Las pandemias de 
1957 y 1968 fueron reagrupamientos que adquirieron los genes de HA, NA y PB1 y los genes HA y PB1 de una 
fuente acuática, respectivamente. En 1977 volvió a surgir una cepa idéntica a las cepas H1N1 que circulaban antes 
de 1957. Los cerdos son posibles "vehículos de una mezcla" de virus reagrupados, debido a su tropismo receptor 
para el enlace α-(2,3) y α-(2,6) con galactosa. Otras especies, como el pollo y el hombre, también podrían servir 60
como vehículos de una mezcla de cara a un cruce directo a los seres humanos desde una fuente aviar, después del 
descubrimiento de un receptor similar al α-(2,3) aviar en células también en los seres humanos y los pollos.
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Se ha considerado que la evolución interpandémica de los virus de la gripe es debida a una deriva antigénica pro-
gresiva, debido a la mutabilidad del genoma de ARN. H3N2 ha sido el subtipo predominante que circula en los seres 
humanos desde 1968 y ha tenido una deriva rápida como un linaje único, mientras que ha habido una sustitución
lenta de las variantes antigénicas de los virus H1N1. Se ha observado que la tasa de acumulación de mutaciones es 
de aproximadamente 4-5x10-3 sustituciones por nucleótido por año para HA1, otros predicen una tasa de 5,7x10-35
sustituciones por nucleótido por año. La HA y NA pueden evolucionar independientemente una de la otra y también 
se conocen reagrupamientos de los genes internos. La selección positiva se ha deducido sobre codones que partici-
pan en los sitios antigénicos de anticuerpos, epítopos de linfocitos T y sitios importantes para propiedades de creci-
miento de virus en huevos. Una investigación reciente sobre los virus ha sugerido que la evolución de la gripe no 
siempre sigue un ritmo constante, pero que se caracteriza por procesos estocásticos, intervalos cortos de evolución10
rápida, intervalos largos de evolución con secuencia neutral y extinción lenta de linajes de virus coexistentes. La 
evolución parece también estar más influenciada por eventos de reagrupamiento entre un linaje cocirculante y la 
migración vírica, que lo que se creía anteriormente.

La vacunación es la opción preferida para una profilaxis de la gripe. Las vacunas antigripales inactivadas están auto-
rizadas a nivel mundial, mientras que las vacunas vivas adaptadas al frío solo están autorizadas en Rusia y los 15
EE.UU. La profilaxis preferida de las infecciones gripales anuales es la vacunación con vacunas de proteínas inacti-
vadas procedentes de virus propagados en huevos de gallina. Por lo tanto, las vacunas comunes son los virus de 
vacunas inactivadas que se propagan en huevos de gallina y se inactivan con formaldehído o β-propiolactona. Exis-
ten tres clases de vacunas inactivadas; completa, dividida (alterada químicamente con éter o fosfato de tributilo) y 
subunidad (glicoproteínas de la superficie purificadas) administradas por vía intramuscular o subcutánea. La vacuna 20
de la gripe inactivada completa no se utiliza actualmente debido a los altos niveles de efectos secundarios. La vacu-
na contra la gripe estacional (dividida y subunidad) es trivalente, comprendiendo las cepas de virus de la gripe A
H3N2 y H1N1 y un virus de la gripe B. La dosis normal de vacuna humana está estandarizada en 15 μg de proteína 
HA de cada componente del virus, administrados una vez en adultos sanos normales y dos veces en niños y otras 
personas que no tienen una inmunidad preexistente contra la gripe A. Las vacunas convencionales inducen solo una 25
respuesta inmune humoral. El efecto protector de la vacuna tradicional de proteínas divididas es muy limitado y de-
bido a la continua evolución de las cepas de virus de la gripe A y los anticuerpos específicos de tipo inducidos por
las vacunas convencionales, se tiene que producir una nueva vacuna cada año, basándose en la cepa de gripe A 
circulante más reciente. En caso de una nueva cepa humana emergente, son necesarias diversas mejoras en las
vacunas. La producción en huevos es demasiado lenta (6-12 meses) en el caso de cepas emergentes. Si esa cepa 30
es también un virus AIV altamente patógeno (HP) para las aves de corral, la producción en huevos podría ser impo-
sible debido a que el virus mata el embrión del huevo. También la disponibilidad de huevos puede estar limitada, 
ralentizando la producción de vacunas. En el caso de no haber una inmunidad preexistente en la población, serían 
necesarias dos vacunaciones, lo que demoraría aún más la producción de vacunas. Incluso si no hay una nueva 
pandemia de gripe A entre los seres humanos, pero solo la propagación de HPV AIV entre las aves de corral, la 35
escasez de huevos limitará la producción en huevos de vacunas tradicionales de la gripe estacional. Además, las 
vacunas tradicionales con proteínas de la gripe no ofrecen una protección óptima como profilaxis y ningún efecto 
terapéutico. Por lo tanto, existe una necesidad de nuevas vacunas alternativas contra la gripe.

Aunque las vacunas de ADN se han desarrollado desde hace más de 16 años, son raros los ensayos clínicos que 
preceden a la fase I y II en los seres humanos. Sin embargo, se han autorizado dos vacunas de ADN veterinarias; 40
una para el virus del Nilo Occidental (en caballos) y una segunda para el virus de la necrosis hematopoyética infec-
ciosa en salmones. Esto demuestra que las vacunas de ADN pueden tener buenos efectos protectores y que las 
nuevas vacunas de ADN no están limitadas por el tamaño del animal o la especie. El gran éxito con las vacunas de 
ADN, observado en el modelo murino para vacunas de ADN de primera generación, no se trasladaba bien a los 
seres humanos, sin embargo; los investigadores han demostrado recientemente niveles de anticuerpos protectores 45
con una dosis única de vacuna de ADN de HA administrada con una pistola de genes a los seres humanos.

El documento WO 2006/082398 describe estructuras artificiales de ácido nucleico que se pueden emplear en una 
vacuna. Se describen estructuras artificiales que codifican un antígeno de la gripe pandémica, un fragmento inmu-
nogénico del mismo o una variante inmunogénica de ambos, y uno o varios antígenos de gripe no pandémica, frag-
mentos inmunogénicos de los mismos o variantes inmunogénicas o ambos.50

Una "Inmunización con ácido nucleico" o el nombre comúnmente preferido, "vacunas de ADN" es la inoculación de 
ADN o ARN que codifica un antígeno, como casetes de expresión o vectores de expresión o incorporado en vecto-
res víricos, con el fin de inducir una inmunidad contra el producto génico. Por lo tanto, en nuestra definición de vacu-
nas de ADN, incluimos todo tipo de sistemas de administración del ADN o ARN que codifica un antígeno. El gen de 
la vacuna puede estar en forma de plásmido circular o de un casete de expresión lineal, solo con las características 55
clave necesarias para la expresión (promotor, el gen de la vacuna y la señal de poliadenilación). Los sistemas de 
administración pueden ser más frecuentemente ADN desnudo en tampón con o sin adyuvante, ADN acoplado a 
nanopartículas y/o formulado en compuestos que contienen adyuvantes o insertado en vectores víricos o bacteria-
nos vivos, tales como adenovirus, virus adenoasociado, alfavirus, poxvirus, virus herpes, etc. Las vacunas de ADN 
son muy prometedoras ya que provocan tanto una inmunidad humoral como una mediada por células, sin los mis-60
mos peligros asociados con las vacunas de virus vivos. En contraste con las vacunas de virus vivos atenuados, las 
vacunas de ADN se pueden administrar en tejidos o células iguales o diferentes, a los del virus vivo que tiene que 
unirse a receptores específicos. La producción de antígenos en sus formas naturales mejora la presentación de los 
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antígenos al sistema inmune del hospedador. A diferencia de las vacunas vivas atenuadas, las vacunas de ADN no 
son infecciosas y no pueden volverse virulentas. Las vacunas de ADN que expresan las proteínas HA, NA, M, NP o 
combinaciones de las mismas, han mostrado que inducen respuestas inmunitarias comparables a las de una infec-
ción vírica natural.

Las vacunas de ADN ofrecen muchas ventajas sobre las vacunas convencionales. Se pueden producir en grandes 5
cantidades en poco tiempo, suprimen la necesidad de propagar en huevos, son rentables, reproducibles y el produc-
to final no requiere condiciones de almacenamiento en frío, porque el ADN es estable y resistente a las temperaturas 
extremas. Todas las vacunas inactivadas, autorizadas actualmente son eficaces en la inducción de respuestas de 
anticuerpos humorales, pero solo las vacunas de virus vivos atenuados inducen eficazmente también una respuesta 
celular citotóxica.10

Las vacunas de ADN inducen una respuesta inmune que es comparable a la respuesta obtenida mediante una in-
fección natural con el virus, activando la inmunidad tanto humoral como la mediada por células (6,30). La amplia 
respuesta a las vacunas de ADN es un resultado de los genes codificados que se expresan a través de la célula 
hospedadora transfectada, induciendo tanto respuestas inmunes Th1 como Th2. La producción de antígenos en su 
forma natural mejora la presentación de los antígenos al sistema inmune del hospedador. En contraste, las vacunas 15
convencionales basadas en proteínas de la gripe inactivadas, únicamente inducen una respuesta humoral (Th2), 
dirigida contra las glicoproteínas de la superficie del virus de la gripe. Este tipo de respuesta es ineficaz contra va-
riantes de virus que han sufrido deriva y, por lo tanto, la composición del virus de la vacuna contra la gripe estacional 
tiene que ser evaluada cada temporada. Las respuestas de reactividad cruzada antigénicas son inducidas principal-
mente por las proteínas más conservadas de la gripe, tales como la nucleoproteína (NP) y la proteína matriz (M). 20
Mediante la inclusión de estos genes en una vacuna de ADN, se observa una mayor reactividad cruzada entre cepas 
sometidas a deriva y heterólogas (4,7,8,13).

La infección y los síntomas gripales en hurones son muy comparables a los que se observan en los seres humanos 
y, por lo tanto, es uno de los mejores modelos para ensayos de vacunación contra la gripe (22). Las vacunas de 
ADN de HA antigripal en hurones también han mostrado ser efectivas previamente (18,32).25

Previamente se había mostrado que la vacuna con el virus completo inactivado H1N1 de 1918 inducía una protec-
ción parcial contra la infección con H1N1 de 1918 en ratones (28), también vacunas de ADN actuales que codifican
la HA de 1918 mostraron una protección completa de los ratones contra una exposición a H1N1 de 1918 (16) pero 
no se demostró ninguna protección contra la gripe de fecha actual.

Hemos demostrado que la vacuna de ADN plasmídico con codones optimizados, administrada mediante pistola de 30
genes que codifica HA y NA, con o sin M y NP, basada en el virus pandémico H1N1 de 1918, induce protección en 
hurones contra una infección con un virus H1N1 de fecha actual (Bragstad et al. 2009 y documento WO-A-
2008/145129). Esto demuestra una protección inducida con una vacuna que no está mediada por los anticuerpos 
anti-NA y anti-HA usuales, sino por un mecanismo inmunológico diferente, que implica más probablemente la inmu-
nidad celular. Dado que las proteínas internas M y NP codificadas por el ADN y/o el virus de la gripe A están más 35
conservadas entre las diferentes cepas de H1N1 que HA y NA, se puede esperar que la inmunidad inducida por las 
vacunas de ADN de NP y M sean más protectoras, lo que se podría extender también a nuevas cepas de H1N1. Los 
virus están separados por un intervalo de tiempo de 89 años y se diferencian en un 21,2% en la proteína HA1. Estos 
resultados sugieren no solo una capacidad única de las vacunas de ADN, sino también una característica única e 
inesperada de la HA y/o NA de 1918 en la inducción de una inmunidad protectora especialmente amplia y eficaz,40
incluso contra variantes de cepas que han tenido una deriva extrema. La presente invención describe que una res-
puesta inmune inducida con una vacuna de ADN que codifica HA y/o NA del virus de la gripe A H1N1 de 1918, pro-
porciona un alto nivel de protección cruzada contra una infección gripal de fecha actual.

Las vacunas de ADN tienen capacidad de mecanismos inmunológicos estimulantes. Esto podría ser una razón por la 
que observamos una reactividad y una protección cruzadas bien inducidas frente a una infección estimulada. La 45
protección cruzada y la reactividad cruzada inducidas por vacunas de ADN de cepas que difieren en un 11-13% en 
HA1, ha sido demostrada por otros autores (13-15), pero no tan alta como la divergencia del 21,2% que observamos
nosotros.

Las vacunas contra la gripe que tienen la capacidad de inducir respuestas inmunes capaces de una reacción cruza-
da con variantes de virus sometidos a deriva e incluso cepas heterólogas, serían una gran ventaja tanto para el 50
desarrollo anual de vacunas como en el caso de aparición de nuevas cepas.

Dado que la nueva gripe A (H1N1v) es marcadamente diferente de otros virus H1N1 humanos, se supone que la
presente inmunidad contra el virus H1N1 y las vacunas estacionales contra H1N1 no inducirán una protección eficaz 
contra la nueva cepa. El nuevo virus H1N1v tiene una diferencia de aproximadamente un 5% en la secuencia de 
nucleótidos frente a otros virus H1N2 porcinos conocidos, mientras que tiene una diferencia de casi un 24% frente a 55
virus H1N1 humanos que están circulando las últimas temporadas.

