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DESCRIPCIÓN

Secuencias de virus TT específicas y moléculas de ADN quiméricas de células hospedadoras de virus TT para uso 
en el diagnóstico, prevención y tratamiento del cáncer y la autoinmunidad

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a nuevas secuencias de cadena sencilla de una secuencia de virus TT específica y 5
ADN de una célula hospedadora que son capaces de replicarse de forma autónoma para uso como vectores de 
genes y cromosomas artificiales.

ANTECEDENTES DE LA TECNOLOGÍA

Desde su descubrimiento en 1997 por Okamoto y sus colegas, se ha observado que los virus TT (VTT) están difun-
didos ampliamente en todas las poblaciones humanas, en los animales domésticos y en los primates del viejo mun-10
do (1,2). Se ha identificado una gran cantidad de tipos y seudotipos en los seres humanos, lo que apunta a una 
notable heterogeneidad de esta familia de virus que ahora se designa como una nueva familia de virus, Anelloviridae
(3). El ADN vírico se puede encontrar en el suero de casi todos los seres humanos y algunos informes incluso do-
cumentan un ADN de este tipo en niños recién nacidos y en sangre del cordón, lo que sugiere una transmisión pre-
natal de estos agentes (4,5). A pesar de la presencia generalizada de estos virus, una investigación intensa realiza-15
da durante más de 10 años no ha podido demostrar un papel patógeno de tales infecciones en una enfermedad 
humana.

Los virus TT no se han replicado con éxito en células de cultivo de tejidos humanos, aunque existen indicios de que 
la replicación se puede conseguir en células humanas de origen epitelial o hematopoyético. Recientemente, ciclos 
replicativos de virus del grupo herpes (virus de Epstein-Barr) parecen ejercer un efecto potenciador sobre la amplifi-20
cación de los genomas de VTT latentes o transfectados (6). Además, los virus TT con frecuencia ponen de manifies-
to reordenamientos intramoleculares que conducen a genomas de ADN subvirales en parte defectuosos y con nue-
vos marcos de lectura abiertos. Se replican de forma autónoma durante períodos prolongados de tiempo en los 
tejidos infectados (7). Estos ADNs subvirales se encuentran en materiales de biopsia humanos normales y malignos.
Una región muy conservada del VTT y cebadores anidados para detectar un fragmento de 71 nucleótidos de dicha 25
región altamente conservada, se describen en Peng, Y.H. et al.; Archives of Virology, 147(1):21-41, 2002.

Durante los últimos años, se han compilado algunos datos que son indicativos de una asociación de la infección con
virus TT con tumores malignos humanos. Una tasa elevada de carga de virus TT se ha observado en una biopsia de 
bazo de un paciente con linfoma de Hodgkin (24 genotipos individuales de VTT) (8). Del mismo modo, otros informes 
describen una mayor tasa de prevalencia de VTT en el cáncer colorrectal y de esófago y en cánceres malignos30
hematopoyéticos, en comparación con tejido no tumoral del mismo paciente o de otros pacientes (9,10). Sin embar-
go, la ubicuidad de estas infecciones hizo que una interpretación de estos resultados fuera bastante difícil y no per-
mitió relacionar estas observaciones con el desarrollo de tumores.

El documento WO 00/46407 describe cebadores o sondas útiles para la detección de VTT y vectores basados en 
VTT de longitud completa. El documento WO 2007/130519 describe micromatrices de hibridación para detectar 35
virus. El documento WO 03/023027 describe secuencias de ADN que comprenden el genoma del virus TT asociadas
a tumores y el documento WO 2008/138619 describe un poli(ácido nucleico) de VTT reordenado, asociado con la 
leucemia infantil.

COMPENDIO DE LA INVENCIÓN

El problema técnico subyacente de la presente invención es identificar secuencias de VTT específicas que podrían 40
estar claramente asociadas con enfermedades como el cáncer o enfermedades autoinmunes y, por tanto, proporcio-
nar medios para el diagnóstico y la terapia.

La solución a dicho problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindica-
ciones. Observaciones recientes de la persistencia de una región conservada de 71 bases (HCR), presente con solo 
una variación menor en todos los aislados de VTT caracterizados hasta la fecha, en una mayor cantidad en cánce-45
res humanos y líneas celulares inmortalizadas, fueron algo sorprendentes de cara a la larga no permisibilidad regular 
de las mismas células para el ADN de VTT transfectado. Aún más sorprendente ha sido la asociación de secuencias 
de ADN de células hospedadoras en una forma aparentemente de cadena sencilla con la VTT-HCR. La frecuencia y 
la regularidad de la persistencia de este material genético obviamente extracromosómico en un gran número de 
líneas celulares de cáncer, así como en biopsias de tejido cerebral afectado de pacientes con esclerosis múltiple, ha 50
conducido a la siguiente hipótesis: genes de una célula hospedadora, ya sea modificados en el proceso recombina-
torio o alterados por nuevas secuencias reguladoras de VTT, desempeñan un papel importante en la carcinogénesis 
humana y también en algunas reacciones autoinmunes. Incluso pueden reemplazar o, en cierto sentido, correspon-
derse funcionalmente con infecciones por retrovirus en células de roedor y de pollo.

