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ES 2387321713

DESCRIPCION
Proteina de fusién no estructural del virus de la hepatitis C.

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, y es la causa principal de hepatopatias cronicas y hepatitis aguda. La
infeccion virica por el VHC esta asociada con una tasa elevada (54-86%) de cronicidad, la cual, en el 5 a 24% de los
casos, evoluciona a cirrosis y subsiguientemente a carcinoma hepatocelular durante un periodo de 20 a 30 afios
(McHutchinson, 2004, The American Journal of Managed Care 10, S21-29). Actualmente, en Europa y en los
Estados Unidos de América, el 20-30% de los transplantes hepaticos y el 15-33% de los canceres hepaticos son
atribuibles a infeccion por el VHC. La Organizacién Mundial de la Salud estimé en 1999 que alrededor e 170
millones de personas estan crénicamente infectadas a nivel mundial por el VHC, y cada afio se infectan 3 a 4
millones de personas.

El VHC es un virus de cubierta con un genoma de acido ribonucleico (ARN) monocatenario positivo de
aproximadamente 9.600 nucledtidos, cuya organizaciéon es habitual para todas las cepas y aislados del VHC. La
traduccion del genoma del VHC en la fase 0 genera una gran poliproteina de 3010 a 3030 aminoacidos segun el
genotipo, que es escindida proteoliticamente por proteasas viricas y celulares para producir 10 proteinas viricas. La
tercera parte aminoterminal de la poliproteina codifica las proteinas estructurales del virion: la proteina Core (C), y
las glucoproteinas de cubierta E1 y E2. Después de la region estructural viene una pequefia proteina de membrana
integral, p7, que parece funcionar como un canal de iones. El resto del genoma codifica las proteinas no
estructurales (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, que median los procesos intracelulares del ciclo vital del
virus (Penin, 2004, Hepatology 39, 5-19). EI VHC también codifica proteinas pequefas, denominadas F
(desplazamiento del marco) o ARFP (proteina del marco de lectura alternativo), que se pueden producir mediante
desplazamiento del marco ribosémico o iniciacién interna en un marco de lectura +1 alternativo dentro del gen core
(véanse Branch et al., 2005, Semin. Liver Dis. 25:105-117; y el documento W02004/069864). Las secuencias que
codifican la poliproteina estan flanqueadas en ambos extremos por dos regiones no traducidas muy conservadas
(UTR), 5’'UTR y 3'UTR, respectivamente. Un sitio de entrada al ribosoma interno, situado en 5’'UTR, permite la
fijacion al ribosoma para la iniciacion de la traduccién, mientras que se piensa que la 3'UTR desempefia un papel
importante en la iniciacion de la replicacién virica.

La terapia estandar actual para pacientes infectados crénicamente con VHC es una combinacion de interferon alfa
pegilado (PEG-IFN-a) y ribavirina (Fried et al., 2002, N. Engl. J. Med. 347, 975-982). Sin embargo, esta terapia es
costosa, estd asociada con efectos secundarios significativos que conducen a la terminacién prematura del
tratamiento en 10% de los casos, y es inadecuada para un namero significativo de pacientes (por ejemplo aquellos
con cirrosis hepatica descompensada, enfermedades autoinmunitarias, antecedentes de depresién y embarazo). De
forma mas importante, sélo el 50% de los pacientes tratados responden al tratamiento (Falck-Ytter, et al., 2002, Ann.
Intern. Med. 136, 288-292), y la tasa de respuesta es todavia mas baja para pacientes infectados con el genotipo 1
(27%-35%).

En conjunto, se acumula un namero de pruebas experimentales para enfatizar el papel critico desarrollado por la
inmunidad de células T en el control de la infecciéon por VHC, particularmente respuestas mediadas por células T
CD4+ y CD8+ dirigidas a las proteinas no estructurales (NS) (por ejemplo Francavilla et al., 2004, Eur. J. Immunol.
34, 427-37; Grakoui et al., 2003, Science 302, 659-662; Shoukry et al., 2003, J. Exp. Med. 197,1645-1655; Thimme
et al.,, 2001, J. Exp. Med. 194,1395-1406; Lechner et al., 2000, J. Exp. Med. 191,1499-1512; Gerlach, 1999,
Gastroenterology 117, 933-941; Folgori et al., 2006, Nat Med. 12, 190-197). De hecho, se observan respuestas
vigorosas de células T especificas del VHC en pacientes que se recuperan espontdneamente de hepatitis C aguda
autolimitada, mientras que las respuestas de las células T son débiles y estan centradas de forma muy particular en
pacientes infectados persistentemente. Por otro lado, el papel desempefiado por los anticuerpos neutralizantes
(inmunidad mediada por células B) es mucho menos claro (Logvinoff, 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 10149-
54).

Desde el descubrimiento del virus del VHC hace 15 afios, todavia no hay ninguna vacuna contra el VHC debido a la
dificultad de lograr un crecimiento eficiente del virus en cultivo celular y la falta de modelos de laboratorio facilmente
disponibles de infeccién virica. Sin embargo, ahora ha aparecido un gran nimero de vacunas candidatas (Barth y
Baumert, 2004, Novel vaccine strategies, p. 214-227, In State of the Art of Hepatology: Molecular and Cell Biology
eds Kluwer Academic Publishers; Inchauspe and Feinstone, 2003, Clin. Liver Dis. 7, 243-259), que se basan, por
ejemplo, en péptidos derivados de VHC (Cerny et al.,, 1995, J. Clin. Invest. 95, 521-30), antigenos de VHC
producidos recombinantemente, vacunas a base de ADN y de virus (Brinster et al., 2001, Hepatology 34,1206-1217;
Foms et al., 2000, Hepatology 32, 618-625) y particulas semejantes al virus de VHC (Baumert et al., 1999,
Gastroenterology 117,1397-1407; Jeong et al., 2004, J. Virol. 78,6995-7003). Actualmente se evallan varios
candidatos en modelos preclinicos, y la primera ola esta entrando en ensayos clinicos. Las vacunas mas avanzadas
actualmente en fase Il usan proteina de cubierta E1 con adyuvantes (Innogenetics) y epitopos de células CD4+ y
CD8+ con adyuvantes (Intercell).

Un enfoque que se ha explorado en forma activa durante esta Ultima década se basa en el uso de poliproteinas que
asocian diversos dominios antigénicos como inmundgenos. Una amplia mayoria de las poliproteinas de la técnica
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anterior resultan de la fusion a otro polipéptido antigénico, fragmentos o epitopos que se originan a partir de diversas
proteinas NS de VHC, a fin de formar un Unico polipéptido esperanzadoramente inmundgeno. Por ejemplo, los
documentos W001/30812 y W003/031588 describen la fusion de polipéptidos de VHC de NS3 a NS5B para formar
un Unico polipéptido que engloba las proteinas NS principales. El documento WO03/097677 describe la fusion de
fragmentos antigénicos de 30 a 70 aminoacidos que se originan a partir de polipéptidos NS3, NS4B y NS5B. El
documento WO02004/0461 describe una poliproteina que comprende Core, NS3, NS4B y NS5B. El documento
W02004/1110 describe vectores adenoviricos y de MVA para coexpresar NS3, NS4 y NS5B, en el que NS3 y NS4
son expresadas como una proteina de fusion, y NS5B es expresada independientemente.

Se ha de sefialar que la configuracion de las poliproteinas de la técnica anterior es como en el contexto nativo,
apareciendo los diversos componentes en el orden en el que aparecen de forma natural en el precursor de VHC
nativo. En particular, NS3 es seguida de NS4, que es seguida de NS5. Sin embargo, la configuracion “nativa” no es
optima en términos de expresion e inmunogenicidad de las poliproteinas resultantes.

Se puede esperar que el VHC continuara siendo una amenaza grave para la salud mundial durante muchos afios,
debido a la naturaleza crénica y persistente de infeccién, su elevada prevalencia y la morbidez significativa de las
enfermedades asociadas. De este modo, existe una necesidad importante de desarrollar polipéptidos mas
inmundgenos, vectores de expresion, métodos para la preparacién de los mismos, y sus usos, para mejora la
prevencion y tratamiento de infecciones por VHC o enfermedades o trastornos asociados con VHC.

La presente invencion se refiere a proteinas de fusién que implican polipéptidos no estructurales (NS) dispuestos en
una configuracién no nativa segin la reivindicacion 1. Se seleccionaron fragmentos especificos para los polipéptidos
MS de VHC (por ejemplo NS3, NS4A, NS5B y opcionalmente NS4B), y se configuraron especificamente a fin de
optimizar la inmunogenicidad y/o el procedimiento de produccién recombinante de las proteinas de fusién
resultantes. En comparacion con los polipéptidos NS nativos, las nuevas proteinas de fusion de VHC proporcionadas
por la presente invencién, o sus secuencias nucleotidicas codificantes, pueden permitir una mejora de una respuesta
inmunitaria anti-VHC y/o una mejora de la respuesta citotdxica global con la introduccién en un organismo
hospedante, y/o una mejora de la produccién de lotes clinicos. De este modo, la invencion representa un avance
significativo en el tratamiento y prevencién actuales de infecciones por VHC o enfermedades o trastornos asociados
con VHC. En particular, se puede usar para reforzar terapias existentes o proporcionar un tratamiento alternativo a
pacientes infectados crénicamente, especialmente aquellos que no responden a la terapia convencional.

Este problema técnico se resuelve mediante la provision de las realizaciones como se definen en las
reivindicaciones.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas adicionales de la invencion seran manifiestos a partir de la descripcién
siguiente de las realizaciones actualmente preferidas de la invencion. Estas realizaciones seran para los fines de la
descripcion.

En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de fusion aislada que
comprende al menos tres polipéptidos NS, entre ellos los polipéptidos NS3, NS4A y NS5B, que se originan a partir
de un virus de la hepatitis C (VHC), en la que dichos polipéptidos NS estan configurados en dicha proteina de fusién
en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuracién nativa, en la que el polipéptido NS4A
esta situado en el término N y NS5B esta situado en el término C de dicha proteina de fusion.

Como se utiliza en la presente memoria a lo largo de toda la solicitud, los términos “un” y “una” se usan en el sentido
de que significan “al menos un”, “al menos un primer”, “uno 0 mas” o “una pluralidad” de los compuestos o etapas
citados, excepto que el contexto dicte otra cosa. Por ejemplo, la expresion “una célula” incluye una pluralidad de

células, incluyendo una mezcla de las mismas.

El término “y/0”, siempre que se use en la presente memoria, incluye el significado de “y”, “0” y “todos o cualquier
otra combinacién de los elementos conectados mediante dicha expresion”.

El término “alrededor de” o “aproximadamente”, como se utiliza en la presente memoria, significa en el 20%,
preferentemente en el 10%, y mas preferentemente en el 5% de un valor o intervalo dado.

Los términos “aminoacidos” y “restos” son sinénimos, y engloban aminoacidos naturales asi como analogos de
aminoacidos (por ejemplo aminoacidos no naturales, sintéticos y modificados, incluyendo los isémeros 6pticos D o
L).

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan en la presente memoria de forma intercambiable para
referirse a polimeros de restos de aminoacidos que comprenden diez 0 mas aminoacidos enlazados via enlaces
peptidicos. El polimero puede ser lineal, ramificado o ciclico, y puede comprender aminoacidos de origen natural y/o
analogos de aminoacidos, y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Como indicacion general, si el polimero
de aminoécidos es largo (por ejemplo mas de 50 restos de aminoacidos), se denomina preferentemente como
polipéptido o proteina.
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En el contexto de la presente invencion, las expresiones “acido nucleico”, “molécula de &acido nucleico”,
“polinucledtido” y “secuencia nucleotidica” se usan de forma intercambiable y definen un polimero de cualquier
longitud de polidesoxirribonucleétidos (ARN) (por ejemplo, ADNc, ADN gendmico, plasmidos, vectores, genomas
viricos, ADN aislados, sondas, cebadores, y cualquier mezcla de los mismos) C o polirribonucleétidos (ARN) (por
ejemplo  ARNm, ARN antisentido), o polirribo-polidesoxirribonucleétidos mixtos. Engloban polinucleétidos
monocatenarios o bicatenarios, lineales o circulares, naturales o sintéticos. Ademas, un polinucleétido puede
comprender nucledtidos de origen no natural, tales como nucleétidos metilados y analogos nucleotidicos (véanse los
documentos US 5.525.711, US 4.711.955 o EPA 302 175 como ejemplos de modificaciones), y pueden estar
interrumpidos por componentes no nucleotidicos. Si estan presentes, las modificaciones al nucleétido se pueden
impartir antes o después de la polimerizacion.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando se use para definir productos, composiciones y métodos, la
expresion “que comprende” quiere decir que los productos, composiciones y métodos incluyen los componentes o
etapas citados, pero sin excluir otros. “Que consiste esencialmente en” deberia significar que excluye otros
componentes o etapas de cualquier significancia esencial. De este modo, una composicibn que consiste
esencialmente en los componentes citados no excluiria contaminantes en trazas y vehiculos farmacéuticamente
aceptables. “Que consiste en” debe significar que excluye mas de elementos en trazas de otros componentes 0
etapas. Por ejemplo, un polipéptido “consiste en” una secuencia de aminoacidos cuando el polipéptido no contiene
ningin aminoécido sino la secuencia de aminoacidos citada. Un polipéptido “consiste esencialmente en” una
secuencia de aminoacidos cuando tal secuencia de aminoacidos esta presente junto con sélo unos pocos restos de
aminoacidos adicionales, tipicamente de alrededor de 1 a alrededor de 50 restos adicionales mas o menos. Un
polipéptido “comprende” una secuencia de aminoacidos cuando la secuencia de aminoacidos es al menos parte de
la secuencia de aminodcidos final del polipéptido. Tal polipéptido puede tener unos pocos hasta varios cientos de
restos de aminoacidos adicionales. Tales restos de aminoacidos adicionales pueden desempefar un papel en el
trafico de polipéptidos, facilitar la produccion o purificacién de polipéptidos, prolongar la semivida, entre otros. Lo
mismo se puede aplicar para las secuencias nucleotidicas.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “aislado” se refiere a una proteina, polipéptido, péptido o acido
nucleico que esta purificado o eliminado de su entorno natural. El término “purificado” se refiere a una proteina,
polipéptido, péptido o acido nucleico que se separa de al menos algln otro componente o componentes con los que
esté asociado naturalmente.