Por lo tanto, en la situación actual con un nuevo virus pandémico H1N1v y futuras variantes del mismo, creemos que 
la mejor vacuna contra los virus circulantes actuales y los virus en un futuro próximo será una vacuna de ADN que 
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comprenda los genes de HA y NA del nuevo virus pandémico H1N1v, los genes internos del virus pandémico previo
H1N1 de 1918 y los genes de HA y NA del virus H3N2 estacional circulante. Los genes de la cepa H1N1v se in-
cluirán para inducir una protección perfecta contra el H1N1v circulante y para futuras variantes de esta cepa. Espe-
ramos que esta cepa con sus variantes sean los próximos virus H1N1 estacionales en los seres humanos. Los ge-
nes internos de NP y M de la pandemia H1N1 de 1918 están incluidos, ya que estos son los antepasados de todos 5
los otros genes de NP y M en los virus de la gripe humana. Se espera que estos genes altamente conservados in-
duzcan una mejor protección cruzada. Los genes de HA y NA del virus H3N2 estacional se incluyen ya que estos 
proporcionarán la mejor protección contra los virus H3N2 que circulan actualmente y futuros virus H3N2. Creemos 
que estas combinaciones de genes en una vacuna de ADN harán la vacuna más óptima contra la gripe universal, en 
el momento presente y para un futuro cercano.10

Hemos observado sorprendentemente que una mezcla de plásmidos de ADN de ambos genes pandémicos "inicia-
les" con pocos o ningún sitio de glicosilación y opcionalmente genes del momento presente, induce la máxima pro-
tección, en el sentido de que los sitios más antigénicos serán expuestos al sistema inmune del hospedador para un
reconocimiento con los anticuerpos. Alternativamente, genes de la gripe en los que todos o algunos de los codones 
de glicosilación han sido modificados/eliminados, de modo que la proteína expresada tiene menos o ningún sitio de 15
glicosilación, se pueden utilizar en una mezcla de ellos mismos o con ADN de la gripe pandémica para crear una 
vacuna contra la gripe universal.

Compendio de la invención

Las cepas pandémicas de la gripe A fueron las primeras introducciones de los subtipos H3N2 y H1N1 en los seres 
humanos. Desde estas primeras introducciones, los virus han sufrido una deriva, acumulando mutaciones en sitios 20
antigénicos pero también el patrón de N-glicosilación ha cambiado durante los años de deriva. La acumulación de 
secuones de glicosilación ligada a N ayuda a enmascarar los sitios antigénicos para reconocimiento con el sistema 
inmune del hospedador. Las hemaglutininas iniciales "desnudas", por ejemplo, hemaglutininas con pocas o ninguna 
glicosilación, inducen una amplia reactividad cruzada frente a subtipos de gripe que han sufrido deriva. Nuestros 
resultados preliminares muestran que las vacunas de ADN de H1N1 de 1918 son candidatos tan buenos o mejores 25
para la profilaxis de la gripe como las vacunas anuales basadas en proteínas convencionales, en hurones. La res-
puesta inmune de la vacuna de ADN generada contra estos inmunógenos "iniciales" puede tener una reacción cru-
zada con virus actuales, mientras que lo contrario puede no ser cierto. También el ADN de la gripe actual utilizado 
como vacuna, muestra una mejor profilaxis contra la gripe que las vacunas convencionales anuales a base de pro-
teínas contra virus actuales.30

El virus de la gripe elude el sistema inmune del hospedador mediante una acumulación de mutaciones, en especial 
en las glicoproteínas de la superficie HA y NA. Algunas de estas mutaciones generan sitios de glicosilación adiciona-
les que pueden camuflar los sitios antigénicos en los glicoproteínas y el virus puede eludir de esta manera el sistema 
inmune del hospedador. Las cepas pandémicas iniciales poseían un bajo número de sitios de glicosilación, mientras 
que los virus actuales han acumulado sitios durante la deriva del virus. Desde la pandemia en 1918 con el virus 35
H1N1, se han acumulado tres sitios de glicosilación adicionales en el virus H1N1 de 1999 incluido en nuestros expe-
rimentos, añadiendo el número total de sitios de N-glicosilación previstos a siete. El nuevo virus pandémico actual 
H1N1v también solo posee los cuatro sitios de glicosilación básicos como el virus de la pandemia de 1918.

La presente invención describe que una respuesta inmune inducida con una vacuna de ADN que codifica HA y NA 
del virus de la gripe A H1N1v sola o en combinación con una vacuna de ADN que codifica NP y M del virus H1N1 de 40
1918, proporciona un nivel elevado de protección cruzada frente al nuevo H1N1v así como futuras variantes de este 
H1N1v, así como una protección frente a infecciones con el virus de la gripe A H1N1 actual y futuro en humanos y 
cerdos. En combinación con la vacuna de ADN que codifica HA y/o NA de una cepa H3N2, preferentemente proce-
dente de una cepa reciente (2005-2008), la vacuna de ADN actuará como una vacuna de ADN universal contra la 
gripe, induciendo una inmunidad protectora frente a los virus H1N1 y H3N2 circulantes futuros. La vacuna de ADN 45
se puede utilizar en seres humanos y animales, por ejemplo, cerdos para prevenir/limitar una infección y/o propaga-
ción de una infección con cepas del virus de la gripe humana y de cerdo. 

Descripción detallada de la invención

La presente invención describe el uso de polinucleótidos que codifican proteínas de la gripe procedentes de una 
cepa H1N1 y una cepa H3N2, para la preparación de una composición inmunogénica o un componente de vacuna 50
contra infecciones de la gripe A en seres humanos y cerdos, en donde los polinucleótidos codifican hemaglutinina 
(HA) y neuraminidasa (NA) y proteína matriz (M) y la nucleoproteína (NP), en donde los polinucleótidos codifican 
SEQ ID NO: 11 y 13 y SEQ ID NO: 6 y 8 o 9, y en donde las secuencias de ADN o ARN contienen codones que 
están optimizados para una expresión en células de mamífero. La invención también se refiere a una vacuna contra 
infecciones de la gripe A de humanos y/o cerdos que comprende polinucleótidos que codifican proteínas de la gripe 55
procedentes de una cepa H1N1 y una cepa H3N2, en donde los polinucleótidos codifican hemaglutinina (HA) y neu-
raminidasa (NA) y proteína matriz (M) y la nucleoproteína (NP), en donde los polinucleótidos codifican SEQ ID NO:
11 y 13 y SEQ ID NO: 6 y 8 o 9, y en donde secuencias de ADN o ARN contienen codones que están optimizados 
para la expresión en células de mamífero.
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La presente invención describe el uso de nucleótidos que codifican proteínas de la gripe con pocos o ningún sitio de 
glicosilación para la preparación de una composición inmunogénica o un componente de vacuna contra infecciones 
de la gripe A actuales y futuras en humanos y cerdos, en donde los nucleótidos codifican hemaglutinina (HA) y/o 
neuraminidasa (NA) y/o proteína matriz (M) y/o la nucleoproteína (NP). Los nucleótidos pueden ser una mezcla de 
ADN o ARN pandémico con ADN o ARN no pandémico.5

En una realización preferida de la invención, el ADN o el ARN codifica HA y NA de H1N1v de 2009, M y NP de H1N1 
de 1918 junto con HA y NA de H3N2 estacional.

En una realización preferida de la invención, los codones de ADN o ARN están optimizados ("humanizados") por 
ejemplo, la secuencia de ADN para la hemaglutinina y la neuraminidasa y la matriz y la nucleoproteína se modifica
de modo que la secuencia que codifica dichas proteínas está modificada para que se exprese de manera óptima en 10
células de mamífero.

En otra realización, el ADN o ARN no pandémico está mutado de modo que los codones se modifican de forma que 
la secuencia codifica proteínas con menos sitios de glicosilación que la cepa estacional. Preferiblemente, se modifi-
can algunos o todos los codones que codifican Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en donde X puede ser cualquier aminoácido 
excepto prolina.15

La presente invención también describe el uso de nucleótidos que codifican la hemaglutinina (HA) de una o varias
cepas de gripe pandémica (por ejemplo, el virus de la gripe A H1N1v de 2009, H1N1 de 1918 y/o H2N2 de 1957 y/o 
H3N2 de 1968) como un componente de la vacuna contra infecciones por gripe A que contiene H1, H2, H3, N1, N2 
actuales/futuras en humanos y cerdos. 

La hemaglutinina y/o neuraminidasa y/o proteína matriz y/o la nucleoproteína del virus de la gripe pandémico, se 20
pueden opcionalmente incluir como proteínas y/o vacunas de ADN.

En otra realización, la vacuna comprende una mezcla de proteínas de la gripe o ADN con codones optimizados que 
codifica las proteínas HA y NA del virus pandémico H1N1v de 2009 y/o la proteína matriz y la nucleoproteína del 
virus H1N1 de 1918 y/o HA y NA de un virus reciente H3N2 de 2005, como un componente de la vacuna contra 
infecciones de la gripe A que contienen H1, H3, N1, N2 actuales o futuras en humanos y cerdos.25

La vacuna se administra mediante inyección de ADN y/o ARN desnudo, con o sin electroporación o se inocula me-
diante una pistola de genes. Alternativamente, los genes de la vacuna se administran incorporados en cuerpos 
apoptóticos celulares o en un virus vivo, tal como adenovirus, poxvirus, virus adenoasociado, alfavirus, virus herpes 
y/o bacterias tales como especies de Shigella o especies de Salmonella o especies de Lactobacilus o especies de 
Lactococcus. Otra forma de administración es mediante una inyección de solución salina o de tampón de ADN y/o 30
ARN desnudo en una formulación a base de lípidos, con o sin adyuvante, para administrar en la mucosa del tracto 
respiratorio, tal como nasal y/o intratraqueal.

Además de lo mencionado, la vacuna puede comprender adicionalmente hemaglutinina (HA) y/o neuraminidasa 
(NA) y/o proteína matriz (M) y/o la nucleoproteína (NP) mencionadas anteriormente, seleccionadas a partir de SEQ 
ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 o dichas proteínas aisladas.35

En otra realización, la vacuna comprende una vacuna secuencial con ADN/ARN o proteína pandémica, seguida de 
una vacunación con ADN/ARN o proteína no pandémica (refuerzo inductor).

En otra realización, la vacuna comprende HA con/o sin NA de la nueva cepa de virus de la gripe A aviar (AIV) circu-
lante, poco patógena (LP) H5N7 de 2001 (A/Ánade real/Dinamarca/64650/03(H5N7)) como vacunas de ADN y/o 
proteínas. La vacuna está destinada a proteger las aves y a los seres humanos y los cerdos frente a las cepas H5 de 40
la gripe A. 

También se describe una vacuna que comprende HA con o sin NA y/o M y/o NP de la cepa de virus de la gripe A 
aviar (AIV) introducida recientemente y circulante, altamente patógena H5N1 de marzo del 2006 Dinamarca 
(A/halcón/Dinamarca/6370/06(H5N1)) como vacuna de ADN y/o proteínas. La vacuna está destinada a proteger 
ampliamente las aves y los seres humanos y los cerdos frente a cepas de la gripe A que contienen H5.45

La presente invención describe el uso de genes pandémicos con codones optimizados en PCR transcripcionalmente 
activa, para la generación de genes activos transcripcionalmente para uso directo como vacunas de ADN. De este 
modo, no se utiliza la estructura principal de plásmido. Los productos de la PCR contendrán todos los componentes 
para una expresión eficaz de los genes en células eucariotas.

Las vacunas mencionadas anteriormente se pueden utilizar de forma profiláctica y terapéutica.50

Definiciones

Gripe pandémica:

Un virus pandémico es un virus que es nuevo en el sentido de que hay poca o ninguna inmunidad preexistente fren-
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te al virus en la población humana y, por tanto, el virus se propagará en todas las partes del mundo.

Glicosilación:

Una glicosilación ligada a N es una adición eucariótica cotraduccional y postraduccional de sacáridos en el nitrógeno 
de la amida de las cadenas laterales de asparagina. Una etapa de modificación en la síntesis de glicoproteínas. 
Estas glicosilaciones son esenciales para el plegamiento correcto y la estabilidad de la glicoproteína. Glicosilaciones5
en, o cerca de, los sitios de unión a antígeno pueden interferir con el reconocimiento de la proteína por la célula 
hospedadora. De este modo, las glicosilaciones pueden ayudar a enmascarar la proteína del sistema inmune del 
hospedador.

Sitios de glicosilación: 

Los sitios de glicosilación se definen en esta memoria como glicosilaciones expuestas en la parte superficial de la 10
proteína. Para proteínas unidas a la membrana, tales como HA y NA, una parte de la proteína está expuesta en el 
exterior del virus y la glicosilación en esta parte de la proteína es importante para la virulencia del virus y/o para la 
exposición de sitios inmunogénicos/antigénicos. Para H1N1 de 1918 y H1N1v de 2009, los sitios de glicosilación son 
4, mientras que H1N1 estacional tiene ahora 6 sitios de glicosilación, pero puede acumular más en el futuro. Del 
mismo modo, para H3N2 de 1968 los sitios de glicosilación son 6 mientras que H3N2 estacional tiene 8 sitios de 15
glicosilación. Pocos sitios de glicosilación debe ser la base para un plegamiento correcto de la proteína y deben 
estar presentes y se encuentran siempre, incluso en cepas pandémicas no adaptadas. Estos sitios de glicosilación
están conservados. A lo largo del tiempo, la proteína del virus acumula más sitios de glicosilación expuestos en la 
superficie para "enmascarar" la inmunidad y, por lo tanto, volverlo más adaptado y probablemente menos virulento.