Un nuevo papel para los virus TT en el cáncer humano y la autoinmunidad55
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La sorprendente observación de ADN de células hospedadoras asociado a una forma aparentemente de cadena 
sencilla de la HCR del virus TT, es la base para la siguiente conclusión: todavía no se ha demostrado que secuen-
cias víricas de TT estén integradas en el ADN celular de cadena doble, continuando dentro de los cromosomas de la 
célula hospedadora. Por lo tanto, el hallazgo opuesto de ADN de la célula hospedadora, relacionado en un estado 
de cadena sencilla a la HCR de VTT, debería tener una importancia biológica. Los datos actuales indican su persis-5
tencia a largo plazo como episomas en líneas celulares de cáncer humano, lo que apunta a un papel de esa persis-
tencia en la proliferación celular. Dos aspectos parecen requerir una consideración específica: un posible papel de 
estos recombinantes en el cáncer y en la autoinmunidad.

Una posibilidad es la integración aleatoria de secuencias de la célula hospedadora en episomas de VTT. Esto puede 
suceder después de un desplazamiento de la cadena en el curso de una replicación de ADN aberrante o después de 10
una transcripción inversa del ARN celular. En el caso de una integración aleatoria, una mayor cantidad de recombi-
nantes debe ser inocua e inofensiva para las células que son portadoras de estos recombinantes. Una propiedad 
que favorece el crecimiento de los transcritos de la HCR de VTT, así como la integración y la transcripción de los 
genes de la célula hospedadora que estimulan el crecimiento, su modificación en el proceso de integración o su 
alteración por la HCR de VTT, darán lugar, sin embargo, a consecuencias proliferativas. Estos episomas deben 15
adquirir propiedades inmortalizantes y, bajo ciertas condiciones, propiedades transformadoras. En combinación con 
modificaciones adicionales del genoma de la célula hospedadora, pueden dirigir el crecimiento maligno. Este modo 
de acción revela una semejanza distante con la inserción de oncogenes celulares en genomas retrovirales.

El concepto de oncogén de VTT

Las consideraciones anteriores se resumen en la Fig. 4. Obviamente, la recombinación entre la región reguladora de 20
VTT y los ácidos nucleicos celulares debe ser un proceso relativamente frecuente, ya que tales recombinantes se 
encuentran en la mayoría de las líneas celulares analizadas hasta el momento. También debe contribuir a la prolife-
ración celular, de lo contrario la persistencia regular de tales moléculas, en parte durante décadas de proliferación 
continua, sería difícil de explicar. Se supone que este tipo de recombinación es un proceso aleatorio, que implica
diferentes tipos de genes celulares. La función codificante de la HCR de VTT y/o la captación de genes que dirige la 25
proliferación celular, o que bloquea la función de antagonistas de proliferación, o la inhibición de la diferenciación 
celular, deberían dar lugar a una acumulación de células que contienen estos tipos de recombinantes. Se prevé que 
esto, en combinación con eventos mutacionales o recombinantes adicionales de las células que albergan tales re-
combinantes de ácido nucleico de células hospedadoras de VTT, proporciona una ventaja selectiva para las células 
que son portadoras de este tipo de episomas. La presencia de estos últimos representaría un factor de riesgo princi-30
pal para la conversión a cancerígeno. En este sentido, esas recombinaciones deben tener una importancia general 
para diferentes tipos de cánceres humanos, aunque se espera para tipos de cánceres individuales un cierto grado 
de especificidad para un conjunto limitado de genes. 

Las implicaciones de este modelo son profundas. Alcanzan desde la prevención del cáncer, la detección temprana,
hasta la terapia del cáncer. El papel importante de las infecciones con VTT y de la persistencia de HCR de VTT se 35
destaca en la información disponible. La prevención de estas infecciones debe reducir el riesgo de desarrollar los 
recombinantes descritos. El diagnóstico de recombinantes específicos contribuirá probablemente a la evaluación del 
riesgo de cáncer. Se esperan profundas implicaciones en la terapia del cáncer: la HCR de VTT surge como el princi-
pal determinante de la persistencia y el mantenimiento de los episomas de una sola hebra. Puesto que esta región 
parece formar parte de un marco de lectura abierto, debería ser vulnerable frente a ARNs o ADNs pequeños de 40
interferencia. Por lo tanto, ofrece una diana adecuada para futuras deliberaciones terapéuticas.

Otros dos aspectos merecen un examen: ciertos paralelos que parecen existir en la carcinogénesis retroviral en 
roedor y pollo, y el uso de sistemas de vectores basados en VTT de replicación autónoma para la terapia génica. La 
mutagénesis por inserción, la captación y la modificación de genes que estimulan el crecimiento celular que los con-
vierte en oncogenes, se han analizado frecuentemente en sistemas animales. Esto, por lo tanto, todavía no se ha 45
descrito para los cánceres humanos. ¿Los virus TT reemplazan este nicho en las células de humanos y otros prima-
tes? ¿Compite el VTT con éxito con infecciones por retrovirus para hacerse cargo de su papel en especies específi-
cas? La persistencia episómica del ADN de cadena sencilla surge, sin embargo, como una notable diferencia en la 
carcinogénesis inducida por retrovirus.

Las moléculas de ADN subvirales con replicación autónoma de aproximadamente 400 bases, originarias de VTT, se 50
han descrito antes (11). Es tentador especular que ellas o recombinantes específicos de células hospedadoras de 
VTT puedan representar sistemas de vectores óptimos para futuros enfoques en la terapia génica y para la cons-
trucción de cromosomas artificiales.