“VHC” significa “virus de la hepatitis C". Los andlisis filogenéticos amplios han conducido a la clasificacién de
aislados de VHC en 6 genotipos principales (1 a 6) que contienen diferentes subtipos (a, b, ¢, etc.) (Simmons et al.,
2005, Hepatology 42, 962-973). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 1a incluyen, sin limitacién, HCV-1
(Choo et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2451-2455), -J | (Okamoto et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20,
6410-6410) y-H (Inchauspe et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 10292-10296). Los aislados de VHC ejemplares
de genotipo 1b incluyen, sin limitacion, HCV-JA (Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acad., Sci. 87, 9524-9528) y BK
(Takamizawa et al., 1991, J. Virol. 65, 1105-1113). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 1c incluyen, sin
limitacion, HCV-G9 (Okamoto et al., 1994, J. Gen. Virol. 45, 629-635). Los aislados de VHC ejemplares de genotipo
2a incluyen, sin limitacion, HCV-J6 (Okamoto et al., 1991, J. Gen. Virol. 72,2697-2704). Los aislados de VHC
ejemplares del genotipo 2b incluyen, sin limitacién, HCV-J8 (Okamoto et al., 1992, Virology 188, 331-341). Los
aislados de VHC ejemplares del genotipo 2c incluyen, sin limitacion, HCV-BEBE1 (Nako et al., 1996, J. Gen. Virol.
141, 701-704). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 3a incluyen, sin limitacion, HCV-NZL1 (Sakamoto et al.,
1994, J. Gen. Virol. 75,1761- 1768). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 3b incluyen, sin limitacion, HCV-
Tr (Chayama et al., 1994, J. Gen. Virol. 75, 3623-3628). Los aislados de VHC ejemplares del genotipo 4a incluyen,
sin limitacién, HCV-ED43 (Chamberlain et al., 1997, J. Gen. Virol. 78,1341-1347). Los aislados de VHC ejemplares
del genotipo 5a incluyen, sin limitacién, HCV-EUH1480 (Chamberlain et al., 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun.
236, 44-49). Los aislados de VCH ejemplares del genotipo 6a incluyen, sin limitacién, HCV-EUHK2 (Adams et al.,
1997, Biochem. Biophys. Res. Commun. 234, 393-396).

El término “fusion” o “proteina de fusién”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la combinacién con
algun otro de al menos tres péptidos NS (o fragmento o fragmentos o variante o variantes de los mismos) en una
cadena polipeptidica. Preferentemente, la fusién entre los diversos polipéptidos NS se lleva a cabo por medios
genéticos, es decir, fusionando en el marco las secuencias nucleotidicas que codifican cada uno de los polipéptidos
SN. Por “fusionado en el marco” se quiere decir que la expresion de las secuencias codificantes fusionadas da como
resultado una Unica proteina sin ningun terminador transcripcional entre cada uno de los polipéptidos NS.

La fusion entre cada uno de los polipéptidos NS puede ser directa o a través de un ligador. Como se utiliza en la
presente memoria, “directa” se refiere a una fusion entre dos polipéptidos NS sin ningln resto de aminoacido
adicional entre medias (por ejemplo los codones que codifican un polipéptido NS son contiguos a los codones que
codifican al siguiente polipéptido NS). Como alternativa, se puede usar un péptido ligador en unién de al menos dos
polipéptidos NS. La presencia de un ligador puede facilitar la formacion completa, el plegamiento y/o el
funcionamiento de la proteina de fusién. La presente invencién no esta limitada por la forma, tamafio o0 nimero de
secuencias ligadoras empleadas, y se pueden insertar en la unién entre dos polipéptidos NS mdltiples copias de una
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secuencia ligadora. Los ligadores adecuados segun la invencién tienen 3 a 30 aminoacidos de longitud, estan
compuestos de repeticiones de restos de aminoacidos tales como glicina, serina, treonina, asparagina, alanina y/o
prolina (véase, por ejemplo, Wiederrecht et al., 1988, Cell 54, 841; Aumalilly et al., 1990 FEBS Lett. 262, 82; y
Dekkeret al., 1993, Nature 362, 852). Los ejemplos representativos de ligadores adecuados incluyen un ligador Ser-
Gly-Ser para conectar el polipéptido NS del término N al segundo polipéptido NS, y un ligador Gly-Ser-Gly-Ser-Gly
para conectar el segundo polipéptido NS al tercer polipéptido NS. Como alternativa, también se pueden usar
secuencias derivadas del VHC para conectar entre si dos polipéptidos NS (por ejemplo la porciéon C-terminal de un
polipéptido NS4A nativo que se extiende desde aproximadamente la posicion 1691 hasta aproximadamente la
posicion 1711, numeradas con relacién a la poliproteina HCV-1 de longitud completa.

“Al menos tres” significa un nimero que es tres 0 mayor que tres, con preferencia especial por tres o cuatro.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “polipéptido NS” se refiere a una proteina no estructural
reconocida en la técnica, seleccionada preferentemente del grupo constituido por polipéptidos NS2, NS3, NS4A,
NS4B y NS5B. No obstante, se prefiere que la proteina de fusién no contenga ningun polipéptido NS5A. En el
contexto de la invencion, los polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusién de la invencién se pueden originar
independientemente a partir de cualquier cepa o aislado de VHC identificado actualmente, tal como los descritos
anteriormente en relacion con el término “VHC". El término “originar” significa que se puede aislar, clonar, derivar o
que esta relacionado. De este modo, segln la presente invencién, cada uno de los polipéptidos NS incluidos en la
proteina de fusion pueden originarse de un polipéptido NS nativo o a partir de un polipéptido NS modificado, como
se define posteriormente mas abajo.

Un polipéptido NS “nativo” se refiere a una proteina, polipéptido o péptido NS que se puede encontrar o aislar a
partir de una fuente en la naturaleza, distinto de ser modificado o alterado artificialmente por el hombre en el
laboratorio. De este modo, la expresion “polipéptido NS nativo” incluiria polipéptidos NS de origen natural y sus
fragmentos. Tales fuentes en la naturaleza incluyen muestras bioldgicas (por ejemplo sangre, plasma o suero
procedente de pacientes infectados por VHC, o que han sido infectados en el pasado por un VHC), células
cultivadas, asi como materiales recombinantes (por ejemplo virus o genoma de VHC, librerias de ADN gendmico o
ADNC, plasmidos que contienen fragmentos de genoma de VHC, precursor procesado previamente recombinante o
polipéptido NS procesado maduro, y similares). Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de un nimero de
polipéptidos NS/genes nativos se han descrito en la bibliografia, y estan disponibles en bancos de datos
especializados. Los ejemplos representativos de polipéptidos NS nativos se exponen en SEC ID n°: 1-4 (SEC ID n°:
1-4 proporciona las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos nativos NS3, NS4A, NS4B y NS5B de la cepa JA
del VHC de genotipo 1b). Sin embargo, los polipéptidos NS nativos no estan limitados a estas secuencias
ejemplares. De hecho, las secuencias de aminoacidos pueden variar entre diferentes genotipos, subtipos, y aislados
de VHC, y este alcance natural de variacion genética esta incluido en el alcance de la invencion.

Uno o méas de los polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusion de la invencion pueden incluir,
independientemente entre si, una o mas modificaciones de aminoacidos de las secuencias ejemplares u otros
polipéptidos NS nativos. La modificacion o modificaciones se pueden generar por medio de mutacién y/o adicion de
restos quimicos (por ejemplo alquilacién, acetilacién, amidacion, fosforilacion y similar) o restos marcadores. La
mutacion o mutaciones incluyen supresion, sustitucion o adicién de uno o mas restos de aminoéacidos, o cualquier
combinacién de estas posibilidades. Cuando se contemplan varias modificaciones, pueden implicar restos
consecutivos y/o restos no consecutivos. La modificacion o modificaciones se pueden realizar de muchas maneras
conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido NS se
puede modificar usando técnicas recombinantes habituales, tales como corte enzimatico seguido de modificacién y
ligacion de fragmento definido, mutagénesis dirigida al sitio (por ejemplo usando el sistema de mutagénesis in vitro
Sculptor™ de Amersham, Les Ullis, Francia), mutagénesis de PCR o barajado de ADN.

Un polipéptido NS modificado preferido retiene un grado elevado de identidad de secuencia de aminoéacidos con el
polipéptido NS nativo correspondiente, por ejemplo al menos 75% de restos de aminoacidos idénticos a lo largo de
la secuencia de aminoécidos de longitud completa o un fragmento mas corto de la misma (por ejemplo de al menos
10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100 aminoacidos de longitud). Mas especificamente, en el contexto de la invencién, en el
contexto de la invencién, el polipéptido NS modificado en uso en la invencién comparte un grado de identidad con el
polipéptido NS nativo correspondiente que es mayor que 75%, ventajosamente mayor que 80%, deseablemente
mayor que 85%, preferentemente mayor que 90%, mas preferentemente mayor que 95%, todavia mas
preferentemente mayor que 97%. El porcentaje de identidad entre los dos polipéptidos es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por la secuencia, teniendo en cuenta el nimero de espacios que es necesario
introducir para el alineamiento 6ptimo y la longitud de cada espacio. En la técnica existen diversos programas de
ordenador y algoritmos matematicos para determinar el porcentaje de identidades entre secuencias de aminoacidos
tales como, por ejemplo, el programa Blast (por ejemplo Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402;
Altschul et al., 2005, FEBS J. 272, 51-01-5109) disponible en NCBI.

Por ejemplo, cualquiera o todos los polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusion de la invencion se puede

modificar para ser representativo de un genotipo o subtipo especifico, y de este modo comprende una secuencia de
aminoacidos que corresponde a una secuencia de consenso 0 de casi consenso que se determina tipicamente
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después del alineamiento de secuencias de diversos NS de un genotipo o subtipo particular. Cualquiera o todos los
polipéptidos NS también se pueden modificar para proporcionar un polipéptido NS con propiedades funcionales
modificadas, tales como una funcién enzimatica reducida, y/o una capacidad reducida para ser anclado en una
membrana celular y/o una capacidad reducida para ser procesado post-traduccionalmente, como se describe mas
abajo. Los aminoacidos que son criticos para tales propiedades funcionales se pueden identificar por métodos
habituales, tales como analisis estructural y funcional. El experto en la técnica puede determinar facilmente el tipo de
modificacién o modificaciones que es capaz de reducir o interrumpir una actividad enzimatica dada. Por ejemplo, se
puede obrar mediante técnicas de PCR o mutagénesis dirigida al sitio a fin de suprimir o sustituir uno o mas
aminoacidos en una region activa de la actividad enzimatica (por ejemplo en el sitio catalitico), de manera que la
actividad enzimatica nativa se reduzca significativamente o se anule. La reduccién o falta de una actividad bioldgica
se puede determinar facilmente en ensayos apropiados segln la actividad enzimatica a ensayar usando métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Los dominios de anclaje a la membrana se predicen habitualmente
basandose en su naturaleza hidréfoba.

Segun la presente invencion, los al menos tres polipéptidos MS incluidos en la proteina de fusién de la invencién se
configuran en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuracién nativa. La configuracién
nativa es conocida en la técnica (véase el repaso dado en la secciéon de introduccion de la presente solicitud), y el
orden en el que aparecen los polipéptidos MS es como se encuentra en un precursor poliproteico de VHC, es decir,
desde el término N al término C NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B. Segun la configuracién nativa:

o un polipéptido NS2 siempre antecede a un polipéptido NS3 o un polipéptido NS4A o un polipéptido NS4B o
un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B; y

0 un polipéptido NS3 siempre antecede a un polipéptido NS4A o un polipéptido NS4B o un polipéptido NS5A o
un polipéptido NS5B; y

0 un polipéptido NS4A siempre antecede a un polipéptido NS4B o un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B;
y

o un polipéptido NS4B siempre antecede a un polipéptido NS5A o un polipéptido NS5B; y
0 un polipéptido NS5A siempre antecede a un polipéptido NS5B.

En la proteina de fusion de la invencién, la configuraciéon no es nativa en el sentido de que al menos uno de los
polipéptidos NS aparece en un orden que es distinto de aquel de la configuracién nativa. De este modo, si la
proteina de fusion comprende un polipéptido NS3, un polipéptido NS4A y un polipéptido NS5B, la configuracion
nativa seria NS3-NS4A-NS5B, con NS3 en el término N, y NS5B en el término C. Por el contrario, una configuracion
no nativa puede ser NS5B-NS3- NS4A, NS5B-NS4A-NS3, NS4A-NS3-NS5B, NS4A-NS5B-NS3 0 NS3-NS5B-NS4A.