ADN mutado:20

La mutagénesis dirigida al sitio en las glicoproteínas de la superficie del virus de la gripe va a alterar el patrón de 
glicosilación. Se pueden mutar nucleótidos en sitios de secuones para alterar los codones en el tripéptido del sitio de 
glicosilación. De esta manera, se pueden eliminar los secuones seleccionados.

Alternativamente, la proteína en la que se debe eliminar la glicosilación, se puede producir en un hospedador no 
eucariota. También tal proteína de vacuna no glicosilada se puede suministrar a partir de un hospedador de este tipo25
no eucariota, tal como bacterias como las bacterias Lactococcus, mediante la administración de las bacterias trans-
fectadas directamente en las superficies mucosas, por ejemplo, en la nariz o por vía oral al intestino, en donde el 
organismo producirá la proteína de la vacuna in situ.

Hemaglutinina:

El nombre hemaglutinina proviene de la capacidad de los virus para aglutinar glóbulos rojos. La glicoproteína HA de 30
la envuelta es un trímero en forma de varilla con monómeros idénticos. La proteína HA se sintetiza en la célula infec-
tada como una única cadena polipeptídica, HA0. Esta molécula inicial tiene que ser escindida por las proteasas de la 
célula hospedadora en las subunidades HA1 (47 kDa) y HA2 (29 kDa) ligadas con disulfuro, para que el virus medie 
en la fusión de membranas y la subsiguiente infección. La subunidad HA1 es el dominio globular de la molécula de 
HA, que comprende el sitio de unión al receptor, responsable de la fijación del virus a los receptores de ácido siálico 35
de la célula hospedadora. Los cinco sitios antigénicos A, B, C, D y E en la cabeza globular dirigen la respuesta de 
los anticuerpos del hospedador. La HA es el antígeno vírico primario y el único antígeno que induce una respuesta 
neutralizante del virus en el hospedador. Las principales funciones de HA son la fusión del virión con la membrana 
celular del hospedador y la fusión del virión endocitado con la membrana endosómica, lo que permite una liberación 
del genoma en el citoplasma. HA es una proteína integral de membrana de prototipo 1 que se dirige a la membrana 40
del RE a través de una secuencia peptídica señal, N-terminal y que se escinde con la peptidasa señal. La subunidad 
HA2 forma el tronco de la molécula. El extremo N-terminal de HA2 (péptido de fusión) es hidrófobo y está altamente 
conservado en las HAs de diferentes cepas de virus de la gripe, y es esencial en la actividad de fusión de HA. La HA 
se modifica después de la traducción mediante la adición de carbohidratos ligados a N en residuos de asparagina 
(N) en cada monómero, y ácido palmítico a residuos de cisteína (C) en la región de la cola citoplasmática. HA se une 45
al ácido 5-N-acetil neurámico (ácido siálico) en la superficie de la célula hospedadora y las posiciones son esencia-
les para la determinación del tropismo celular preferido del hospedador. Las cepas infecciosas humanas se unen 
preferentemente al ácido siálico con un enlace α-(2,6) a galactosa, mientras que los virus de la gripe aviar (AIV) se 
unen preferentemente a α-(2,3)

Neuraminidasa:50

La neuraminidasa (NA) es una glicoproteína de la membrana de la envuelta de clase II con actividad enzimática. Es 
un tetrámero con monómeros idénticos que tienen una forma de tipo hongo. La región del tallo hidrófobo está ancla-
da a la membrana y la cabeza globular contiene el sitio activo de la enzima y los tres sitios antigénicos A, B y C de la 
molécula. La función principal es catalizar la escisión de enlaces glicosídicos adyacentes al ácido siálico. La activi-
dad es esencial para que los viriones de la progenie se liberen de forma eficaz desde la superficie de la célula infec-55
tada. Al igual que HA, NA se modifica de forma posterior a la traducción con glicosilaciones ligadas a N. La molécula 
de NA es una diana de fármacos antivirales como zanamivir y oseltamivir. La inhibición de NA impide la liberación 
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del virus desde la célula infectada y retrasa la propagación del virus. En la actualidad se han reconocido nueve sub-
tipos de NA.

Proteínas matriz: 

Las proteínas matriz consisten en dos proteínas, la proteína del canal iónico M2 y la proteína estructural M1. La 
proteína M1 es una proteína matriz que recubre el lado interior de la membrana derivada de la célula hospedadora 5
infectada, proporcionando una estructura y rigidez a la membrana. La proteína M1 contiene un dominio de unión a 
lípidos hidrófobo y un dominio de unión a RNP. El ensamblaje del virus de ARN de cadena negativa requiere una 
localización de las proteínas M1 en la membrana plasmática. Las proteínas M1 se unen a las colas citoplasmáticas 
de HA, NA y M2, especialmente NA estimula la unión a la membrana a través de las proteínas M1. M1 junto con 
NS2 es necesaria para la exportación de RNPs genómicas desde el núcleo, M1 también inhibe la síntesis de ARN. 10
La proteína M2 es una pequeña proteína de membrana integral homotetrámera, y canal de iones, traducida a partir 
de un ARNm cortado y empalmado en el marco de lectura +1. El canal de iones es activado por el pH bajo del endo-
soma, permitiendo que los protones entren en el interior del virus, lo que conduce a cambios conformacionales en 
M1, alterando las interacciones entre M1-RNP. El canal iónico M2 es una diana de fármacos antivirales como aman-
tadina y rimantadina.15

Nucleoproteína:

La nucleoproteína (NP) es muy básica y se une a la cadena principal de azúcar-fosfato de ARN vírico de una mane-
ra no específica de la secuencia, aproximadamente cada 25 nucleótidos. NP interacciona tanto con PB1 como con
PB2 y con una variedad de otras proteínas víricas y celulares. La interacción con M1 controla la actividad transcrip-
cional de las RNPs y su tráfico intracelular. NP es responsable principalmente de mantener la estructura de las 20
RNPs y de la regulación de la transcripción y la replicación del genoma, la polimerasa no puede utilizar ARN vírico 
desnudo como molde. La NP asociada con ARN vírico es abundante en el líquido extracelular y el tejido pulmonar 
durante una infección grave con el virus de la gripe A.

El virus de la gripe de 1918: 

La pandemia más grave de este siglo fue la "gripe española" con H1N1 de 1918. El virus mató entre 40 y 50 millones 25
de personas en todo el mundo durante 1918 y 1919 (10). Basándose en especímenes conservados, se han caracte-
rizado genéticamente todos los genes y todo el virus ha sido restaurado (27). Esto proporciona una oportunidad
única para dilucidar los mecanismos de inmunopatogénesis de la cepa pandémica. El origen de la pandemia de 
1918 es objeto de debate. Taubenberger et al. 2005 sugieren, basándose en un análisis filogenético de los genes de 
la polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar. Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verda-30
dero origen del virus y muchos todavía creen que esta cepa pandémica también era un reagrupamiento entre un 
virus de mamífero y de ave (Taubenberger et al., 2005, Antonovics et al., 2006). Los genes de la hemaglutinina (HA) 
y la neuraminidasa (NA) de la cepa H1N1 de 1918 no poseen indicadores genéticos conocidos para la alta virulen-
cia, que podrían haber explicado la grave enfermedad observada en los seres humanos (Reid et al., 1999 y 2000). 
Sin embargo, la proteína HA (y la NA) en una estructura principal de virus humanos recientes confería una patogeni-35
cidad mejorada en ratones (Kobasa et al., 2004, Tumpey et al., 2005b). Podría haber sido la combinación de genes 
más que la propia HA, lo que causara el fenotipo letal (Tumpey et al., 2005). La incertidumbre sobre el origen y los 
mecanismos de la virulencia elevada del virus H1N1 de 1918 ha planteado la cuestión de si es posible desarrollar
una inmunidad protectora frente a ese virus. Se ha publicado recientemente que una vacuna de ADN que codifica la 
HA de la cepa H1N1 de 1918 mostraba protección frente a una exposición letal a la cepa recombinante del virus40
H1N1 de 1918 en ratones (Kong W et al., 2006). Los genes de NP y M de la pandemia de 1918 son los ancestros de 
los genes de NP y M de los virus H1N1, H3N2 y H2N2 que circulan en la actualidad. Estos genes también están muy 
conservados y se modifican menos que las glicoproteínas de la superficie a lo largo del tiempo.

El virus de la gripe A H1N1v de 2009:

Durante abril del 2009, se descubrió un nuevo virus de la gripe H1N1v en California y también se reconoció que 45
había causado brotes anteriores en México el mismo año. El virus no estaba relacionado con virus de la gripe huma-
na anteriores, tanto genética como antigénicamente. La nueva cepa H1N1v está relacionada más estrechamente 
con los virus porcinos con reagrupamiento triple. La OMS anunció en junio que el virus H1N1v era un virus pandémi-
co y en noviembre de 2009, 206 países y territorios o comunidades de ultramar describieron casos confirmados de 
gripe pandémica H1N1v, incluyendo más de 6770 muertes. Las vacunas de la gripe con proteína están ahora dispo-50
nibles contra la nueva cepa pandémica, sin embargo, estas vacunas necesitan ser evaluadas ya que el virus se 
modifica. Nuestro objetivo es generar una vacuna de ADN universal que proteja incluso frente a virus H1N1v con 
una deriva amplia.

Virus H3N2 estacionales:

La primera introducción de los virus H3N2 en humanos se produjo mediante la pandemia de 1968. Este virus era el 55
resultado de un reagrupamiento entre los virus H3 aviar y los virus H2N2 de la pandemia de 1957. Desde entonces, 
H3N2, y más tarde, H1N1, han circulado conjuntamente entre la población humana causando brotes estacionales y 
epidemias. Los virus H3N2 se modifican lo suficiente a lo largo del tiempo para que cambie la composición de la 

E09795684
02-02-2017ES 2 614 802 T3

 



10

vacuna de proteína.

Las cepas pandémicas de 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2) eran ambas el resultado de un reagrupamiento genético con 
virus aviares (11,17). El origen de la pandemia de 1918 es objeto de debate. Taubenberger et al., (26) sugirió 
basándose en un análisis filogenético de los genes de la polimerasa, que el virus era enteramente de origen aviar. 
Sin embargo, hay grandes desacuerdos sobre el verdadero origen del virus y muchos todavía creen que esta cepa 5
pandémica también era un reagrupamiento entre un virus de mamífero y de ave (1,26). Los genes de la hemaglutini-
na (HA) y la neuraminidasa (NA) de la cepa H1N1 de 1918 no poseían indicadores genéticos conocidos de una
virulencia elevada, lo que podría haber explicado la gravedad observada en los seres humanos (19,20). Sin embar-
go, la proteína HA (y NA) en una estructura principal de virus humanos recientes, confería una patogenicidad mejo-
rada en ratones (12,29). Podría haber sido la combinación de genes más que la propia HA lo que causara el fenotipo 10
letal (27). La incertidumbre sobre el origen y los mecanismos de la virulencia elevada del virus H1N1 de 1918 ha 
planteado la cuestión de si es posible desarrollar una inmunidad protectora frente a ese virus. Se ha publicado re-
cientemente que una vacuna de ADN que codifica la HA de la cepa H1N1 de 1918, mostraba protección frente a una 
exposición letal a la cepa recombinante del virus H1N1 de 1918 en ratones (Kong W, Hood C, Yang Z, Wei C, Xu L, 
Garcia-Sastre A, Tumpey TM, Nabel GJ. Protective immunity to lethal challenge of the 1918 pandemic influenza virus 15
by vaccination. PNAS 103(43):15987-91, 2006)

Vacunas de ADN o ARN:

De aquí en adelante, la expresión "vacunas de ADN" se refiere a vacunas de nucleótidos que significa tanto vacunas 
de ADN como vacunas de ARN. La vacuna de ADN se puede administrar como ARN o ADN, ya sea como plásmido 
de ADN "desnudo" con o sin un compuesto a base de lípidos o células apoptóticas para facilitar la captación celular, 20
proporcionar un efecto de depósito y/o un efecto de adyuvante, incluyendo o no una molécula de proteína adyuvante 
y/o plásmidos de ADN que codifican tal o tales proteínas adyuvantes, para una inducción inmune mejorada y óptima. 
Los genes de vacunas de ADN se pueden inyectar con o sin un apoyo tal como electroporación, o administrar por 
chorro de aire o recubiertos sobre partículas como con una pistola de genes, o se pueden administrar en superficies 
mucosas, por ejemplo, por vía intranasal y/o por vía intratraqueal. Los genes de vacunas de ADN también se pueden 25
incorporar en un vector vírico o bacteriano para administrar, tales como adenovirus, poxvirus, virus adenoasociado, 
alfavirus, citomegalovirus, y/o bacterias tales como especies de Lactococcus o Lactobacillus o Shigella o Salmonella.