El concepto de autoinmunidad del ADN de células hospedadoras de VTT recombinantes

La existencia de recombinantes de ácido nucleico de células hospedadoras de VTT también permite un enfoque 55
novedoso de aspectos de enfermedades autoinmunes y otras enfermedades crónicas (potencialmente, incluso afec-
ciones como la arteriosclerosis y la enfermedad de Alzheimer). La modificación o la alteración de proteínas celulares 
pueden proceder de eventos por inserción de genes celulares en el ADN de una sola cadena o sobre las diferentes 
HCRs, ejercida por elementos de VTT (Fig. 5). Podrían proporcionar una explicación conveniente para las reaccio-
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nes autoinmunes, incluso para las locales, al igual que en la esclerosis múltiple (MS, del inglés “multiple sclerosis”) o
la enfermedad de Crohn. En los dos últimos casos, en particular, la reactivación de otras infecciones locales (poten-
cialmente virus de tipo herpes) proporcionaría un estímulo para una amplificación local y la actividad génica de los 
respectivos recombinantes de ácido nucleico de células hospedadoras de VTT. En la MS, esto podría explicar epi-
sodios recurrentes de la progresión de la enfermedad. Un modelo del concepto de autoinmunidad se representa en5
la Figura 5.

Del mismo modo, se han identificado moléculas de virus TT reordenadas, de 719, 642, y 621 bases que se replican 
de manera autónoma después de la transfección de líneas celulares específicas. La composición de sus ADNs y el 
proceder de genotipos de VTT completos específicos, se muestra en la Figura 6. Aquí los reordenamientos dan 
como resultado nuevos marcos de lectura abiertos, en parte con epítopos relacionados con los de la diabetes juvenil 10
y la artritis reumatoide.

Conclusión

Los modelos de la presente invención para un papel de los recombinantes de ácido nucleico de células hospedado-
ras de VTT, se basan en la demostración de las moléculas quiméricas de cadena sencilla entre la HCR de VTT y el 
ADN de la célula hospedadora y moléculas de VTT reordenadas con replicación autónoma de pesos moleculares 15
sustancialmente reducidos. Ambos, el concepto de oncogén de VTT y el concepto de autoinmunidad de VTT, ofre-
cerán sin duda nuevos enfoques para la prevención, el diagnóstico y, en particular, para la terapia de estas afeccio-
nes y mejorarán el pronóstico de los pacientes respectivos.

Por lo tanto, la presente invención se refiere a un poli(ácido nucleico) de virus TT, en el que el poli(ácido nucleico) de 
virus TT consiste en20

(a) una secuencia de nucleótidos de 71 bases (HCR) que se muestra en la Figura 6;

o (b) una secuencia de nucleótidos que es el complemento de la secuencia de nucleótidos de (a).

La presente invención proporciona un vector de expresión que comprende un poli(ácido nucleico) de virus TT (HCR) 
de la invención, ligado funcionalmente a elementos de control de la transcripción y traducción procariotas o eucario-
tas, así como una célula hospedadora que comprende el vector de expresión.25

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 
mismo significado que entienden comúnmente los expertos normales en la técnica a la que pertenece la invención. 
Aunque se puede emplear cualquier método y material, similar o equivalente a los descritos en el presente docu-30
mento, en la práctica o al someter a ensayo la presente invención, se describen los métodos y materiales preferidos. 
Para los fines de la presente invención, se definen a continuación los siguientes términos.

La expresión "muestra biológica" tal y como se emplea en esta memoria se refiere a una muestra que se puede 
extraer, sin tratar, tratada, diluida o concentrada a partir de un animal. Muestra biológica se refiere a cualquier mues-
tra biológica (tejido o fluido) que contiene un poli(ácido nucleico) de VTT de la invención y se refiere más particular-35
mente a muestras de suero sanguíneo, muestras de plasma, muestras de biopsias, muestras de líquido cefalorra-
quídeo, etc..

Por "vehículo" se entiende cualquier sustancia de peso molecular normalmente alto a la que una sustancia no inmu-
nogénica o poco inmunogénica (por ejemplo, un hapteno) está ligada de forma natural o artificial para mejorar su 
inmunogenicidad.40

El término "diagnosis" se emplea en esta memoria en su sentido más amplio para incluir la detección de un antígeno 
reactivo con una molécula que se une a un antígeno de una subinmunoglobulina. También se incluye dentro de su 
alcance, el análisis de mecanismos de trastornos. De acuerdo con ello, el término "diagnosis" incluye el uso de anti-
cuerpos monoclonales para fines de investigación, como herramientas para detectar y comprender los mecanismos 
asociados con una enfermedad o afección de interés. También incluye el uso diagnóstico del poli(ácido nucleico) de 45
VTT de la invención para la detección de ARN homólogo o complementario transcrito a partir de tales moléculas.

El término "inmunogenicidad" se emplea en esta memoria en su sentido más amplio para incluir la propiedad de 
provocar una respuesta inmune dentro de un organismo. La inmunogenicidad depende normalmente en parte del 
tamaño de la sustancia en cuestión, y en parte de en qué grado es no similar a las moléculas hospedadoras. Se 
considera generalmente que las proteínas altamente conservadas tienden a tener una inmunogenicidad más bien 50
baja.

El término "paciente" se refiere a pacientes de origen humano o de otro mamífero, e incluye a cualquier individuo 
que se desea examinar o tratar usando los métodos de la invención. Sin embargo, se entenderá que "paciente" no 
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implica que los síntomas estén presentes. Mamíferos adecuados que están comprendidos dentro del alcance de la 
invención incluyen, pero no se limitan a, primates, animales de granja (por ejemplo, ovejas, vacas, caballos, burros,
cerdos), animales de ensayo de laboratorio (por ejemplo, conejos, ratones, ratas, cobayas, hámsteres), animales de 
compañía (por ejemplo, gatos, perros) y animales silvestres cautivos (por ejemplo, zorros, ciervos, dingos).