En particular, la proteina de fusién de la invencién comprende al menos uno de los siguientes:
0 un polipéptido NS4A fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS3;
o un polipéptido NS3 fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B;
o un polipéptido NS4B fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B;

0 un polipéptido NS4A fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS3, que
esta fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS4B; y/o

0 un polipéptido NS3 fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS4B que
esta fusionado directamente o a través de un ligador al término N de un polipéptido NS5B.

En tales porciones especificas de la proteina de fusion de la invencién, cada uno de los polipéptidos NS puede ser
independientemente nativo o puede estar modificado. Por ejemplo, el polipéptido NS4A incluido en la porcion NS4A-
NS3 puede ser nativo, mientras que el polipéptido NS3 comprende al menos una de las modificaciones descritas
mas abajo.

En una forma de realizacion, todos los polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusién de la invencion se originan
de la misma cepa o aislado de VHC. Como alternativa, al menos dos de los polipéptidos NS se originan a partir de
cepas o aislados de VHC diferentes, a fin de proporcionar proteccién frente a un intervalo mas amplio de genotipos
de VCH. También podria ser interesante adaptar la proteina de fusion a la regién geografica especifica donde se
usara, incluyendo al menos un polipéptido NS de un aislado de VHC que es endémico en esta region (por ejemplo,
los genotipos la, 1b, 2 y 3 son los mas prevalentes en América del Norte, Europa y Asia; el genotipo 4 es
predominante en Africa del Norte y Central; el genotipo 5 hasta ahora se ha identificado mayoritariamente en Africa
del Sur, y los aislados del genotipo 6 se han encontrado principalmente en Vietnam y en Hong Kong. Por ejemplo, si
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la proteina de fusion comprende un polipéptido NS3, un polipéptido NS4A y un polipéptido NS5B, el polipéptido NS3
se puede originar a partir de una primera cepa de VHC, y los polipéptidos NS4A y NS5B a partir de una segunda
cepa de VHC. Como alternativa, el polipéptido NS4A se puede originar a partir de la primera cepa de VHC, y los
polipéptidos NS3 y NS5B a partir de una segunda cepa de VHC. Como alternativa, el polipéptido NS5B se puede
originar a partir de una primera cepa de VHC, y los polipéptidos NS3 y NS4A a partir de una segunda cepa de VHC.
Como alternativa, los polipéptidos NS3, NS4A y NS5B se originan cada uno de diferentes cepas de VHC. Cuando la
proteina de fusién de la invencién también comprende un polipéptido NS4B, se puede originar a partir de la misma
cepa de VHC o a partir de una cepa de VHC diferente de los otros polipéptidos.

Las realizaciones preferidas de la invencion estan dirigidas a una fusién que comprende, 0 consiste esencialmente
en, o consiste en un polipéptido NS4A, un polipéptido NS3 y un polipéptido NS5B con NS4A en el término N y NS5B
en el término C (fusiébn NS4A-3-5B). Opcionalmente, la fusién puede incluir un polipéptido NS4B (o un fragmento o
fragmentos o variante o variantes del mismo) para mejorar adicionalmente la actividad inmunégena de la proteina de
fusién resultante. El polipéptido NS4B esta incluido preferentemente entre los polipéptidos NS3 y NS5B. Por lo tanto,
la presente invencion también se refiere a una proteina de fusion que comprende, o consiste esencialmente en, o
consiste en un polipéptido NS4A, un polipéptido NS3, un polipéptido NS4B y un polipéptido NS5B, con NS4A en el
término N y NS5B en el término C ( fusion NS4A-3-4B-5B). Aparte de los polipéptidos NS3, NS4A, NS5B y del NS4B
opcional, se prefiere no obstante que la proteina de fusién de la invencién no contenga otros polipéptidos de VHC, y
especialmente ningn core y segun se explica anteriormente en relacién con los polipéptidos NS, ningun polipéptido
NS5A.

Mas especificamente, la expresion “polipéptido NS3” se refiere a una proteina, polipéptido o péptido NS3 nativo,
obtenido de cualquier cepa de VHC, o a una proteina, polipéptido o péptido NS3 modificado como se define
anteriormente. El polipéptido NS3 en uso en la invencién tiene una longitud de al menos 200 aminoacidos,
ventajosamente al menos 300 aminoacidos, preferentemente al menos 400 aminoacidos, mas preferentemente al
menos 500 aminoacidos, e incluso mas preferentemente al menos 600 aminoacidos. Con el fin de ilustrar, la
proteina NS3 nativa de HCV-1 tiene una longitud de 631 aminoacidos, y esta situada aproximadamente desde las
posiciones 1027 a 1657 en un precursor poliproteico. Un polipéptido NS3 nativo comprende dos dominios activos
distintos, un dominio de serina proteasa en el término N y un dominio de helicasa en el término C. La NS3 proteasa
es responsable del procesamiento del precursor de la poliproteina de VHC en las uniones NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4B/NS5A y NS5A/NS5B, y requiere NS4A como cofactor para la actividad proteolitica (Tomei et al., 1993, J. Virol.
67, 4017-4026) y para el plegamiento apropiado (Yao et al., 1999, Structure (London) 7 p. 1353). Un motivo que
consiste en un acido aspartico o glutdmico en la posicién 6 y una cisteina o treonina en la posicién | en direccion 5’
del sitio de escisién, y una serina o0 alanina en la posicién 1 en direccién 3’ del sitio de escisién, es reconocido
especificamente por la NS3 proteasa de VHC. Se piensa que la NS3 helicasa es importante para desenrollar el
intermedio de ARN bicatenario durante la replicacion virica (Tai et al., 1996, J. Virol. 70, 8477-8484).

Mediante un “polipéptido NS4A” se quiere decir una proteina, polipéptido o péptido NS4A nativo procedente de
cualquier cepa de VHC, o una proteina, polipéptido o péptido modificado como se define anteriormente. El
polipéptido NS4A en uso en la invencion tiene una longitud de al menos 10 aminoacidos, ventajosamente al menos
11 aminoacidos, preferentemente al menos 12 aminodacidos, mas preferentemente al menos 13 aminoacidos.
Mediante un “polipéptido NS4B” se quiere decir una proteina, polipéptido o péptido NS4B nativo procedente de
cualquier cepa de VHC, o una proteina, polipéptido o péptido NS4B modificado como se define anteriormente. El
polipéptido NS4B en uso en la invencién tiene una longitud de al menos 20 aminoacidos, ventajosamente al menos
25 aminoécidos, preferentemente al menos 30 aminoacidos, mas preferentemente al menos 31 aminoacidos, e
incluso mas preferentemente al menos 32 aminoacidos. Con fines ilustrativos, la proteina NS4 (A-B) nativa de HCV-
1 que con la longitud de 315 aminoéacidos y esta situada aproximadamente desde las posiciones 1658 a 1972 en el
precursor poliproteico. El polipéptido NS4A (posiciones 1658 a 1711) es un cofactor de NS3 proteasa, pero también
se requiere para la estabilidad y localizacion de NS3 en la membrana del reticulo endoplasmico (ER) (Failla et al.,
1994, J. Virol. 68, 3753-3760). El Polipéptido NS4B (posiciones 1712 a 1972) es una proteina de membrana integral
cuya funcién todavia es desconocida. Los algoritmos predichos sugieren la presencia de cuatro a seis segmentos
transmembranicos. Sin embargo, su expresién induce la formacién de una banda membranosa aparentemente
derivada de ER (Egger et al., 2002, J. Virol. 76, 5974-5984).

Mediante un “polipéptido NS5B” se quiere decir una proteina, polipéptido o péptido NS5B nativo procedente de VHC,
0 una proteina, polipéptido o péptido NS5B modificado como se define anteriormente. El polipéptido NS5B en uso de
la invencién tiene una longitud de al menos 200 aminoacidos, ventajosamente al menos 300 aminoacidos,
preferentemente al menos 400 aminoacidos, mas preferentemente al menos 500 aminoacidos, e incluso mas
preferentemente al menos 550 aminoacidos. Con fines ilustrativos, la proteina NS5B nativa de HCV-1 tiene una
longitud de 591 aminoacidos y esta situada aproximadamente desde las posiciones 2421 a 3011 en el precursor
poliproteico. La proteina NS5B nativa actia como una ARN polimerasa dependiente de ARN, lo que
presumiblemente permite la sintesis de un intermedio de ARN de cadena negativa y copias de progenie de cadena
positiva (Lohman et al.,, 1997, J. Virol. 71, 8416-8428). Se encuentra asociada a la membrana del reticulo
endoplasmico mediante su secuencia de 21 aminoéacidos del término C (Schmidt-Mende et al., 2001, J. Biol. Chem.
276, 44052-44063).
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En aras de la claridad, los tramos de aminoéacidos citados en la presente memoria en relacion con los polipéptidos
NS3, NS4A, NS4B y NS5B se dan con respecto a sus posiciones en el precursor poliproteico de HCV-1 (como se
describe por Choo et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2451-2455 o0 en GenBank con el nimero de acceso
M62321). Sin embargo, como se explica anteriormente, la presente invencion también engloba polipéptidos NS de
otras cepas y aislados de VHC, asi como polipéptidos NS modificados. Por lo tanto, excepto que el contexto indique
claramente otra cosa, cuando se refiere en la presente memoria a un polipéptido NS o un polipéptido del mismo
mediante referencia al precursor poliproteico de HCV-1, esto significa el polipéptido NS o el péptido del mismo de
HCV-1, un polipéptido NS o el polipéptido del mismo de cualquier otra cepa o aislado de HCV, o un polipéptido NS
modificado o un péptido del mismo. Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere a una proteina de
fusion que comprenden los polipéptidos NS3, NS4A, NS5B y el NS4B opcional que se originan a partir de la cepa JA
de VHC de genotipo 1b (Kato et al., 1990, Proc. Natl. Acad., Sci. 87, 9524-9528).

En una forma de realizacion, el polipéptido NS3 incluido en la proteina de fusion de la presente invencion esta
modificado en comparacion con el polipéptido NS3 nativo correspondiente, para mostrar una actividad de proteasa
significativamente reducida, y de este modo ser incapaz de mediar la escision de la proteina de fusion en
polipéptidos individuales. La actividad de proteasa se ha localizado en la porcién N-terminal del polipéptido NS3,
desde alrededor de la posicion 1027 hasta alrededor de la posicién 1207 numeradas con respecto a la poliproteina
de HCV-1 de longitud completa (desde alrededor de la posicién 1 hasta alrededor de la posicién 181 del polipéptido
NS3 nativo de HCV-Ja mostrado en SEC ID n° 1). Mas especificamente, la actividad de NS3 proteasa se ha
atribuido a los restos de la triada cataliticos His (H) en la posicion 1083, Asp (D) en la posiciéon 1107, y Ser (S) en la
posicion 1165 (respectivamente las posiciones 57, 81 y 139 de SEC ID n°: 1). Los ejemplos representativos de
polipéptidos NS3 adecuados deficientes en proteasas se describen en Bartenshlager et al., 1993, J. Virol. 67, 3835-
3844 y Tomei et al., 1993, J. Virol. 67, 4017-4026. Preferentemente, puesto que los restos Asp y Ser cataliticos se
encuentran en un dominio antigénico predicho, el polipéptido NS3 en uso de la presente invencién comprende la
sustitucion del resto His en la posicion 1083 (que corresponde a la posicion 57 de SEC ID n° 1) o del resto de
aminoéacido situado en una posicion equivalente de un polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC, por cualquier
resto de aminoacido distinto de His, con especial preferencia por una sustituciéon por un resto de Ala (H1083A). La
interrupcion de la actividad de proteasa se puede determinar usando ensayos bien conocidos en la técnica
(Takeshita et al., 1997, Anal. Biochem. 247, 242-246; Kakiuchi et al., 1997 J. Biochem 122, 749-755; Sali et al.,
1998, Biochemistry 37, 3392-3401; Kakiuchi et al., 1999, J. Virol. Meth. 80, 77-84).

Como alternativa o en combinacion, el polipéptido NS3 incluido la proteina de fusién de la invencion esta modificado
en comparacién con el polipéptido NS3 nativo correspondiente, para mostrar una actividad de helicasa
significativamente reducida. Se han indicado cuatro restos en la actividad de helicasa asociada a NS3,
especialmente Thr en posicion 1295, Thr en posicion 1437, Arg en posicion 1490, y Arg en posicién 1493,
numeradas con relacion a la poliproteina HCV-1 de longitud completa (que corresponden a los restos de Thr en las
posiciones 269 y 411 y los restos de Arg en las posiciones 464 y 467 del polipéptido NS3 nativo de HCV-JA
mostrado en SEC ID n% 1). Los ejemplos representativos de polipéptidos NS3 adecuado deficientes en helicasa se
describen en Kim et al. (1997, J. Virol. 71, 9400) y Lin y Kim (1999, J. Virol. 73, 8798-8807). Preferentemente, el
polipéptido NS3 en uso de la presente invencién comprende la sustitucién del resto Arg en la posicion 1490 (que
corresponde a la posicién 464 de SEC ID n°: 1) o del resto de aminoéacido situado en una posicién equivalente de un
polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de aminoacido distinto de Arg, y la sustitucion del
resto Thr en la posicion 1295 (que corresponde a la posicion 269 de SEC ID n°: 1) o del resto de aminoacido situado
en una posicion equivalente de un polipéptido NS3 nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de aminoéacido
distinto de Thr, con especial preferencia por una sustitucién por un resto Ala en ambos casos (T1295A y R1490A).
La interrupcion de la actividad de helicasa se puede determinar usando ensayos bien conocidos en la técnica, por
ejemplo evaluando la actividad desenrolladora.

