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DESCRIPCIÓN

Células y metodología para generar virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada

La presente invención se refiere a células recombinantes así como también a métodos para la generación de virus 5
de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada (NNV o mononegavirales) a partir de ácido 
desoxirribonucleico clonado (ADNc), especialmente a partir del virus de sarampión y en particular a partir de cepas 
atenuadas tales como las aprobadas para la vacunación, en particular a partir del virus de sarampión atenuado 
Schwarz y varios virus en base a sarampión Schwarz recombinantes que expresan secuencias heterólogas. Tales
virus de rescate pueden utilizarse, después de la amplificación, como vacunas para inmunización en contra de 10
sarampión y/o en contra de péptidos heterólogos o proteínas expresadas. 

Los virus de ARN atenuados vivos hacen vacunas muy eficaces. Entre éstas, la vacuna de sarampión se ha utilizado
en cientos de millones de niños y se ha probado que es eficaz y segura. Esta vacuna induce inmunidad de por vida
después de una o dos inyecciones. La misma se produce fácilmente a gran escala a bajos precios en la mayoría de 15
los países. Estas ventajas hacen al virus de sarampión, especialmente cepas de vacuna atenuadas, un buen vector 
candidato para inmunizar niños pero incluso en algunas circunstancias las poblaciones adultas, frente a sarampión 
y/o patologías infecciosas, especialmente patologías virales tales como SIDA (retrovirus), enfermedades de flavivirus 
o coronavirus (SARS). 

20
Los virus de sarampión atenuados se han utilizado como vacunas desde la década de 1960 puesto que es una de 
las vacunas humanas más eficaces y seguras. Las campañas de vacunación han sido muy eficaces para controlar el 
sarampión en los países desarrollados. Sin embargo, debido a la distribución inadecuada de la vacuna en los países 
en desarrollo, el sarampión aún infecta a aproximadamente 45 millones de individuos y es responsable de la muerte 
de 700.000 niños por año. Por lo tanto, la OMS ha incrementado su programa de vacunación global para los 25
próximos 10-20 años (C.D.C., 2005). Tomando ventaja de las campañas de la OMS, el uso de vectores de vacuna 
obtenidos a partir de vacuna de sarampión permitirán en algunas regiones del mundo la inmunización simultánea de 
niños frente a sarampión y otras enfermedades infecciosas con nuevas vacunas pediátricas multivalentes, 
especialmente bivalentes que son tanto seguras como eficaces.

30
El virus de sarampión (MV) pertenece al género Morbillivirus en la familia Paramyxoviridae. Es un virus con envuelta
con un genoma de ARN de cadena de polaridad negativa no segmentada (15.894 pb). El sarampión puede 
contraerse una vez que el sistema inmune muestra una fuerte respuesta específica y establece una memoria de por
vida que protege frente a re-infección. Esta protección se basa tanto en la producción de anticuerpos como de
linfocitos T CD8+ citotóxicos de memoria (CTL). Las cepas patógenas alteran de forma marcada la hematopoyesis 35
(Arneborn y col., 1983; Kim y col., 2002; Okada y col., 2000) dando como resultado, por tanto, inmunosupresión 
transitoria responsable de la mayoría de las muertes debido a infección por sarampión en los países en desarrollo. 
Al contrario de las cepas primarias, las cepas atenuadas no inducen la inmunosupresión (Okada y col., 2001). 

La cepa Edmonston de virus de sarampión fue aislada en 1954 mediante cultivo en células primarias humanas 40
(Enders y col., 1954). La adaptación a fibroblastos embrionarios de pollo produjo semillas de vacuna que se
atenuaron adicionalmente mediante pases posteriores en fibroblastos embrionarios de pollo (Schwarz y col., 1962). 
Las cepas Schwarz y Moraten que poseen secuencias de nucleótidos idénticas (Park y col., 2001a; Parks y col., 
2001b) constituyen la vacuna de sarampión más frecuentemente usada. La vacunación con una o más inyecciones 
induce la inmunidad de por vida (Griffin y col., 2001; Hilleman y col., 2002). La persistencia de células CD8 y 45
anticuerpos se ha demostrado hasta 25 años después de la vacunación (Ovsyannikova y col., 2003). La vacuna 
contra el sarampión se produce fácilmente a gran escala en la mayoría de los países y puede estar disponible a bajo 
coste. La atenuación del genoma viral se produce como resultado de una combinación ventajosa de varias 
mutaciones. Por tanto, la vacuna es muy estable y la reversión de las cepas de vacuna no se ha observado nunca 
hasta ahora (Hilleman y col., 2002). Además, el virus se replica solamente en el citoplasma, eliminando cualquier 50
riesgo de integración en los cromosomas del genoma del hospedador. Estas características hacen de las vacunas 
de sarampión atenuadas vivas un excelente candidato para el desarrollo de un vector de vacuna multivalente. Con 
este fin, se ha clonado un ADNc infeccioso que corresponde al antigenoma de cepa de MV Edmonston B y se 
estableció una técnica de genética inversa que posibilita la producción del virus correspondiente (Radecke y col., 
1995). 55

Los inventores han desarrollado previamente un vector utilizando Schwarz MV, la vacuna de sarampión más 
comúnmente utilizada en el mundo (Combredet y col., 2003). Este vector puede expresar una variedad de genes o 
combinación de genes grandes para más de 12 pasajes. Se produjeron vectores MV recombinantes que contienen 
4.000-5.000 nucleótidos adicionales, que representan un 30 % adicional del genoma. Estos virus se produjeron en 60
cultivo celular en títulos comparables con MV convencional. Después de 12 pasajes y un factor amplificador de 1020, 
más del 96 % de las células infectadas continúan expresando los genes adicionales. Esta expresión notablemente
estable, observada también para otros miembros de Mononegavirales (Schnell y col., 1996) se debe probablemente
a la ausencia de limitaciones geométricas en el tamaño del genoma por estos virus de nucleocápside helicoidal, al 
contrario de los virus con cápsides icosaédricas. Además, MV infecta células del sistema inmune (macrófagos y 65
células dendríticas), suministrando de esta manera los antígenos de carga directamente a las células presentadoras 
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de antígeno más eficaces, una ventaja principal para un vector de vacuna. Finalmente, el genoma de MV es 
pequeño, evitando de esta manera la respuesta al vector que abruma la respuesta a transgenes. 

En base a la suposición de que la seguridad y eficacia de una cepa atenuada depende en última instancia de su
secuencia del genoma, los inventores han clonado el ADNc infeccioso que corresponde al antigenoma del virus de 5
sarampión Schwarz/Moraten a partir de partículas de virus purificadas a partir de una preparación industrial de la 
vacuna Schwarz con procedimientos óptimos para mantener la fidelidad (Combredet y col., 2003). Para optimizar el 
rendimiento del sistema de genética inversa, el ADNc viral antigenómico se colocó bajo el control del promotor de 
ARN polimerasa de fago T7 con un motivo GGG adicional requerido para eficacia óptima. Para permitir la escisión 
exacta del ARN viral, una ribozima cabeza de martillo se insertó entre el motivo GGG y el primer nucleótido viral y la 10
ribozima de virus de hepatitis delta se colocó cadena abajo del último nucleótido viral. El plásmido pTM-MVSchw 
resultante habilitó la producción del virus correspondiente utilizando un sistema de genética inversa anteriormente 
descrita en base a la transfección de células auxiliares humanas (Radecke y col., 1995). Para prevenir la adaptación 
de la vacuna recombinante a células no certificadas, las células auxiliares transfectadas con ADNc se co-cultivaron
con fibroblastos embrionarios de pollo, las células en las cuales los virus se seleccionaron originalmente y en las 15
cuales se producen actualmente. Después de varios pasajes del virus recombinante, se observó que la secuencia de 
su genoma entero era idéntica a la secuencia original (Combredet y col., 2003). La inmunogenicidad del virus
rescatado del plásmido pTM-MVSchw se evaluó en ratones y macacos transgénicos y se comparó con la vacuna 
Schwarz fabricada a nivel industrial. Todos los macacos vacunados desarrollaron anticuerpos anti-MV y respuestas 
celulares específicas. No se observaron diferencias entre el virus Schwarz producido a partir de ADNc y la vacuna 20
original, indicando que el virus clonado tuvo la misma inmunogenicidad que la vacuna parental (Combredet y col., 
2003). Este clon molecular permite la producción de vacuna de sarampión Schwarz sin depender de las reservas de 
semillas. 

El plásmido pTM-MVSchw se modificó para la expresión en genes extraños mediante la introducción de unidades 25
transcripcionales (ATU) en diferentes posiciones del genoma. Estas ATU son casetes de sitio de multiclonación 
insertados por ejemplo en una copia de la región N-P intergénica del genoma viral (que contiene las secuencias de 
actuación cis necesarias para la transcripción). El gen de la proteína verde fluorescente potenciada (GFPe) se 
insertó en este casete. La ATU se introdujo en el plásmido pTM-MVSchw en dos posiciones (entre los genes P y M y 
entre los genes H y L). Independientemente de la secuencia adicional, el número total de nucleótidos antigenómicos 30
se tiene que mantener como un múltiplo de seis para cumplir con la “regla de 6 nucleótidos” que optimiza la 
replicación viral (Calain y col., 1993). El transgén GFP se expresó en todos los tipos de células infectadas, 
confirmando que el virus de sarampión Schwarz recombinante funciona como vector. Este vector permite el diseño 
de vacunas combinadas en base a una cepa de vacuna aprobada atenuada viva que es actualmente de uso global. 
Este trabajo es el objetivo de la solicitud internacional WO 2004/000876. 35

El uso de tales vacunas recombinantes vivas basadas en MV a gran escala depende de la posibilidad de cultivarlas 
de forma estable y en buenos títulos en células certificadas (tales como fibroblastos embrionarios de pollo primarios 
(CEF) o diploide humano MRC5). Estas células habitualmente producen MV en títulos moderados en comparación 
con las líneas de células de laboratorio, tales como células Vero del mono verde africano, que producen altos títulos. 40
De esta manera la semilla inicial se tiene que obtener en un título relativamente alto. Esta semilla inicial se produce a 
partir de ADNc por genética inversa. 

Mientras los virus de ARN o ADN de cadena de sentido positivo pueden fácilmente obtenerse in vitro después de la 
transfección de su ADNc o ADN infeccioso modificado por ingeniería genética en células apropiadas, los virus de 45
ARN de cadena de sentido negativo no pueden rescatarse directamente por genética inversa a partir de su ADNc. El 
genoma de virus de ARN de cadena de sentido negativo no es capaz de iniciar un ciclo infeccioso in vitro a causa de 
que no codifica directamente proteínas. Tanto la transcripción como la replicación requieren un complejo enzimático 
de transcriptasa-polimerasa contenido en las nucleoproteínas que encapsulan el genoma viral (complejo RNP). De 
esta manera la generación de virus de ARN de cadena de sentido negativo recombinante a partir de ADNc implica la 50
reconstitución de RNP activos a partir de componentes individuales: ARN y proteínas (Field B.N y col. - Lippincott 
Raven publishers 1996, págs. 1953-1977). 

Durante los últimos 15 años, un extraordinario conjunto de trabajos de varios laboratorios ha permitido el 
establecimiento de diferentes sistemas para rescatar casi todos los virus de ARN de cadena de sentido negativo a 55
partir de su ADNc (para revisión ver Conzelmann). A diferencia de los virus con genomas segmentados, los RNP de 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada (Mononegavirales) están estructurados de manera 
rigurosa y contienen, además de la nucleoproteína (N), el conjunto y la fosfoproteína de co-factor de polimerasa (P) 
y la proteína grande de ARN polimerasa viral (L). El primer Mononegavirales infeccioso, el rhabdovirus de la rabia, 
se recuperó a partir de ADNc en 1994 (Schnell y col. 1994). El enfoque implicaba expresión intracelular de proteína 60
de virus de rabia N, P y L junto con un ARN de longitud completa cuyo extremo 3’ correcto se generó por la ribozima
del virus delta de hepatitis (HDV). Un transcrito que corresponde al antigenoma viral (cadena de sentido positivo) en 
lugar del genoma (cadena de sentido negativo) se utilizó para evitar un problema de antisentido generado por la 
presencia de las secuencias N, P y L en ARN de longitud completa. En este sistema, las proteínas auxiliares
esenciales se proporcionaron por un vector de vaccinia con capacidad de replicación que codifica la ARN polimerasa65
de fago T7 para dirigir transcripción específica de T7 de plásmidos que codifican las proteínas N, P y L requeridas. 
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Sistemas similares permitieron la recuperación de virus de rabia infecciosos (Schnell y col., 1994; Ito y col. 001), 
VSV (Lawson y col.; Whelan y col. 1995) así como el virus Paramyxoviridae Sendai (Garcin y col. 1995; Kato y col. 
1996; Leyrer y col. 1998; Gujii y col. 2002), HP1V-3 (Hoffman y Banerjee 199) y el virus de sarampión (Takeda y col. 
2000; Fujii y col. 2002). 

5
Para evitar el uso de vaccinia con capacidad de replicación, la cual requiere que el virus rescatado se separe del 
virus auxiliar, varios virus auxiliares sin capacidad de replicación se han adaptado para proporcionar proteínas 
auxiliares para rescatar virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. El virus vaccinia modificado
altamente atenuado Ankara (MVA) que expresa la ARN polimerasa de T7 se ha utilizado para la recuperación del 
Pneumovirus RSV (Collins y col. 1995), el Rubulavirus, SV5 (He y col. 1997), HPIV-3 (Durbin y col. 1997), el virus de 10
la peste bovina (Baron y Barrett 1997) y virus de sarampión (Schneider y col. 1997), virus de parotiditis (Clarke y col. 
2000), CDV (Gassen y col. 2000), HPIV-2 (Kawano y col. 2001) y BPIV-3 (Schmidt y col. 2000). Se ha utilizado un 
virus de viruela aviar recombinante que expresa la ARN polimerasa de T7 para la recuperación del Paramyxoviridae 
aviar NDV (Peeters y col. 1999) y de un virus de peste bovina quimérico (Das y col. 2000). 