Por "vehículo farmacéuticamente aceptable" se entiende una carga sólida o líquida, diluyente o sustancia encapsu-5
lante que se puede utilizar de manera segura en cualquier tipo de administración.

La expresión "enfermedad o afección relacionada" se emplea en esta memoria para referirse a una enfermedad o 
una afección que se relaciona anatómica, fisiológica, patológica y/o sintomáticamente con una enfermedad o afec-
ción de referencia. Por ejemplo, las enfermedades o afecciones pueden estar relacionadas entre sí mediante una
afección a localizaciones anatómicas similares (por ejemplo, que afectan al mismo órgano o parte del cuerpo), que 10
afectan a diferentes órganos o partes del cuerpo con función fisiológica similar (por ejemplo, el esófago, el duodeno 
y el colon que se basan en el peristaltismo para mover los alimentos desde un extremo del canal alimentario a otro), 
por tener patologías similares o solapantes (por ejemplo, lesión o ruptura de un tejido, apoptosis, necrosis) o por 
tener síntomas similares o solapantes (es decir, respuesta alérgica, inflamación, linfocitosis). Así, por ejemplo, un 
antígeno asociado con una colitis ulcerosa también se puede asociar con una perforación del colon, ya que esa 15
enfermedad afecta al mismo órgano (es decir, el colon).

El término "tratar" se emplea en esta memoria en su sentido más amplio para incluir tanto un tratamiento terapéutico 
como profiláctico (es decir, preventivo), diseñado para mejorar la enfermedad o la afección.

El término "episoma" se emplea en esta memoria para referirse a una porción de material genético que puede existir 
de forma independiente del cuerpo principal del material genético (cromosoma) algunas veces o de manera continua 20
y replicarse de manera autónoma, mientras que otras veces es capaz de integrarse en el cromosoma. Ejemplos de 
episomas incluyen secuencias de inserción, transposones y el VTT de la invención.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS 

Figura 1: amplificación con PCR de un fragmento de 71 bases que contiene la región de VTT altamente conser-
vada (HCR) en 4 líneas celulares diferentes, L1236 (línea de linfoma de Hodgkin negativa para EBV), HSB-225
(línea de leucemia linfoblástica aguda), KR e IGL (líneas celulares de melanoma) y ADN de placenta.

Figura 2: ADN enrollado que permanece en el material sobrenadante de las células L1236 después de una pre-
cipitación y recogida del ADN de peso molecular elevado y digestión con ARNasa

Dos bandas son visibles en la región entre las bandas de 4,3 y 6,6 bases. 

Figura 3: PCR larga dirigida hacia afuera usando cebadores de la región HCR de VTT de 71 bases en ADN de30
HSB-2

Dos bandas son visibles en regiones correspondientes a 4,5 a 7 kb. Además, las bandas surgen en la región co-
rrespondiente a 0,4 a 0,7 kb. 

Figura 4: Representación esquemática del concepto de oncogén de VTT

La parte izquierda representa la organización genómica de los genomas de VTT de tipo silvestre. La parte dere-35
cha prevé la integración del ADN de la célula hospedadora en los plásmidos de cadena sencilla. 

Figura 5: Representación esquemática del concepto de autoinmunidad del ADN de células hospedadoras de VTT

Los genes modificados de las células hospedadoras deben codificar epítopos antigénicos inmunorreactivos. 

Figura 6: Amplificación con PCR de la HCR de 71 bases a partir del ADN de 4 líneas celulares diferentes

Las flechas apuntan a los dos sitios con variaciones en las secuencias de nucleótidos. 40

Figura 7:

(A) El ADN con replicación autónoma de 719 bases de VTT (derecha) y la secuencia de VTT completa a par-
tir de la cual se obtiene. La composición de nucleótidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura 11A + 
B. 

(B) El ADN con replicación autónoma de 621 bases de VTT (derecha) y la secuencia de ADN completa a par-45
tir de la cual se obtiene. La composición de nucleótidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura 12A + 
B. 

(C) El ADN con replicación autónoma de 642 bases de VTT (derecha) y la secuencia de ADN completa a par-
tir de la cual se obtiene. La composición de nucleótidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura 13A + 
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B. 

Figura 8: Tres secuencias ejemplares de ADN quimérico de VTT / célula hospedadora truncada procedentes de 
biopsias cerebrales de pacientes con esclerosis múltiple

(A) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 1 con algunas homologías con se-
cuencias de priones y de tumor de Wilms y el extremo 3' del 3 seudogén de leucemia linfoide mieloide 35
(MLL3). Secuencia de ADN humano del clon RP11-14N7 en el cromosoma 1. Contiene un extremo 3' de un 
seudogén de leucemia linfoide mieloide 3 o un linaje mixto (MLL3), un seudogén del receptor de 7 hélices
transmembranales, el extremo 5' de un gen novedoso. 

(B) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 16. Homologías con el factor de trans-
cripción 3 (TF 3C), firmas proteicas para receptores de quimiocinas y receptor de leucotrienos B4. 10

(C) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 10, secuencia truncada de la miosina, 
reactividad descrita en pacientes con esclerosis múltiple y aquellos con artritis reumatoide (la secuencia con-
tiene ambos cebadores completos delantero y posterior). 