Lo mas preferible, el polipéptido NS2 en el uso de la presente invencidon esta mutado para reducir o interrumpir tanto
las actividades de proteasa como de helicasa del polipéptido NS3 nativo, y comprende las modificaciones explicadas
anteriormente en relacidon con estas funciones enzimaticas, con preferencia especial por las mutaciones H1083A,
T1295A y R1490A.

Como alternativa o en combinacién con las modificaciones propuestas anteriormente en relacion con el polipéptido
NS3, el polipéptido NS5B incluido en la proteina de fusion de la invencion estd modificado en comparacion con el
polipéptido NS5B nativo correspondiente, para mostrar una actividad de ARN polimerasa dependiente de ARN. En
esta funcion enzimatica se han implicado dos restos Asp, respectivamente las posiciones 2640 y 2738, numeradas
con relacion a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa (que corresponden a los restos Asp en las posiciones
220 y 318 de polipéptido NS5B nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID n° 4). Los ejemplos representativos de
polipéptidos NS5B adecuados deficientes en polimerasas se describen en Lohmann et al. (1997, J. Virol. 71, 8416-
8428). Preferentemente, el polipéptido NS5B en uso en la presente invencion comprende al menos la sustitucion del
resto Asp en la posicién 2640 (que corresponde a la posicion 220 de SEC ID n°: 4) o del resto de aminoacido situado
en una posicién equivalente de un polipéptido NS5B nativo de otro serotipo de VHC por cualquier resto de
aminoacido distinto de Asp, y/la sustitucion del resto Asp en la posicién 2738 (que corresponde a la posicion 318 de
SEC ID n° 4) o del resto de amino&cido situado en una posicion equivalente de un polipéptido NS5B nativo de otro
serotipo de VHC por cualquier resto de aminoacido distinto de Asp, con referencia especial por la sustituciéon por un
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resto Asn en ambos casos. La interrupcion de la actividad de ARN polimerasa se puede determinar usando ensayos
bien conocidos en la técnica, por ejemplo ensayos de replicasas convencionales basados en la incorporacién de
sustratos nucleotidicos radioactivos en un producto de ARN naciente (véanse, por ejemplo, Behrens et al., 1996,
EMBO J. 15, 12-22; Ferrari et al., 1999, J. Virol. 73, 1649-1654).

En otra forma de realizacion, los polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusion de la invencion pueden
comprender ademas modificaciones adicionales en comparacién con los polipéptidos NS nativos correspondientes.
Las modificaciones adecuadas son aquellas que son beneficiosas al procesamiento, estabilidad y solubilidad de la
proteina de fusién resultante, por ejemplo aquellos dirigidos a inactivar sitios de excision potenciales, el anclaje de la
membrana y/o la glucosilacion como se describe mas abajo.

Ventajosamente, la proteina de fusion de la invenciéon no comprende uno o mas de los sitios de escision reconocidos
por NS3 normalmente presentes en el precursor de la poliproteina nativa de VHC en las uniones NS4A,
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B, a fin de evitar el procesamiento en polipéptidos NS individuales. Aunque el
polipéptido NS3 preferido en uso en la presente invencién muestra una actividad de proteasa significativamente
reducida, la inactivacion de los sitios de escisién reconocidos por NS3 introduce un grado adicional de seguridad. La
secuencia de consenso del sitio de escisién es Asp/Glu-X4-Cys/Thr-Ser/Ala, en la que X es cualquier resto de
aminoéacido. Se demostré que la escision mediante el polipéptido NS3 nativo se produce después del resto Cys/Thr.
Preferentemente, el polipéptido NS3 en uso en la invencién no comprende el resto Thr o Cys normalmente presente
en el término C de un polipéptido NS3 nativo (posicion 1657 numerada con respecto a la poliproteina de HCV-1, que
corresponde a la posicion 361 de SEC ID n°: 1 o una posicion equivalente de un polipéptido nativo de otro serotipo
de VHC). Como alternativa o en combinacion, el polipéptido NS4A no comprende el resto Cys normalmente presente
en el término C de un polipéptido NS4A nativo (posicion 1711 numerada con relacion a la poliproteina de HCV-1,
que corresponde a la posicion 54 de SEC ID n° 2 o una posicion equivalente de un polipéptido NS4A nativo de otro
serotipo de VHC). Como alternativa o en combinacion, el polipéptido NS4B opcional no comprende el resto Cys
normalmente presente en el término C de un polipéptido N4B nativo (posicion 1972 numerada con relacién a la
poliproteina de HCV-1, que corresponde a la posicion 261 de SEC ID n° 3 o una posicion equivalente de un
polipéptido NS4B nativo de otro serotipo de VHC).

En todavia otra forma de realizacion, la proteina de fusién de la invencion puede estar modificada adicionalmente
para suprimir uno mas dominios hidréfobos que estan implicados normalmente en el anclaje a la membrana de los
polipéptidos nativos NS4A, NS4B y/o NS5B. Se han identificado en el polipéptido NS4B nativo seis dominios
hidréfobos de anclaje a la membrana, mientras que uno esta presente en la porcion del término N del polipéptido
NS4A nativo y uno esta en la porcién C-terminal del polipéptido nativo NS5B. Su supresién al menos parcial puede
permitir mejorar la solubilidad de la proteina de fusién y facilitar de este modo su produccién por medios
recombinantes. Esto también puede permitir limitar la citotoxicidad global de la proteina de fusién en comparacion
con la administracion de los polipéptidos de VHC individuales en un organismo hospedante dado.

A este respecto, el polipéptido NS4A esta modificado ventajosamente mediante supresion o sustitucion de uno o
mas restos de aminoacidos hidréfobos normalmente presentes en la porcién N-terminal del polipéptido NS4A nativo.
Un polipéptido NS4A preferido tiene una supresion de hasta 20 aminoacidos primeros en el término N (por ejemplo,
supresion preferida desde aproximadamente la posicion 1658 hasta aproximadamente la posicién 1677, numeradas
con relacion a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa, que corresponden a la supresién desde
aproximadamente la posicion 1 hasta aproximadamente la posicion 20 del polipéptido nativo NS4A de HCV-JA
mostrado en SEC ID n°: 2), mientras que no obstante retiene la porcion del polipéptido NS4A nativo que se extiende
desde aproximadamente la posicion 1678 hasta aproximadamente la posicion 1690, numeradas con relacion a la
poliproteina de HCV-1 de longitud completa (desde aproximadamente la posicion 21 hasta aproximadamente la
posicion 33 del polipéptido nativo NS4A de HCV-JA mostrado en SEC ID n°: 2). Puede retener o no la porcién C-
terminal del polipéptido NS4A nativo, por ejemplo la porcion que se extiende desde aproximadamente la posicion
1691 hasta aproximadamente la posicion 1711, numerada con relacion a la poliproteina de HCV-1 de longitud
completa (que corresponde desde aproximadamente la posicion 34 hasta aproximadamente la posicién 54 del
polipéptido NS4A nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID n° 2). Lo mas preferible, el polipéptido NS4A incluido en la
proteina de fusion de la invencion consiste en la porcion de un polipéptido NS4A nativo que se extiende desde la
posicion 1678 hasta la posicion 1690, numeradas con relacién a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa (que
corresponde a la porcion NS4A que se extiende desde la posicion 21 hasta la posicion 33 del polipéptido NS4A
nativo de HCV-JA mostrado en SEC ID n°: 2).

Como alternativa 0 en combinacién, un polipéptido NS5B preferido tiene suprimidos 10 a 30 restos de aminoacidos
normalmente presentes en el término C de un polipéptido NS5B nativo, con especial preferencia por la supresiéon de
al menos 21 restos de aminoacidos en el término C (por ejemplo desde la posicion 2991 hasta la posicion 3011,
numeradas con relacién a la polipéptido de HCV-1, que corresponden desde la posicion 571 hasta la posicién 591
de SEC ID n°: 4).

Como alternativa o en combinacion, a un polipéptido NS4B opcional preferido se le suprime al menos uno de los seis

dominios hidréfobos de anclaje a la membrana. Mas preferentemente, el polipéptido NS4B opcional esta truncado
por uno 0 mas aminoacidos tanto en el término N como C del polipéptido NS4B nativo correspondiente para retener
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esencialmente el dominio antigénico interno. Preferentemente el polipéptido NS4B opcional en uso en la invencién
comprende o0 consiste esencialmente como alternativa en el tramo de aminoacidos que se extiende desde
aproximadamente la posicion 1789 hasta aproximadamente la posicion 1890, numeradas con relacion a la
poliproteina de HCV-1 de longitud completa (que corresponde a aproximadamente la posicion 78 a
aproximadamente la posicion 109 del polipéptido NS4B nativo de HCV-J mostrado en SEC ID n°: 3).

La proteina de fusién de la invencion se puede modificar adicionalmente para suprimir la N-glucosilaciéon potencial
con la expresion en una célula hospedante dada. A este respecto, se ha identificado un sitio de glucosilacién de
consenso Asn-Val-Ser-Val en el polipéptido NS5B nativo desde la posicidn 2789 a la posicion 2792 numeradas con
relacion a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa (posicion 369 a posicion 372 de la proteina NS5B nativa de
HCV-JA mostrada en SEC ID n°: 4). A este respecto, una mutacion ejemplar consiste en la sustitucion del resto Ser
en la posicion 2791, numerada con relacién a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa (posicién 371 de SEC
ID n°: 4), por un resto diferente de un resto Ser, tal como un resto Gly.

De forma deseable, la proteina de fusion de la invencién es inmunogena, en el sentido de que es capaz de inducir o
estimular una respuesta inmunitaria especifica de antigeno, ya sea humoral o celular, 0 ambas, con la introduccién
en un organismo hospedante. La presente invencion también engloba proteinas de fusién que se han manipulado
mediante ingenieria para potenciar la inmunogenicidad (por ejemplo mediante oxidacién del enlace de disulfuro). De
forma deseable, el plegamiento de los diversos polipéptidos NS incluidos en la proteina de fusion de la invencién es
como el plegamiento de los polipéptidos NS nativos. En el contexto de la invencion, se prefiere que la proteina de
fusién retenga uno o mas dominios antigénicos reconocidos por un receptor de células T. En la bibliografia se
describe un nimero de dominios antigénicos de VHC que se pueden retener adecuadamente en la proteina de
fusion (véase, por ejemplo, Chien et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10011-10015; Chien et al., 1993, J.
Gastroent Hepatol. 8, S33-39 y el documento WO03/097677).

Preferentemente, el polipéptido NS3 incluido en la proteina de fusién de la invencion retiene las porciones del
polipéptido NS3 nativo que se extienden desde aproximadamente las posiciones 1038 hasta aproximadamente
1082, desde aproximadamente la posicion 1096 hasta aproximadamente la posicion 1181, y desde
aproximadamente la posicion 1244 hasta aproximadamente la posicion 1274, numeradas con relacion a la
poliproteina de HCV-1 de longitud completa (por ejemplo desde aproximadamente la posicion 12 hasta
aproximadamente la posiciéon 56, desde aproximadamente la posiciéon 70 hasta aproximadamente la posicién 155,
y/o desde aproximadamente la posicién 218 hasta aproximadamente la posicion 248 del polipéptido NS3 nativo de
HCV-JA descrito en SEC ID n°: 1). Preferentemente, el polipéptido NS5B incluido en la proteina de fusion de la
invencion retiene la porcion del polipéptido NS5B nativo que se extiende desde aproximadamente la posicion 2573
hasta aproximadamente la posicién 2601, numeradas con relacién a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa
(por ejemplo desde aproximadamente la posicion 155 hasta aproximadamente la posicion 182 del polipéptido nativo
NS5B de HCV-J descrito en SEC ID n° 4). Cuando la proteina de fusién de la invencién comprende un polipéptido
NS4B, preferentemente retiene la porcion del polipéptido NS4B nativo desde aproximadamente la posicién 1789
hasta aproximadamente la posicién 1820, numeradas con relacién a la poliproteina de HCV-1 de longitud completa
(por ejemplo desde aproximadamente la posicién 78 hasta aproximadamente la posicion 109 del polipéptido NS4B
nativo de HCV-J descrito en SEC ID n°: 3).

La actividad inmundgena de la proteina de fusién de la invencion se puede evaluar mediante un nimero de técnicas
gue son habituales en la técnica, tales como las descritas en lo sucesivo en relacion con el método de la invencion, o
como se ilustra en los ejemplos. En el contexto de la invencién, se prefiere que la actividad inmunégena de la
proteina de fusion sea mayor en extension y/o en naturaleza que la actividad inmunégena habitual proporcionada
por un polipéptido NS nativo. Por ejemplo, con la introduccién de la proteina de fusién en un organismo hospedante,
la respuesta inmunitaria puede ser de mayor potencia, de naturaleza mas amplia (por ejemplo que implica mas
células inmunitarias, tales como células CD4+ y CD8+), o su alcance puede ser diferente (por ejemplo dirigido a un
epitopo criptico no dominante) que con la introduccién de un polipéptido NS nativo. Esto proporcionaria un efecto
terapéutico potenciado, permitiendo asi reducir los regimenes de dosificacion y mejorando la calidad de vida.