Los dos tipos más comunes de administración de una vacuna de ADN son una inyección salina de ADN desnudo e 
inoculaciones de ADN con pistola de genes (ADN recubierto en perlas de oro macizo, administradas con presión de 
helio). Una inyección intramuscular de solución salina de ADN genera preferentemente una respuesta Th1 de IgG2a, 30
mientras que la administración con pistola de genes tiende más a iniciar una respuesta Th2 de IgG1. Los plásmidos 
inyectados intramuscularmente tienen riesgo de ser degradados por desoxirribonucleasas extracelulares, sin embar-
go, las respuestas inducidas son frecuentemente más prolongadas que las inducidas por el método de pistola de 
genes. Una vacunación mediante administración de ADN con una pistola de genes, en la epidermis, ha mostrado ser 
el método más eficaz de inmunización, probablemente porque la piel contiene todos los tipos de células necesarias, 35
incluyendo células especializadas presentadoras de antígeno (APC), para provocar una respuesta inmune tanto 
humoral como celular citotóxica (células de Langerhans y dendríticas). Una protección completa frente a una dosis 
letal de virus de la gripe se ha obtenido con tan poco como 1 µg de ADN en ratones. El vector de la vacuna de ADN 
convencional consiste en el gen de interés clonado en un plásmido bacteriano modificado genéticamente para tener 
una expresión óptima en células eucariotas. Las características esenciales incluyen; un origen de replicación que 40
permite la producción en bacterias, un gen de resistencia a antibióticos bacterianos que permite la selección del 
plásmido en un cultivo bacteriano, un promotor constitutivo fuerte para una expresión óptima en células de mamífero 
(los promotores obtenidos a partir de citomegalovirus (CMV) o virus de simio proporcionan la expresión génica más 
elevada), una secuencia de poliadenilación para estabilizar los transcritos de ARNm, tal como poliadenilación de la 
hormona de crecimiento bovina (BHG) o poliadenilación del virus de simio, y un sitio de clonación múltiple para la 45
inserción de un gen de antígeno. Una secuencia de intrón A mejora notablemente la expresión génica. Muchos vec-
tores de vacunas de ADN bacterianas contienen motivos de dinucleótidos no metilados de citidinfosfato-guanosina
(CpG) que pueden provocar fuertes respuestas inmunitarias, innatas en el hospedador. En los últimos años ha habi-
do varios enfoques para mejorar y personalizar la respuesta inmune frente a estructuras artificiales de vacuna de 
ADN (vacunas de ADN de segunda generación). Por ejemplo, vectores dicistrónicos o plásmidos que expresan 50
múltiples genes se han utilizado para expresar dos genes simultáneamente. Se han modificado genéticamente pro-
motores específicos que restringen la expresión génica a ciertos tejidos, y se han construido genes de fusión de 
citocina/antígeno para mejorar la respuesta inmune. Además, los genes pueden tener los codones optimizados para 
una expresión génica óptima en el hospedador y se pueden sustituir secuencias líderes sin tratamiento previo por
líderes optimizados que incrementan la eficacia de la traducción.55

La administración de una vacuna de ADN puede ser mediante inyección de una solución salina o una solución salina 
tamponada de ADN o ARN desnudo, o una inyección de plásmido de ADN o de fragmentos de ADN lineales que 
expresan genes, acoplados a partículas o administrados mediante un vector vírico tal como adenovirus, virus vacci-
nia de Ankara modificado (MVA), virus vaccinia, virus adenoasociado (VAA), alfavirus, etc. Las vacunas de ADN se 
podrían administrar ya sea mediante una pistola de genes como en los ejemplos anteriores, o como una inyección 60
con o sin electroporación. 
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Cuando se emplea una vacuna de ADN que codifica proteínas de la superficie (HA y/o NA) de una cepa pandémica 
(por ejemplo, H1N1 de 1918 o H3N2 de 1968 o H2N2 de 1957) en combinación con HA y/o NA de cepas actuales
que han sufrido deriva de H1N1 o H3N2 o H2N2, esperamos una inducción preferente de anticuerpos con reacción 
cruzada (anticuerpos de protección amplia) con anticuerpos comunes más conservados y epítopos de linfocitos T. 
Por lo tanto, se debe obtener una protección más amplia cuando se vacuna con proteínas de la superficie, ya sea 5
como una vacuna de ADN y/o una vacuna de proteínas que se obtienen a partir de las cepas pandémicas originales 
mencionadas, junto con HA y/o NA de cepas de virus actuales como vacuna de ADN y/o una vacuna de proteínas, y 
esto se puede realizar de forma importante, ya sea como una mezcla o como una secuencia (refuerzo inductor) 
primero con antígenos pandémicos o actuales y cepas actuales o pandémicas en un momento posterior. Como con-
secuencia, obtendremos una respuesta anti-gripe A más amplia mediante la vacunación (ADN y/o proteína) a partir 10
de cepas pandémicas en individuos que ya están vacunados con una vacuna de proteína actual. Al contrario, pode-
mos obtener una cobertura antigripal más amplia frente a cepas futuras de la gripe cuando inducimos con ADN y/o 
proteína de HA y/o NA procedente de cepas pandémicas y reforzamos con una vacuna contra la gripe de proteínas 
en cualquier momento en el futuro.

Optimización de codones:15

La optimización de codones es el intercambio completo de los codones de un virus por los de genes humanos ex-
presados de forma elevada y, por tanto, también genes de mamífero que incluyen los cerdos. La optimización de 
codones no modifica los aminoácidos codificados de los antígenos de proteínas codificadas, pero puede aumentar la 
expresión de proteínas eucariotas en células de mamífero. Puesto que los genes de proteínas humanas que se 
expresan de forma elevada tienen un alto contenido en C y G, hay una mayor posibilidad de generar ambos motivos 20
GpG estimuladores inmunes, pero también secuencias GC inhibidoras inmunes. Los genes modificados genética-
mente que emplean la optimización de codones se denominan genes "humanizados" y se utilizan con frecuencia en 
las vacunas de ADN para mejorar la expresión.

La secuencia de ADN o ARN de la hemaglutinina y la neuraminidasa y la matriz y la nucleoproteína se modifica, de 
modo que la secuencia que codifica dichas proteínas se modifica para ser expresada de manera óptima en los seres 25
humanos y los cerdos o el hospedador al que se ha destinado la vacuna.

La invención describe el uso de los nuevos genes con codones optimizados de HA y NA de la gripe A (H1N1)v en 
una composición inmunogénica o una vacuna de ADN y la combinación de estos nuevos genes de glicoproteínas 
pandémicas de H1N1 con genes pandémicos previos de H1N1 que codifican proteínas internas en una composición 
inmunogénica o una vacuna de ADN.30

Tabla 1: Secuencias de nucleótidos y aminoácidos de H1N1 de los genes con codones optimizados y las proteínas 
que expresan. 

Gen sintético de HA 1918 0607838, basado en el nº de acc.: AF117241: A/South Carolina/1/18

Nucleótido
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Aminoácido

Gen sintético de NA 1918 0607869, basado en el nº de acc.: AF250356: A/Brevig mission/1/1918

Nucleótido
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Aminoácido

Gen sintético de NP 1918 0607866, basado en el nº de acc.: AY44935: A/Brevig mission/1/1918

Nucleótido
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Aminoácido

Gen sintético de M 1918 0607868, basado en el nº de acc.: AY130766: A/Brevig mission/1/1918

Nucleótido

Aminoácido

Proteína M1 

Proteína M2 
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Gen sintético de HA 2009 H1N1v, basado en el nº de acc.: ACP41105: A/California/04/09

Secuencia de aminoácidos

Gen sintético de NA 2009 H1N1v, basado en el nº de acc.: ACP41107: A/California/04/09
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Secuencia de aminoácidos

Gen sintético estacional de HA H3N2, basado en el nº de acc.: EU103823: A/Wisconsin/67/05

Aminoácido
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Gen sintético estacional de NA H3N2, basado en el nº de acc.: ISDN136490: A/Wisconsin/67/05

Aminoácido

Todos los genes naturales aplicados en las vacunas de ADN actuales están disponibles al público como secuencias 
de nucleótidos y de aminoácidos, pero se pueden traducir en genes óptimos de ADN para vacunas mediante sínte-
sis, utilizando codones óptimos para la expresión en mamíferos eucariotas, usando vectores de expresión conven-5
cionales (características principales: promotor de CMV, intrón A, secuencia de Kozac, gen de la vacuna incluida su 
secuencia de secreción, codón de parada, poliadenilación). Un gen de resistencia a kanamicina irrelevante clínica-
mente se incluye para el crecimiento y la selección en E. coli transfectadas para la producción de ADN plasmídico. 

Las secuencias de aminoácidos de HA y NA de 1918 están disponibles al público (GenBank A/South Carolina/1/18 
AF117241, A/Brevig Mission/1/18 AF250356) y se pueden traducir en ADN utilizando codones óptimos convenciona-10
les para la expresión en mamíferos eucariotas, utilizando vectores de expresión convencionales (características 
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principales: promotor de CMV, intrón A, secuencias de Kozac, gen de la vacuna incluida su secuencia de secreción, 
codón de parada, poliadenilación). Un gen de resistencia a kanamicina se incluye para el crecimiento y la selección 
en E. coli transfectadas para la producción de ADN plasmídico.

La vacunación con ADN con los genes sintéticos con codones optimizados de HA y NA de H1N1 de 1918, utilizando 
condiciones normales para la pistola de genes, induce una inmunidad protectora frente al virus de la gripe A circulan-5
te actual, tal y como se ejemplifica empleando una exposición al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) en hurones 
vacunados con ADN (Mustela putorius furo). Esto es muy sorprendente, ya que los dos virus están separados por 
más de 80 años de deriva antigénica y muestran una diferencia de aproximadamente el 21% en la proteína HA1. 
Normalmente, una vacuna de proteína protectora debe estar basada en la secuencia de aminoácidos de la cepa de
gripe A estacional que circula para inducir protección. Además, la protección a través de la vacuna de ADN de 1918 10
frente a la cepa circulante de 2007 es más consistente que la vacuna tradicional de proteína basada en la cepa 
homóloga circulante (New Caledonia). Esto sugiere que la vacuna de ADN basada en 1918 induce una inmunidad 
protectora mucho más amplia que protege frente a cepas H1N1 de la gripe A procedentes de 1918 hasta la actuali-
dad y quizás más allá.

La amplia protección inusual puede ser debida a una única secuencia de aminoácidos en las proteínas HA y/o NA de 15
1918 que induce anticuerpos más protectores para epítopos especiales o una inmunidad celular o un efecto adyu-
vante inmune, o una expresión génica particular, o una inducción inmune particular a través de la secuencia de nu-
cleótidos optimizada de los genes particulares de H1N1 de 1918, o algunos o todos estos factores combinados.

Las ventajas son que un número limitado de componentes de la vacuna, administrados como una vacuna de ADN o 
bien como ADN o ARN desnudo como plásmido o secuencias lineales codificantes o incorporados en un virus re-20
combinante, tienen una administración más eficaz. El descubrimiento de una amplia protección inducida por la cepa 
pandémica de gripe A H1N1 de 1918 puede sugerir que se puede obtener una buena protección similar frente a
cepas circulantes de H2 utilizando vacunas de ADN basadas en HA y/o NA procedentes de la cepa pandémica
H2N2 de 1958 y frente a cepas circulantes de H3 utilizando vacunas de ADN basadas en HA y/o NA procedentes de 
la cepa pandémica de 1968.25

La inusual protección amplia y/o eficiente obtenida utilizando una cepa de la gripe A pandémica en lugar de las ce-
pas actuales circulantes, se debe a características especiales de la secuencia del primer virus novedoso, patógeno y 
que se propaga. Estas características pueden aumentar gradualmente mediante la acumulación de cambios en la 
secuencia durante años de adaptación a la población humana y porcina.

Una de estas características es la acumulación de glicosilaciones ligadas a N de las glicoproteínas. Desde las prime-30
ras introducciones de las pandemias H3N2 y H1N1, las glicoproteínas han ganado varias glicosilaciones (Figura 1). 
Los oligosacáridos se añaden a las asparaginas (N) en la secuencia del tripéptido Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en donde 
X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina. Si estas glicosilaciones ocurren en un sitio de unión antigénica o 
cerca del mismo, esconden los sitios de unión para el reconocimiento con los anticuerpos del hospedador. Los sitios 
de glicosilación en las posiciones 126 y 144 en la hemaglutinina H3 han sido variables desde 1999 en Dinamarca, 35
estos sitios se localizan en el sitio antigénico A de HA y por lo tanto se espera que influyan en el reconocimiento con
anticuerpos del hospedador. Estos sitios y otros en sitios antigénicos en HA y/o NA o cerca de los mismos se pue-
den eliminar para proporcionar una protección cruzada más amplia que los antígenos totalmente glicosilados.

Como se muestra, los virus actuales A/New Caledonia/20/99 y A/Wisconsin/67/05 comprenden más sitios N-
glicosilados previstos que las cepas H1N1 o H3N2 pandémicas originales (Figura 1). 40

Una vacuna de ADN despojada de glicosilaciones en los sitios antigénicos de HA y NA o en su proximidad, inducirá
un reconocimiento de subtipo más amplio.