Figura 9: Tres secuencias ejemplares de ADN quimérico de VTT / célula hospedadora truncada procedentes de 
líneas celulares obtenidas a partir de pacientes con la enfermedad de Hodgkin o leucemia15

(A) Secuencias del cromosoma 1 con parte de transgelina 2, el gen IGSF9 para miembros de la superfamilia 
de inmunoglobulinas 9, el gen SLAM9. 

(B) Secuencias de proteínas traducidas con homología sustancial con los oncogenes v-myb (oncogén vírico 
de la mieloblastosis aviar), pero también con c-myb. Esta secuencia se amplificó con el cebador directo en 
ambos extremos. 20

(C) Obtenida a partir del cromosoma 10. Homología elevada con la proteína "Deleted in malignant 1 Protein" 
(DMBT), un gen supresor tumoral identificado. Esta secuencia se amplificó con el cebador directo en ambos 
extremos. 

Figura 10: Secuencias de cebadores utilizadas en las reacciones descritas en los Ejemplos, obtenidas a partir de 
la HCR de 71 bases. 25

Figura 11:

(A) Secuencia completa de VTT a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 719 bases que se replica autó-
nomamente. 

(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 719 bases que se replica autónomamente.

Figura 12:30

(A) Secuencia completa de VTT (tth25) a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 621 bases que se replica 
autónomamente. 

(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 621 bases que se replica autónomamente.

Figura 13:

(A) Secuencia completa de VTT (ttrh215) a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 642 bases que se repli-35
ca autónomamente. 

(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 642 bases que se replica autónomamente. 

Figura 14: Marcos de lectura abierta (ORFs) que se encuentran dentro de la secuencia de nucleótidos de 71 nt

zyb2.1.pep, zyb9.1.pep y zkb69.1.pep están empezando en el primer triplete, zyb2.3.pep, zyb9.3.pep, zkb5.3.pep 
y zkb69.3.pep están empezando a partir del tercer triplete. Esta región se transcribe activamente. 40

Figura 15: Digestión de ADN monocatenario mediante la nucleasa de judía de mungo (MBN). Los carriles 2 y 3 
muestran que el ADN amplificado puede ser digerido mediante un pretratamiento con MBN. Los carriles 5 y 6 
muestran que ADN plasmídico tratado previamente de la misma manera, no es digerido por MBN. 

La presente invención proporciona un poli(ácido nucleico) del virus TT que consiste en una secuencia de nucleótidos 
mostrada en la Figura 6 como se define en la reivindicación 1.45

El experto en la técnica puede determinar fácilmente qué secuencias de ácidos nucleicos están relacionadas con la 
secuencia de nucleótidos de la Figura 6 o qué fragmentos todavía son capaces de replicarse de forma autónoma 
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mediante el uso de ensayos convencionales o los ensayos descritos en los ejemplos, a continuación.

La presente invención se refiere más específicamente a un poli(ácido nucleico) del virus TT que tiene (a) una se-
cuencia de nucleótidos mostrada en la Figura 6, o (b) el complemento de (a).

El término "poli(ácido nucleico)" se refiere a una secuencia de ácido nucleico de cadena sencilla o de cadena doble. 
Un poli(ácido nucleico) puede consistir en desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos, análogos de nucleótidos o nu-5
cleótidos modificados, o se puede haber adaptado para fines terapéuticos. El poli(ácido nucleico) del virus TT es un 
ADN de cadena sencilla.

El poli(ácido nucleico) del virus TT de la invención puede estar presente como un episoma extracromosómico, puede 
estar integrado en el genoma del hospedador y/o puede estar ligado a un ADN de la célula hospedadora, por ejem-
plo, un ADN que comprende un gen de la célula hospedadora que estimula el crecimiento o que contiene genes10
truncados de la célula hospedadora con inmunogenicidad alterada.

Preferiblemente, el polinucleótido del virus TT de la invención comprende una secuencia de nucleótidos que se se-
lecciona a partir del grupo de secuencias de nucleótidos que se muestra en las Figuras 8 y 9.

Las secuencias de polinucleótidos de VTT que son similares a las secuencias tal y como se muestran en la Figura 6, 
se pueden caracterizar y aislar de acuerdo con cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, tales como la 15
amplificación por medio de cebadores específicos de secuencia, la hibridación con sondas específicas de secuencia 
en condiciones más o menos rigurosas, la determinación de la secuencia de la información genética de VTT, etc.

La presente invención se refiere a un vector de expresión recombinante que comprende un poli(ácido nucleico) de 
VTT de la invención tal y como se ha definido anteriormente, ligado funcionalmente a elementos de control de la
transcripción y traducción procariotas o eucariotas.20

El término "vector" puede comprender un plásmido, un cósmido, un cromosoma artificial, un fago o un virus. Particu-
larmente útiles para el desarrollo de vacunas pueden ser moléculas recombinantes de virus TT, BCG o vectores 
adenovíricos, así como virus recombinantes de la viruela aviar.

La expresión "expresado de forma recombinante" empleada en el contexto de la presente invención, se refiere al 
hecho de que los polipéptidos de la presente invención se producen mediante métodos de expresión recombinantes 25
ya sea en procariotas o eucariotas inferiores o superiores, como se describe más detalladamente a continuación.