Un polipéptido NS3 preferido se origina a partir de la proteina NS3 nativa de HCV-JA mostrada en SEC ID n°: 1, que
se modifica al menos de tal manera que:

o retiene la porcién que se extiende desde la posicion 12 hasta la posicién 56, desde la posiciéon 70 hasta la
posicion 155, y desde la posicion 218 hasta la posicion 248;

o0 comprende la sustitucion del resto His en la posiciéon 57 por un resto de aminoacido diferente de una His, tal
como un resto Ala;

o comprende la sustitucién del resto Thr en la posicion 269 por un resto de aminoacido diferente de una Thr, tal
como un resto Ala; y

0 comprende la sustitucion del resto Arg en la posicién 464 por un resto de aminoacido diferente de una Arg, tal
como un resto Ala; y
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0 no comprende el resto Thr en la posicion 631.

Incluso més preferentemente, el polipéptido NS3 en uso en la invencién comprende, consiste esencialmente en, o
consiste como alternativa en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 5.

Un polipéptido NS4A preferido se origina a partir de la proteina NS4A de HCV-JA mostrada en SEC ID n°: 2, que se
modifica al menos de tal manera que:

0 contiene la porcién de SEC ID n°: 2 desde la posicién 21 hasta la posicion 33;
0 no contiene la porcién de SEC ID n°: 2 desde la posicion 1 hasta la posicién 20.

Incluso mas preferentemente, el polipéptido NS4A tiene una secuencia de aminoacidos que consiste esencialmente
en la porcién de SEC ID n°: 2 desde la posicién 21 hasta la posicion 33, precedida por un resto Met iniciador. Lo mas
preferible, el polipéptido NS4A consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 6,
precedida por un resto Met iniciador.

Un polipéptido NS4B opcional preferido se origina a partir de la proteina NS4B nativa de HCV-JA mostrada en SEC
ID n°: 3, que se madifica al menos de tal manera que:

o comprende la porcién que se extiende desde el resto Ser en la posicion 78 hasta el resto Leu en la posicién
109;

0 no comprende el resto Cys en la posicion 261.

Incluso mas preferentemente, el polipéptido NS4B opcional consiste esencialmente o como alternativa consiste en la
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID n°: 7.

Un polipéptido NS5B preferido se origina a partir de la proteina NS5B nativa de HCV-JA mostrada en SEC ID n°: 4,
gque se modifica al menos de tal manera que:

o comprende la porcién que se extiende desde el resto Arg en la posicién 154 hasta el resto Leu en la posicion
183;

o comprende la sustitucion del resto Asp en la posiciéon 220 por un resto de aminoacido diferente de una Asp,
tal como un resto Asn;

o comprende la sustitucion del resto Asp en la posiciéon 318 por un resto de aminoacido diferente de una Asp,
tal como un resto Asn; y

o0 no comprende la porcién que se extiende desde el resto Trp en la posiciéon 571 hasta el resto Arg en la
posicion 591.

Incluso mas preferentemente, el polipéptido NS5B comprende, consiste esencialmente, o como alternativa consiste
en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID n°: 8.

Las proteinas de fusion de la invencion mas preferidas comprenden, o como alternativa consisten esencialmente en,
0 como alternativa consisten en una secuencia de aminoacidos que es homologa o idéntica a la secuencia de
aminoacidos citada en SEC ID n°: 9 o 10. La secuencia citada en SEC ID n°: 9 (figura 1) corresponde a la fusion de
los polipéptidos NS4A, NS3 y NS5B descritos anteriormente, con una Met iniciadora N-terminal en la posicion 1,
extendiéndose el polipéptido NS4A desde el resto de aminoacido 2 hasta el resto de aminoacido 14, extendiéndose
el péptido ligador desde el resto de aminoacido 15 hasta el resto de aminoéacido 17, extendiéndose el polipéptido
NS3 desde el resto de aminoacido 18 hasta el resto de aminoacido 647, extendiéndose el ligador desde el resto de
aminoacidos 648 hasta el resto de aminoacido 652, y extendiéndose el polipéptido NS5B desde el resto de
aminoacidos 653 hasta el resto de aminoacido 1222. La secuencia citada en SEC ID n°: 10 (figura 2) corresponde a
la fusion de los polipéptidos mas preferidos NS4A, NS3, NS4B y NS5B descritos anteriormente, con una Met
iniciadora N-terminal en la posicion 1, extendiéndose el polipéptido NS4A desde el resto de aminoacido 2 hasta el
resto de aminoacido 14, extendiéndose el péptido ligador desde el resto de aminoacido 15 hasta el resto de
aminoacido 17, extendiéndose el polipéptido NS3 desde el resto de aminoacido 18 hasta el resto de aminoacido
647, extendiéndose el polipéptido NS4B desde el resto de aminoacidos 648 hasta el resto de aminoéacidos 679, y
extendiéndose el polipéptido NS5B desde el resto de aminoacidos 680 hasta el resto de aminoacidos 1249.

Se describen en la presente memoria adicionalmente nuevos fragmentos peptidicos de las proteinas de fusion de la
invencion, y especialmente aquellos citados en SEC ID n% 9 o SEC ID n° 10. Como se utiliza en la presente
memoria, un fragmento comprende al menos 10, 15, 20, 50 o mas restos de aminoacidos contiguos de las proteinas
de fusion descritas en la presente memoria. Tales fragmentos se pueden escoger basandose en su capacidad para
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llevar a cabo una funcién, por ejemplo unirse a un sustrato o actuar como un inmunégeno. Los fragmentos
peptidicos adecuados son tipicamente aquellos que comprenden un dominio o motivo de la proteina de fusiéon que
contiene nuevas estructuras inmunégenas. Los dominios inmunogenos predichos son facilmente identificables
mediante programas de ordenador bien conocidos y facilmente disponibles para los expertos en la técnica. Los
fragmentos peptidicos se pueden sintetizar usando métodos de sintesis proteica conocidos.

La proteina de fusion de la presente invencién se puede producir mediante cualquier método adecuado, por ejemplo
mediante técnicas de sintesis peptidica directa estandar (por ejemplo Bodanszky, 1984, en Principles of peptide
synthesis, Springer-Verlag) y mediante tecnologia de ADN recombinante como se describe mas abajo en relacién
con los vectores de la invencion.

De este modo, la presente invencion también proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la
proteina de fusién de la invencién, con preferencia especial por moléculas de acido nucleico que codifican una
proteina de fusion que comprende o como alternativa consiste esencialmente en, o como alternativa consiste en una
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID n°: 9 o SEC ID n° 10 o una secuencia de aminoacidos
homéloga a SEC ID n°: 9 0 SEC ID n°: 10.

De forma deseable, las moléculas de acido nucleico de la invencion se optimizan para proporcionar una expresion
de nivel elevado en una célula hospedante particular, por ejemplo células hospedantes de mamifero, de levadura
(por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycespombe o Pichia pastoris) o procariotas (por ejemplo E. coli).
De hecho se ha observado que, cuando existe mas de un codén para codificar un aminoacido dado, los patrones de
uso de codones de los organismos son muy no aleatorios (véase, por ejemplo, Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res.
20, 2111-2118), y la utilizaciéon de los codones puede ser notablemente diferente entre diferentes hospedantes
(véase, por ejemplo, Nakamura et al.,, 1996, Nucleic Acids Res. 24, 214-215). Puesto que las secuencias
nucleotidicas que codifican NS usadas en la invencién son de origen virico (VHC), pueden tener un patrén de uso de
codones inapropiado para la expresion eficiente en células hospedantes, tales como células bacterianas o
eucariotas inferiores.

Tipicamente, la optimizacion de codones se lleva a cabo sustituyendo uno o mas codones “nativos” (por ejemplo de
VHC), que corresponden a un codén usado de forma infrecuente en esta célula hospedante particular, por uno o
mas codones que codifican el mismo aminoacido que se usa mas frecuentemente. Esto se puede lograr mediante
mutagénesis convencional o mediante técnicas sintéticas quimicas (por ejemplo, dando como resultado una
molécula de acido nucleico sintética). No es necesario sustituir todos los codones nativos que corresponden a
codones usados infrecuentemente, puesto que se puede lograr una mayor expresion incluso con una sustitucion
parcial. Ademas, se pueden realizar algunas desviaciones de la adhesion estricta al uso optimizado de codones para
adecuar la introduccion del sitio o sitios de restriccion en la molécula de acido nucleico resultante.

Ademas de la optimizacion del uso de codones, la expresién en la célula hospedante se puede mejorar
adicionalmente a través de modificaciones adicionales de la secuencia nucleotidica. Por ejemplo, la molécula de
acido nucleico de la invencion se puede modificar para prevenir el agrupamiento de codones raros no éptimos que
estan presentes en areas concentradas, y/o para suprimir o modificar elementos de secuencias al menos
parcialmente negativos que se espera que influyan negativamente en los niveles de expresién. Tales elementos de
secuencias negativos incluyen, sin limitacién, las regiones que tienen un contenido muy elevado (>80%) o muy bajo
(<30%) de GC; tramos de secuencias ricas en AT o ricas en GC; secuencias de repeticiones directas o invertidas
inestables; estructuras secundarias de ARN; y/o elementos reguladores cripticos internos tales como cajas TATA
internas, sitios chi, sitios de entrada al ribosoma, y/o sitios donantes/aceptores de ayuste.

La molécula de acido nucleico optimizada de la invencién es capaz preferentemente de expresar la proteina de
fusion de la invencion en una célula hospedante dada a un mayor nivel, es decir, al menos 110%, ventajosamente al
menos 150%, y preferentemente al menos 200%, en comparacion con el nivel expresado por una molécula de acido
nucleico que implica los genes nativos de VHC correspondientes en idénticas condiciones (por ejemplo mismo tipo
celular, mismas condiciones de cultivo, mismo vectores de expresion, etc.). Los niveles de expresién se pueden
evaluar mediante técnicas convencionales tales como transferencia Western, usando un anticuerpo especifico para
uno de los polipéptidos de VHC incluidos en la proteina de fusién de la invencién.

Segun una forma de realizaciéon preferida, la presente invencién proporciona moléculas de acido nucleico que
comprende, o como alternativa consisten esencialmente en, o como alternativa consisten en una secuencia
nucleotidica que es homdloga o, incluso mas preferentemente, idéntica a cualquiera de las secuencias nucleotidicas
mostradas en SEC ID n° 11-16. La molécula de acido nucleico de SEC ID n°: 11 codifica una proteina de fusion
NS4A-3-5B cuya secuencia nucleotidica se ha optimizado para la expresién en células de mamiferos (por ejemplo
humanas). La molécula de acido nucleico de SEC ID n° 12 codifica una fusién NS4A-3-4B-5B cuya secuencia
nucleotidica se ha optimizado para la expresion en células de mamifero (por ejemplo células humanas). La molécula
de acido nucleico de SEC ID n° 13 codifica una fusién NS4A-3-5B cuya secuencia nucleotidica se ha optimizado
para la expresion en levadura (por ejemplo P pastoris). La molécula de &cido nucleico de SEC ID n°: 14 codifica una
fusién NS4A-3-4B-5B cuya secuencia nucleotidica se ha optimizado para la expresion en levadura (por ejemplo P.
pastoris). La molécula de éacido nucleico de SEC ID n° 15 codifica una fusidbn NS4A-3-5B cuya secuencia
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nucleotidica se ha optimizado para la expresién en procariota (por ejemplo E. coli). La molécula de acido nucleico de
SEC ID n°: 16 codifica una fusién NS4A-3-4B-5B cuya secuencia nucleotidica se ha optimizado para la expresion en
procariota (por ejemplo E. coli). Por supuesto, las secuencias se puede equipar con secuencias no codificantes en 5’
y 3’ que proporcionan si es necesario una Met iniciadora en el extremo 5’, uno o mas codones STOP en el extremo
3’, y sitios de restriccion adecuados en ambos extremos para facilitar las etapas de clonacién. Las moléculas de
acido nucleico ejemplares también se proporcionan en las figuras 3-8.

También se describen moléculas de acido nucleico que son capaces de hibridarse en condiciones restrictivas a las
moléculas de &cido nucleico como se definen anteriormente. Las condiciones de hibridacién restrictivas son
conocidas por los expertos en la técnica. Tipicamente, la hibridacion se lleva a cabo en 6 veces de cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) a alrededor de 45°C, y a esto le sigue uno o mas lavados en 0,2 veces SSC, 0,1% de
SDS a 50-65°C. Preferentemente, tales acidos nucleicos de hibridacion comparten un grado de identidad de
secuencias con las moléculas de acido nucleico definidas anteriormente mayor que 70% a lo largo de la secuencia
nucleotidica de longitud completa o un fragmento mas corto de la misma (por ejemplo de al menos 30, 45, 50, 60,
80, 100, 150, 200 nucledtidos de longitud. Mas preferentemente, el grado de identidad entre ellos es mayor que
70%, ventajosamente mayor que 80%, deseablemente mayor que 85%, preferentemente mayor que 90%, mas
preferentemente mayor que 95%, todavia mas preferentemente mayor que 97%.

Los ejemplos representativos de tales moléculas de acido nucleico de hibridacion incluyen, sin limitacién, moléculas
de acido nucleico que son complementarias en al menos alrededor de 20, 30, 40, 50, 100, o 150 nucledtidos
contiguos incluidos en cualquiera de las SEC ID n°s: 11-16 (por ejemplo moléculas de acido nucleico antisentido).
También se describen variaciones de las secuencias ejemplares, tales como codones degenerados, o polimorfismo
entre diferentes aislados/cepas de VHC, o variaciones que resultan de técnicas tales como el barajado de ADN.