La amplia protección inusual que hemos observado con vacunas de ADN basadas en cepas pandémicas es debida
a las características únicas de una cepa pandémica inadaptada, por ejemplo, la capacidad de los genes pandémicos 
para inducir anticuerpos protectores e inmunidad celular más amplios debido a sitios antigénicos de reactividad cru-45
zada menos enmascarados o al efecto adyuvante inmune, etc. La hemaglutinina del virus de la gripe acumula glico-
silaciones y, por lo tanto, camufla sus sitios antigénicos para el reconocimiento por el sistema inmune del hospeda-
dor. La buena protección cruzada observada mediante la aplicación de los genes pandémicos en la vacuna de ADN 
contra la gripe, se explica en parte por los pocos sitios de glicosilación en estos genes, que sugerimos en el análisis 
en la siguiente Tabla:50

E09795684
02-02-2017ES 2 614 802 T3

 



19

a La numeración de los aminoácidos se deriva de H1N1 y H3N2, respectivamente.
* Posiciones también previstas positivamente; sin embargo, los secuones están situados en la 
región HA2, no es probable que estén glicosilados.

Las glicoproteínas pandémicas de una pandemia actual, ya sea solas o en combinación con genes pandémicos 5
anteriores o genes del virus de la gripe estacional en una vacuna de ADN, inducirán una protección óptima contra el 
virus pandémico actual y las versiones siguientes del mismo subtipo sometidas a deriva.

La secuencia de ADN o ARN de la hemaglutinina y la neuraminidasa, por ejemplo, procedente de cepas estaciona-
les no pandémicas, puede cambiar de modo que la secuencia que codifica dichas proteínas se modifica para codifi-
car dichas proteínas con menos sitios de glicosilación o ninguno.10

Las ventajas son que un número limitado de componentes de la vacuna administrados como una vacuna de ADN o 
bien como ADN o ARN desnudo, como un plásmido, o secuencias codificantes lineales, o incorporados en virus 
recombinantes, o una formulación a base de lípidos, tienen una administración más eficaz.

La vacuna de ADN contra la gripe A estacional universal debe comprender las glicoproteínas HA y/o NA de H1N1 
procedentes de la pandemia más reciente de H1N1, glicoproteínas HA y/o NA de H3N2 procedentes de la última 15
pandemia de H3N2 y/o la epidemia más reciente junto con los genes que codifican los genes internos. Los genes 
internos de NP y/o M procedentes de una de las pandemias, por ejemplo, H1N1 de 1918 que ha mostrado protec-
ción en nuestro modelo animal.

La estructura artificial de ADN utilizada es un plásmido WRG7079 modificado (Backbone MVLF #1528). Nuestros 
genes sintéticos de la gripe con codones optimizados para los seres humanos, se han insertado entre los sitios de 20
restricción Kas1 y Mlu1 en el vector de expresión.

Tabla 2: Secuencias de nucleótidos y aminoácidos de H3N2 y H2N2 de los genes (sin optimización de codones).

HA H3N2 nº de acc.: AB295625: A/Aichi/2/1968(H3H2)

Nucleótido
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Aminoácido

NA H3N2 nº de acc.: AB295606: A/Aichi/2/1968(H3H2)

Nucleótido

Aminoácido
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NA H3N2 nº de acc.: AB295606: A/Aichi/2/1968(H3H2)

Nucleótido

HA H3N2 nº de acc.: CY022013: A/Albany/20/1957(H2H2)

Nucleótido

Aminoácido
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NA H2N2 nº de acc.: CY022015: A/Albany/20/1957(H2H2)

Nucleótido

Aminoácido

Para investigar adicionalmente el principio de una vacuna de ADN pandémica, hemos diseñado una vacuna de ADN
basada en los genes pandémicos de HA y NA del virus H3N2 de la gripe de Hong Kong de 1968. Una vez más, la 
vacuna de ADN pandémica inducía protección frente a una infección con el virus H3N2 contemporáneo. Se observó 5
un aclaramiento más rápido del virus y niveles elevados de anticuerpo contra la cepa expuesta. 

Nucleótidos y proteínas incluidas en la presente invención:

Nucleótidos y proteínas SEQ ID NO

ADN sintético de HA de H1N1 de 1918 1

Proteína de HA de H1N1 de 1918 2

ADN sintético de NA de H1N1 de 1918 3

Proteína de NA de H1N1 de 1918 4

ADN sintético de NP de H1N1 de 1918 5
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Nucleótidos y proteínas SEQ ID NO

Proteína de NP de H1N1 de 1918 6

ADN sintético de M de H1N1 de 1918 7

Proteína M1 de H1N1 de 1918 8

Proteína M2 de H1N1 de 1918 9

ADN sintético de HA de H1N1v de 2009 10

Proteína de HA de H1N1v de 2009 11

ADN sintético de NA de H1N1v de 2009 12

Proteína de NA de H1N1v de 2009 13

ADN sintético estacional de HA de H3N2 14

Proteína estacional de HA de H3N2 15

ADN sintético estacional de NA de H3N2 16

Proteína estacional de NA de H3N2 17

Leyendas de las Figuras 

Figura 1: Sitios de N-glicosilación previstos en la proteína hemaglutinina. Secuones N-glicosilados previstos en 
HA de los virus pandémicos a) H1N1 de 1918 (A/South Carolina/1/18(H1N1)) y b) H3N2 de 1968 
(A/Aichi/2/1968(H3N2)) en comparación con los virus actuales c) H1N1 (A/New Caledonia/20/99(H1N1)) y d) 5
H3N2 (A/Wisconsin/67/05) por encima del valor umbral de 0,5.

Figura 2: Resultados iniciales de la valoración de anticuerpos IgG y virus después de la vacuna de ADN de 
H1N1. Los hurones se vacunaron como en el ejemplo 2 con ADN vírico con codones optimizados de HA+NA 
de H1N1 de 1918 y de HA+NA+NP+M de H1N1 de 1918 o de HA+NA sin codones optimizados de H1N1 de 
1999 actual y se expusieron a un virus de 1947. (A) Respuesta media de anticuerpos IgG específicos en suero10
(ELISA) en hurones frente a la gripe A de A/New Caledonia/20/99(H1N1), días después de la exposición vírica
y (B) número de copias de ARN vírico (RT/PCR en tiempo real) en lavados nasales, días después de la exposi-
ción. Seis hurones en cada grupo.

Figura 3: Hurones vacunados con ADN de HA+NA de H1N1 pandémico de 1918 expuestos al virus circulante 
H1N1 de 1999 de la temporada 2007. (A) Fiebre 2 días después de la exposición; (B) pérdida de peso corporal 15
el día 4 después de la exposición; (C) valoración del virus en lavados nasales el día 7 después de la exposi-
ción; (D) puntuación clínica de la enfermedad basada en una tabla de puntuación para estornudos, secreción 
nasal y nivel de actividad.

Figura 4: Hemoadsorción como medida de la expresión de la proteína funcional en células de mamífero de HA 
con codones optimizados procedente de H1N1 de 1918 (HA 1918), H5N7 aviar (HA H5N7) y H3N2 de 196820
(HA H3N2), en comparación con H1N1 de 1918 sin optimización de codones (HA NC).

Figura 5: Valoración del virus H3N2 de 2007/08 en lavados nasales de hurones vacunados con ADN de H3N2 
de 1968 o ADN de H3N2 de 2005 (temporada en circulación 2007/8).

Figura 6: Anticuerpos IgG específicos de virus de la gripe A H3N2 de 2007/08 en sueros de hurón después de 
la exposición.25

Figura 7: Ensayo de inhibición de la hemaglutinación frente a A: virus H3N2 de 1968 (A/Aichi/2/68) y B: de 
2007/08 (A/Wisconsin/67/05).

Figura 8: Valoración del virus H1N1 de 2007 en lavados nasales de hurón después de una infección con A/New 
Caledonia/20/99.

Figura 9: Ensayo de inhibición de la hemaglutinación frente al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1).30

Figura 10: Anticuerpos IgG específicos de la gripe H1N1 de 2007 (A/New Caledonia/20/99) en sueros de hurón 
después de la exposición. 

Figura 11: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos aclara una infección del virus H1N1 porcino es-
tacional. Los cerdos fueron vacunados tal como se describe en el ejemplo 15, y la TCID50/ml de virus se cal-
culó basándose en una curva estándar de concentraciones conocidas.35
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Figura 12: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos induce anticuerpos inhibidores de la hemagluti-
nación que se desencadena con el virus estacional porcino H1N1 de 1993. Los anticuerpos HI contra la pan-
demia humana de H1N1v de 2009 se midieron como se describe para los estudios de hurones en el ejemplo 4b

Figura 13: La vacuna de ADN de H1N1v pandémico en cerdos evita la fiebre después de una exposición a un 
virus H1N1 porcino estacional de 1993. La fiebre después de la infección con el virus 5
A/Cerdo/Dinamarca/19126(H1N1) se midió todos los días después de la exposición.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción de los vectores de expresión

Los genes de la vacuna de ADN contra la gripe fueron diseñados a partir de secuencias de nucleótidos publicadas 
en GenBank (Tabla 1). Los genes se prepararon de forma sintética y se diseñaron para incluir las enzimas de res-10
tricción apropiadas y la secuencia de Kozak (GCCACC), base -1 aguas arriba del codón de inicio, para una clona-
ción y transcripción eficaces en el vector de expresión WRG7079 (PowderJect, Madison, WI). Los genes se sinteti-
zaron utilizando solo codones procedentes de genes humanos/hurones altamente expresados 5 (codón optimizado). 
De este modo, los codones de nucleótidos se alteran (humanizan), pero los aminoácidos codificados son idénticos a 
los codificados por el ARN vírico. Los genes se clonaron adicionalmente de forma individual en el vector de expre-15
sión WRG7079 o el vector pKCMV. Los elementos clave en los vectores de expresión son un gen de resistencia a 
kanamicina, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus, el intrón A y una señal de poliadenilación. La se-
cuencia señal del activador de plasminógeno tisular (tPA) en el vector de expresión WRG7079 original, utilizada para 
dirigir las proteínas a una vía secretora, se escindió a favor de la secuencia señal de la gripe localizada en los genes 
de HA y NA de 1918. Se quería aplicar el mismo vector para la expresión de los genes internos NP y M1 que no 20
tenían señales de secreción y que se encuentran de forma natural en el interior del virus y en el interior de las célu-
las infectadas, por lo tanto, se eliminó la señal de secreción tPA de WRG7079.

Los genes procedentes del virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) aplicados en la primera línea de experimentos, no 
se diseñaron de forma sintética o con codones optimizados. El ARN vírico del virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) 
cultivado en células MDCK se aisló mediante el minikit de ARN vírico QIAamp® (QIAGEN, Hilden, Alemania) y la RT-25
PCR se realizó como se ha descrito previamente en 2 mediante el kit de RT-PCR OneStep® (QIAGEN). Los cebado-
res se diseñaron para amplificar el gen que codificaba HA y NA. Se incluyeron en los cebadores los mismos sitios de 
restricción y la secuencia de Kozak que para las estructuras artificiales de H1N1 de 1918 (HA NC F: 5'-
caacgcgtgccaccatgaaagcaaaactactgg-3', HA NC R: 5'-tcggcgcctcagatgcatattctacactgc-3', NA NC F: 5'-
caacgcgtgccaccatgaatccaaatc-3', NA NC R: 5'-tcg gcgccctacttgtcaatggtgaa cggc-3')). Los productos de la RT-PCR se 30
purificaron a partir de un gel de agarosa mediante el kit de ADN de PCR y purificación de bandas en gel GFX®

(Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.) antes de la secuenciación.

Los productos de la PCR purificados se secuenciaron directamente. La reacción de secuenciación se realizó me-
diante el kit de secuenciación ABI PRISM® BigDye® Terminators v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster 
City, California, EE.UU.) como se ha descrito previamente (2). El desarrollo de las secuencias se realizó en un anali-35
zador genético automático ABI PRISM

®
3130 (Applied Biosystems) con capilares de 80 cm. Las secuencias de con-

senso se generaron en la versión 2.5 del programa informático SeqScape® (Applied Biosystems). El ensamblaje de 
la secuencia, la alineación múltiple y el recorte de la alineación se realizaron con el programa informático BioEdit 
v.7.0.5 9. Los productos de la PCR se digirieron adicionalmente con enzimas de restricción y se clonaron en el vec-
tor de expresión WRG7079 en bacterias DH5α. La purificación del ADN exento de endotoxinas de los clones de 40
vacunas se preparó mediante el kit EndoFree Plasmid Giga (QIAGEN). Todos los insertos y los clones de las vacu-
nas se secuenciaron como control.