15
Para rescatar los Mononegavirales sin contaminación por cualquier vector viral infeccioso o sin capacidad de 
infección, se han generado líneas de células que expresan ARN polimerasa de T3 o T7. En este caso, en ausencia 
de actividad de protección de ARN en el citoplasma, se consiguió expresión de proteína utilizando IRES de virus de 
la encefalomiocarditis (EMCV) localizado cadena arriba de las regiones codificantes. Una línea de células de riñón 
embrionario humano (293-3-46) que expresa ARN polimerasa de T7 y proteínas N y P del virus de sarampión se 20
estableció para recuperar la cepa de vacuna Edmonston de virus de sarampión (Radecke y col. 1995). El virus se 
rescató después de la transfección de plásmidos especificando ARN antigenómico de MV y ARN L. Se demostró que 
la eficacia de rescate en estas células, la cual fue muy baja inicialmente, se aumentó por tratamiento de choque de 
calor de cultivos transfectados y co-cultivo adicional de células transfectadas en células Vero (Parks y col., 1999). 
Otra línea de células que expresa ARN polimerasa de T7 (BSR T7/5) y basada en células de riñón de hámster bebé25
(BHK) se utilizó para la recuperación de BRSV (Buchholz y col. 2000), virus de rabia (Finke y Conzelmann 1999), 
VSV (Harty y col., 2001), NDV (Romer-Oberdorfer y col. 1999) y virus de Ébola (Volchkov y col., 2001). 

Los inventores han utilizado la línea de células 293-3-46 para rescatar el vector MV de vacuna Schwarz (Combredet 
y col., 2003). Sin embargo, ellos han descubierto que, aún utilizando el método de choque de calor en células 30
transfectadas (Parks y col., 1999) y su co-cultivo en células Vero o CEF, el rescate no se pudo reproducir y tuvo muy 
bajo rendimiento o fue incluso imposible para algunos recombinantes que tienen secuencias adicionales grandes. 
Esto se debió a la inestabilidad de células auxiliares puesto que se observó que la eficacia depende del número de 
sus pasajes. Estas células se han generado seleccionando clones resistentes a geneticina de células 293 
transfectadas con pSC6-N, PSC6-P y pSC6-T7-NEO que codifican respectivamente los genes MV N y P y el gen de 35
ARN polimerasa de T7 bajo control del promotor CMV y un gen de resistencia de neomicina (Radecke y col., 1995). 
La estabilidad de su actividad depende de su selección continua bajo geneticina (G-418) y la eliminación de 
antibiótico durante los experimentos de transfección y de rescate. Durante la recombinación ilícita basada en 
plásmido de ADN extraño en ADN cromosómico, los concatémeros formados por plásmidos se recombinan y la 
selección de geneticina mantiene solamente las copias individuales, que son muy pocas. Esto puede explicar la 40
reducción de eficacia observada con las células 293-3-46 después de algunos pasajes. El documento WO97/06270 
se refiere también a la línea de células 293-3-46 para la producción de virus de ARN de cadena de sentido negativo, 
la cual se transfecta de forma estable con plásmidos que codifican la proteína P, la proteína N y la polimerasa de T7, 
en la cual se asegura la transfección de forma estable mediante la aplicación de una presión de selección con el 
antibiótico G418.45

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un método nuevo para generar líneas de células auxiliares
capaces de rescatar, de manera reproducible y con gran eficacia, virus de ARN recombinantes de cadena de sentido 
negativo no segmentada, a partir de ADNc, opcionalmente modificados y sin contaminación de ningún otro virus 
auxiliar tal como virus vaccinia. 50

Breve descripción de los dibujos

Figura 1: representación esquemática de los plásmidos HIV-1-TRIPU3.CMV-T7 (A), HIV-1-TRIPU3.CMV-
nlsT7 (B), HIV-1-TRIPU3.CMV-N (C) y HIV-1-TRIPU3.CMV-P (D). : motivo psi de envuelta: RRE; elemento 55
sensible a Rev; cPPT: tracto de polipurina central, CTS: secuencia de terminación central, CMVie promotor 
inmediato temprano de citomegalovirus; U3: eliminación de partes de U3. 
Figura 2: transferencia de Western que muestra la expresión de proteínas N y P de MV en diferentes 
lisados celulares; (A) 293T no transducida, línea de células 293-3-46 descrita anteriormente en dos diferentes 
pasajes (17 y 19), poblaciones celulares 293nlsT-NP y 293T7-NP generadas después de transducción con 60
vectores lentivirales; (B) células Vero infectadas con MV, línea de células 293-3-46 en dos diferentes pasajes (17 
y 27), ocho clones de células 293T7-NP; (C) células Vero infectadas con MV, línea de células 293-3-46 (pasaje 
17), ocho clones de células 283nlsT7-NP, células Vero no infectadas. Las transferencias se sondearon con 
anticuerpo NP anti-MV (1/500) y anticuerpo secundario anti-lg de ratón HRP (1/1000).

65

E07870468
04-09-2018ES 2 686 168 T3

 



5

Breve descripción de las secuencias

Las secuencias de nucleótidos de diversos retrovirus ADN SOLAPADO se definen en diferentes virus: CAEV (SEQ 
ID NO: 1), EIAV (SEQ ID NO: 2), VISNA (SEQ ID NO: 3), SIV AGN (SEQ ID NO: 4), VIH-2 RID (SEQ ID NO: 5), VIH-
1 LAI (SEQ ID NO: 6) y VIH-1 (SEQ ID NO: 7). Las secuencias de nucleótidos de la ARN polimerasa de T7, la ARN 5
polimerasa de nls T7 y las proteínas N, P y L del virus MV se definen respectivamente en SEQ ID NO: 8, 10, 12, 14 y 
16 así como sus respectivas secuencias de proteína correspondientes en SEQ ID NO: 9, 11, 13, 15 y 17. La 
secuencia de nucleótidos completa del plásmido pTM-MVSChw (CNCM I-2889) se define en la SEQ ID NO: 18. La 
secuencia de nucleótidos completa del plásmido pEMC-LSchw (CNCM I-3881) se define en la SEQ ID NO: 19.

10
Descripción detallada

La presente invención se refiere a una célula recombinante que comprende, integrados en su genoma, al menos una 
copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) al menos una 
copia de un ácido nucleico que codifica una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo 15
no segmentada y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos, y al menos una copia de un 
ADN solapado asociado funcionalmente con dicho ácido o ácidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del fago 
T7 o su forma nuclear (nlsT7), dichas proteínas N y P se expresan de una manera estable,
y donde dichos derivados funcionales de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) y/o la 20
nucleoproteína (N) y/o la fosfoproteína (P) se definen como variantes de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7) y/o de la proteína N y/o de la proteína P que mantienen actividad de la proteína a partir de la cual se 
obtienen, como un complejo de ribonucleoproteína (complejo RNP), funcional en transcripción y replicación en un 
genoma de virus, en un sistema de rescate que posibilita la producción de virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada a partir de ADNc clonado, estando dichas variantes codificadas por un ácido nucleico 25
seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que se hibrida en condiciones de alta rigurosidad (solución de prelavado para los filtros de 
nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridación del 50 % de formamida, 
6X SSC a 42º C y condiciones de lavado a 68º C, 0,2X SSC y el 0,1 % de SDS) con un ácido nucleico que 30
codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID 
NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 y la proteína P de SEQ ID NO: 15 de una cepa o virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada;
b) un ácido nucleico que presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, más preferentemente el 95 % o 
incluso el 99 % de similitud con un ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de 35
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de 
SEQ ID NO: 15, calculándose dicha similitud a lo largo de la longitud completa de ambas secuencias; y
c) un ácido nucleico que difiere del ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de 
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de 
SEQ ID NO: 15 en al menos un nucleótido, opcionalmente sustitución conservativa, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 40
5 sustituciones, en al menos una supresión o adición de nucleótido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 supresiones o 
adiciones de nucleótido;

o siendo un fragmento que representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y más particularmente el 90 % o 
incluso el 95 % de la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de 45
SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de SEQ ID NO: 15.

Las células de la presente invención son células recombinantes, lo que significa que estas células son el resultado
de manipulación genética in vitro intencional que da como resultado recombinación de secuencias genómicas de las 
células con secuencias heterólogas, es decir, secuencias que se originan de una célula o un organismo diferente. 50
Partiendo de células aisladas, se preparan células recombinantes que tienen características genéticas y/o 
fenotípicas diferentes de las células de partida y también proporcionan la expresión o producción estable de al 
menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P de uno o varios
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Las células de la invención se reivindican como 
producto, externo al cuerpo de un ser humano. 55

La expresión “producir de forma estable” significa que las células expresan o producen al menos la ARN polimerasa
del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P en un número de divisiones de célula iguales a o 
superiores a aproximadamente 65, provechosamente durante el tiempo que las células sobreviven. De acuerdo con 
una realización particular de la invención, las células recombinantes expresan o producen las al menos tres 60
proteínas, es decir al menos la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P, 
continuamente en el tiempo. De acuerdo con una realización particular de la invención, la integridad, es decir, la 
secuencia de aminoácidos primaria, de estas tres proteínas se mantiene, asegurando que las proteínas expresadas 
o producidas sean siempre las mismas. 

65

E07870468
04-09-2018ES 2 686 168 T3

 



6

La producción estable de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P es 
independiente de la presencia en la célula, de plásmido o plásmidos que portan la secuencia codificante de estas 
proteínas. Por lo tanto, aunque los plásmidos pueden utilizarse en un paso particular de manipulación de células in 
vitro o ex vivo, las células recombinantes resultantes, que producen de forma estable las tres o las al menos tres 
proteínas, no contienen más plásmidos. De esta manera, la expresión se dice que es independiente de plásmido, al 5
contrario de las células recombinantes en las cuales la expresión de proteína se dirige por plásmido o plásmidos. 

En una realización particular de la invención, la expresión estable de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7), de la proteína N y de la proteína P, no requieren la presencia de un fármaco, tal como un antibiótico, 
es decir, la expresión estable no requiere una presión de selección. Por lo tanto, la producción estable no requiere la 10
presencia obligatoria de plásmido o plásmidos para supervivencia, dicho plásmido tiene la secuencia codificante de 
la proteína o proteínas que se tienen que expresar. 

Otra característica de la invención es que cada una de las tres proteínas, es decir, al menos la ARN polimerasa del 
fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P se producen o expresan a nivel similar a lo largo del15
tiempo. “Nivel similar” como se usa en el presente documento significa que la expresión de cada una de las tres 
proteínas es constante durante la vida de la célula, incluso después de la división de la célula, con una variación en 
el nivel de expresión que no es más de aproximadamente el 30 %, particularmente no mayor de aproximadamente el 
20 % y preferentemente no mayor de aproximadamente el 10 %, en comparación con la expresión media calculada 
en diferentes momentos de la vida de la célula. 20

La ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) expresada o producida por las células de la invención es 
cualquier polimerasa adecuada para sintetizar ARN viral monocatenario de cadena de sentido negativo no 
segmentada (ARNv) obtenida a partir de un clon de ADNc en un sistema de rescate. La naturaleza de la polimerasa 
depende esencialmente de la naturaleza de la secuencia de polimerasa de promotor de ARN ubicada en el clon de 25
ADNc del virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada, utilizado para el sistema de 
rescate (también denominado genética inversa o síntesis de novo de virus de ARN de cadena de sentido negativo a 
partir de ADNc clonado).

Las expresiones “proteína N” y “proteína P” se refieren respectivamente a la nucleoproteína (N) de virus de ARN 30
monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada y la fosfoproteína (P) de virus de ARN monocatenario 
de cadena de sentido negativo no segmentada. Ejemplos de familias, subfamilias, géneros o especies de virus de 
ARN monocatenario de cadena de sentido negativa no segmentada a partir de los cuales se puede obtener la 
proteína N y/o P se enumeran en la Tabla 1. 

35
En una realización particular, las proteínas N y P de un virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo 
no segmentada son del mismo virus, bien de la misma cepa de virus o de cepas de virus diferentes. En otra 
realización, las proteínas N y P de un virus de ARN monocatenario de cadena de sentido negativo no segmentada 
son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. 

40
Tabla 1: Familia, subfamilia, género y especie de varios virus de ARN de cadena de sentido negativo no 

segmentada (NNV) del orden Mononegavirale.

Familia Subfamilia Género Especies Abreviatura 

Vesiculovirus Virus de estomatitis vesicular VSV

Lyssavirus Virus de rabia RV

Virus de sarampión MV

Virus de la peste bovina RPV

Virus de moquillo canino CDV

Virus Sendai SeV

Virus de parainfluenza humana tipo 3 hPIV3

Virus de parainfluenza bovina tipo 3 bPIV3

Virus de simio de tipo 5 SV5

Virus de parotiditis

Virus de parainfluenza humana tipo 2 hPIV2

Virus de la enfermedad de Newcastle NDV

Virus sincitial respiratorio humano hRSV

Virus sincitial respiratorio bovino bRSV

Filoviridae / Virus parecidos a Ébola Virus Ébola /
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En una realización particular, las proteínas N y P se obtienen a partir de un Mononegavirus, preferentemente un 
virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus Paramyxovirinae y más preferentemente un virus Morbillivirus. Un 
ejemplo de Morbillivirus es el virus de sarampión (MV), en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por 
ejemplo, una cepa aprobada para una vacuna y especialmente la cepa MV Schwarz o la cepa Edmonston (Ed) o un 
derivado de estas cepas. Una cepa aprobada para una vacuna se define por la FDA (US Food and drug 5
administration) como que tiene las siguientes provisiones: seguridad, eficacia, calidad y reproducibilidad, después de 
revisiones rigurosas de laboratorio y datos clínicos (www.fda.gov/cber/vaccine/vacapor.htm).