La expresión "eucariota inferior" se refiere a células hospedadoras tales como levaduras, hongos y similares. Los 
eucariotas inferiores son por lo general (pero no necesariamente) unicelulares. Eucariotas inferiores preferidos son 
levaduras, particularmente especies dentro de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluiveromyces, Pichia (por 
ejemplo, Pichia pastoris), Hansenula (por ejemplo, Hansenula polimorph), Schwaniomyces, Schizosaccharomyces, 30
Yarowia, Zygosaccharomyces y similares. Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis y K. lactis son los hospeda-
dores de levadura empleados más comúnmente, y son hospedadores fúngicos convenientes.

La expresión "eucariota superior" se refiere a células hospedadoras obtenidas a partir de animales superiores, tales 
como mamíferos, reptiles, insectos y similares. Células hospedadoras eucariotas superiores preferidas actualmente 
se obtienen a partir de células de hámster chino (por ejemplo, CHO), mono (por ejemplo, COS y células Vero), riñón 35
de hámster bebé (BHK), riñón de cerdo (PK15), células de riñón de conejo 13 (RK13), la línea celular de osteosar-
coma humano 143 B, la línea celular humana HeLa y líneas celulares de hepatoma humano tales como Hep G2, y 
líneas celulares de insecto (por ejemplo, Spodoptera frugiperda). Las células hospedadoras se pueden proporcionar 
en cultivos en suspensión o en matraz, cultivos de tejidos, cultivos de órganos y similares. 

El término "procariotas" se refiere a hospedadores tales como E. coli, Lactobacillus, Lactococcus, Salmonella, Strep-40
tococcus, Bacillus subtilis o Streptomyces. También estos hospedadores se contemplan dentro de la presente inven-
ción.

La expresión "célula hospedadora" se refiere a células que se pueden haber utilizado o se han usado como recepto-
res para un vector recombinante u otro polinucleótido de transferencia, e incluyen la progenie de la célula original 
que se ha transfectado. Se entiende que la progenie de una única célula parental puede que no sea necesariamente 45
completamente idéntica en la morfología o en el complemento de ADN genómico o total, a la parental original, debi-
do a una mutación o recombinación natural, accidental o deliberada.

El término "replicón" es cualquier elemento genético, por ejemplo, un plásmido, un cromosoma, un virus, un cósmi-
do, etc., que se comporta como a una unidad autónoma de replicación de polinucleótidos dentro de una célula, es 
decir, es capaz de una replicación bajo su propio control.50

El término "vector" es un replicón que comprende además secuencias que proporcionan una replicación y/o una 
expresión de un marco de lectura abierto deseado.

La expresión "elemento de control" se refiere a secuencias de polinucleótidos que son necesarias para efectuar la 
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expresión de secuencias codificantes a las que están ligadas. La naturaleza de tales secuencias de control difiere 
dependiendo del organismo hospedador; en procariotas, tales secuencias de control incluyen generalmente un pro-
motor, un sitio de unión al ribosoma, sitios de corte y empalme y terminadores; en eucariotas, generalmente, tales 
secuencias de control incluyen promotores, sitios de corte y empalme, terminadores y, en algunos casos, potencia-
dores. La expresión "elementos de control" se entiende que incluye, como mínimo, todos los componentes cuya 5
presencia es necesaria para la expresión, y también pueden incluir componentes adicionales cuya presencia es 
ventajosa, por ejemplo, secuencias líder que gobiernan la secreción.

El término "promotor" es una secuencia de nucleótidos que se compone de secuencias de consenso que permiten la 
unión de la ARN polimerasa con el molde de ADN, de manera que esa producción de ARNm se inicia en el sitio 
normal de iniciación de la transcripción para los genes estructurales adyacentes.10

La expresión "ligado funcionalmente" se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos de este 
modo están en una relación que les permite actuar de la manera pretendida. Una secuencia de control "ligada fun-
cionalmente" a una secuencia codificante, está ligada de tal manera que la expresión de la secuencia codificante se
consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

El segmento del ADN de VTT que codifica la secuencia deseada insertada en la secuencia del vector, se puede fijar15
a una secuencia señal. Dicha secuencia señal puede ser la que proviene de una fuente no VTT, pero las estructuras 
artificiales particularmente preferidas de acuerdo con la presente invención, contienen secuencias señal que apare-
cen en el genoma de VTT antes de los respectivos puntos de inicio de las proteínas.

Los eucariotas superiores se pueden transformar con vectores, o pueden estar infectados con un virus recombinan-
te, por ejemplo, un virus vaccinia recombinante. Las técnicas y los vectores para la inserción de ADN extraño en 20
virus vaccinia son bien conocidos en la técnica, y utilizan, por ejemplo, la recombinación homóloga. Una amplia 
variedad de secuencias promotoras víricas, posiblemente secuencias terminadoras y secuencias de adición de po-
li(A), posiblemente secuencias potenciadoras y posiblemente secuencias de amplificación, todas necesarias para la 
expresión en mamíferos, están disponibles en la técnica. El virus vaccinia es particularmente preferido ya que el 
virus vaccinia detiene la expresión de las proteínas de células hospedadoras. Para una vacunación de los seres 25
humanos, la viruela aviar y el virus Ankara modificado (AMV) son vectores particularmente útiles.