Ejemplo 2: Inmunizaciones y exposición

En la primera línea de experimentos con vacunas de ADN de H1N1, los hurones (Mustela putorius furo), de aproxi-
madamente siete meses de edad, se dividieron en grupos mediante el uso de una identificación con chips marcado-45
res para perros (E-vet, pet-id, Haderslev, Dinamarca), con cinco a seis animales en cada grupo. Todos los animales 
se mantuvieron agrupados y se alimentaron con una dieta convencional con comida y agua a voluntad. Los animales 
estaban alojados de acuerdo con la Ley Danesa de Experimentación Animal y se mantuvieron en instalaciones con
nivel de bioseguridad II en la Facultad de Ciencias de la Vida, Copenhague. El período de aclimatación fue de nueve 
días. 50

Cuatro grupos de seis hurones se vacunaron del modo siguiente; (1) vacunado con ADN plasmídico de HA (gen con
codones optimizados) y NA (gen con codones optimizados) de H1N1 de 1918, (2) vacunado con ADN plasmídico de 
HA, NA, NP y M (todos con codones optimizados) de H1N1 de 1918, (3) vacunado con plásmido vacío (control de 
vacuna negativo) y (4) vacunado con ADN plasmídico de HA y NA (sin codones optimizados) de A/New Caledo-
nia/20/99(H1N1) (vacuna de control positivo). Los hurones se expusieron a 1x10

7
TCID50 de virus A/Fourth 55

Mounth/1/47(H1N1)

Para investigar la protección frente a la exposición a un virus H1N1 contemporáneo, en comparación con la vacuna 
convencional, en un segundo experimento, cinco grupos de cinco animales se vacunaron del modo siguiente: (1) 
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vacunado con ADN de HA y NA de H1N1 de 1918, (2) vacunado con ADN de HA y NA de A/New Caledo-
nia/20/99(H1N1), (3) vacunado con ADN de NP y M de H1N1 de 1918, (4) vacuna de proteína trivalente convencio-
nal (Influvac, Solvay Pharmaceuticals), (5) vacunado con plásmido vacío (control de vacuna negativo). Estos anima-
les recibieron dos inyecciones de la vacuna de ADN para cada vacunación y se expusieron a 1x107 TCID50 de virus 
A/New Caledonia/20/99.5

Para comparar la protección de los hurones vacunados con ADN de 1918, con hurones sin tratar no sometidos pre-
viamente a experimentación en el tercer experimento, dos grupos de cinco animales se vacunaron del modo siguien-
te: (1) vacunado con ADN de HA y NA de H1N1 de 1918, (2) animales no vacunados no sometidos previamente a 
experimentación. Los animales vacunados con ADN en este experimento recibieron cuatro inyecciones de la vacuna 
de ADN para cada vacunación. Los hurones se expusieron a 1x107 TCID50 de virus A/New Caledonia/20/99.10

Para evaluar la vacuna de ADN de H3N2 pandémico frente a virus H3N2 actuales, los hurones se dividieron en cua-
tro grupos, con seis animales en cada grupo. Los grupos se vacunaron del modo siguiente: (1) vacuna de ADN de 
HA y NA de H3N2 de 1968, (2) vacuna de ADN de HA y NA de H3N2 de 2007/08 (A/Wisconsin/67/05(H3N2)), (3) 
vacuna de proteína trivalente convencional (Influvac), (4) animales no vacunados no sometidos previamente a expe-
rimentación. Los animales vacunados con ADN en este experimento recibieron cuatro inyecciones de la vacuna de 15
ADN para cada vacunación y se expusieron a 1x10 7 TCID50 de virus A/Wisconsin/67/05(H3N2).

Las vacunas mixtas de ADN de HA y NA se administraron en dos inyecciones y las vacunas mixtas de ADN de NP y 
M se administraron en dos inyecciones. Por lo tanto, los grupos que recibieron solo la vacuna de ADN de HA y NA 
fueron inyectados adicionalmente dos veces con ADN de plásmido vacío, asegurando que todos los animales hab-
ían recibido la misma cantidad de ADN y el mismo número de inyecciones.20

Los hurones fueron inoculados con pistola de genes (Helios, Bio-Rad, Hercules, CA) (27,5 bar (400 psi) de helio 
comprimido) en la piel abdominal afeitada, usando partículas de oro recubiertas con 2 µg de ADN plasmídico (partí-
culas con un tamaño de 1,6 µm), eficacia del recubrimiento del 80-95% en cada disparo. Cada hurón recibió cuatro 
disparos, tres veces cada dos semanas. Los hurones fueron expuestos 10-14 días después de la tercera inmuniza-
ción a 1x107 TCID50/ml de cualquier virus entre A/Fouth Mounth/1/47(H1N1), A/New Caledonia/20/99(H1N1) o 25
A/Wisconsin/65/2005(H3N2) en 100 µl de PBS administrados en las fosas nasales con una jeringa. El suero sanguí-
neo se recogió de forma secuencial después de la exposición, desde la vena cava de animales anestesiados (tileta-
mina/zolazepam (mezcla de zoletil para gatos)). Los animales se sacrificaron con pentobarbital.

Ejemplo 3: Ensayo cuantitativo de RT-PCR en tiempo real para el virus de la gripe A. 

El día de la recogida de suero sanguíneo, las fosas nasales de cada hurón se lavaron con 1 ml de PBS y el lavado 30
se congeló inmediatamente para el análisis mediante RT-PCR en tiempo real. Se extrajeron doscientos microlitros 
de lavado nasal en un instrumento automatizado MagNA Pure LC, aplicando el kit de aislamiento de ácido nucleico
total de MagNA Pure LC (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). El material extraído se eluyó en 200 µl de H2O Milli-Q. 
Las reacciones de RT-PCR se realizaron con secuencias de oligonucleótidos como describen Spackman et al., (23). 
El material extraído (5 µl) se añadió a 20 µl de mezcla maestra que consistía en 10 nM de cada cebador y 2 nM de la 35
sonda Taqman marcada con FAM en el extremo 5' y extintor de la fluorescencia “black hole” 1 en el extremo 3', junto 
con los reactivos del kit de RT-PCR de OneStep® (QIAGEN, Hilden, Alemania), de acuerdo con el fabricante. Las 
secuencias diana se amplificaron en el sistema MX3005 de Stratagene con el siguiente programa: 20 min a 50°C, 15 
min a 95°C y 40 ciclos de 15 s a 95°C y 60 s a 55°C. El contenido en genomas víricos en las muestras se determinó 
utilizando una curva estándar, desarrollada mediante amplificación de la dilución del virus H1N1 o H3N2 con una 40
concentración conocida.

Ejemplo 4: Anticuerpo en suero determinado por ELISA

Placas de ELISA (96 pocillos) se recubrieron con 100 µl de vacuna de la gripe dividida (Vaxigrip 2007-08 o Iruflac
2006-07) diluida 1:100 en NaHCO3 35 mM pH 9,6 y Na2CO3 15 mM, durante una noche a 4°C. Los pocillos se blo-
quearon con 1% de PBS/BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron con 0,05% de 45
PBS/Tween (PBST). Los sueros se diluyeron 1:100 en 0,1% de BSA/PBST dos veces en la placa y se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se incubaron con 100 µl de IgG de conejo biotini-
lada anti-hurón, diluidos 1:250 durante una hora a temperatura ambiente, se lavaron, y se incubaron con 100 µl de 
peroxidasa de rábano (HRP) con estreptavidina 1:1000 (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Después de 30 
minutos, se lavaron las placas y se añadieron 100 µl de peróxido de hidrógeno con OPD. La reacción se detuvo 50
mediante la adición de 50 µl de H2SO4 0,5 M y se leyó a DO492 nm.

Ejemplo 4C: Ensayo de inhibición de la hemaglutinación 

Los sueros de hurón se trataron con la enzima que destruye el receptor (RDE(II), Seiken, Japón) como describe el
fabricante. Una parte del suero de hurón se adsorbió en sangre con 20 partes de glóbulos rojos concentrados de 
sangre de cobaya y se incubó durante una hora a 4ºC, seguido de centrifugación. Los virus se valoraron mediante55
un ensayo de hemaglutinación, de acuerdo con los protocolos de la OMS [9] con 0,75% de glóbulos rojos de cobaya 
en placas con fondo en U (placas U96 MicroWell, Nunc) y se incubaron durante una hora. El virus fue normalizado a 
un criterio de valoración del 100% de hemaglutinación de 8 unidades de hemaglutinación (HAU). El ensayo de in-
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hibición de la hemaglutinación (HI) se realizó de acuerdo con los protocolos de la OMS [9] con 0,75% de glóbulos 
rojos de cobaya en placas con fondo en U de 96 pocillos (placas U96 MicroWell, Nunc) y las valoraciones de HI se 
leyeron como las recíprocas de la última dilución de los sueros que inhibían completamente la hemaglutinación.

Ejemplo 5: Resultados procedentes de hurones expuestos a la gripe que recibieron nuestras vacunas iniciales de 
ADN del virus de la gripe H1N1 en hurones:5

Los hurones eran negativos para anticuerpos específicos de la gripe, siete días antes del inicio de las inmunizacio-
nes, tal y como se midió con ELISA. 

Anticuerpos séricos altamente específicos de IgG (para A/New Caledonia/20/99(H1N1) en ELISA) se observaron el 
día siete después de la exposición en hurones vacunados con vacunas de ADN de HA+NA de 1918 (dos plásmidos) 
y HA+NA+NP+M de 1918 (cuatro plásmidos) (Figura 2), pero expuestos a un virus de 1947. Los hurones vacunados 10
con ADN de HA+NA de A/New Caledonia/20/99(H1N1) inducían una valoración de anticuerpos séricos específicos 
menor, el día siete. Es posible que se hubiera podido observar una mayor respuesta de los anticuerpos en puntos de 
tiempo posteriores, si el experimento no hubiera terminado el día siete después de la exposición, por razones prácti-
cas.

El quinto día después de la exposición, los hurones vacunados con plásmido vacío (control de vacuna negativo) 15
mostraban una carga vírica elevada en el lavado nasal, medida como copias de ARN vírico en los lavados nasales, 
indicando que no había protección contra la exposición vírica. Sin embargo, los hurones vacunados con vacunas de 
ADN de HA+NA de 1918 y HA+NA, NP+M de 1918 estaban completamente protegidos frente a una infección con un
virus A/Forth Mounth/1/47(H1N1) (Figura 2). Se observó una protección parcial en los hurones vacunados con 
plásmidos de ADN de HA+NA de A/New Caledonia/20/99(H1N1).20

Los datos muestran claramente que las inmunizaciones con ADN basado en genes de la cepa pandémica H1N1 de 
1918 inducen una respuesta fuerte de anticuerpos específicos y protegen a los hurones completamente contra una 
infección con una cepa H1N1 de 1947. Por lo tanto, una exposición a un virus de la gripe H1N1 sometido a deriva, 
desencadena un reconocimiento de los anticuerpos generado por una vacuna de ADN basada en un virus heterólo-
go. Los genes de 1918 inducían una protección completa frente a la cepa de 1947, mientras que los genes de 1999 25
eran ligeramente menos eficaces. No se observaron efectos negativos o positivos sobre la respuesta inmune humo-
ral o la protección mediante la inclusión de los genes de NP y M de 1918 en la vacunación con ADN de HA+NA, ya 
que la protección de la infección ya era casi del 100%.

Ejemplo 6: Segundo experimento con vacunas de ADN del virus de la gripe H1N1 en hurones: exposición al virus
A/New Caledonia/20/99(H1N1): 30

Se comparó una vacuna de proteína convencional de H1N1 dividida (dos inmunizaciones) frente a una vacuna de 
ADN con codones optimizados de HA y NA de H1N1 de 1918, frente a HA y NA de H1N1 de New Caledonia con 
codones optimizados, frente a M y NP con codones optimizados del virus H1N1 de 1918, frente a un vector de vacu-
na de ADN vacío, utilizando tres inmunizaciones. Los hurones se expusieron al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1) 
por vía intranasal y el virus se cuantificó en los lavados nasales mediante un ensayo de RT/PCR en tiempo real 35
como en el ejemplo 3. 

Los anticuerpos de hurón se examinan en busca de anticuerpos ELISA y anticuerpos HI como se ha descrito en los 
ejemplos 4 y 4c.

Ejemplo 7: Experimentos con anticuerpos de ratón:

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N140
(muestra la diferencia entre la optimización de codones y la no optimización) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918, se inoculan en ratones. Las valoraciones de los anticuerpos y el cartografiado de 
los epítopos de anticuerpos inducidos se realizan mediante péptidos solapantes en ELISA y reacciones cruzadas 
medidas para otros virus de la gripe A.

Ejemplo 8: Experimentos de expresión de proteínas:45

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N1 
(muestra la diferencia entre la optimización de codones y la no optimización) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918 se expresan en líneas celulares de mamífero in vitro y se realiza una radioinmuno-
precipitación convencional (RIPA) con anticuerpos policlonales de la gripe A para examinar la expresión mejorada de 
proteínas, obtenida mediante la optimización de codones. 50

Ejemplo 9: Experimentos de inducción de citocinas:

Vacunas de ADN de HA y NA con codones optimizados frente a sin codones optimizados de New Caledonia H1N1 
(muestra la diferencia entre la optimización de codones y la no optimización) frente a HA y NA con codones optimi-
zados de la cepa H1N1 de 1918 se añaden sobre monocitos de sangre periférica (PBMCs) de mamífero in vitro y se 
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realizan mediciones de la producción resultante de citocinas en el material sobrenadante celular, para examinar la 
inducción inmune innata (efecto adyuvante) obtenida mediante la optimización de codones y por HA y NA con codo-
nes optimizados de H1N1 1918, en comparación con HA y NA con codones optimizados de H1N1 de New Caledo-
nia, para examinar la inducción especial de citocinas por los genes de 1918.