Cada vez que se hace referencia en la presente solicitud, a un virus de ARN de cadena negativa no segmentada, 
posiblemente se aplique en particular a los virus específicos listados en el presente documento y, especialmente, a 10
un virus del sarampión, en particular a la cepa Schwarz.

La expresión “derivados funcionales de los mismos” se refiere a cualquier variante funcional incluyendo fragmentos 
de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) y/o la proteína N y/o la proteína P, siempre que los 
derivados funcionales mantengan la actividad de la proteína a partir de la cual se obtienen, al menos como un 15
complejo de ribonucleoproteína (complejo RNP), funcional en transcripción y replicación en un genoma de virus, en 
un sistema de rescate que posibilita la producción de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada a 
partir de ADNc clonado. 

Una variante funcional se define mediante un ácido nucleico que codifica dichas proteínas de variante funcionales, 20
teniendo al menos una de las siguientes características: 

- el ácido nucleico que codifica la variante funcional se hibrida en condiciones de rigurosidad elevada con un ácido 
nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre (referencia) o su forma nuclear (nlsT7) o 
con la proteína N y la proteína P de una cepa o virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada 25
identificado. Las condiciones de rigurosidad elevada se definen por Sambrook y col. en Molecular Cloning: un 
manual de laboratorio (1989). Estas condiciones de rigurosidad elevada abarcan: uso de una solución de 
prelavado para los filtros de nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8.0), condiciones de 
hibridación de formamida al 50 %, 6X SSC a 42º C y condiciones de lavado de 68º C, 0,2X SSC y SDS al 0,1 %. 
Los protocoles se conocen por los que tienen conocimientos ordinarios en la técnica. Además, los expertos en la 30
materia reconocerán que la temperatura y la concentración de sal de la solución de lavado pueden ajustarse 
según sea necesario de acuerdo con las limitaciones experimentales; 

- el ácido nucleico que codifica la variante funcional presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, más 
preferentemente el 95 % o incluso el 99 % de similitud con un ácido nucleico nativo que codifica la ARN 
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N o la proteína P, calculándose la similitud a lo 35
largo de la longitud completa de ambas secuencias; 

- el ácido nucleico que codifica la variante funcional difiere del ácido nucleico nativo que codifica la ARN 
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N o la proteína P en al menos una sustitución de 
nucleótido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, opcionalmente sustituciones conservativas (sustituciones 
de nucleótido que no alteran la secuencia de aminoácidos), en al menos una supresión o adición de nucleótido, 40
preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 supresiones o adiciones de nucleótido o nucleótidos. 

Un fragmento se define en la presente solicitud como una parte de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7) de longitud completa, de la proteína N o de la proteína P, siempre y cuando el fragmento tenga la 
misma actividad que la proteína completa a partir de la cual se obtiene, al menos como un complejo de 45
ribonucleoproteína (complejo RNP) como se describe en el presente documento. En una realización particular, el 
fragmento representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y más particularmente el 90 o incluso el 95 % de la 
proteína de longitud completa. 

Por consiguiente, cuando se hace referencia a la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), las 50
proteínas N o P o a sus secuencias codificantes, la descripción se aplica de forma similar a sus derivados 
funcionales como se define en el presente documento. 

Una célula recombinante de la invención comprende, integrada en su genoma, al menos una copia de un ácido 
nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un ácido 55
nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos 
una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada. Opcionalmente, los ácidos nucleicos que codifican las tres proteínas anteriores están, cada uno o al 
menos uno de los mismos, bajo el control de elemento o elementos reguladores de la transcripción. La expresión 
“integrado en el genoma” significa que la al menos una copia de un ácido nucleico bajo el control de elemento o 60
elementos reguladores de la transcripción está ubicada dentro del genoma de las células recombinantes, en 
condiciones que permiten que las células expresen de forma estable la proteína codificada por el ácido nucleico. En 
una realización particular, la célula recombinante de la invención comprende además, integrada en su genoma, al 
menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada.65
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“Al menos una copia“ significa que el ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 
(nlsT7) y/o la proteína N y/o la proteína P y/o la proteína L puede estar presente en una o varias copias, 
preferentemente exactamente o al menos en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 copias o más, dependiendo del nivel de 
expresión necesario para cada una de estas proteínas. 

5
Las células de la invención también contienen al menos una copia de ADN solapado integrada en el genoma celular. 
Un ADN solapado es una secuencia de nucleótidos de origen retroviral, especialmente lentiviral o similar a retroviral 
que comprende dos regiones esenciales, es decir, el TPPc (tracto de polipurina central) y la CTS (región de 
terminación de acción en cis), en donde las regiones TPPc y CTS inducen una estructura de ADN de tres cadenas 
durante la replicación del ADN que las contiene (previamente definido en Zennou y col., 2000; y en las solicitudes 10
WO99/55892 y WO02/27300). En una realización particular, el ADN solapado se inserta inmediatamente cadena
arriba del promotor interno que posibilita la transcripción de los ácidos nucleicos que codifican la ARN polimerasa del 
fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N, la proteína P y posiblemente la proteína L. El ADN solapado 
(TPPc-CTS) se inserta en los vectores derivados de retrovirus de la invención en una orientación funcional, es decir, 
la región TPPc está en 5’ con respecto a la región CTS (correspondiendo la parte 5’ del vector al LTR que contiene 15
el sitio de unión a cebador (PBS) y correspondiendo la parte 3’ del vector a la región que contiene el 3’TPP).

Un ADN solapado adecuado para la invención puede obtenerse a partir de un retrovirus especialmente a partir de un 
lentivirus u organismo similar a retrovirus tal como retrotransposón, sintéticamente preparado (síntesis química) o 
por amplificación del ADN solapado de cualquier retrovirus especialmente de un ácido nucleico de lentivirus tal como 20
mediante reacción en cadena de la Polimerasa (PCR). El ADN solapado puede obtenerse a partir de un retrovirus, 
especialmente un lentivirus, especialmente un retrovirus o lentivirus humano y en particular a partir de un retrovirus 
de VIH, el virus CAEV (Virus de Artritis Encefalitis Caprina), el virus EIAV (Virus de Anemia Infecciosa Equina), el 
virus VISNA, el virus SIV (Virus de Inmunodeficiencia de Simio) o el FIV virus (Virus de Inmunodeficiencia Felina). En 
una realización más preferida, el ADN solapado se obtiene a partir de un retrovirus de VIH, por ejemplo VIH-1 o VIH-25
2 o cualquier aislado diferente de estos dos tipos. 

El ADN solapado preferido comprende o consiste en las secuencias como se define en SEQ ID NO: 1 a 7. Se debe 
de mencionar que el ADN solapado se utiliza aislado de su contexto de nucleótido natural (genoma viral), es decir 
aislado del gen pol en el cual está contenido naturalmente en un lentivirus. Por lo tanto, el ADN solapado se utiliza, 30
en la presente invención, con las partes 5’ y 3’ que no son necesarias del gen pol suprimidas y se recombina con 
secuencias de diferentes orígenes. De acuerdo con una realización particular, un ADN solapado tiene una secuencia 
de nucleótidos de aproximadamente 90 a aproximadamente 150 nucleótidos, en particular de aproximadamente 100 
a aproximadamente 140 nucleótidos. 

35
La invención también se refiere a una célula que se puede obtener por recombinación de su genoma con (1) un 
vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una 
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), (2) un vector de expresión que comprende un ADN 
solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada y (3) un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una 40
copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada. Las definiciones proporcionadas anteriormente se aplican a estas células. 

La invención también se refiere a una célula que se puede obtener por recombinación de su genoma con (1) un 
vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una 45
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), (2) un vector de expresión que comprende un ADN 
solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada, (3) un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia 
de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada 
y (4) un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 50
codifica una proteína L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Las definiciones 
proporcionadas anteriormente se aplican a estas células. 

La invención abarca una célula que se puede obtener por recombinación de su genoma con un vector de expresión 
que comprende al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma 55
nuclear (nlsT7), al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena 
de sentido negativo no segmentada, al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y un ADN solapado. Las definiciones proporcionadas 
anteriormente se aplican a estas células. En una realización particular, el vector de expresión comprende además al 
menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de ARN de cadena de sentido 60
negativo no segmentada. 

La invención también se dirige a un vector de expresión derivado de retroviral que comprende un ADN solapado
como se ha descrito anteriormente y al menos un ácido nucleico que codifica una proteína que se selecciona entre el 
grupo que consiste en una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una proteína N de un virus de 65
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido 
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negativo no segmentada y una proteína L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. 

El término “genoma” se refiere a cualquier molécula de ácido nucleico cuya presencia en la célula no depende de la 
selección de presión, es decir cuya presencia en la célula es permanente y/o no depende de las condiciones 
ambientales. El término “genoma” no incluye los plásmidos. Principalmente, el término “genoma” se refiere a 5
moléculas de ácido nucleico presentes en el núcleo de la célula (genoma nuclear), al contrario de moléculas de 
ácido nucleico presentes en el citoplasma, e incluye, por ejemplo, los cromosomas. En una realización particular, el 
término “genoma” también incluye moléculas de ácido nucleico presentes en compartimentos celulares particulares, 
tales como organelas, por ejemplo mitocondria (genoma mitocondrial) o cloroplastos (genoma de cloroplasto). En 
una realización particular, el genoma es de una célula eucariota. 10

Un vector derivado de retroviral y particularmente un vector derivado de lentiviral y más particular un vector derivado 
de VIH-1, es un genoma viral que comprende los elementos necesarios para la retrotrascripción, particularmente las
LTR posiblemente mutadas que incluyen supresión en parte especialmente supresión en la región U3, como se 
ilustra a continuación y provechosamente el ADN solapado. Estas regiones de LTR y ADN solapado pueden ser las 15
únicas secuencias de origen retroviral, especialmente lentiviral en el vector de expresión derivado de retroviral. En 
ningún caso, el vector derivado de retroviral contiene las secuencias de nucleótidos que codifican las proteínas 
retrovirales de longitud completa. En una realización particular de la invención, el vector derivado de retroviral
comprende o consiste en un ADN solapado y al menos un ácido nucleico que codifica una proteína necesaria para el 
rescate de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada como se describe en el presente 20
documento, así como las LTR del genoma viral correspondiente. 

Un vector de expresión de la invención comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una ARN 
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) o parte funcional de la misma. Un vector de este tipo puede ser el 
plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el número I-3702, el 25
cual es un vector de expresión de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el 
promotor y el potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa de 
fago T7, especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 8, o el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-nlsT7 
depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el número I-3703, el cual es un vector de expresión de VIH-
1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el potenciador del dominio U3, un 30
promotor CMV y un ácido nucleico que codifica la forma nuclear de la ARN polimerasa de fago T7, especialmente 
una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 10. 

Un vector de expresión de la invención comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una proteína N 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Un vector de este tipo puede ser el plásmido 35
HIV-1-TRIPU3.CMV-N depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el número I-3700, el cual es un 
vector de expresión de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el 
potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un ácido nucleico que codifica la proteína N de MV Schwarz, 
especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 12. 

40
Un vector de expresión de la invención comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una proteína P 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Un vector de este tipo puede ser el plásmido 
HIV-1-TRIPU3-CMV-P depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el número I-3701, el cual es un 
vector de expresión de VIH-1 que comprende un ADN solapado (TRIP), una LTR suprimida en el promotor y el 
potenciador del dominio U3, un promotor CMV y un ácido nucleico que codifica la proteína P de MV Schwarz, 45
especialmente una que tiene la secuencia SEQ ID NO: 14. 

Otro vector de expresión de la invención comprende un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de 
ARN de cadena negativa no segmentada. Dicho vector puede ser el plásmido pEMC-LSchw, depositado en el 
CNCM el 18 de diciembre de 2007, bajo el número I-3881. Un ácido nucleico particular que codifica una proteína L 50
es el uno que tiene SEQ ID NO: 19.

Los vectores CNCM I-3700 a 3703 mencionados anteriormente se contienen en la cepa de E. coli (JM109), cultivada 
en medio LB complementado con ampicilina (100 g/ml) a 37º C con agitación.

55
La divulgación describe cada uno y cualquier fragmento de nucleótido contenido en los polinucleótidos insertados en 
los plásmidos depositados a los que se hace referencia en el presente documento y especialmente cada una y 
cualquier región adecuada para diseñar el inserto, de acuerdo con la presente divulgación. La divulgación también 
describe el uso de estos fragmentos para la construcción de plásmidos de la invención.

60
Los cuatro plásmidos anteriores son ejemplos de vectores que pueden utilizarse en la recombinación de células para 
obtener células recombinantes de la invención. Sin embargo, estos ejemplos no constituyen limitaciones de la 
invención; por lo tanto y como se ha descrito anteriormente, las proteínas N y P (o sus derivados funcionales) 
pueden obtenerse a partir de cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, la polimerasa 
de T7 puede ser cualquier ARN polimerasa, el promotor CMV puede ser cualquier promotor, el ADN solapado TRIP 65
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puede ser cualquier ADN solapado y el vector de expresión de VIH-1 puede ser cualquier vector y particularmente 
cualquier vector viral.

Otros vectores de expresión de la invención comprenden un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una 
proteína L de un virus de ARN cadena de sentido negativo no segmentada o comprenden un ADN solapado y ácido 5
o ácidos nucleicos que codifican una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una proteína N de un 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y opcionalmente una proteína L de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada. 