También se conocen vectores de transferencia de expresión de insectos obtenidos a partir del baculovirus, virus de 
la poliedrosis nuclear Autographa californica (AcNPV), que es un vector de expresión vírica independiente auxiliar. 
Los vectores de expresión obtenidos a partir de este sistema normalmente utilizan el potente promotor del gen de 
polihedrina vírica para dirigir la expresión de genes heterólogos. Diferentes vectores así como métodos para la intro-30
ducción de ADN heterólogo en el sitio deseado de baculovirus están disponibles para el experto en la técnica, para 
la expresión de baculovirus. También diferentes señales para una modificación posterior a la traducción, reconocidas 
por células de insectos, son conocidas en la técnica.

La presente invención también se refiere a una célula hospedadora tal y como se ha definido anteriormente, que 
comprende un vector recombinante como se ha definido anteriormente.35

Los vectores preferidos útiles para la terapia génica son vectores víricos, por ejemplo, adenovirus, virus herpes, virus 
vaccinia o, más preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus. Incluso más preferiblemente, el vector re-
trovírico es un derivado de un retrovirus murino o aviar. Ejemplos de tales vectores retrovíricos que se pueden em-
plear en la presente invención son: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de 
Harvey (HaMuSV), virus de tumor mamario murino (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Lo más preferible-40
mente, se emplea un vector retrovírico de primate no humano, tal como el virus de la leucemia de mono gibón 
(GaLV), proporcionando una gama de hospedadores más amplia, en comparación con los vectores murinos. Ya que 
los retrovirus recombinantes son defectuosos, se requiere asistencia a fin de producir partículas infecciosas. Esta 
asistencia se puede proporcionar, por ejemplo, usando líneas de células auxiliares que contienen plásmidos que 
codifican todos los genes estructurales del retrovirus bajo el control de secuencias reguladoras dentro de la LTR. 45

Líneas celulares auxiliares adecuadas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Dichos vectores pueden 
contener adicionalmente un gen que codifica un marcador seleccionable, de modo que las células transducidas 
pueden ser identificadas. Además, los vectores retrovíricos se pueden modificar de tal manera que se convierten en 
específicos de dianas. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la inserción de un polinucleótido que codifica un 
azúcar, un glicolípido o una proteína, preferiblemente un anticuerpo. Los expertos en la técnica conocen métodos 50
adicionales para generar vectores específicos de dianas. Otros vectores y métodos adecuados para la terapia géni-
ca in vitro o in vivo se describen en la bibliografía y son conocidos por las personas expertas en la técnica; véase, 
por ejemplo, el documento WO 94/29469 o WO 97/00957. Las secuencias de polinucleótidos de VTT de la invención 
pueden por lo tanto servir ellas mismas como un vector adecuado, compuesto o bien únicamente por las secuencias 
de ADN quiméricas de células hospedadoras de VTT. Además, las secuencias de nucleótidos de la invención se 55
pueden utilizar para la construcción de cromosomas artificiales.
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Los siguientes ejemplos están destinados a ilustrar, pero no a limitar la invención. Aunque tales Ejemplos son típicos 
de los que se podrían emplear, otros métodos conocidos por los expertos en la técnica, se pueden utilizar alternati-
vamente.

Ejemplo 1

Demostración de la persistencia del ADN de VTT en células procedentes de líneas de cultivo de tejidos obte-5
nidas a partir de tumores malignos

Las líneas celulares obtenidas a partir de tumores malignos poseen una ventaja sobre el material de una biopsia de 
tumor primario. Comúnmente representan preparaciones puras de células de cáncer, mientras que los materiales 
primarios generalmente están contaminados por células mesenquimatosas normales, por células del sistema hema-
topoyético y células epiteliales normales. Por otra parte, un inconveniente de las líneas de cultivo de tejidos puede 10
surgir de la selección de clones específicos que crecen en condiciones de cultivo de tejidos y la adquisición de modi-
ficaciones genéticas secundarias durante el curso de un cultivo a largo plazo. Además, los sueros de ternera fetal 
pueden suponer un riesgo debido a la introducción de virus del ganado que sobreviven después de procedimientos 
de inactivación del suero (por ejemplo, poliomavirus bovino); véase la Tabla 1 que resume estas venta-
jas/inconvenientes. 15

Tabla 1

Análisis de biopsias de tumores primarios frente a líneas celulares establecidas para secuencias relaciona-
das con el VTT

Biopsias Líneas celulares

Ventaja Inconveniente Ventaja Inconveniente

Materiales 
auténticos

Contaminadas por mezcla por adi-
ción de células normales

Preparaciones puras 
de células de cáncer

Selección de clones específicos 
adaptados a las condiciones de 
cultivo de tejidos

Búsqueda complicada de secuen-
cias de VTT por la presencia uni-
forme de VTT en la sangre periféri-
ca

Disponibles en can-
tidades ilimitadas

Cambios genéticos secundarios 
durante el cultivo a largo plazo

Disponibilidad limitada El uso de suero de ternera fetal 
plantea el riesgo de contamina-
ciones con virus de ganado

Los intentos de encontrar ADN de VTT en materiales tumorales primarios humanos adolece de un inconveniente: la 
pluralidad de genotipos de VTT en el material humano (8). Esto hace que sea prácticamente imposible identificar un 
genotipo específico como un agente etiológico para un tipo de cáncer humano. Por estos motivos, se iniciaron estu-20
dios de la persistencia de secuencias de ADN de VTT en células obtenidas a partir de líneas de cultivo de tejidos de 
cáncer. Hasta ahora, los resultados han sido extremadamente sorprendentes: los cebadores para la PCR usados 
para descubrir regiones del marco de lectura abierto de VTT han sido del todo infructuosos. Sin embargo, otras 
combinaciones de cebadores, que descubrían exclusivamente una región reguladora corta, rica en GC del genoma 
VTT de aproximadamente 71 bases, detectaron esa secuencia en un mayor número de líneas celulares (Figura 1).25
Esta región reguladora está muy conservada entre diferentes genotipos de VTT y no está presente en la base de 
datos del genoma humano.