Ejemplo 10: Experimentos con vacunas de proteínas de HA y NA de 1918: 5

Las proteínas son producidas por los plásmidos de la vacuna de ADN y se utilizan como una vacuna de proteína en 
ratones o hurones, en comparación con una vacunación con ADN y con una vacuna tradicional de proteínas dividida, 
para medir la inducción inmune de proteínas de 1918 frente a la vacuna de ADN.

Ejemplo 11: Experimentos de administración de vacunas de ADN de ratón: 

Vacunas de ADN de HA y/o NA con codones optimizados de la cepa H1N1 de 1918 se inoculan en ratones como 10
plásmidos de expresión o como un segmento lineal de ADN que contiene los componentes necesarios para una
expresión del gen de la vacuna, pero sin el resto del plásmido, para descartar cualquier efecto del resto del plásmi-
do.

Ejemplo 12: Experimentos de administración de vacunas de ADN de cerdo: 

Vacunas de ADN de HA y/o NA con codones optimizados de la cepa H1N1 de 1918 se inoculan en cerdos como 15
plásmidos de expresión o productos de PCR (del Ejemplo 14) y se exponen a una cepa de H1N1 similar a New Ca-
ledonia actual y se mide la protección frente a una enfermedad y la inducción inmune. Por tanto, las vacunas de 
ADN de H1N1, H2N2 y/o H3N2 se pueden aplicar en los cerdos que son susceptibles a virus patógenos de la gripe 
humana A.

Ejemplo 13: Resultados del segundo experimento con vacunas de ADN de H1N1 en hurones en comparación con la 20
vacuna convencional. 

En el segundo experimento (Ejemplo 6) se evaluó la eficacia de la protección inducida con la vacuna de ADN de 
1918 frente un virus sometido a deriva durante cerca de 90 años, A/New Caledonia/20/99(H1N1). La protección se 
comparó de nuevo con la protección inducida por la vacuna de proteína trivalente convencional 2006-2007 en la que
A/New Caledonia/20/99 era uno de los tres componentes de la vacuna. La capacidad de las diferentes vacunas para 25
evitar una infección o el aclaramiento de la infección vírica, se midió mediante valoraciones del virus de la gripe A en 
lavados nasales, diez días después de la exposición. 

Niveles de valoración de virus bajos se midieron para todos los grupos vacunados; sin embargo, todos los grupos 
vacunados con ADN tenían una reducción de la valoración de virus a lo largo de la infección, y el grupo vacunado 
con ADN de HA+NA de 1918 tenía una reducción significativa (P <0,05) en la valoración de virus desde el cuarto día30
hasta el quinto día después de la exposición a A/New Caledonia/20/99 (Figura 8). La vacuna de ADN de HA+NA de 
A/New Caledonia/20/99 (H/N NC) era la vacuna más eficaz en la prevención de una infección y el aclaramiento del 
virus A/New Caledonia/20/99(H1N1). La vacuna de ADN de 1918 con las proteínas internas M y NP solas, parecía 
más eficaz que la vacuna de ADN de HA+NA de 1918 para proporcionar una protección cruzada frente a la exposi-
ción a un virus sometido a una deriva extrema. Curiosamente, no se observó ningún cambio significativo en la valo-35
ración de virus desde el tercer día hasta el sexto día para el grupo vacunado con la vacuna de proteína convencional 
o el plásmido vacío (Figura 8). El grupo de control negativo vacunado con un plásmido vacío tenía infección vírica
todavía el séptimo día (por debajo del valor de corte de 10 TCID50/ml) y un animal en el grupo de la vacuna conven-
cional aún poseía una valoración de virus elevada el día 7. El día diez no se pudo detectar ningún virus en ningún 
grupo (no se muestra).40

El tercer experimento que comparaba hurones vacunados con ADN de HA+NA de 1918, con hurones no vacunados, 
no sometidos previamente a experimentación, mostraba niveles elevados similares de valoración de virus para am-
bos grupos hasta el día 6. Sin embargo, el día 7 después de la infección, los hurones vacunados con ADN de 
HA+NA de 1918 tenían una reducción más eficaz de la valoración de virus (P = 0,13), en comparación con los huro-
nes no sometidos previamente a experimentación (P = 0,18) y una carga vírica inferior el día 7, en comparación con 45
el grupo no sometido previamente a experimentación (P = 0,61). Solo tres de cinco hurones en el grupo vacunado 
con ADN de 1918, tenían una carga vírica detectable el día siete, en comparación con cinco de cinco animales en el 
grupo no sometido previamente a experimentación (Figura 3c). Los hurones vacunados con ADN también mostraron 
menor elevación de la temperatura corporal que los hurones no vacunados (Figura 3a) y también tuvieron menos 
puntuación de los síntomas clínicos, en comparación con los hurones no sometidos previamente a experimentación 50
(Figura 3c). No hubo diferencias en la pérdida de peso (Figura 3b).

Respuesta de anticuerpos específicos de la gripe después de una vacunación con ADN

Se observó una mayor valoración significativa de IgG contra la gripe A (ejemplo 4) en comparación con el grupo de 
control negativo, el día de la exposición, para los hurones vacunados con ADN de H/N de 1918, lo que indicaba una
inducción de los anticuerpos específicos de la gripe después de la vacunación con ADN (Figura 10). El quinto día 55
después de la infección, los animales vacunados con ADN de H/N de 1918 y H/N de 1999 y los animales vacunados 
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con vacunas convencionales, mostraron anticuerpos inducidos, específicos de la gripe (Figura 10). Los animales 
vacunados con ADN de H/N de 1918 tenían una valoración de anticuerpos de recordatorio comparable a la de los
animales vacunados con vacunas convencionales, el séptimo día después de la infección (Figura 10). No se espera-
ba que los anticuerpos específicos de la gripe para el grupo vacunado con ADN de NP/M de 1918 se midieran en 
este ensayo ELISA previo a la exposición, debido a la utilización de una vacuna contra la gripe convencional como 5
antígeno.

Inducción de anticuerpos neutralizantes después de la vacunación con ADN

El ensayo de inhibición de la hemaglutinación (ejemplo 4b) se correlaciona con un ensayo de neutralización de virus 
y mide de qué modo los sueros de animales vacunados inactivan la unión de los virus de la gripe a los glóbulos 
rojos. Solo los hurones vacunados con la vacuna de ADN de H/N de H1N1 de 1999 tenían una valoración de HI 10
significativa frente al virus A/New Caledonia/20/99(H1N1), después de una vacunación con ADN el día de la exposi-
ción (Fig. 9). Ni H/N de 1918 ni NP/M de 1918 se esperaba que proporcionaran valoraciones antes de la infección,
debido a la larga deriva y a la acumulación de mutaciones en el sitio de unión al receptor de HA entre los virus H1N1 
de 1918 y 1999. Los anticuerpos contra NP o M no son neutralizantes. La vacuna de ADN de H/N de 1999 propor-
cionó una mejor respuesta recordatoria de los anticuerpos neutralizantes que la vacuna de proteína trivalente con-15
vencional (Figura 9). El día cinco después de la infección, 60% de los hurones vacunados con ADN de H/N de H1N1
de 1999 se habían seroconvertido (HI>40), en comparación con el 40% de los hurones en el grupo de la vacuna 
convencional. También un aumento >2,5 en HI MGT se llevó a cabo después de la vacunación, medido el día de la 
exposición (Figura 9). 

Ejemplo 14: Resultados de la vacuna de ADN de H3N2 pandémico en hurones 20

Para demostrar el principio de reactividad cruzada amplia, obtenida mediante el uso particular de las proteínas de la 
superficie pandémicas como vacunas de ADN, se evaluó la protección frente a una exposición al virus contemporá-
neo H3N2 después de una vacunación con HA y NA con los codones optimizados de la gripe H3N2 pandémica de
1968 de Hong Kong, como vacuna de ADN en hurones. Los hurones fueron vacunados (Ejemplo 2) con pistola de 
genes (PMED) tres veces, con dos semanas de diferencia, con la vacuna de ADN de HA + NA basada en el virus de 25
1968 o de 2007/08 (A/Wisconsin/67/05(H3N2)). Los grupos de control se vacunaron dos veces, con tres semanas de 
diferencia, con la vacuna de proteína trivalente convencional. El grupo de control negativo no recibió ninguna vacu-
nación antes de la exposición. Todos los hurones fueron expuestos dos semanas después de la última vacunación.

Las fosas nasales de los hurones se lavaron después de la exposición con 1 ml de PBS y los lavados se almacena-
ron inmediatamente a -80°C. La valoración del virus se midió mediante RT-PCR en tiempo real (Ejemplo 3) en el gen 30
de la proteína matriz de la gripe A y se correlacionó con una curva patrón de TCID50/ml conocida del virus H3N2 
2007/08 en células MDCK. Los grupos vacunados con ADN tenían una reducción de la valoración del virus durante 
la incubación vírica, que no se observó en los grupos de control. Solo los hurones vacunados de forma convencional 
y los hurones no vacunados tenían una valoración de virus presente el día 12 después de la infección (Figura 5). 

Se recogió la sangre de los hurones en diferentes puntos de tiempo después de la exposición y se analizaron los 35
sueros en busca de anticuerpos IgG específicos del virus de la gripe H3N2 de 2007/08 mediante ELISA (Ejemplo 4). 
Las vacunas de ADN inducían IgG específicas del virus de la gripe de 2007/08 en el suero, después de una vacuna-
ción al igual que la vacuna convencional (Figura 6). Los hurones vacunados con ADN de 1968 generaron anticuer-
pos con una reacción cruzada elevada frente a la exposición al virus contemporáneo A/Wisconsin/67/05(H3N2). La 
respuesta dirigida contra el virus expuesto no se pudo observar antes del día 7 en el grupo no sometido previamente 40
a experimentación. El nivel de anticuerpos específicos de la gripe en el grupo vacunado con ADN de HA+NA de 
2007/08 es comparable con el nivel observado en el grupo de la vacuna convencional. 

Los sueros sanguíneos recogidos en diferentes puntos de tiempo después de la exposición, se midieron en busca de 
anticuerpos inhibidores de la aglutinación (HI) del virus H3N2 A/Aichi/2/68 y A/Wisconsin/67/05 mediante un ensayo 
de HI (Ejemplo 4b). Se midieron las valoraciones ya que la última dilución de sueros proporcionaba una inhibición 45
del 100% de 4 unidades de hemaglutinación (HAU) de virus en 25 µ (Figura 7). A) Se observaron valoraciones ele-
vadas de HI en sueros frente al virus de 1968 después de una vacunación con ADN de HA+NA de 1968. Los anti-
cuerpos generados después de una vacuna de ADN de HA+NA de 2007/08 o convencional, no tenían una reacción
cruzada con el virus de 1968. B) Se observaron valoraciones elevadas de HI con reacción cruzada frente al virus de 
2007/08 en agrupaciones después de una vacunación con ADN de 1968. Los hurones vacunados con ADN de 50
2007/08 tenían más anticuerpos HI contra el virus de 2007/08 después de la vacunación, que los hurones inmuniza-
dos con la vacuna trivalente convencional de proteína de 2007/08.

La vacunación con HA de H3N2 de 1968 inducía protección frente a una cepa de virus H3N2 de 1968 y una someti-
da a deriva más actual (2007).

Ejemplo 15: Vacuna de ADN de virus pandémico H1N1v en cerdos55

Los cerdos y hurones se vacunaron con la mezcla de vacuna de ADN que contenía plásmidos que codificaban HA y 
NA procedentes de H1N1v, con o sin plásmidos de ADN que codificaban M y NP procedentes de H1N1 de 1918, con 
o sin plásmidos de ADN que codificaban HA y NA de una cepa de H3N2 estacional (A/Wisconsin/67/05), usando los 
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genes sintetizados con codones humanos preferidos para una expresión elevada en seres humanos, hurones y 
cerdos. Se evaluaron los niveles de valoración de inhibición de hemaglutinina (HI) y/o valoración de anticuerpos 
neutralizantes y/o anticuerpos IgG totales y/o protección frente a una exposición con virus heterólogo u homólogo,
según se midió por aclaramiento vírico más rápido en las vías respiratorias después de una o dos inmunizaciones 
con ADN (ejemplo 3, 4 y 4b).5

Para determinar la inmunidad protectora cruzada en cerdos después de la vacunación con la vacuna de ADN del 
virus de la gripe, basada en los genes de HA y NA del nuevo virus pandémico H1N1v de 2009, con o sin los genes 
de NP y M del virus pandémico H1N1 de 1918, administrados con pistola de genes o por electroporación, vacuna-
mos dos veces cuatro cerdos con 6 semanas de edad, con tres semanas de diferencia, y los expusimos 10 semanas 
después de la última inmunización, a 1x107 EID50 de un virus H1N1 estacional porcino10
(A/cerdo/Dinamarca/19126/93). Se incluyeron cuatro cerdos como animales sin una experimentación previa, que no 
recibieron la vacuna. 