El término “vector de expresión” indica que, además de los elementos mencionados explícitamente, el vector 10
comprende todos los elementos necesarios para dirigir la expresión del ácido o ácidos nucleicos que codifican las
proteínas de interés (elementos reguladores de la expresión) y particularmente elementos reguladores de 
trascripción. “Elemento regulador de trascripción” define cualquier región de ADN implicada en la regulación de 
trascripción del ácido o ácidos nucleicos integrados en el genoma, e incluye un promotor, tal como CMV, EF1alfa o 
mPGK (fosfoglicerato quinasa murina) o más generalmente cualquier promotor adecuado para la inserción en un 15
vector retroviral, especialmente un vector lentiviral, potenciador o elementos reguladores de acción en cis. Estos 
elementos y particularmente el promotor se eligen dependiendo de la naturaleza de las células recombinantes. La 
determinación del promotor adecuado, de acuerdo con el nivel de expresión buscado o con la célula recombinada, 
es parte del conocimiento del experto en la materia. Se ha de mencionar que, cuando la célula recombinante 
contiene varios ácidos nucleicos heterólogos (también polinucleótidos designados) que codifican las proteínas de 20
interés, dichos elemento o elementos reguladores de trascripción pueden ser únicos para todos los ácidos nucleicos 
o compartidos por alguno de ellos o por el contrario cada ácido nucleico puede estar asociado con un elemento 
regulador de trascripción. En el último caso, los elementos reguladores de trascripción pueden ser similares o 
diferentes. 

25
La presencia del ADN solapado, en todos los vectores utilizados en la etapa de recombinación, lleva a la formación 
de una estructura triple de ADN (de tres cadenas) en la posición del ADN solapado (la estructura de tríplex que 
consiste en la región entre los dominios cPPT y CTS incluyendo el dominio CTS), posibilitando la importación del
ácido nucleico que porta el ADN solapado en los núcleos de la células (a través del poro de la membrana del núcleo) 
y además la integración en el genoma de esta célula. El ADN solapado actúa como un determinante de cis de la 30
importación nuclear del vector. En un primer aspecto, la presencia del ADN solapado es de gran interés para la 
recombinación y la integración del ácido o ácidos nucleicos en células que no se dividen, puesto que en ausencia de 
división celular (y desintegración de membrana), la importación (y por tanto la integración de ácido(s) nucleicos en el 
genoma de la célula) es identifica únicamente como actividad residual; por lo tanto, los vectores que contienen el 
ADN solapado son vectores retrovirales no replicativos capaces de transducir células que no se dividen. En un 35
segundo aspecto, la presencia del ADN solapado es también de gran interés para la recombinación y la integración 
de ácido nucleico en las células que se dividen, mejorando considerablemente el porcentaje de células en las cuales 
se integra el ácido nucleico que contiene el ADN solapado. La inserción de la secuencia de ADN solapado en un 
vector de expresión, como se describe en la presente memoria descriptiva, aumenta de forma marcada la 
transferencia de genes in vitro e in vivo mediante la estimulación de la importación nuclear del vector de ADN (Sirven 40
y col., 2001, Zennou y col., 2001). Los vectores de VIH que incluyen la secuencia de ADN solapado (vectores TRIP) 
son capaces de transducir las células B y T primarias, macrófagos, células dendríticas, etc. con una eficacia diez 
veces más elevada que otros vectores de VIH que carecen del ADN solapado. Puede obtenerse una transducción 
del 80-90 % de células de forma rutinaria. 

45
A continuación de la recombinación por el vector o vectores que contienen un ADN solapado y ácido o ácidos 
nucleicos que codifican las al menos tres proteínas de interés y la integración de estos ácidos nucleicos en el 
genoma, las células recombinantes producen de manera estable la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 
(nlsT7), la proteína N y la proteína P. 

50
Los vectores de expresión de la invención, utilizados para obtener las células recombinantes de la presente 
invención, son vectores virales y particularmente vectores de expresión viral, tales como derivados retrovirales, 
especialmente vectores derivados de lentivirales, tales como vectores derivados de VIH-, FIV- o SIV-. Más 
particularmente, el vector derivado de lentiviral es un vector derivado de lentiviral humano tal como un vector de 
expresión de VIH, particularmente vector derivado de VIH-1 o VIH-2. En una realización preferida, el vector viral es 55
un vector de expresión de VIH que comprende un ADN solapado como se ha descrito anteriormente y al menos un 
ácido nucleico que codifica las al menos tres proteínas de interés. Los vectores de VIH son vectores retrovirales de 
reemplazo clásicos en los cuales sustancialmente las secuencias virales codificantes completas se reemplazan por 
la secuencia que se tiene que transferir. Por lo tanto, los vectores de VIH expresan solamente los ácidos nucleicos 
heterólogos contenidos entre las dos LTR de VIH o LTR mutadas y bajo el control del ADN solapado. Por tanto, 60
estos vectores pueden alojar polinucleótidos grandes que tienen hasta 5-6 kb. Una realización particular de la 
invención es un virus de expresión de VIH como se ha descrito anteriormente y más particularmente un vector de 
expresión de VIH-1, donde una LTR de VIH-1 se elimina para el promotor y el potenciador del dominio U3 (U3). Se 
ha demostrado previamente que esta supresión particular aumenta la expresión de los ácidos nucleicos contenidos 
en el vector y particularmente cuando se asocian con un promotor. 65
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En una realización particular, la célula recombinante de la invención se puede obtener por recombinación de su 
genoma con los plásmidos HIV-1-TRIPU3.CMV-T7, HIV-1-TRIPU3.CMV-N y HIV-1-TRIPU3.CMV.P o con los 
plásmidos HIV-1-TRIPU3.CMV-nlsT7, HIV-1-TRIPU3.CMV-N y HIV-1-TRIPU3.CMV-P. 

Las células de la invención pueden ser células procariotas o eucariotas, particularmente células de animales o5
plantas y más particularmente células de mamífero tales como células humanas o células de mamífero no humanas. 
En una realización particular, las células, antes de la recombinación de su genoma, se aíslan bien sea a partir de un 
cultivo primario o de una línea de células. Las células de la invención pueden ser células que se dividen o células 
que no se dividen. Un ejemplo de células que pueden recombinarse para proporcionar las células recombinantes de 
la invención son las células HEK 293 (riñón embrionario humano), línea de células 293 que está depositada en la 10
ATCC con el número CRL-1573. En una realización particular, las células humanas no son células germinales y/o 
células madre embriónicas.

Las células recombinantes de la invención pueden ser la línea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM (París, 
Francia) el 14 de junio de 2006 con el número I-3618, es decir, células HEK-293 recombinadas con los plásmidos 15
HIV-1-TRIPU3.CMV-T7, HIV-1-TRIPU3.CMV-N y HIV-1-TRIPU3.CMV-P. Otro ejemplo de células recombinantes 
de la invención es la línea de células 293-nlsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de 2006, con el 
número I-3662, es decir las células HEK-293 recombinadas con plásmidos HIV-1-TRIPU3.CMV-nlsT7, HIV-1-
TRIPU3.CMV-N y HIV-1-TRIPU3.CMV-P. 

20
En una realización adicional de la invención, las células recombinantes de la invención se recombinan 
adicionalmente por un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN 
polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. La expresión de la proteína L 
puede ser temporal y dirigida por un plásmido que no contiene un ADN solapado o al contrario puede ser estable y 
dirigida por un vector que contiene un ADN solapado como se ha definido anteriormente. La recombinación por un 25
plásmido o vector que porta la al menos una copia del ácido nucleico que codifica la proteína L puede ser simultánea 
o posterior a la recombinación por el vector o vectores que contienen la secuencia o secuencias codificantes de la 
ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la proteína P. 

Por lo tanto, la presente invención también se refiere a una célula recombinante de la invención que comprende30
también integrada en su genoma al menos una copia de una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína L 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. 

La proteína L se obtiene a partir de cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada 
mencionado en la Tabla 1. En una realización particular, la proteína L es del mismo virus de ARN de cadena de 35
sentido negativo no segmentada que la proteína N y/o la proteína P y particularmente de la misma cepa de virus. En 
otra realización, la proteína L es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada diferente a la 
proteína N y/o proteína P. 

En una realización particular, la proteína L es de un virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus 40
Paramyxovirinae y más preferentemente un virus Morbillivirus. Un ejemplo de Morbillivirus es el virus de Sarampión 
(MV), en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por ejemplo una cepa aprobada para una vacuna y 
especialmente la cepa Schwarz MV o incluso la cepa Edmonston (Ed). Una proteína L particular es la del virus MV 
(SEQ ID NO: 16) o la una codificada por la secuencia insertada en el plásmido pEMC-LSchw y especialmente la 
secuencia encontrada entre los nucleótidos 1425 y 7976 de SEQ ID NO: 19. 45

En una realización particular, la secuencia de la proteína L no debe estar modificada con relación a la proteína L de 
tipo silvestre y debe ser funcional, es decir permitir la producción de partículas o virus cuando se transcomplementa 
con las proteínas N y P y una polimerasa de T7 en una célula hospedadora. Una prueba para determinar la 
funcionalidad eficaz de un clon que porta la proteína L se lleva a cabo por transfección de una célula competente 50
con vector o vectores que codifican la proteína N, la proteína P y polimerasa de T7 (o nlsT/), un vector que codifica la
proteína L que se tiene que ensayar y un minigenoma que comprende un líder, un promotor, un gen informador (tal 
como GFP) y un remolque. La funcionalidad del clon L se revela por la producción de partículas que expresan el gen 
informador. 

55
La presente invención también describe el genoma de una célula recombinante de acuerdo con la presente memoria 
descriptiva recombinada adicionalmente con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no segmentada de un 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, es decir la cadena (+) de ARN antigenómica del 
genoma de virus. “ADNc” utilizado para la descripción de la secuencia de nucleótidos de la molécula de la invención 
se refiere simplemente al hecho de que originalmente dicha molécula se obtiene por trascripción inversa del genoma 60
de ARN genómico (-) de partículas virales de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, 
particularmente del virus de sarampión y más preferentemente el genoma de ARN genómico (-) de longitud completa 
de partículas virales de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. Esto no debe considerarse
una limitación de los métodos utilizados para la preparación de este clon de ADNc. Por tanto, la invención abarca, 
dentro del término “ADNc”, cualquier ADN siempre que tenga la secuencia de nucleótidos definida anteriormente. 65
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Los ácidos nucleicos purificados, incluyendo el ADN o plásmidos están dentro del significado de ADNc de acuerdo 
con la invención, siempre que el ácido nucleico especialmente ADN cumpla con las definiciones definidas 
anteriormente. 

En una realización particular, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada 5
contiene, cadena arriba de las secuencias virales, elementos reguladores de trascripción. En una realización
preferida, estos elementos son los mismos que los ubicados en el vector o vectores de expresión que comprenden 
las proteínas N, P y/o L descritas anteriormente. El elemento es un promotor de ARN polimerasa de T7. 

En una realización, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es del 10
mismo virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada que la proteína N y/o la proteína P y/o la 
proteína L y particularmente de la misma cepa de virus. En otra realización, el clon de ADNc de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada 
diferente que la proteína N y/o la proteína P y/o la proteína L. 

15
En una realización particular, el clon de ADNc es de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada, tal como un virus Paramyxoviridae, preferentemente un virus Paramyxovirinae y más preferentemente
un virus Morbillivirus. Un ejemplo de Morbilllivirus es el virus de Sarampión (MV), en particular una cepa no 
inmunosupresora atenuada, por ejemplo una cepa aprobada para una vacuna y especialmente la cepa Schwarz MV 
o la cepa Edmonston (Ed). Además, la secuencia de nucleótidos del clon de ADNc de cadena de sentido negativo no 20
segmentada puede modificarse en comparación con la cepa o virus de tipo silvestre, tal como se define más 
adelante. 

La invención también se refiere a cultivos de células en donde dichas células son las que se definen en las 
reivindicaciones y particularmente cultivos de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago 25
T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada y una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados 
funcionales de las mismas como se define en la reivindicación 1. En otra realización, la invención también se refiere 
a cultivos de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), 
una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una proteína P de un virus de 30
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de las mismas como se define en la 
reivindicación 1 y que producen, de manera estable o transitoria una proteína L de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada. 

En una realización, el cultivo de células que se tienen que recombinar es un cultivo primario, es decir un cultivo 35
preparado a partir de células o tejidos obtenidos directamente de un animal (opcionalmente no humano) o una 
planta. En otra realización, el cultivo de células que se tienen que recombinar es una línea celular, es decir una 
población de células que se producen como resultado del primer sub-cultivo de un cultivo primario o de un pasaje en 
serie posterior de las células. 

40
En otro aspecto, la presente invención también se refiere a diversos métodos para producir virus infeccioso, 
recombinante, de cadena de sentido negativo no segmentada, utilizando las células de la invención. 

Un primer método para producir virus de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante 
comprende o consiste en: 45

a. recombinación adicional del genoma de una célula recombinante o cultivo de células como se define en las 
reivindicaciones, con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y con 
un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, 50
b. transferencia de una célula recombinante o cultivo de células recombinantes en células con capacidad para 
mantener la replicación y producción de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y
c. recuperación del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a 
partir del co-cultivo de la etapa b. 

55
Un segundo método de acuerdo con la invención es un método para producir un virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada infeccioso, recombinante, que comprende o consiste en: 

a. recombinación adicional del genoma de una célula recombinante o cultivo de células como se define en las 
reivindicaciones, con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y con 60
un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y
b. recuperación del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a 
partir de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes. 

65
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Como se usa en el presente documento, “recombinar” significa introducir al menos un polinucleótido en una célula, 
por ejemplo en forma de vector, integrándose dicho polinucleótido (completamente o parcialmente) o sin integrarse
en el genoma de la célula (como se ha definido anteriormente). De acuerdo con una realización particular la 
recombinación puede obtenerse con un primer polinucleótido el cual es un clon de ADNc de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada, cuya definición, naturaleza y modificaciones opcionales se describen en 5
otra parte en la presente memoria descriptiva. La recombinación puede, también o como alternativa, incluir introducir 
un polinucleótido el cual es un vector que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada, cuya definición, naturaleza y estabilidad de expresión se han descrito 
en el presente documento. 