También se describen fragmentos de la molécula de &cido nucleico de la invencién, por ejemplo fragmentos
generados mediante endonucleasas de restriccion o mediante PCR. Tales fragmentos se pueden usar como sondas,
cebadores o fragmentos que codifican una porcion inmundgena de la proteina de fusion.

La molécula de acido nucleico de la presente invencion se puede generar usando datos de secuencias accesibles en
la técnica y la informacién de secuencias proporcionada en la presente memoria. La secuencia de ADN que codifica
cada uno de los polipéptidos de VHC incluidos en la proteina de fusién de la presente invencién se puede aislar
directamente de células que contienen VHC, ADNc vy librerias gendmicas, genomas viricos o cualquier vector de la
técnica anterior que se sabe que los incluye, mediante técnicas de biologia molecular o de PCR convencional, y, si
es necesario, se puede modificar adicionalmente mediante técnicas de mutagénesis habituales (por ejemplo para
optimizar la expresion en una célula hospedante particular, para cumplir con una secuencia especifica del genotipo o
del subtipo, como se describe anteriormente). La fusion de las secuencias que codifican cada uno de los
polipéptidos de VHC se puede lograr, por ejemplo, mediante ligacién en el marco ya sea directamente o a través de
una secuencia que codifica un ligador peptidico. Como alternativa, la molécula de acido nucleico de la invencion
también se puede generar mediante sintesis quimica en un procedimiento automatizado (por ejemplo ensamblado a
partir de oligonucledtidos sintéticos solapantes como se describe, por ejemplo, en Edge, 1981, Nature 292, 756;
Nambair et al., 1984, Science 223, 1299; Jay et al., 1984, J. Biol. Chem. 259, 6311).

También se proporciona mediante la presente invencion un vector que comprende una 0 mas copias de la molécula
o moléculas de éacido nucleico de la invencion. Por ejemplo, puede ser ventajoso incluir en el mismo vector
moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de fusién que se originan a partir de diferentes genotipos o
subtipos.

El término “vector”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere tanto a vectores de expresion como no de
expresion, e incluye vectores viricos asi como no viricos, incluyendo vectores extracromosémicos (por ejemplo
plasmidos de multiples copias) y vectores integrantes disefiados para ser incorporados en el cromosoma o
cromosomas del hospedante. En el contexto de la invencién son particularmente importantes los vectores para uso
en terapia génica (es decir, que son capaces de suministrar la molécula de &cido nucleico a un organismo
hospedante), asi como vectores de expresion para uso en diversos sistemas de expresion.

Se puede usar una variedad de sistemas de hospedantes-vectores para expresar la proteina de fusién de la
invencién, incluyendo organismos procariotas tales como bacterias (por ejemplo E. coli o Bacillus subtilis)
transformadas con vectores bacteriéfagos, plasmidicos o cosmidicos que contienen la molécula de acido nucleico
gue codifica la fusion; levaduras (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, Pichia pastoris)
transformadas con vectores de expresion de levadura que contienen la molécula de acido nucleico que codifica la
fusion; sistemas celulares de insectos (por ejemplo células Suficiente 9) infectados con vectores de expresion viricos
(por ejemplo baculovirus) que contienen la molécula de acido nucleico que codifica la fusion; sistemas de células
vegetales infectados con vectores de expresion viricos (por ejemplo virus del mosaico de la coliflor CaMV; virus del
mosaico del tabaco TMV) o transformados con vectores de expresién plasmidicos (por ejemplo plasmido Ti) que
contienen la molécula de acido nucleico que codifica la fusion; o sistemas de células de mamiferos (por ejemplo
células cultivadas) transfectados o infectados con vectores de expresion plasmidicos o viricos que contienen la
molécula de acido nucleico que codifica la fusion.
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Los vectores adecuados para uso en sistemas procariotas incluyen sin limitacion pBR322 (Gibco BRL), pUC (Gibco
BRL), pBluescript (Stratagene), p Poly (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201), pTrc (Amann et al., 1988, Gene 69,
301-315); pET 11d (Studier et al., 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 60-89); pIN
(Inouye et al., 1985, Nucleic Acids Res. 13, 3101-3109; Van Heeke et al., 1989, J. Biol. Chem. 264, 5503-5509); y
vectores pGEX, en los que la molécula de acido nucleico de la invencion se puede expresar en fusion con glutationa
S-transferasa (GST). El plasmido pGEX-2T (cédigo de producto de Amersham Biosciences: 27-4801-01, nimero de
acceso de GenBank U13850) es particularmente adecuado en el contexto de la invencion.

Los vectores adecuados para la expresion en levaduras (por ejemplo S. cerevisiae) incluyen, pero no se limitan a,
pYepSecl (Baldari et al., 1987, EMBO J. 6, 229-234), pMFa (Kujan et al., 1982, Cell 30, 933-943), pJRY88 (Schultz
et al., 1987, Gene 54, 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) y pTEF-MF (cddigo de producto
de Dualsystems Biotech: P03303).

Los vectores adecuados para la expresion de células hospedantes de mamiferos pueden ser de origen virico 0 no
virico (por ejemplo ADN plasmidico). Los vectores plasmidicos adecuados incluyen, sin limitacion, pREP4, pCEP4
(Invitrogene), pCl (Promega), pCDM8 (Seed, 1987, Nature 329, 840) y pMT2PC (Kaufman et al., 1987, EMBO J. 6,
187-195), pVAX y pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi et al., 2002, J. Virol. 76, 12735-12746).

Ademas, los sistemas de hospedantes-vectores usados en el contexto de la presente invencién también pueden
comprender uno o mas elementos adicionales que permiten el mantenimiento, propagacién o expresion de la
molécula de acido nucleico de la presente invencion de la célula hospedante. Tales elementos adicionales incluyen
sin limitaciéon un gen o genes marcadores a fin de facilitar la identificacion y aislamiento de las células hospedantes
recombinantes (por ejemplo mediante complementacién de una auxotrofia celular, o mediante resistencia a
antibidticos), elementos estabilizantes (por ejemplo secuencia cer como se describe en Summers y Sherrat, 1984,
Cell 36, 1097-1103 y el sistema DAP como se describe en el documento US 5.198.343), y elementos integradores
(por ejemplo secuencias viricas LTR y transposones).

Los genes marcadores adecuados para la expresion en células hospedantes procariotas incluyen genes de
resistencia a tetraciclina y ampicilina. También, se pueden usar genes de resistencia para la expresion en células
hospedantes de mamiferos, tales como dihidrofolato reductasa (dhfr), que confiere resistencia a metotrexato (Wigler
et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 3567; O’Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 1527); gpt, que
confiere resistencia a acido micofendlico (Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 2072); neo, que
confiere resistencia al aminoglucosido G-418 (Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150, 1); zeo, que confiere
resistencia a zeomicina; kana, que confiere resistencia a kanamicina; e hygro, que confiere resistencia a higromicina
(Santerre et al., 1984, Gene 30, 147). Para la expresion en sistemas de levaduras, se pueden usar los genes URA3
y LEU2, que proporcionan complementacién de mutantes de levadura ura3 o leu2. En particular, se puede usar
ventajosamente el gen URAS3, a partir del que se ha suprimido su promotor.

También se puede utilizar en el contexto de la invencién un nimero de sistemas de expresion a base de virus,
derivados de una variedad de diferentes virus (por ejemplo retrovirus, adenovirus, AAV, poxvirus, virus del herpes,
virus del sarampién, espumavirus y similares). Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “vector virico”
engloba ADN vectorial asi como particulas viricas generadas del mismo. Los vectores viricos pueden ser
competentes en replicacion, o se pueden inactivar genéticamente para ser defectuosos en la replicacion o que
tengan una replicacion alterada. La expresion “competente en la replicacion”, como se utiliza en la presente
memoria, engloba vectores viricos selectivos para la replicacion y condicionalmente replicativos que se manipulan
mediante ingenieria para replicarse mejor o selectivamente en células hospedantes especificas (por ejemplo células
tumorales).

Tales vectores incluyen, por ejemplo, vectores adenoviricos que tienen un nimero de ventajas bien documentadas
para la transferencia génica o para la reproduccién recombinante (para un repaso, véase “Adenoviral vectors for
gene therapy”, 2002, Ed D. Curiel and J. Douglas, Academic Press). Los vectores adenoviricos para uso segun la
presente invencién pueden derivar de una variedad de fuentes humanas o animales. Se puede emplear cualquier
serotipo desde los serotipos adenoviricos 1 a 51, con especial preferencia por los adenovirus humanos 2 (Ad2), 5
(Ad5), 6 (Ad6), 11 (Ad11), 24 (Ad24) y 35 (Ad35). Los adenovirus citados estan disponibles de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.), y han sido el objeto de numerosas publicaciones que describen su
secuencia, organizacion y métodos de produccién, permitiendo al experto aplicarlos (véanse, por ejemplo, los
documentos US 6.133.028; US 6.110.735; WO 02/40665; WO 00/50573; EP 1016711; Vogels et al., 2003, J. Virol.
77, 8263-8271).

El vector adenovirico de la presente descripcion es competente en la replicacion. Los ejemplos de tales vectores
adenoviricos competentes en la replicacién son bien conocidos en la técnica y estan facilmente disponibles para los
expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Hernandez-Alcoceba et al., 2000, Human Gene Ther. 11, 2009-2024;
Nemunaitis et al., 2001, Gene Ther. 8, 746-759; Alemany et al., 2000, Nature Biotechnology 18, 723-727). Los
vectores adenoviricos competentes para la replicacion adecuados para uso en la invenciéon se pueden manipular
mediante ingenieria a partir de un genoma adenovirico de tipo salvaje mediante supresiéon en el dominio E1A CR2
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para anular la unién al Rb (véase, por ejemplo, el documento WO 00/24408) y/o mediante sustitucién de los
promotores E1 y/o E4 nativos por promotores especificos del estado tisular, tumoral o celular (véanse, por ejemplo,
los documentos US 5.998.205, WO 99/25860, US 5.698.443, WO 00/46355, WO 00/15820 y WO 01/36650).

El vector adenovirico de la invencion tiene replicacion defectuosa (véase, por ejemplo, el documento WO 94/28152;
Lusky et al., 1998, J. Virol 72, 2022-2032). Los vectores adenoviricos de replicacion defectuosa preferidos son
defectuosos en E1 (véanse, por ejemplo, los documentos 6.136.594 y US 6.013.638), extendiéndose una supresién
E1l desde aproximadamente las posiciones 459 a 3328, o desde aproximadamente las posiciones 459 a 3510 (con
referencia a la secuencia del adenovirus humano tipo 5 descrito en el GeneBank con el nimero de acceso M 73260
y en Chroboczek et al., 1992, Virol. 186, 280-285). La capacidad de clonacién se puede mejorar adicionalmente
suprimiendo una porcién o porciones adicionales del genoma adenovirico (todo o parte de la regién E3 no esencial o
de otras regiones E2, E4 esenciales).

La molécula de acido nucleico de la presente invencidon se puede insertar en cualquier localizacion del genoma
adenovirico. Preferentemente, se inserta en sustitucion de la region E1. Se puede colocar en orientacién sentido o
antisentido, con relacién a la direccion transcripcional natural de la region en cuestién.

Otros vectores viricos adecuados derivan de poxvirus (véase, por ejemplo, Cox en “Viruses in Human Gene
Therapy” Ed J. M. Hos, Carolina Academic Press). En el contexto de la presente invencién, un vector poxvirico se
puede obtener a partir de cualquier miembro de poxviridae, en particular la viruela del canario, la difteria aviar y el
virus de la vacuna, siendo este ultimo preferido. Los virus de la vacuna adecuados incluyen, sin limitacion, la cepa
de Copenhague (Goebel et al., 1990, Virol. 179, 247-266 y 517-563; Johnson et al., 1993, Virol. 196, 381-401), la
cepa Wyeth y la cepa Ankara modificada (MVA) (Antoine et al., 1998, Virol. 244, 365-396). Las condiciones
generales para construir poxvirus recombinantes son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, el
documento EP 206 920; Mayr et al., 1975, Infection 3, 6-14; Sutter y Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89,
10847-10851; documento US 6.440.422). La molécula de acido nucleico de la presente invencion se inserta
preferentemente en el genoma poxvirico en un locus no esencial. El gen de timidina cinasa es particularmente
apropiado para la insercion en vectores de la vacuna de Copenhague (Hruby et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci USA
80, 3411-3415; Weir et al., 1983, J. Virol. 46, 530-537), y la supresién Il o Il para la insercién en el vector de MVA
(Meyer et al., 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038; Sutter et al., 1994, Vaccine 12, 1032-1040).

Los vectores de la invencién comprenden la molécula de acido nucleico de la invencién en una forma adecuada para
su expresion en una célula u organismo hospedante, lo que significa que la molécula de acido nucleico se coloca
bajo el control de una 0 mas secuencias reguladoras, apropiadas para el vector y/o la célula hospedante. Como se
utiliza en la presente memoria, la expresién “secuencia reguladora” se refiere a cualquier secuencia que permite,
contribuye o modula la expresién de una molécula de acido nucleico en una célula hospedante dada, incluyendo la
replicacién, duplicacion, transduccion, ayuste, traduccion, estabilidad y/o transporte del acido nucleico o uno de sus
derivados (es decir, ARNm) en la célula hospedante. Los expertos en la técnica apreciaran que la eleccién de las
secuencias reguladoras puede depender de factores tales como la célula hospedante, el nivel de expresién
deseado, etc.