Un cerdo vacunado con pistola de genes recibió perlas tanto de HA y NA de H1N1v como de NP y M de H1N1 de 
1918. El otro animal en el grupo de pistola de genes recibió una dosis doble de perlas de HA y NA de H1N1v. Un 
cerdo vacunado mediante electroporación recibió inyecciones de ADN tanto de HA y NA de H1N1v de 2009 como de15
NP y M de H1N1 de 1918, mientras que el otro cerdo en el grupo de electroporación recibió inyecciones dobles de
ADN de HA y NA de H1N1v de 2009.

Los cerdos se vacunaron de la siguiente manera:

Tres grupos:

Gr1 Pistola de genes

Gr2 Electroporación

Gr3 sin vacuna previa

20

Detalles de la vacunación del grupo 1 y 2:

Grupo 1 de pistola de genes

Cerdo 1 Perlas de HA+NA de H1N1v 
Cara dorsal de cada oreja: dos disparos
Cara interna de cada muslo: dos disparos

NP+M de 1918
Cara dorsal de cada oreja: dos disparos
Cara interna de cada muslo: dos disparos

Cerdo 2 Perlas de HA+NA de H1N1v 
Cara dorsal de cada oreja: cuatro disparos
Cara interna de cada muslo: cuatro disparos

Grupo 2 de electroporación

Cerdo 3 HA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: una inyección de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyección de 50 µl, un pulso
NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: una inyección de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyección de 50 µl, un pulso
NP de 1918
Cara dorsal de cada oreja: una inyección de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyección de 50 µl, un pulso
M de 1918
Cara dorsal de cada oreja: una inyección de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: una inyección de 50 µl, un pulso
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Cerdo 4 HA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: dos inyecciones de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: dos inyecciones de 50 µl, un pulso
NA de H1N1v
Cara dorsal de cada oreja: dos inyecciones de 50 µl, un pulso
Cara interna de cada muslo: dos inyecciones de 50 µl, un pulso

Inmunizaciones:

Vacunación con pistola de genes:

Presión de helio: -29 bar (-420 psi)
Un disparo ~ 2 µg de ADN 5
El cerdo 1 recibe un total de 16 disparos 
El cerdo 2 recibe un total de 16 disparos

1ª vacunación día 0 
2ª vacunación día 21

Electroporación10

Ajustes:

0,2 A, un pulso (varios pulsos en una pulsación), 52 ms/pulso, una inyección contiene 50 µl de 2 µg/µl de ADN 
(100 µg de ADN en una inyección).

El cerdo 3 recibe 16 inyecciones y 16 pulsos
El cerdo 4 recibe 16 inyecciones y 16 pulsos15

1ª vacunación día 0 
2ª vacunación día 21

Todos los grupos se expusieron 10 semanas después de la última inmunización a 1x107 TCID50 de virus estacional 
A/cerdo/Dinamarca/19126/93(H1N1). 

Muestreos: La sangre y los frotis nasofaríngeos se recogieron de forma secuencial después de la exposición y los 20
animales fueron sacrificados 14 días después de la exposición

Resultados

Valoración de virus en muestras nasofaríngeas:

Todos los cerdos vacunados con ADN eran capaces de aclarar la exposición al virus heterólogo de manera más 
eficaz que los cerdos no sometidos a un tratamiento previo que no recibieron la vacuna (Figura 11). La única vacuna 25
capaz de evitar la infección era el ADN de HA y NA de H1N1v administrado mediante electroporación.

Inhibición de la hemaglutinación con reacción cruzada del virus pandémico H1N1v

La vacuna de ADN de HA y NA de H1N1v administrada mediante electroporación era capaz de inducir una valora-
ción de HI frente a H1N1v superior a 40, 10 días después de la segunda vacunación (figura 12). El cerdo era capaz 
de conservar la valoración 10 semanas después de la segunda vacunación. Todos los cerdos vacunados con ADN 30
mostraron anticuerpos HI con reacción cruzada significativa frente al virus H1N1v, desde cinco días después de la 
exposición al virus heterólogo estacional porcino H1N1 de 1993. Estos resultados indican que la exposición a una 
cepa diferente a la que comprende la vacuna de ADN, es capaz de desencadenar algunos anticuerpos HI comunes 
después de la vacunación con ADN, induciendo anticuerpos HI con reacción cruzada neutralizantes eficaces.

Fiebre35

Los cuatro cerdos inmunizados con la vacuna de ADN de H1N1v pandémico no mostraron un aumento de la tempe-
ratura corporal durante la infección con el virus porcino estacional de 1993; sin embargo, los cerdos no vacunados 
tuvieron fiebre el día 1 después de la exposición (Figura 13).

Ejemplo 16: Uso de productos de la PCR transcripcionalmente activos procedentes de la gripe A como vacunas de 
ADN en lugar de ADN plasmídico:40

Los productos de la PCR se pueden obtener usando los genes de vacunas con codones optimizados procedentes
de productos de la PCR transcripcionalmente activos de una cepa de la gripe A pandémica como molde y los mis-
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mos productos de la PCR se pueden utilizar como una vacuna de ADN. Para que los productos de la PCR sean 
transcripcionalmente funcionales contendrán todos los componentes necesarios para la señalización (promotor,
Kozak y terminador) para una transcripción eficaz de un gen deseado de la gripe o de un gen parcial en el hospeda-
dor. De esta forma no sería necesaria una estructura principal de plásmido, por ejemplo, con un marcador de resis-
tencia a antibióticos y ADN.5

Ejemplo 17: Vacuna de ADN que codifica proteínas de la gripe exentas de glicosilación: 

Los genes de la gripe se mutan de forma dirigida al sitio en una estructura principal de plásmido para eliminar las 
glicosilaciones ligadas a N deseadas en sitios antigénicos en el gen de HA y NA. Las glicosilaciones deseadas que 
deben ser eliminadas son todas o algunas de las que se han añadido a las cepas pandémicas durante la evolución y 
la deriva, conduciendo hasta las cepas actuales circulantes de la gripe A de tipo H1N1, H2N2, H3N2, respectivamen-10
te. Proteínas completamente despojadas de glicosilaciones también se pueden producir de esta manera.

Ejemplo 18: Composición de una vacuna de ADN universal contra la gripe: 

Una vacuna de ADN se forma de modo que contiene genes con codones optimizados del virus de la gripe H1N1, 
H3N2 y la gripe B: para H1N1 y H3N2 debe haber HA y NA procedentes de una cepa pandémica original y una cepa 
contemporánea, por ejemplo, New Caledonia/20/99(H1N1) y/o Wisconsin/67/05(H3N2), posiblemente mutadas para 15
expresar menos proteína glicosilada. Además, para obtener una reactividad cruzada más amplia, los genes de M y 
NP de H1N1 pandémico tienen que estar incluidos. Esto dará como resultado una vacuna trivalente que inducirá una 
protección a largo plazo contra todos los subtipos de H3 y H1, incluyendo la mayoría de las cepas de la gripe B. La 
vacuna de ADN universal bien podría ser una agrupación de los once plásmidos o una mezcla de vectores bicistró-
nicos. Alternativamente, los componentes de la vacuna pandémica se podrían proporcionar como una vacuna de 20
ADN como refuerzo y la vacuna de proteína trivalente convencional en el mercado podría servir como inductor. El 
objetivo es una vacuna que actúe durante toda la vida, por lo menos las vacunas estacionales serían innecesarias.

Ejemplo 19: Vacuna de ADN universal contra el virus de la gripe H1N1 y H3N2 

Hemos demostrado anteriormente que las diferentes vacunas de ADN contra la gripe basadas en una combinación 
de subtipos de virus de la gripe, por ejemplo H1N1 o H1N1v o H3N2, son eficaces en la inducción de protección 25
contra el subtipo de virus dado. 

Sin embargo, la vacuna óptima contra la gripe comprendería componentes tanto de H1N1 como de H3N2. Por lo 
tanto, diseñamos una "vacuna de ADN universal contra la gripe" que se basa en la HA y NA del reciente virus H1N1v 
pandémico, los genes internos de NP y M del virus H1N1 pandémico anterior de 1918, y los genes de HA y NA de 
un virus H3N2 estacional. Este ejemplo se centra en la "vacuna de ADN universal contra la gripe" administrada junto 30
con un plásmido auxiliar que actúa como adyuvante. Si se administra por vía intranasal, el ADN antigripal junto con 
el plásmido auxiliar estarán incluidos en una formulación lipídica para una administración óptima en la mucosidad. La 
respuesta inmune inducida por la vacuna de ADN universal contra la gripe, ya sea administrada por vía intranasal o 
por medio de una pistola de genes o mediante electroporación, será evaluada en un modelo animal. Se investigará 
la protección y la protección cruzada frente a una exposición a un virus homólogo y heterólogo. 35
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Statens Serum Institut35

<120> Vacunas contra la gripe optimizadas

<130> 15032pc

<160> 17

<170> PatentIn versión 3.1

<210> 140
< 211> 1701
< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 1 

<210> 25
< 211> 566
< 212> PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 2 
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<210> 3
< 211> 1410
< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A5

<400> 3 
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<210> 4
< 211> 469
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A

<400> 4 
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<210> 5
< 211> 1497
< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A5
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<400> 5 

<210> 6
< 211> 498
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A
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<210> 7
< 211> 988
< 212> ADN5
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 7 

<210> 8
< 211> 252
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A

<400> 8 
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<210> 9
< 211> 97
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 9 

<210> 10
< 211> 1723
< 212> ADN5
< 213> Virus de la gripe A

<400> 10 
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<210> 11
< 211> 566
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A

<400> 11 
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<210> 12
< 211> 14325
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< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A

<400> 12 

5

<210> 13
< 211> 469
< 212> PRT
< 213> Virus de la gripe A10
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<400> 13 
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<210> 14
< 211> 1698
< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A

<400> 14 5

<210> 15
< 211> 56610
< 212> PRT
< 213> Virus de la gripe A
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<400> 15 
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<210> 16
< 211> 1410
< 212> ADN
< 213> Virus de la gripe A5
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<400> 16 

<210> 17
< 211> 469
< 212> PRT5
< 213> Virus de la gripe A

<400> 17 
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REIVINDICACIONES

1. El uso de polinucleótidos que codifican proteínas del virus de la gripe procedentes de una cepa H1N1 y una cepa 
H3N2 para la preparación de una composición inmunogénica o un componente de vacuna contra infecciones de la 
gripe A en seres humanos y cerdos, en donde los polinucleótidos codifican hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) 
y proteína matriz (M) y la nucleoproteína (NP) en donde los polinucleótidos codifican SEQ ID NO: 11 y 13 y SEQ ID 5
NO: 6 y 8 o 9 y en donde las secuencias de ADN o ARN contienen codones que están optimizados para la expresión 
en células de mamífero.

2. El uso según la reivindicación 1, que comprende adicionalmente polinucleótidos que codifican SEQ ID NO: 15 y 
17.

3. El uso según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde los codones de ADN o ARN están optimizados, 10
usando codones de proteínas humanas con expresión elevada.

4. El uso según la reivindicación 3, en donde los polinucleótidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 5, 7, 10, 12 y 
14.

5. Una vacuna contra infecciones de la gripe A de seres humanos y/o cerdos que comprende polinucleótidos que 
codifican proteínas del virus de la gripe procedentes de una cepa H1N1 y una cepa H3N2, en donde los polinucleóti-15
dos codifican hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) y proteína matriz (M) y la nucleoproteína (NP) en donde los 
polinucleótidos codifican SEQ ID NO: 11 y 13 y SEQ ID NO: 6 y 8 o 9, y en donde las secuencias de ADN o ARN 
contienen codones que están optimizados para una expresión en células de mamífero.

6. Una vacuna según la reivindicación 5, en donde los polinucleótidos codifican SEQ ID NO: 6, 8, 11, 13 y 15.

7. Una vacuna según la reivindicación 5 o la reivindicación 6, en donde los codones están optimizados usando co-20
dones de proteínas humanas con expresión elevada.

8. Una vacuna según la reivindicación 5, en donde los polinucleótidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 5, 7, 
10, 12 y 14.

9. Una vacuna según la reivindicación 5 o la reivindicación 6, que comprende adicionalmente polinucleótidos que 
codifican SEQ ID NO: 2, 4 o 17.25

10. Una vacuna según la reivindicación 9, en donde los polinucleótidos se seleccionan a partir de SEQ ID NO: 1, 3 o 
16.

11. Una vacuna según la reivindicación 5, en donde algunos o todos los codones que codifican Asn-X-Ser o Asn-X-
Thr, en donde X puede ser cualquier aminoácido excepto prolina, están modificados.

12. Una vacuna según las reivindicaciones 5 a 11, en donde la vacuna se administra mediante inyección de ADN y/o 30
ARN desnudo con o sin electroporación o se inocula mediante una pistola de genes.

13. Una vacuna según las reivindicaciones 5 a 11, en donde los genes de la vacuna se administran incorporados en 
cuerpos apoptóticos celulares o en un virus vivo o bacteria.

14. Una vacuna según la reivindicación 13, en donde el virus vivo se selecciona a partir de adenovirus, poxvirus, 
virus adenoasociado, alfavirus y virus herpes.35

15. Una vacuna según la reivindicación 13, en donde la bacteria se selecciona a partir de especies de Shigella o 
especies de Salmonella o especies de Lactobacillus o especies de Lactococcus. 
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