10
En estos métodos, la célula recombinante o un cultivo de células recombinantes que producen de manera estable 
una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena 
de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína de co-factor de polimerasa (P) de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada es una célula como se define en las reivindicaciones o un cultivo de 
células como se define en las reivindicaciones, es decir, son células recombinantes en la medida en que se han 15
modificado mediante la introducción de uno o más polinucleótidos como se ha definido anteriormente. En una 
realización particular de la invención, la célula o cultivo de células, que producen de manera estable la ARN 
polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), las proteínas N y P, no producen la proteína L de un virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o no producen de manera estable la proteína L de un virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, por ejemplo, que posibilita la expresión o producción 20
transitoria. 

“Transferencia” como se usa en el presente documento se refiere a la siembra en placas de las células 
recombinantes en un tipo de célula diferente y particularmente en monocapas de un tipo de célula diferente. Estas 
células tienen capacidad para mantener tanto la replicación como la producción de virus de ARN de cadena de 25
sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante, es decir, respectivamente la formación de virus 
infecciosos dentro de la célula y posiblemente la liberación de estos virus infecciosos fuera de las células. Esta 
transferencia da como resultado el co-cultivo de las células recombinantes de la invención con células competentes 
como se define en la frase anterior. La transferencia puede ser un paso adicional, es decir un paso opcional, cuando 
las células recombinantes no son cultivos eficaces productores de virus, es decir que los virus infecciosos no se 30
pueden recuperar eficazmente de estas células recombinantes. Este paso se introduce después de la recombinación
adicional de células recombinantes de la invención con un clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada y opcionalmente un vector que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína 
larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. 

35
En una realización particular de la invención, se requiere una etapa de transferencia puesto que las células 
recombinantes, habitualmente elegidas por su capacidad de recombinarse fácilmente no son lo suficientemente
eficaces para el mantenimiento y la producción de virus infecciosos recombinantes. En dicha realización, la célula o 
cultivo de células de la etapa a. de los métodos definidos anteriormente es una célula recombinante o cultivo de 
células recombinantes de acuerdo con la invención, particularmente células HEK-293 recombinantes tales como la 40
línea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM el 14 de junio de 2006 con el número I-3618 o la línea de 
células 293-nlsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de 2006 con el número I-3662. 

Las células competentes para mantener la replicación y producción de un virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada pueden ser cualquier tipo de células que se pueden co-cultivar con las células 45
recombinantes de la invención pero no necesariamente células del mismo Reino, Phylum, Clase, Orden, Familia, 
Género o Especie. Los ejemplos de células competentes son las células Vero (riñón de mono verde africano) o 
células CEF (fibroblastos embrionarios de pollo). Las células CEF pueden prepararse a partir de huevos de pollo 
fertilizados como se obtienen por EARL Morizeau (8, rue Moulin, 28190 Dangers, Francia) o de cualquier otro 
productor de huevos de gallina fertilizados o a partir de células MRC5 (ATCC CCL171, fibroblasto de pulmón). 50

En otra realización de la invención, la etapa de transferencia no es necesaria y por lo tanto no se lleva a cabo. Esta 
es una de las ventajas de la presente invención para proporcionar un método para producir virus de ARN de cadena 
de sentido negativo no segmentada infecciosos, recombinantes que es fácil de llevar a cabo, más rápido y más 
barato que los métodos convencionales que permiten la recuperación de virus infecciosos recombinantes libres de 55
contaminantes. Esto se puede conseguir con las células recombinantes de la invención que tienen las características 
de: 

- producir de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína (P) de un virus de ARN 60
de cadena de sentido negativo no segmentada como se define en las reivindicaciones, y

- a partir de los cuales se pueden recuperar de manera eficaz los virus infecciosos recombinantes, sin 
contaminaciones por virus no deseados y/u otros tipos de células. 

La “recuperación de virus recombinantes infecciosos” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier 65
medio, por el cual los virus infecciosos, producidos por las células, se liberan a partir de las células y se aíslan a 
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partir de las células cultivadas. La recuperación se dice que es “directa” cuando los virus recombinantes infecciosos 
se recuperan a partir de las células recombinantes de la invención, sin involucrar otro tipo de célula o células. Por el
contrario, la recuperación se dice que es “indirecta” cuando los virus infecciosos recombinantes se recuperan a 
través de otros tipos de células diferentes a las células recombinantes de la invención. Como se ha mencionado 
anteriormente, la presente invención es la primera en informar la recuperación directa del virus de ARN de cadena 5
de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante. 

En métodos particulares de la invención, la etapa de recombinación no comprende las etapas de recombinación de 
una célula o un cultivo de células que producen de manera estable una ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una 10
fosfoproteína de co-factor de polimerasa (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada
como se define en la reivindicación 1, con un vector que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína 
larga de ARN polimerasa de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada. En este caso, las 
células recombinantes de la invención se han seleccionado por su capacidad de expresar la proteína L y 
especialmente se han recombinado previamente con un vector que comprende un ácido nucleico que codifica una15
proteína larga de ARN polimerasa (L), integrándose el ácido nucleico que codifica la proteína L en el genoma de 
célula o no.

Cuando los vectores adecuados que portan proteínas complementarias (no-P, no-L o no-N o no ARN polimerasa) 
pueden opcionalmente utilizarse en los métodos de la invención, particularmente cuando se utiliza un genoma o un 20
clon de ADNc donde se han suprimido estas proteínas. Tales proteínas accesorias son la proteína C, la proteína V, 
la proteína NS1, la proteína NS2, la proteína M, la proteína M2 y/o las proteínas SH. El vector o vectores que 
contienen las secuencias codificantes de estas proteínas accesorias pueden opcionalmente comprender un ADNc
solapado como se ha definido anteriormente. 

25
La estabilidad de la producción de ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), la proteína N y la 
proteína P en las células recombinantes de la invención tiene algunas ventajas de acuerdo con los métodos 
anteriormente descritos en la técnica: 

- el método de la invención no necesariamente comprende una etapa de transferencia; 30
- el método no comprende la etapa de choque de calor como se informa en Parks y col. (1999). De hecho, se ha 

demostrado que esta etapa mejora la eficacia de la síntesis de las proteínas N o P virales, así como ARN 
polimerasa, proteínas que son sintetizadas a partir de ácidos nucleicos portados por plásmidos. En la presente 
invención, sin embargo, los ácidos nucleicos se integran en el genoma celular y se ha demostrado que la 
expresión de estas proteínas es estable, y/o a un nivel adecuado para iniciar la encapsidación de novo.35

- el método produce grandes cantidades de virus infecciosos, puesto que la producción de la ARN polimerasa del 
fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), proteína N y proteína P es estable y no depende de su expresión a partir de 
los plásmidos. Por lo tanto, aproximadamente 100-400 de 10

6
células recombinadas transmiten virus infecciosos 

después de la recombinación (número de acontecimientos de rescate). Esto es mucho mayor a 1-6 de 106

células transfectadas obtenidas con el método de Radecke y col (1995). En una realización particular del método, 40
el número de acontecimientos de rescate, para 106 células recombinadas es más de 20, más de 50, más de 100, 
más de 200, más de 300, más de 400 o más de 500. 

Finalmente, otra ventaja de la invención es la gran variedad de células que pueden recombinarse y utilizarse para 
llevar a cabo la invención. De hecho, las células recombinantes pueden ser cualquier célula eucariota, 45
particularmente cualquier célula de mamífero, bien sea una célula no-humana o una célula humana. En una 
realización particular, las células recombinantes de la invención son fibroblastos humanos, especialmente la línea de 
células MRC5 (fibroblastos de pulmón humano). La invención es particularmente útil para células que no se dividen. 

De acuerdo con la invención, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es 50
de un virus MV, en particular un virus atenuado en particular una cepa no inmunosupresora atenuada, por ejemplo, 
una cepa aprobada para una vacuna, tal como la cepa Schwarz MV. Un clon de ADNc es una secuencia de ADN 
que codifica el antigenoma de longitud completa de un virus de ARN de cadena negativa no segmentada.

En una realización particular de la invención, las proteínas N, P y L, así como el clon de ADNc son del mismo virus, 55
que puede ser cualquier virus de la Tabla I, particularmente un virus MV como se ha descrito anteriormente, tal como 
la cepa Schwarz MV del virus de sarampión. Las secuencias de nucleótidos de la cepa Edmonston B. y la cepa 
Schwarz se han descrito en el documento WO98/13505. Independientemente de la naturaleza de las proteínas N, P 
y L y el clon de ADNc del virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, la ARN polimerasa es la 
ARN polimerasa de T7. Una secuencia de ADNc particular es la secuencia del ADNc de la cepa Schwarz como se 60
define en la SEQ ID NO: 18. Un ADNc de este tipo puede obtenerse a partir de pTM-MVSchw, que es un plásmido 
obtenido a partir de Bluescript que contiene la secuencia completa del virus de sarampión, cepa Schwarz de vacuna, 
bajo el control del promotor de la ARN polimerasa de T7. Su tamaño es de 18967nt. 

Como alternativa, el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada se obtiene a 65
partir de cualquier virus de la Tabla I. Un virus de sarampión recombinante particular a partir del cual se obtiene un 
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clon de ADNc es la cepa Schwarz y especialmente una cepa Schwarz de vacuna aprobada, tal como la producida 
bajo la marca Rouvax, disponible de Aventis Pasteur (Francia).

Una “cepa atenuada” se define en el presente documento como una cepa que no es virulenta o menos virulenta que 
la cepa parental en el mismo hospedador, manteniendo la inmunogenicidad y posiblemente la adyuvanticidad 5
cuando se administra en un hospedador, es decir, preservando los epítopos de linfocitos T y B inmunodominantes y 
posiblemente la adyuvanticidad tal como la inducción de proteínas coestimuladoras de linfoctitos B o la citocina IL-
12. En una realización particular, la cepa atenuada es una “cepa vacuna aprobada”, es decir, una cepa certificada 
para su uso en la producción de vacunas por una autoridad de la salud nacional o regional que tiene garantizada 
una aprobación de mercado para este producto (designación legal). En consecuencia, una “cepa vacuna aprobada” 10
se ha demostrado ser segura, estable y capaz de proporcionar protección eficaz (inmunogenicidad y 
adyuvanticidad). La estabilidad de una cepa se mide evaluando que las propiedades de la cepa se mantengan 
sustancialmente sin cambios tras numerosos pasajes en la misma línea celular certificada.

“Obtenido a partir de” como se usa en el presente documento significa cualquier clon de ADNc cuya secuencia de 15
nucleótidos está modificada en comparación con un virus o cepa de tipo silvestre. Esta modificación puede ser al 
menos una sustitución, supresión o inserción en la secuencia de nucleótidos y particularmente en la secuencia 
codificante de una proteína del virus o cepa. En otra realización, la secuencia de nucleótidos se modifica mediante la 
inserción de al menos un ácido o ácidos nucleicos heterólogos, es decir, una secuencia que no está presente 
naturalmente en el virus o la cepa en la cual se inserta el al menos un ácido o ácidos nucleicos o una secuencia que 20
no se obtiene a partir de los antígenos del virus de sarampión. Además, el clon de ADNc se puede modificar
mediante la supresión de parte o partes del genoma viral de tipo silvestre y la inserción de ácidos nucleicos 
heterólogos. 

En una realización preferida, se señala que el clon de ADNc obtenido, que consiste o que comprende uno o varios 25
ácido o ácidos nucleicos heterólogos, cumple con la denominada regla de 6. Por lo tanto, el clon de ADNc obtenido
es de longitud polihexamérica, es decir múltiplo de seis. Este requisito se logra especialmente para clones de ADNc 
derivados de Paramyxoviridae, en particular virus del sarampión. Algunos virus de ARN de cadena negativa no 
segmentada no cumplen esta regla, como se sabe a partir de la persona experta en la materia.

30
Cualquier ácido nucleico heterólogo se puede insertar en la secuencia de nucleótidos del clon de ADNc, siempre y 
cuando la inserción no evite la producción de virus de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso (sitios 
permisivos). En una realización particular, la inserción o eliminación del genoma viral nativo proporciona un 
polinucleótido el cual es un múltiplo de seis. De esta manera, aún si la longitud del genoma no es un múltiplo de 
seis, la modificación consiste en seis o un múltiplo de seis supresiones y/o inserciones. 35

Por lo tanto, las secuencias de ácido nucleico heterólogo pueden codificar uno o varios péptidos capaces de 
provocar una respuesta inmune humoral y/o celular (tal como la respuesta CTL o CD4) en un huésped determinado, 
frente al organismo u organismos especialmente los organismos patógenos, por ejemplo el virus, especialmente 
retrovirus, flavivirus o coronavirus, de la bacteria o parásitos a partir de los cuales se originan. Por consiguiente, la 40
secuencia de aminoácidos de este péptido es una que comprende al menos un epítopo de un antígeno, 
especialmente un epítopo conservado, epítopo que está expuesto de forma natural en un antígeno o se obtiene o 
está expuesto como resultado de una mutación o modificación o combinación de antígenos. Los ácidos nucleicos 
heterólogos, que pueden insertarse en los clones de ADNc, codifican especialmente antígenos estructurales 
(incluyendo fragmentos antigénicos de los mismos o derivados de dichos antígenos o fragmentos) de virus que 45
incluyen retrovirus tales como retrovirus humanos especialmente lentivirus, en particular VIH-1 o VIH-2, flavivirus o 
envuelta de coronavirus, tal como un antígeno de envuelta o cápside. Particularmente, tales antígenos son 
especialmente de envueltas de virus de SIDA que incluyen VIH-1 o VIH-2, de la cápside de VIH o de envueltas del 
Virus de la Fiebre Amarilla o envueltas del Virus del Nilo Occidental o de envueltas del virus de Dengue (DV), 
envueltas del virus de encefalitis japonesa (JEV) o envuelta del coronavirus asociado con SARS. Sin embargo, otros 50
antígenos retrovirales, flavivirales o de coronavirus se pueden utilizar de forma provechosa, con el fin de obtener
virus de sarampión recombinantes capaces de provocar anticuerpos frente a dichos retrovirus o flavivirus, y/o 
capaces de provocar la producción de anticuerpos neutralizados frente a retrovirus o flavivirus. En otra realización, el 
péptido codificado o incluido por las secuencias de ácido nucleico es antígeno tumoral o un antígeno expresado 
específicamente en la superficie de célula de las células de cáncer. De acuerdo con otra realización de la invención, 55
las secuencias codifican multiepítopos o antígenos que como alternativa o adicionalmente provocan una respuesta 
inmune celular frente a retrovirus o flavivirus. 