El promotor es de especial importancia, y los promotores adecuados Utiles en el contexto de la presente invencion
incluyen promotores constitutivos que dirigen la expresién de la molécula de acido nucleico en muchos tipos de
célula hospedante y aquellos que dirigen la expresién de la secuencia nucleotidica soélo en ciertas células
hospedantes (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas del higado) o en respuesta a sucesos especificos o
factores exdgenos (por ejemplo por temperatura, aditivo de nutrientes, hormona u otro ligando).

Los promotores adecuados para la expresiéon en una célula hospedante de in E. coli incluyen, pero no se limitan a, el
promotor lambda pL de bacteriéfago, los promotores lac, TRP y pTAC inducible por IPTG. Los promotores
adecuados para la expresion en levaduras incluyen los promotores TF (Mumberg et al., 1995, Gene 156, 119-122),
PGK (Hitzeman et al., 1983, Science 219, 620-625), MF alfa (Inokuchi et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 3185-3193),
CYC-1 (Guarente etal, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 2199), GAL-1, GAL4, GAL10, PHO5, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAP o GAPDH), y alcohol deshidrogenasa (ADH) (Denis et al., 1983, J. Biol. Chem. 25,
1165). Para la expresion en vectores poxviricos, se puede usar el promotor de la vacuna 7.5K, H5R, TK, p28, p11 o
K1L, los promotores sintéticos descritos en Chakrabarti et al. (1997, Biotechniques 23, 1094-1097), Hammond et al.
(1997, J. Virological Methods 66, 135-138) y Kumar y Boyle (1990, Virology 179, 151-158), asi como los promotores
quiméricos temprano/tardio. Los promotores adecuados para la expresion constitutiva en células de mamiferos
incluyen el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV) (Boshart et al., 1985, Cell 41, 521-530), el
promotor tardio principal de adenovirus, el promotor de fosfoglicerocinasa (PGK) (Adra et al., 1987, Gene 60, 65-74),
y el promotor de timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV)-1. Los promotores eucariotas inducibles
regulados por compuestos suministrados exdgenamente incluyen, sin limitacién, el promotor de metalotioneina (MT)
inducible por zinc (Mc Ivor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), el promotor del virus de tumor mamario de ratén
(MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema del promotor de T7 polimerasa (documento WO 98/10088), el
promotor de insecto de ecdisona (No et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3346-3351), el promotor represible
mediante tetraciclina (Gossen et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5547-5551), el promotor inducible por
tetraciclina (Kim et al., 1995, J.Virol. 69, 2565-2573), el promotor inducible por RU486 (Wang et al., 1997, Nat.
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Biotech. 15, 239-243 y Wang et al., 1997, Gene Ther. 4, 432-441), y el promotor inducible por rapamicina (Magari et
al., 1997. J. Clin. Invest. 100, 2865-2872).

También se pueden usar promotores especificos de tejidos, especialmente aquellos que permiten seleccionar como
diana las células infectadas por VHC cuando se desea beneficio terapéutico. Los promotores adecuados incluyen
promotores especificos del higado, tales como HMG-CoA reductasa (Luskey, 1987, Mol. Cell. Biol. 7,1881-1893); el
elemento 1 regulador de esterol (SRE-1; Smith et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 2306-2310); albimina (Pinkert et al.,
1987, Genes Dev. 1, 268-277); fosfoenol piruvato carboxi cinasa (PEPCK) (Eisenberger et al., 1992, Mol. Cell Biol.
12,1396-1403); proteina reactiva C humana (CRP) (Li et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 4136-4142); glucocinasa
humana (Tanizawa et al., 1992, Mol. Endocrinology 6, 1070-1081); colesterol 7-alfa hidrilasa (CYP-7) (Lee et al.,
1994, J. Biol. Chem. 269, 14681-14689); alfa-1 antitripsina (Ciliberto et al., 1985, Cell 41, 531-540); proteina de
union al factor de crecimiento similar a insulina (IGFBP-1) (Babajko et al., 1993, Biochem Biophys. Res. Comm.
196,480-486); transferrina humana (Mendelzon et al., 1990, Nucleic Acids Res. 18, 5717-5721); colageno tipo |
(Houglum et al., 1994, J. Clin. Invest. 94, 808-814) y los genes FIX (documento US 5.814.716).

Los promotores adicionales adecuados para uso en esta invencion se pueden obtener a partir de genes que son
expresados preferentemente en células tumorales proliferativas, tales como los promotores del gen de alfa-
fetoproteina sobreexpresado en canceres hepaticos (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465), la transcriptasa
inversa de telomerasa (TERT) (documentos W099/27113, WO 02/053760 y Horikawa et al., 1999, Cancer Res. 59,
826), y elemento sensible a hipoxia (HRE).

Los expertos en la materia apreciaran que los elementos reguladores que controlan la expresion de la molécula de
acido nucleico de la invencion pueden comprender ademas elementos adicionales para el inicio, regulacion y/o
terminacion apropiados de la transcripcion (por ejemplo secuencias de terminacién de la transcripcién poliA),
transporte de ARNm (por ejemplo secuencias de sefial de localizacién nuclear), procesamiento (por ejemplo sefiales
de ayuste), y estabilidad (por ejemplo intrones y secuencias de 5’ y 3’ no codificantes), traduccion (por ejemplo sefial
peptidica, propéptido, secuencias lider tripartitas, sitios de unién a ribosoma, secuencias de Shine-Dalgamo, etc.) en
la célula hospedante u organismo y las etapas de purificacion (por ejemplo un marcador).

Por ejemplo, se puede usar un péptido sefial, eventualmente en combinacién con un propéptido, para facilitar la
secrecion de la proteina de fusién en el medio de cultivo. El péptido sefial se inserta tipicamente en el término N de
la proteina de fusidon inmediatamente después del iniciador Met, y, si es necesario, el propéptido se inserta en
direccién 3’ del péptido sefial. La eleccion de la sefial y/o de los propéptidos es amplia y es accesible a las personas
expertas en la técnica. Los ejemplos de sefial/propéptidos apropiados para la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a, las secuencias de péptido sefial del factor de coincidencia (MF) alfa (Kurjan y Herskowitz, 1982, Cell 30,
933-934 y el documento US 5.879.926); invertasa (documento W084/01153); PHOS (documento DK 3614/83);
YAP3 (proteasa aspartica 3 de levadura; documento W095/02059); y BAR1 (documento WO87/02670). Durante la
entrada en el ER, el péptido sefial se separa por escision del polipéptido precursor en un sitio de procesamiento. El
sitio de procesamiento puede comprender cualquier secuencia peptidica que es reconocida por una enzima
proteolitica de la célula hospedante. Los ejemplos de sitios de procesamiento preferidos incluyen, pero no se limitan
a, cualquier combinacion de los dos restos basicos Lys y Arg (con preferencia especial por Lys-Arg) que son
escindidos por la endopeptidasa codificada por el gen KEX2 de Saccharomyces cerevisiae (véase Fuller et al., 1986,
Microbiology, 273-278) o la proteasa equivalente de otra especie de levadura (véase Julius et al., 1983, Cell 32, 839-
852).

Para facilitar la purificacion de la proteina de fusién recombinante a partir de la célula hospedante o del
sobrenadante de cultivo, se puede usar un marcador peptidico (por ejemplo una secuencia peptidica corta capaz de
ser reconocida por antisueros disponibles). Preferentemente, el marcador se inserta en el término C de la proteina
de fusion. Los marcadores ejemplares incluyen, sin limitacién, el marcador His (por ejemplo, compuesto de 6 0 mas
restos de histidina), secuencia peptidica de glutationa-S-transferasa (GST) de S mansoni, proteina de unién a
maltosa (MPB) de E. coli, fosfatasa alcalina humana, el octapéptido FLAG, y el marcador e (documento US
6.686.152).

También se considera un plasmido lanzadera para la expresion en levadura, que comprende la molécula de acido
nucleico de la invencion (por ejemplo la secuencia nucleotidica de SEC ID n°: 13 y 14) colocada bajo el control del
promotor TEF y una secuencia terminadora transcripcional apropiada (por ejemplo terminador del citocromo cyc) que
comprende ademas origenes de replicacion para células hospedantes de E. coli y levadura (por ejemplo ORI y 21
respectivamente), marcadores de seleccion adecuados para la expresion en E. coli (por ejemplo gen de resistencia a
ampicilina) y levadura (por ejemplo auxotrofia URA3 y leu2-3).

Ademas, se describe un plasmido pGEX adecuado para la expresion en E. coli que comprende la molécula de acido
nucleico de la invencion (por ejemplo la secuencia nucleotidica de SEC ID n°: 15 y 16) colocada bajo el control del
promotor pTAC inducible por IPTG, y una secuencia terminadora transcripcional apropiada que comprende ademas
un origen adecuado de replicacién para E. coli (por ejemplo ORI), y un marcador de seleccién adecuado (por
ejemplo gen de resistencia a ampicilina).
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Todavia otra forma de realizacion preferida se refiere a un vector adenovirico defectuoso en la replicacion para la
expresion en células de mamiferos, que comprende la molécula de &cido nucleico de la invencién (por ejemplo la
secuencia nucleotidica de SEC ID n°: 11 y 12) colocada bajo elementos reguladores apropiados. Preferentemente, el
vector adenovirico defectuoso en la replicacion es un genoma Ad5 al que se le ha suprimido E1 y E3, extendiéndose
la supresion E1 desde aproximadamente el nucleétido 459 hasta aproximadamente el nucleétido 3511, y la
supresion E3 desde aproximadamente el nucleétido 28592 hasta aproximadamente el nucleétido 30470. Un vector
adenovirico preferido comprende las secuencias Ad5 desde aproximadamente el nucledtido 1 hasta
aproximadamente el nucle6tido 458, conteniendo el casete de expresion, desde 5’ hasta 3, el potenciador/promotor
temprano inmediato de CMV, un intron de B-globina/lgG humano quimérico (como se encuentra en el vector pCl
disponible en Promega), la secuencia que codifica cualquiera de las dos formas poliproteicas (SEC ID n®: 11 0 12) y
la sefal de poliadenilacién de SV40 seguido de una secuencia de Ad5 desde aproximadamente el nucleétido 3512
hasta aproximadamente el nucledtido 28592, y desde aproximadamente el nucle6tido 30470 hasta
aproximadamente el nucleétido 35935.

Si es necesario, el vector de la invencion puede comprender ademas uno o mas transgenes, por ejemplo un gen de
interés a expresar junto con la molécula de acido nucleico de la invencion en una célula hospedante u organismo.
De forma deseable, la expresién del transgén tiene una actividad terapéutica o protectora frente a una enfermedad o
afeccion asociada a VHC. El transgén adecuado incluye, sin limitacién, genes que codifican citocinas (por ejemplo
IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21, IFNg), genes que codifican toxinas (por ejemplo ricina, toxina de la difteria, toxina del
cllera), genes suicidas, y especialmente los genes que codifican K HSV-1 (Caruso et al., 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90, 7024-7028) que se va a usar en combinaciéon con el profarmaco aciclovir o ganciclovir, citoxina
desaminasa (CDasa), uracilo fosforribosilo transferasa (UPRTasa) que se va a usar en combinacién con el
profarmaco 5-fluorocitosina (5-FC). El producto génico FCU-1 (descrito en el documento WO 99/54481) es
particularmente Gtil en este contexto. Si se usa un transgén, se coloca bajo el control de elementos reguladores
apropiados, y se puede insertar en cualquier localizacion del vector de la invencion o en un vector independiente que
se usa en combinacion con el vector de la invencion.

La insercion de la molécula de acido nucleico de la invencién en una estructura principal vectorial se puede llevar a
cabo mediante biologia molecular habitual, por ejemplo como se describe en Sambrook et al. (2001, Molecular
Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory). La insercién en el vector adenovirico o en un vector
poxvirico se puede llevar a cabo a través de recombinaciéon homdloga como se describe respectivamente en
Chartier et al. (1996, J. Virol. 70, 4805-4810) y Paul et al. (2002, Cancer gene Ther. 9, 470-477).

La presente invencion también engloba vectores (por ejemplo ADN plasmidico) complejados a lipidos o polimeros
para formar estructuras en particulas tales como liposomas, lipocomplejos 0 nanoparticulas. Tales tecnologias estan
disponibles en la técnica (véase, por ejemplo, Arangoa et al., 2003, Gene Ther. 10: 5-14; Eliaz et al., 2002, Gene
Ther. 9, 1230-1237 y Betageri et al., 1993, “Liposome drug delivery systems”, Technomic Publishing Company, Inc).

Se describen particulas viricas infecciosas que comprenden las moléculas de acido nucleico o vectores de la
presente invencién descritos anteriormente.

Tipicamente, tales particulas viricas se producen mediante un procedimiento que comprende las etapas de:
(a) introducir el vector virico de la invencion en una extirpe celular adecuada,

(b) cultivar dicha extirpe celular en condiciones adecuadas para permitir la produccion de dicha particula virica
infecciosa,

(c) recuperar la particula virica infecciosa producida a partir del cultivo de dicha extirpe celular, y
(d) opcionalmente purificar dicha particula virica infecciosa recuperada.