En una primera serie de experimentos, la misma secuencia fue descubierta en una serie de líneas celulares adicio-
nales. Estas incluyen las siguientes líneas: 

● MCF7 (línea de cáncer de mama); 30

● HAK-1, KMH-2, L1236 (todas líneas de linfoma de Hodgkin negativas para el virus Epstein-Barr); 

● Y69 (linfoma B negativa para el virus Epstein-Barr) 

● HSB-2 (leucemia linfocítica aguda); 
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● P3HR-1 (linfoma de Burkitt positiva para el virus Epstein-Barr); 

● BJAB (linfoma de Burkitt negativa para el virus Epstein-Barr); 

● Ng (linfoblastos B inmortalizados con EBV de un paciente con esclerosis múltiple).

Además de estas 9 líneas positivas, dos líneas celulares de melanoma (IGL y KR, Fig. 1) y ADN de la placenta 
humana eran negativos en los experimentos iniciales. Curiosamente, después de la eliminación del ADN enrollado5
de las células L1236 y el tratamiento con ARNasa de la solución restante, además del ADN mitocondrial, se convir-
tieron en bandas visibles dos bandas débiles de tamaño similar entre las posiciones 4,3-6,6 kb (marcador del tama-
ño del ADN de cadena doble) en los geles de agarosa (Fig. 2). Un análisis de estas secuencias reveló de nuevo la 
presencia de la región reguladora de VTT. La nucleasa de semilla de Mungo, que digiere selectivamente el ADN de 
cadena sencilla, suprimió completamente las bandas que contenían ADN celular procedentes de cuatro biopsias de 10
esclerosis múltiple, en contraste con el ADN de cadena doble de control, lo que subraya la naturaleza de una sola 
hebra del primero. Estudios similares se están realizando actualmente para aislados de ADN tumoral.

Ejemplo 2

Análisis de secuencias de ADN de VTT quimérico/células hospedadoras truncadas

Inicialmente, todos los intentos fallaron para el uso de cebadores con orientación hacia fuera que comenzaban de-15
ntro de la región reguladora, con el fin de encontrar ADN del virus TT flanqueante, que rodeaba esta región. Invaria-
blemente, sin embargo, el ADN celular humano se pudo demostrar en los respectivos clones (Fig. 3).

Los genes humanos en esos clones y sus disposiciones dentro del ADN episómico de una sola hebra, controlados 
obviamente por la región de 71 bases de VTT, están siendo analizados actualmente. Los datos disponibles indican 
una variación sustancial en la captación de genes de células hospedadoras comúnmente truncadas. Su posible 20
conversión en oncogenes estimulantes del crecimiento o en funciones que interfieren con genes supresores tumora-
les, requiere pruebas funcionales que se están investigando actualmente. Lo mismo explica las secuencias de virus 
VTT reorganizadas. Algunos de los datos disponibles se presentan en las Figuras 7, 8, 9 y 11 a 13.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresión que es capaz de replicarse de forma autónoma en una célula hospedadora humana que 
comprende un poli(ácido nucleico) del virus TT ligado funcionalmente a 

(i) elementos de control de la transcripción y traducción procariota, en donde los elementos de control procario-
tas comprenden un promotor, un sitio de unión al ribosoma, sitios de corte y empalme y un terminador, o5

(ii) elementos de control de la transcripción y traducción eucariota, en donde los elementos de control eucario-
tas comprenden un promotor, sitios de corte y empalme y un terminador, y

los elementos de control de la transcripción y traducción controlan la expresión del poli(ácido nucleico) del virus TT,
que consisten en

(a) una secuencia de nucleótidos seleccionada a partir del grupo consistente en las secuencias que se mues-10
tran en la Figura 6 y que codifican uno de los péptidos denominados zyb2.1.pep, zyb9.1.pep, zkb69.1.pep, 
zyb2.3.pep, zyb9.3.pep, zkb5.3.pep y zkb69.3.pep que se muestran en la Figura 14;

o

(b) una secuencia de nucleótidos que es el complemento de la secuencia de nucleótidos de (a).

2. El vector según la reivindicación 1, en donde el vector comprende un poli(ácido nucleico) del virus TT quimérico 15
del poli(ácido nucleico) del virus TT tal como se ha definido en la reivindicación 1 y un ácido nucleico celular, en 
donde el poli(ácido nucleico) del virus TT quimérico está ligado funcionalmente a elementos de control de la trans-
cripción y traducción procariotas o eucariotas y el ácido nucleico celular tiene una secuencia de nucleótidos que se 
selecciona a partir del grupo de secuencias de nucleótidos que consiste en gbDhDi38 que se muestra en la Figura 
8A, gb40.27 que se muestra en la Figura 8B, gb43.30 que se muestra en la Figura 8C, hod11 que se muestra en la 20
Figura 9A, hoht33 que se muestra en la Figura 9B y hoht22 que se muestra en la Figura 9C.

3. El vector de expresión según la reivindicación 1 o 2, en donde el vector se selecciona a partir del grupo que con-
siste en plásmido, cósmido y cromosoma artificial.

4. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresión según una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

25
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