Provechosamente, los virus de sarampión recombinantes producidos por el método de la invención pueden también 
provocar una respuesta inmune humoral y/o celular frente a virus de sarampión. Sin embargo esta respuesta es no 60
obligatoria siempre que se obtenga, de hecho, la respuesta inmune frente al epítopo o multiepítopos o antígenos 
descritos anteriormente. 

En una realización preferida de la invención, el ácido nucleico heterólogo codifica una proteína a partir de un
retrovirus de VIH, particularmente un antígeno de envuelta de VIH y especialmente un péptido derivado de una 65
proteína o glicoproteína de envuelta de VIH-1 o VIH-2. Los antígenos de interés a este respecto son especialmente 
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gp160, gp120 y gp41 de VIH-1 o gp140, GAG o TAT de VIH-1. En una realización particular de la invención, la 
secuencia de aminoácidos heteróloga se obtiene a partir de un gp160, gp120 de VIH-1 o gp140, GAG o TAT de VIH-
1 recombinantes. 

En otra realización, los bucles V1, V2 y/o V3 del antígeno gp120 (o gp160) se suprimen o se suprimen parcialmente, 5
individualmente o en combinación de manera que los epítopos conservados se exponen en el antígeno gp120 
recombinante obtenido. Los bucles V1, V2 y V3 del antígeno gp120 (o gp160) de VIH-1 se han descrito 
especialmente en Fields virology (Fields B.N. y col. Lippincott Raven publishers 1996, págs. 1953-1977). 

En otra realización, el ácido nucleico heterólogo codifica un péptido que se obtiene a partir del antígeno gp120 (o10
gp160) de VIH-1, en donde los bucles V1, V2 y/o V3 del antígeno gp120 (o gp160) se sustituyen o se sustituyen en 
parte, individualmente o en combinación, de manera que los epítopos conservados se exponen en el antígeno gp120 
(o gp160) recombinante obtenido. 

En otra realización, el ácido nucleico heterólogo codifica un péptido que se obtiene a partir de un antígeno de 15
envuelta de VIH-1, especialmente se obtiene a partir del antígeno gp120 de manera que los bucles V1 y V2 se 
suprimen y el bucle V3 se sustituye por la secuencia AAELDKWASAA. 

En otra realización, el ácido nucleico heterólogo codifica un péptido que es gp160V3, gp160V1V2, 
gp160V1V2V3, gp140V3, gp140V1V2, gp140V1V2V3. 20

Los clones de ADNc preferidos que contienen epítopos de VIH, WNV, YFV, DV o JEV son vectores definidos en la 
Tabla II depositados en el CNCM (Colección Nacional de Cultivo de Microorganismos – Institut Pasteur-París, 
Francia) y cuyas características se proporcionan a continuación.

25
Tabla II: Cepa a partir de la cual se 
obtiene la secuencia 

Nombre del vector Número de 
depósito

Fecha de 
depósito

pMV2(EdB)gp160[delta]V3HIV89.6P CNCM I-2883

pMV2(EdB)gp160HIV89.6P CNCM I-2884

pMV2(EdB)gp140HIV89.6P CNCM I-2885

pMV3(EdB)gp140[delta]V3HIV89.6P CNCM I-2886

pMV2(EdB)-NS1YFV17D CNCM I-2887

pMV2(EdB)-EnvYFV17D CNCM I-2888

pTM-MVSchw2-Es(WNV) CNCM I-3033

pTM-MVSchw2-GFPbis CNCM I-3034

pTM-MVSchw2-
p17p24[delta]myr(HIVB)

CNCM I-3035

pTM-MVSchw3-Tat(HIV89-6p) CNCM I-3036

pTM-MVSchw3-GFP CNCM I-3037

pTM-MVSchw2-Es(YFV) CNCM I-3038

pTM-MVSchw2-
gp140[delta]V1V2V3(HIV89-6)

CNCM I-3054

pTM-MVSchw2-gp140[delta]V3(HIV89-
6)

CNCM I-3055

pTM-MVSchw2-
gp160[delta]V1V2V3(HIV89-6)

CNCM I-3056

pTM-MVSchw2-
gp160[delta]V1V2(HIV89-6)

CNCM I-3057

pTM-MVSchw2-GagSIV239p17-
p24[delta]myr-3-gp140(HIV89-6)

CNCM I-3058

pTM-MVSchw2[EDIII+M1-40]WNV(IS-
98-ST1)

CNCM I-3440

pTM-
MVSchw2[EDIII+apoptoM]DV1(FGA89)

CNCM I-3442

pTM-MVSchw2[EDIII]JEV(Nakayama) CNCM I-3441

I-2883 (pMV2(EdB)gp160[delta]V3HIV89.6P) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia 
completa del virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que 
contiene el gen del gp160V3+ELDKWAS de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posición 2 (entre 
los genes N y P del virus de sarampión). El tamaño del plásmido es 21264 nt. 30
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I-2884 (pMV2(EdB)gp160HIV89.6P) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del 
virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el 
gen de gp160 de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posición 2 (entre los genes N y P del virus de 
sarampión). El tamaño del plásmido es 21658 nt. 

5
I-2885 (pMV2(EdB)gp140HIV89.6P) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del 
virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el 
gen de gp140 de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posición 2 (entre los genes N y P del virus de 
sarampión). El tamaño del plásmido es 21094 nt. 

10
I-2886 (pMV3(EdB)gp140[delta]V3HIV89.6P) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia 
completa del virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que 
contiene el gen de gp140V3(ELDKWAS) de la cepa 89.6P del virus SVIH insertado en un ATU en posición 2 (entre 
los genes N y P del virus de sarampión). El tamaño del plásmido es 21058 nt.

15
I-2887 (pMV2(EdB)-NS1YFV17D) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del 
virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el 
gen NS1 del virus de fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en un ATU en posición 2 (entre los genes N y P del virus 
de sarampión). El tamaño del plásmido es 20163 nt. 

20
I-2888 (pMV2(EdB)-EnvYFV17D) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene la secuencia completa del 
virus de sarampión (cepa B Edmonston), bajo el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que contiene el 
gen Env del virus de la fiebre amarilla (YFV 17D) insertado en un ATU en posición 2 (entre los genes N y P del virus 
de sarampión). El tamaño del plásmido es 20505 nucleótidos. 

25
I-3033 (pTM-MVSchw2-Es(WNV) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del 
genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa 
de T7 y que expresa el gen de la envuelta secretada, (E) del virus del Nilo Occidental (WNV), insertado en un ATU. 

I-3034 (pTM-MVSchw2-GFPbis) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del 30
genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa 
de T7 y que expresa el gen del GFP insertado en un ATU. 

I-3035 (pTM-MVSchw2-p17p24[delta]myr(HIVB)) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia 
de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de 35
ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen del gen gag que codifica proteínas p17p24myr del virus HIVB 
insertado en un ATU. 

I-3036 (pTMVSchw3-Tat(HIV89-6p) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del 
genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa 40
de T7 y que expresa el gen del gen Tat de la cepa del virus 89.6P insertado en un ATU. 

I-3037 (pTM-MVSchw3-GFP) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del 
genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa 
de T7 y que expresa el gen del gen GFP insertado en un ATU que tiene una supresión de un nucleótido. 45

I-3038 (pTM-MVSchw2-Es) (YFV) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una secuencia de ADNc del 
genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del promotor de ARN polimerasa 
de T7 y que expresa el gen de la proteína secretada del virus de Fiebre Amarilla (YFV) insertado en un ATU. 

50
I-3054 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una 
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del 
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp140 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en 
un ATU. 

55
I-3055 (pTM-MVSchw2-gp140 [delta] V3 (HIV89-6)) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una 
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del 
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp140[delta]V3(HIV89-6) insertado en un 
ATU.

60
I-3056 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 V3 (HIV89-6)) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una 
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del 
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp160[delta]V1 V2 V3(HIV89-6) insertado en 
un ATU. 

65
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I-3057 (pTM-MVSchw2-gp160 [delta] V1 V2 (HIV89-6)) es un plásmido obtenido de Bluescript que contiene una 
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo el control del 
promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica gp160 [delta] V1 V2 (HIV 89-6) insertado en 
un ATU. 

5
I-3058 (pTM-MVSchw2-Gag SIV239 p17-p24 [delta] myr-3-gp140 (HIV89-6)) es un plásmido obtenido de Bluescript 
que contiene una secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz), bajo 
el control del promotor de ARN polimerasa de T7 y que expresa el gen que codifica Gag SIV239 p-17-p24 [delta]
myr-3-gp140 (HIV89-6) insertado en un ATU. 

10
I-3440 (pTM-MVSchw2-[EDIII+M

1-40
]WNV (IS-98-ST1)) es un plásmido obtenido a partir de PTM que contiene la 

secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz) y una unidad de 
expresión adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleótidos del dominio 
III de la proteína de envuelta del virus del Nilo Occidental (WNV) (WNV IS-98-ST1) fusionada a la secuencia 1-40 de 
la proteína de membrana M. 15

I-3442 (pTM-MvSchw2-[EDIII+ApoptoM] DV1 (FGA89)) es un plásmido obtenido a partir de PTM que contiene la 
secuencia de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz) y una unidad de 
expresión adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleótidos del dominio 
III de la proteína de envuelta del virus de dengue-1 (cepa FGA89) fusionada a una secuencia apoptótica de la 20
proteína de membrana M. 

I-3441 (pTM-MvSchw2-[EDIII] JEV (Nakayama) es un plásmido obtenido a partir de PTM que contiene la secuencia 
de ADNc del genoma infeccioso completo del virus de sarampión (cepa Schwarz) y una unidad de expresión 
adicional ubicada entre los genes P y M, conteniendo esta unidad la secuencia de nucleótidos del dominio III de la 25
proteína de envuelta del virus de encefalitis japonesa (JEV), cepa Nakayama. 

El ácido nucleico heterólogo puede codificar un péptido que se obtiene a partir de un antígeno del Virus de Fiebre 
Amarilla seleccionado entre la envuelta (Env), las proteínas NS2 o mutantes inmunogénicos del mismo. Cuando la 
secuencia de ADN heteróloga presente en el virus de sarampión recombinante de la invención se obtiene a partir del 30
Virus de Fiebre Amarilla (YFV), el mismo se selecciona provechosamente entre YFV 17D 204 comercializado por 
Aventis Pasteur bajo la marca Stamaril®. 

El ácido nucleico heterólogo puede codificar un péptido que se obtiene a partir de un antígeno del Virus del Nilo 
Occidental seleccionado entre la envuelta (E), la pre-membrana (preM) o los mutantes inmunogénicos de los 35
mismos. Cuando la secuencia de ADN heteróloga presente en el virus de sarampión recombinante de la invención 
se obtiene a partir del Virus del Nilo Occidental (WNV), el mismo se selecciona provechosamente entre la cepa 
neurovirulenta IS 98-ST1. 

El ácido nucleico heterólogo puede codificar un antígeno específico tumoral (TSA) o un antígeno relacionado con el 40
tumor (TAA). 

Otra ventaja de la invención es la posibilidad de insertar en el clon de ADNc de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada, ácido nucleico heterólogo largo o un gran número de ácidos nucleicos heterólogos. 
De esta manera, el clon de ADNc puede modificarse por inserción de uno o varios ácidos heterólogos cuya 45
secuencia total es de al menos 5 kb.

La divulgación describe cada y cualquier fragmento de nucleótido contenido en los polinucleótidos insertados en los 
plásmidos depositados a los que se hace referencia en el presente documento y especialmente cada y cualquier 
región adecuada para diseñar el inserto, de acuerdo con la presente divulgación. La divulgación también describe el 50
uso de estos fragmentos para la construcción de los plásmidos de la invención.

La invención también se refiere a métodos para producir células recombinantes que expresan de manera estable las 
tres o al menos las tres siguientes proteínas, una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una 
nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína (P) de un 55
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define 
en la reivindicación 1, que comprenden o consisten en: 

a. recombinar el genoma de una célula con al menos:
60

- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), 

- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y65
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- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y

b. seleccionar las células que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su 
forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 5
segmentada y una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o 
derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicación 1. 

o
10

a. recombinar el genoma una célula con al menos un vector de expresión que comprende: 

- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 
(nlsT7) bajo el control de un promotor. 

15
- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de 

sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor, 

- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor y 20

- un ADN solapado y 

b. seleccionar las células que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su 
forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 25
segmentada y una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o 
derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicación 1. 

En una realización particular de la invención, el método para producir células recombinantes comprende 
adicionalmente recombinar el genoma de las células recombinantes en la etapa a. del método anterior con un vector 30
de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) o un derivado 
funcional de la misma de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y seleccionar las células 
que producen de manera estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una 
nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína (P) de un 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y que producen una proteína larga (L) de un virus de 35
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la 
reivindicación 1. 

Las células recombinantes de la invención, como se describe en la presente memoria descriptiva, también se 
pueden usar como células auxiliares, especialmente como células auxiliares en la producción de virus de ARN de 40
cadena de sentido negativo no segmentada infecciosos, recombinantes. 

Realizaciones y características adicionales de la invención definida se encuentran en los siguientes ejemplos y 
figuras. 

45
Ejemplos

La invención se describirá adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invención 
descrito en las reivindicaciones. 

50
CÉLULAS Y VIRUS

Células Vero (riñón de mono verde africano) se cultivaron como monocapas en medio Eagle modificado de Dulbecco 
(DMEM) complementado con suero fetal bovino al 5 % (FCS). Células de riñón humano 293 (HEK-293) se cultivaron
en DMEM complementado con FCS al 10 %. Células fibroblásticas de embrión de pollo (CEF) se prepararon de la 55
siguiente forma: huevos de pollo fertilizados (Morizeau, Dangers, Francia) se incubaron a 38º C durante 9 días. Los 
embriones se recogieron en condiciones estériles. La cabeza, los miembros y las vísceras se retiraron y los 
embriones se cortaron y después se trataron con tripsina durante 5-10 minutos a 37º C (Tripsina/EDTA 2,5 g/l). 
Después de filtración (70 m) y varios lavados en DMEM con alto contenido de glucosa/FCS al 10 %, las células se 
sembraron (5-7 106 células por placa de Petri) y se incubaron durante una noche a 37º C antes del uso para 60
infección con virus. 

CONSTRUCCIONES DE PLÁSMIDO

Para permitir la fácil recombinación de secuencias adicionales utilizando el sistema de recombinación Gateway® 65
(Invitrogen), el casete Gateway® (attbl/attb Seq) se introdujo por ligamiento en el vector de plásmido HIV-1-
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TRIPU3-BSX (Zennou y col., 2000) linearizado mediante digestión con Smal. El gen de ARN polimerasa de T7 se 
amplificó a partir del plásmido pAR-1173 (Brookhaven National Laboratory, ref) por PCR utilizando ADN polimerasa
PfuTurbo (Stratagene) y los siguientes cebadores que contienen las secuencias de recombinación Gateway® 
(subrayado): 

5
AttB1-T7Pol : 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATGG AATTCTCTGACATCGAACTGGCT-
3’
AttB2-retourT7Pol : 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATCAC
GCGAACGCGAAGTCCGACTCTAAGATGTC-3’

10
Una forma nuclear de ARN polimerasa de T7 (nlsT7) también se amplificó a partir del plásmido pAR-3288 
(Brookhaven National Laboratory, ref) utilizando los siguientes cebadores que contienen una señal de localización 
nuclear (en negrita) y las secuencias de recombinación Gateway® (subrayadas): 

AttBI-SV40nls : 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATG15
GCACCAAAAAAGAAGAGAAAGGTA-3’
AttB2-retourT7Pol: 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATCACG 
CGAACGCGAAGTCCGACTCTAAGATGTC-3’

Utilizando el mismo enfoque, los genes N y P de Schwarz MV se amplificaron por PCR a partir del plásmido pTM-20
MCSchw, que contiene un antigenoma Schwarz MV infeccioso de longitud completa (Combredet y col., 2003). Se 
utilizaron los siguientes cebadores que contienen las secuencias de recombinación Gateway® (subrayadas): 

AttB1-N : 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCCACAC TTTTAAGGAGCTTAGCA-3’
AttB2-N : 5’-GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTGTACTAGTCTAG AAGATTTCTGTCATTGTA-3’25
AttB1-P : 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCAGAAG AGCAGGCACGCCAT-3’
AttB2-P: 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTACTACTTCAT 
TATTATCTTCATCAGCATCTGGTGGA-3’

Los diferentes fragmentos de PCR que codifican la ARN polimerasa de T7, la ARN polimerasa de nlsT7 y las 30
proteínas N y P de MV se introdujeron posteriormente en el plásmido de entrada pDONRTM207 (Invitrogen) y 
recombinaron en el plásmido HIV-1-TRIP-U3-BSX utilizando el sistema de recombinación Gateway® (Invitrogen). 
Los plásmidos de vector recombinante diferentes obtenidos (HIV-1-TRIP delta U3.CMV-T7, HIV-1-TRIP delta 
U3.CMV-nlsT7, HIV-1-TRIP delta U3.CMV-N y HIV-1-TRIP delta U3.CMV-P) se secuenciaron completamente. Estos 
vectores se depositaron en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con los números I-3702, I-3703, I-3700 e I-370135
respectivamente. 

El plásmido pEMC-LSchw que expresa la proteína de polimerasa larga (L) a partir de Schwarz MV se construyó de 
manera similar a como se describe en Radecke y col. (1995). La secuencia de 6552 nucleótidos de largo del gen 
Schwarz L se tomó del plásmido pTM-MVSchw (Combredet y col., 2003) y se insertó en el plásmido pEMC-La 40
descrito previamente en Radecke y col (1995), utilizando procedimientos clásicos de clonación. Este plásmido se 
depositó con el CNCM el 18 de diciembre de 2007, bajo el número I-3881.

PRODUCCIÓN DE PARTÍCULAS DE VECTOR
45

Las partículas de vector se produjeron por co-transfección de células HEK-293 utilizando procedimiento de calcio-
fosfato con los plásmidos de vector HIV-1-TRIP delta U3.CMV-T7, HIV-1-TRIP delta U3.CMV-nlsT7, HIV-1-TRIP 
delta U3.CMV-N, o HIV-1-TRIP delta U3.CMV-P, un plásmido de encapsidación que expresa genes gag y pol de VIH 
-1 y un plásmido que expresa la glicoproteína de envuelta VSV-G (pHCMV-G) como se describe en (Zennou y col., 
2000). La cantidad de antígeno Gag p24 en reservas de partículas de vector concentradas por ultracentrifugación se 50
determinó utilizando ELISA de p24 de VIH-1 (Perkin Elmer LifeSciences). 

GENERACIÓN DE LÍNEAS DE CÉLULAS 293-T7-MV

Las células (HEK-293) se sembraron en pocillos de 35 mm un día antes de la transducción por vectores lentivirales 55
TRIP-T7 y TRIP-nlsT7. Los vectores (500 ng/ml p24) se agregaron en DMEM complementado con FCS al 10 %. 
Durante 8 días, la misma cantidad de vector se agregó repetidamente cada día sobre las células. Las células se 
expandieron cada dos días. Después de cada pasaje, se determinó la actividad de la ARN polimerasa de T7 de las 
células. Un cultivo celular de 35 mm se transfectó con 5 g de pEMC-LUC utilizando el procedimiento de calcio-
fosfato y la actividad de luciferasa en 1/20 del lisado de células aclarado recolectado un día después de la 60
transfección se midió en un luminómetro. La actividad de luciferasa aumentó después de cada transducción 
adicional y permaneció máxima entre la séptima y octava transducción. La ausencia de citotoxicidad de la expresión 
de ARN polimerasa de T7 se demostró después de cada transducción cuantificando la viabilidad celular utilizando el 
método de exclusión con azul de tripano y comparación con células no transducidas. Después de 8 etapas de 
transducción, se generaron dos poblaciones celulares con una actividad de ARN polimerasa de T7 muy alta, bien65
citoplasmática (293-T7) o nuclear (293-nlsT7). 
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Las dos poblaciones celulares (293-T7 y 293-nlsT7) se sometieron a co-transducción posteriormente
simultáneamente por los vectores TRIP-N y TRIP-P. Los vectores (TRIP N: 390 ng/ml p24 y TRIP P: 330 ng/ml p24) 
se agregaron a células sembradas en pocillos de 35 mm. Durante 10 días, la misma cantidad de ambos vectores se 
agregó repetidamente cada día en las células. Las células se expandieron cada dos días. Después de 10 rondas de 
transducción, la expresión de las proteínas N y P de MV se analizó en las poblaciones celulares totales mediante 5
transferencia de western usando 1/20 del lisado total de un pocillo de 35 mm. La expresión de ambas proteínas fue 
comprable con la del número similar de células Vero infectadas (Figura 2), Las células transducidas se clonaron 
posteriormente por dilución limitante. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una dilución de 1/3 célula 
por pocillo. Después de dos semanas, se seleccionaron los primeros clones. Aproximadamente 100 clones de cada 
una de las células 293-T7-NP y 293-nlsT7-NP se expandieron a placas de 24 pocillos, después a pocillos de 35 mm. 10
La expresión de las proteínas N y P de MV se analizó en 20 clones por transferencia de western utilizando 1/20 del 
lisado total de un pocillo de 35 mm. La expresión de ambas proteínas fue comparable a la del número similar de 
células Vero infectadas (Figura 2). La actividad de ARN polimerasa de T7 se midió para cada clon como se ha 
descrito anteriormente. Se seleccionaron varios clones con una actividad de luciferasa muy alta y un nivel similar de 
expresión de N y P de MV. Los clones, enumerados a continuación, se amplificaron y congelaron a -180º C en 15
DMEM/FCS al 30 %/DMSO al 10 % con una densidad de 107 células/ml: 293-T7-NP1, 293-T7-NP3, 293-T7-NP5, 
293-T7-NP7, 293-T7-NP8, 293-T7-NP10, 293-T7-NP13, 293-T7-NP14, 293-T7-NP20, 293-T7-NP28, 293-T7-NP31, 
293-T7- NP33, 293-nlsT7-NP1, 293-nlsT7-NP5, 293-nlsT7-NP6, 293-nlsT7-NP13, 293-nlsT7-NP14, 293-nlsT7-NP15, 
293-nlsT7-NP30 y 293-nlsT7-NP40.

20
RESCATE DE SCHWARZ MV UTILIZANDO CÉLULAS AUXILIARES 293-T7-NP Y 293-NLST7-NP

Para evaluar la capacidad de diferentes clones de células auxiliares 293-T7-NP y 293-nlsT7-NP generados de
rescatar eficazmente MV a partir de ADNc, se usó el plásmido pTM-MVSchw-eGFP (Combredet y col., 2003) para 
rescatar un Schwarz MV recombinante que expresa la proteína verde fluorescente (eGFP). Se usó un sistema 25
similar al que se ha descrito anteriormente (Radecke y col., Parkc y col., 1999; Combreder y col., 2003). Las células 
auxiliares 293-T7-NP o 293-nlsT7-NP se transfectaron utilizando el procedimiento de calcio fosfato con pTM-
MVSchw-eGFP (5 g) y el plásmido pEMC-LSchw que expresa el gen de polimerasa (L) Schwarz MV (20-100 ng). 
Después de incubación durante una noche a 37º C, el medio de transfección se reemplazó con medio fresco y las 
células se sometieron a choque térmico a 43º C durante 3 horas, después se regresaron a 37º C (22). Después de 30
dos días de incubación a 37º C, las células transfectadas se transfirieron a monocapas de células Vero, CEF o 
MRC5 y se incubaron a 37º C en placas de 10 cm, excepto para CEF, las cuales se incubaron a 32º C. Las células 
fluorescentes aparecieron rápidamente después de 2-3 días de co-cultivo en células Vero, CEF o MRC5. Las células 
infectadas se expandieron rápidamente en focos. El virus recombinante fue altamente sincitial en células Vero y no 
sincitial en células CEF y MRC5. Los sincitios únicos o focos infecciosos se transfirieron a pocillos de 35 mm de 35
células Vero, CEF o MRC5, después se expandieron a placas más grandes agregando células frescas. El virus se 
recogió a partir de las células CEF o MRC5 después de 5 días de infección y a partir de las células Vero cuando los 
sincitios implicaron el 80-90 % del cultivo (habitualmente después de 2 días) mediante el raspado de las células 
infectadas, la congelación-descongelación de las células y el medio y la centrifugación para remover los desechos 
celulares. Tales producciones virales se titularon utilizando el método de titulación TCID50. Brevemente, las células 40
Vero se sembraron en placa de 96 pocillos (7500 células/pocillo) y se infectaron mediante diluciones en serie 1:10 
de muestra de virus en DMEM/FCS al 5 %. Después de la incubación a 37º C durante 7 días, las células se tiñeron
con violeta cristal y se determinó la dilución del virus que dio como resultado infección en el 50 % de la unidad de 
ensayo. El punto final del 50 % descrito como dosis infecciosa de cultivo de tejido (TCID50) se calculó por el método 
Kräber (3). El virus recombinante rescatado y cultivado en células Vero tuvo títulos de 107-108 TCID50/ml y el virus 45
rescatado y cultivado en células CEF o MRC5 tuvo títulos más bajos de 10

4
-10

6
TCID50/ml. 

La invención proporciona la tecnología para la construcción y producción de vectores recombinantes, especialmente 
vectores lentivirales del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)-TRIP, que expresa la ARN polimerasa de T7 y 
proteínas N y P Schwarz de sarampión bajo el control del promotor de citomegalovirus (CMV). Estos vectores 50
pueden utilizarse para transducir eficazmente in vitro casi todas las células en un nivel alto, particularmente células 
humanas o de mamífero. Tales células pueden utilizarse como células auxiliares/transcomplementarias capaces de 
generas virus de sarampión recombinantes de novo después de la transfección por ADNc antigenómico viral 
infeccioso de longitud completa o por clones de ADN como se ha definido anteriormente. 

55
La presente invención permite rescatar cualquier virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal 
como virus de sarampión, a partir de ADNc, opcionalmente modificado, sin contaminación por cualquier otro virus 
auxiliar tal como virus vaccinia. Debido a la alta eficacia de transducción de vectores lentivirales, este método 
permite generar células que expresan un nivel muy alto de proteínas auxiliares. Debido a que la recombinación 
basada en retrovirus, particularmente la recombinación basada en lentiviral, de ADN extraño en ADN cromosómico 60
es genuina en comparación con la recombinación basada en plásmido ilícita, las células auxiliares generadas por 
este método son muy estables y su alta eficacia para rescatar los virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada a partir del ADNc se mantiene después de múltiples pasajes en serie.

65
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REIVINDICACIONES

1. Una célula recombinante que comprende integrados en su genoma al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una 5
copia de un ácido nucleico que codifica una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada o derivados funcionales de los mismos, y al menos una copia de un ADN solapado asociado 
funcionalmente con dicho ácido o ácidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 
(nlsT7), dichas proteínas N y P se expresan de manera estable,
y donde dichos derivados funcionales de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7) y/o la 10
nucleoproteína (N) y/o la fosfoproteína (P) se definen como variantes de la ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7) y/o de la proteína N y/o de la proteína P que mantienen actividad de la proteína a partir de la cual se 
obtienen, como un complejo de ribonucleoproteína (complejo RNP), funcional en transcripción y replicación en un 
genoma de virus, en un sistema de rescate que posibilita la producción de virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada a partir de ADNc clonado, estando dichas variantes codificadas por un ácido nucleico 15
seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que se hibrida en condiciones de alta rigurosidad (solución de prelavado para los filtros de 
nitrocelulosa 5X SSC, SDS al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridación del 50 % de formamida, 
6X SSC a 42º C y condiciones de lavado a 68º C, 0,2X SSC y el 0,1 % de SDS) con un ácido nucleico que 20
codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID 
NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 y la proteína P de SEQ ID NO: 15 de una cepa o virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada;
b) un ácido nucleico que presenta al menos el 80 %, preferentemente el 90 %, más preferentemente el 95 % o 
incluso el 99 % de similitud con un ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de 25
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de 
SEQ ID NO: 15, calculándose dicha similitud a lo largo de la longitud completa de ambas secuencias; y
c) un ácido nucleico que difiere del ácido nucleico que codifica la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de 
SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de 
SEQ ID NO: 15 en al menos un nucleótido, opcionalmente sustitución conservativa, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 30
5 sustituciones, en al menos una supresión o adición de nucleótido, preferentemente 1, 2, 3, 4 o 5 supresiones o 
adiciones de nucleótido;

o, siendo un fragmento que representa al menos el 70 %, particularmente el 80 % y más particularmente el 90 % o 
incluso el 95 % de la ARN polimerasa del fago T7 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 9 o su forma nuclear (nlsT7) de 35
SEQ ID NO: 11, la proteína N de SEQ ID NO: 13 o la proteína P de SEQ ID NO: 15.

2. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende integrado en su genoma: 

a. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 40
(nlsT7) bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripción, 
b. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripción, y
c. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido 
negativo no segmentada bajo el control de elemento o elementos reguladores de trascripción.45

3. Una célula recombinante que comprende integrada en su genoma, al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una 
copia de un ácido nucleico que codifica una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 50
segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicación 1, y al menos una copia de 
un ADN solapado asociado funcionalmente con dicho ácido o ácidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del 
fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), dichas proteínas N y P se expresan de una manera estable, y siendo obtenible 
dicha célula recombinante por recombinación de su genoma con: 

55
a. un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), 
b. un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, y
c. un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 60
codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada.

4. Una célula recombinante que comprende integrada en su genoma, al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y al menos una 65
copia de un ácido nucleico que codifica una fosfoproteína (P) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
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segmentada o derivados funcionales de los mismos como se define en la reivindicación 1, y al menos una copia de 
un ADN solapado asociado funcionalmente con dicho ácido o ácidos nucleicos y donde dicha ARN polimerasa del 
fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), dichas proteínas N y P se expresan de una manera estable, y siendo obtenible 
dicha célula recombinante por recombinación de su genoma con un vector de expresión que comprende:

5
a. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear 
(nlsT7).
b. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de sentido negativo 
no segmentada. 
c. al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido 10
negativo no segmentada y 
d. un ADN solapado.

5. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las proteínas N y P 
de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada son del mismo virus, preferentemente de la 15
misma cepa de virus o de diferentes cepas de virus o son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo 
no segmentada.

6. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicación 5, donde las proteínas N y P de virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada son de un virus MV atenuado, particularmente cepa Schwarz MV.20

7. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el ADN solapado se 
obtiene a partir de un lentivirus, tal como un virus CAEV, EIAV, VISNA, SIV o FIV, particularmente un lentivirus 
humano, tal como VIH preferentemente VIH-1 o VIH-2.

25
8. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde dicho vector o 
vectores es o son vector o vectores de gen de transferencia derivados de VIH que comprenden dos LTR, uno de los 
LTR estando opcionalmente eliminado en la parte U3, y elementos reguladores de la expresión y la transcripción.

9. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicación 3 o una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde 30
los vectores son: 

a. el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el número I-
3702 o el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-nlsT7, depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el 
número I-3703. 35
b. el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-N depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006 con el número I-3700, 
y
c. el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-P depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el número I-
3701. 

40
10. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 la cual es una célula 
eucariota, preferentemente una célula de mamífero, más preferentemente una célula humana. 

11. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que puede dividirse o 
que no se puede dividir.45

12. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 la cual es una célula HEK 
293 (riñón embrionario humano), en particular la línea de células 293-T7-NP depositada en el CNCM el 14 de junio 
de 2006 con el número I-3618 o la línea de células 293-nlsT7-NP MV depositada en el CNCM el 4 de agosto de 
2006, con el número I-3662.50

13. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicación 2, que comprende integrada en su genoma al menos 
una copia de una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) de un virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, opcionalmente bajo el control de elementos reguladores de 
trascripción. 55

14. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, recombinada 
adicionalmente por un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN 
polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el plásmido pEMC-
LSchw depositado en el CNCM el 18 de diciembre de 2007, con el número I-3881.60

15. Una célula recombinante de acuerdo con la reivindicación 14, donde el vector de expresión que comprende un 
ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de ARN de cadena 
de sentido negativo no segmentada. 
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16. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde las proteínas N, 
P y L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada son del mismo virus, en particular de la 
misma cepa de virus o de cepas de virus diferentes, o son de diferentes virus de ARN de cadena de sentido negativo 
no segmentada.

5
17. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde la proteína L de 
un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus MV, particularmente de una cepa 
Schwarz MV.

18. Una célula recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, recombinada 10
adicionalmente con un clon de ADNc que codifica el antigenoma de longitud completa de un virus de ARN de 
cadena de sentido negativo no segmentada, opcionalmente modificado mediante inserción en lugar o lugares 
permisivos de ácido o ácidos nucleicos heterólogos.

19. Un cultivo celular que está compuesto de células recombinantes como se define en una cualquiera de las 15
reivindicaciones 1 a 18, en particular un cultivo primario o una línea celular.

20. Un vector de expresión derivado de retroviral, en particular un plásmido, que contiene un ADN solapado y al 
menos un ácido nucleico que codifica una proteína que se selecciona del grupo que consiste en una polimerasa de 
ARN del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativa no 20
segmentada, una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativa no segmentada y una proteína L de 
un virus de ARN de cadena de sentido negativa no segmentada.

21. Un vector de expresión derivado de retroviral de acuerdo con la reivindicación 20 que es un vector derivado de 
FIV o SIF, un lentivirus humano tal como un vector derivado de VIH, preferentemente un vector derivado de VIH-1 o 25
VIH-2.

22. Un vector de expresión derivado de retroviral de acuerdo con la reivindicación 20 o 21 elegido en el grupo que 
consiste en:

30
a) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7, 
tal como el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-T7 depositado en el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el 
número I-3702;
b) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una forma nuclear de una ARN 
polimerasa del fago T7, tal como el plásmido HIV-1-TRIPU3.CMV-nlsT7 depositado en el CNCM el 14 de 35
diciembre de 2006 con el número I-3703;
c) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el HIV-1-TRIPU3.CMV-N depositado en el CNCM 
el 14 de diciembre de 2006 con el número I-3700;
d) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de 40
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tal como el plásmido HIV-1-TRIPU3-CMV-P depositado en 
el CNCM el 14 de diciembre de 2006, con el número I-3701;
e) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de 
ARN de cadena negativa no segmentada;
f) un vector que comprende un ADN solapado y un ácido o ácidos nucleicos que codifican una ARN polimerasa 45
del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada, una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y opcionalmente 
una proteína L de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada; y
g) un vector que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína L de un virus de ARN de cadena 
negativa no segmentada, que es el plásmido pEMC-LSchw, depositado en el CNCM el 18 de diciembre de 2007,50
bajo el número I-3881.

23. Un vector de expresión de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, donde dicho ácido 
nucleico está bajo el control de elemento o elementos reguladores de la transcripción, tales como un promotor, por 
ejemplo el promotor CMV.55

24. Método para producir virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante que 
se elige en el o consiste en:

(i) un método que comprende o que consiste en:60

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define 
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en particular la línea celular 293-T7-NP depositada en el 
CNCM el 14 de junio de 2006 con el número I-3618 o la línea de células 293-nlsT7-NP MV depositada en el 
CNCM el 4 de agosto de 2006, con el número I-3662, con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no 65
segmentada y con un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga 
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de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, 
b. transferir dicha célula recombinante o cultivo de células recombinantes a células con capacidad para 
mantener la replicación y producción de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tales 
como células Vero (células de riñón de mono verde africano), células CEF (fibroblasto de embrión de gallina) 
o células MRC5 y5
c. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, infeccioso, recombinante a partir
del co-cultivo de la etapa b;

(ii) un método que comprende o consiste en: 
10

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define 
en una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17 con un clon de ADNc de cadena de sentido negativo no 
segmentada y
b. transferir dicha célula recombinante o cultivo de células recombinantes a células con capacidad para 
mantener la replicación y producción de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, tales 15
como células Vero (células de riñón de mono verde africano), células CEF (fibroblasto embrionario de pollo) o 
células MRC5 y
c. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir 
del co-cultivo de la etapa b;

20
(iii) un método que comprende o consiste en: 

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o un cultivo de células como se define 
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en particular un cultivo de células eucariotas, más 
particularmente un cultivo de células de mamífero o un cultivo de células humanas tales como fibroblastos 25
humanos, especialmente la línea celular MRC5 (fibroblastos de pulmón humanos), con un clon de ADNc de 
cadena de sentido negativo no segmentada con un vector de expresión que comprende un ácido nucleico 
que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada y
b. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir 30
de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes; y

(iv) un método que comprende o consiste en: 

a. recombinar adicionalmente el genoma de una célula recombinante o de un cultivo de células como se 35
define en una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, particular un cultivo de células eucariotas, más 
particularmente un cultivo de células de mamífero o un cultivo de células humanas tales como fibroblastos 
humanos, especialmente la línea celular MRC5 (fibroblastos de pulmón humanos), con un clon de ADNc de 
cadena de sentido negativo no segmentada de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada; y40
b. recuperar el virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada infeccioso, recombinante a partir 
de la célula recombinante o cultivo de células recombinantes.

25. Método de acuerdo con la reivindicación 24, donde la secuencia de nucleótidos de dicho clon de ADNc de 
cadena de sentido negativo no segmentada de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada se45
modifica mediante inserción, en lugares permisivos, de al menos un ácido o ácidos nucleicos heterólogos tales como 
un ácido nucleico heterólogo que codifica epítopos o poliepítopos. 

26. Método de acuerdo con la reivindicación 24 o 25, donde dicho clon de ADNc de cadena de sentido negativo no 
segmentada modificado de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada es de un virus MV 50
atenuado, particularmente la cepa MV Schwarz.

27. Método para producir células recombinantes elegidas en el grupo que consiste en:

(i) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 55
12 que comprende o que consiste en:

a. recombinar el genoma de una célula con al menos:

- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 60
codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7),
- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y
- un vector de expresión que comprende un ADN solapado y al menos una copia de un ácido nucleico que 
codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y65
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b. seleccionar las células que producen de forma estable, a partir de ácido o ácidos nucleicos recombinados 
con su genoma, al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína 
(N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína (P) de virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, o derivados funcionales de las mismas como se define 
en la reivindicación 1;5

(ii) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
12 que comprende o que consiste en:

a. recombinar el genoma de una célula con al menos un vector de expresión que comprende10

- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una ARN polimerasa del fago T7 o su forma 
nuclear (nlsT7) bajo el control de un promotor,
- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína N de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor,15
- al menos una copia de un ácido nucleico que codifica una proteína P de un virus de ARN de cadena de 
sentido negativo no segmentada bajo el control de un promotor y
- un ADN solapado y

b. seleccionar las células que producen de forma estable, a partir de ácido o ácidos nucleicos recombinados 20
con su genoma, al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína 
(N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y una fosfoproteína (P) de virus de 
ARN de cadena de sentido negativo no segmentada, o derivados funcionales de las mismas como se define 
en la reivindicación 1; y

25
(iii) un método para producir células recombinantes como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 13 
a 17 que comprende o que consiste en:

a. proporcionar células recombinantes por un método de acuerdo con la opción (i) o (ii) anterior,
b. recombinar adicionalmente el genoma de las células recombinantes obtenidas en a. con un vector de 30
expresión que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína larga de ARN polimerasa (L) de un 
virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y
c. seleccionar las células que producen de forma estable al menos una ARN polimerasa del fago T7 o su 
forma nuclear (nlsT7), una nucleoproteína (N) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no 
segmentada y una fosfoproteína (P) de virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada y que 35
producen una proteína larga (L) de un virus de ARN de cadena de sentido negativo no segmentada o 
derivados funcionales de las mismas como se define en la reivindicación 1.
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