Cuando el vector virico es defectuoso, las particulas infecciosas se producen habitualmente en una extirpe celular
de complementacion o via el uso de un virus auxiliar, que suministra en trans los genes viricos no funcionales. Por
ejemplo, las extirpes celulares adecuadas para complementar vectores adenoviricos a los que se les ha suprimido
E1l incluyen las células 293 (Graham et al., 1997, J. Gen. Virol. 36, 59-72) asi como las células PER-C6 (Fallaux et
al., 1998, Human Gene Ther. 9, 1909-1917). Las células apropiadas para propagar vectores poxviricos son células
aviares, y los mas preferible fibroblastos de embriones de pollo primarios (CEF) preparados a partir de embriones de
pollo obtenidos de huevos fertilizados.

Las particulas viricas infecciosas se pueden recuperar del sobrenadante de cultivo o a partir de las células tras la
lisis. Se pueden purificar ademas segun técnicas estandar (cromatografia, ultracentrifugacion en un gradiente de
cloruro de cesio como se describe, por ejemplo, en los documentos W096/27677, W0O98/00524, W098/22588,
WQ098/26048, WO00/40702, EP1016700 y WO00/50573).
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La presente invencion también engloba vectores o particulas viricas que se han modificado para permitir la seleccion
preferente a una célula diana particular (véase, por ejemplo Wickam et al., 1997, J. Virol. 71, 8221-8229; Arnberg et
al., 1997, Virol. 227, 239-244; Michael et al., 1995, Gene Therapy 2, 660-668; documento W094/10323; documento
WQ002/96939 y documento EP 1 146 125). Un rasgo caracteristico de los vectores seleccionados como dianas y
particulas viricas de la invencion es la presencia en su superficie de un ligando capaz de reconocer y unirse a un
componente celular y expuesto a la superficie, tal como un marcador especifico de las células (por ejemplo una
célula infectada con VHC), un marcador especifico de tejidos (por ejemplo un marcador especifico de higado), asi
como un antigeno virico (por ejemplo HVC). Los ejemplos de ligandos adecuados incluyen anticuerpos o sus
fragmentos dirigidos contra un dominio antigénico de VHC. La seleccion de las dianas se puede llevar a cabo
insertando genéticamente el ligando en un polipéptido presente sobre la superficie del virus (por ejemplo fibra
adenovirica, penton, pIX o producto génico p14 vacunal).

La invencion también se refiere a células hospedantes que comprenden las moléculas de acido nucleico, vectores o
particulas viricas infecciosas de la invencion descritas en la presente memoria. En el contexto de la presente
invencion, la expresion “célula hospedante” deberia ser entendida ampliamente sin ninguna limitacion referida en
particular a la organizacién en tejido, érgano, o células aisladas. Tales células pueden ser de un Unico tipo de células
0 un grupo de tipos diferentes de células, y englobar extirpes celulares cultivadas, células primarias y células
proliferativas.

En el contexto de la invencidn, las células hospedantes incluyen células procariotas, células eucariotas inferiores
tales como levadura, y otras células eucariotas tales como células de insectos, células vegetales y de mamiferos
(por ejemplo humanas o no humanas). Las células hospedantes de E. coli preferidas incluyen sin limitacién BL21
(disponibles en Amersham Biosciences). Las células hospedantes de levadura preferidas incluyen, sin limitacion, S.
cerevisiae, S. pombe, Pichia pastoris, con preferencia especial por células de levadura que expresan KEX-2, tales
como la cepa TGY47.1 (o su GY73.4 conversor Leu® isogénico) descrito en el documento EP 607 080, y aquellas
descritas en los documentos US 5.879.926, US 5.162.208 y US 6.103.515. Las células hospedantes de mamiferos
preferidas, sin limitacion, células BHK (rifién de hamster neonato), CV-1 (extirpe celular de rifidn de mono africano),
COS (por ejemplo COS-7), células de ovario de hamster chino (CHO), células NIH/3T3 de ratén, células Hela, y
células Vero. Las células hospedantes también engloban células de complementacién capaces de complementar al
menos una funcién defectuosa de un vector defectuoso en la replicacion de la invenciéon (por ejemplo vector
adenovirico), tal como células 293 y PERC.6.

La célula hospedante se puede encapsular adicionalmente. La tecnologia de encapsulamiento celular se ha descrito
previamente (Tresco et al., 1992, ASAIO J. 38, 17-23; Aebischer et al., 1996, Human Gene Ther. 7, 851-860).

Todavia un aspecto adicional de la presente invencion es un método para producir recombinantemente la proteina
de fusién, que emplea los vectores, particulas viricas infecciosas y/o células hospedantes de la invencién. El método
para producir la proteina de fusion comprende (a) introducir un vector o una particula virica infecciosa de la
invencion en una célula hospedante adecuada para producir una célula hospedante transfectada o infectada, (b)
cultivar in vitro dicha célula hospedante transfectada o infectada bajo condiciones adecuadas para el crecimiento de
la célula hospedante, (c) recuperar la proteina de fusion del cultivo celular, y (d) opcionalmente purificar la proteina
de fusion recuperada.

Se espera que aquellos expertos en la materia sepan los numerosos sistemas de expresion disponibles para
producir las proteinas de fusion de la invencion en células hospedantes apropiadas y los métodos para producir un
vector o una particula virica infecciosa en una célula hospedante. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a,
microinyeccién (Capechi et al., 1980, Cell 22, 479-488), transfeccién mediada por CaPQOs- (Chen y Okayama, 1987,
Mol. Cell Biol. 7, 2745-2752), transfeccion mediada por DEAE-dextrano, electroporacion (Chu et al., 1987, Nucleic
Acid Res. 15,1311-1326), fusion de lipofeccion/liposoma (Felgner et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA84, 7413-
7417), bombardeo de particulas (Yang et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 9568-9572), pistolas génicas,
transduccién, infeccién virica, asi como la administracion directa en un organismo hospedante via diversos medios.

Los vectores de la invencion se pueden usar en asociacion con reactivos de transfeccion, a fin de facilitar la
introduccion del vector en la célula hospedante, tal como polimeros policationicos (por ejemplo citosano,
polimetacrilato, PEI, etc.) y lipidos cationicos (por ejemplo DC-Chol/DOPE, lipofectina transfectam disponible ahora
de Promega). Ademas, como se explica en la presente memoria, se pueden usar tecnologias de ADN recombinante
para mejorar la expresién de la molécula de acido nucleico en la célula hospedante, por ejemplo usando vectores de
numero elevado de copias, sustituyendo o modificando una 0 mas secuencias reguladoras transcripcionales (por
ejemplo promotor, potenciador y similar), optimizando el uso de codones de la molécula de acido nucleico que
codifica la fusion a la célula hospedante, y suprimiendo secuencias negativas que pueden desestabilizar el
transcrito.

Las células hospedantes de la presente invencion se pueden cultivar en biorreactores de fermentacion
convencionales, matraces, y capsulas de petri. El cultivo se puede llevar a cabo a una temperatura, pH y contenido
de oxigeno apropiados para una célula hospedante dada. No se haran en la presente memoria intentos para
describir con detalle los diversos métodos conocidos para la produccion de proteinas en células procariotas y
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eucariotas. La produccién de la proteina de fusion puede ser periplasmica, intracelular o segregada fuera de la
célula hospedante (por ejemplo en el medio de cultivo).

Cuando la proteina de fusiéon no se segrega fuera de la célula hospedante traductora, o cuando no se segrega
completamente, se puede recuperar mediante procedimientos de lisis estandar, incluyendo congelacién
descongelacion, ultrasonidos, destruccion mecénica, uso de agentes de lisis, y similares. Si se segrega, se puede
recuperar directamente a partir del medio de cultivo.

La proteina de fusion se puede purificar entonces por métodos de purificacion bien conocidos, incluyendo
precipitacion con sulfato de amonio, extraccién acida, electroforesis en gel, filtracion y métodos cromatograficos (por
ejemplo cromatografia de fase inversa, exclusién molecular, intercambio i6nico, afinidad, fosfocelulosa, interaccién
hidréfoba, hidroxilapatita, o cromatografia de liquidos de altas prestaciones). Las condiciones y tecnologia usadas
para purificar una proteina de fusién particular de la invencion dependeran de factores tales como la carga neta, el
peso molecular, la hidrofobia, la hidrofilia, y serdn manifiestas para aquello que tienen pericia en la técnica. Ademas,
el nivel de purificacion dependera del uso pretendido. También se entiende que, dependiendo de la célula
hospedante productora, las proteinas de fusion pueden tener diversos patrones de glucosilacién, o puede estar no
glucosiladas (por ejemplo cuando se producen en bacterias).

En otro aspecto, esta invencion proporciona una composicion que comprende la proteina de fusién, la molécula de
acido nucleico, el vector, la particula virica infecciosa, la célula hospedante de la invencion (también denominada en
la presente memoria “agente activo”) o cualquier combinacién de los mismos (por ejemplo combinacion de proteinas
de fusién o vectores/particulas viricas que codifican proteinas de fusién de diferentes genotipos o subtipos).
Preferentemente, la composicion es una composiciéon farmacéutica que comprende ademas de una cantidad
terapéuticamente eficaz del agente o agentes activos, un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en
la presente memoria, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una dosis suficiente para el alivio de uno o mas
sintomas asociados normalmente con la enfermedad o afeccion que se desea tratar. Cuando esta implicado el uso
profilactico, esta expresion significa una dosis suficiente para prevenir o retrasar el establecimiento de una
enfermedad o afeccion. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz para inducir una respuesta inmunitaria
seria aquella cantidad necesaria para provocar la activacion del sistema inmunitario (por ejemplo que da como
resultado el desarrollo de una respuesta anti-VHC).

Como se utiliza en la presente memoria, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos y
cualesquiera vehiculos, disolventes, diluyentes, excipientes, adyuvantes, medios de dispersion, revestimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, y agentes que retrasan la absorcién y similares, compatibles con la
administracion farmacéutica.

De forma adecuada, la composicion farmacéutica de la invencion comprende un diluyente apropiado para uso
humano o animal. Es preferentemente isotonica, hipoténica o débilmente hiperténica, y tiene una fuerza i6nica
relativamente baja. Los ejemplos representativos incluyen agua estéril, disolucion salina fisiolégica (por ejemplo
cloruro de sodio), disolucién de Ringer, glucosa, trealosa o disoluciones de sacarosa, disolucion de Hank, u otras
disoluciones salinas balanceadas fisiolégicamente acuosas (véase, por ejemplo, la edicibon méas actual de
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, A. Gennaro, Lippincott, Williams & Wilkins). La composicion de
la invencion esta tamponada adecuadamente a fin de que sea apropiada para uso humano a un pH fisiolégico o
ligeramente basico (por ejemplo entre alrededor de pH 7 y alrededor de pH 9). Los tampones adecuados incluyen,
sin limitacién, tampo6n de fosfato (por ejemplo PBS), tamp6n de bicarbonato y/o tamp6n Tris.

La composicion también contiene otros excipientes farmacéuticamente aceptables para proporcionar propiedades
farmacéuticas o farmacodinamicas deseables, incluyendo, por ejemplo, modificar o mantener el pH, osmolaridad,
viscosidad, claridad, color, esterilidad, estabilidad, velocidad de disolucion de la formulacion, modificar o mantener la
liberacién o absorcion en el organismo humano o animal, promover el transporte a través de la barrera de la sangre
0 la penetracién en un érgano particular (por ejemplo el higado). Los excipientes adecuados incluyen aminoacidos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluidos en la composicién de la invencién deben permitir también
conservar su estabilidad en las condiciones de fabricacion y almacenamiento a largo plazo (es decir, al menos un
mes) a temperaturas de congelaciéon (por ejemplo -70°C, -20°C), temperaturas refrigeradas (por ejemplo 4°C) o
temperatura ambiente. A este respecto, las formulaciones que estan particularmente adaptadas a la composicion de
la invencion incluyen:

0 1M de sacarosa, 150 mM de NaCl, 1 mM de MgCl;, 54 mg/l de Tween 80, 10 mM de Tris pH 8,5
(especialmente cuando el agente activo es un vector adenovirico) y

0 10 mg/ml de manitol, 1 mg/ml de HSA, 20 mM de Tris, pH 7,2, y 150 mM de NacCl

o disolucién salina fisiologica.
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Ademas, la composicion de la invencion puede comprender uno o mas adyuvantes adecuados para la aplicacion
sistémica 0 mucosal en seres humanos. Preferentemente, el adyuvante es capaz de estimular la inmunidad a la
composicion de la invencién, especialmente una inmunidad mediada por células T, por ejemplo a través de
receptores de tipo toll (TLR), tales como TLR-7, TLR-8 y TLR-9. Los ejemplos representativos de adyuvantes Utiles
incluyen, sin limitacién, alum, emulsién de aceite mineral tal como completa de Freund e incompleta i(IFA),
lipopolisacarido o un derivado del mismo (Ribi et al., 1986, Immunology and Immunopharmacology of Bacterial
Endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY, p407-419), saponinas tales como QS21 (Sumino et al., 1998, J.Virol. 72, 4931-
4939; documento WO 98/56415); compuestos de imidazoquinolina tales como Imiquimod (Suader, 2000, J. Am Acad
Dermatol. 43, S6-S11) y un compuesto relacionado S-27609 (Smorlesi, 2005, Gene Ther. 12,1324-1332),
oligodesoxinucleodtidos de citosina fosfato guanosina tales CpG (Chu et al., 1997, J. Exp. Med. 186:1623; Tritel et al.,
2003, J. Immunol. 171: 2358-2547) y péptidos cationicos tales como IC-31 (Kritsch et al., 2005, J. Chromatogr Anal.
Technol Biomed Life Sci 822, 263-270).

La composicion de la presente invencion se puede administrar mediante una variedad de modos de administracion,
incluyendo la administracion sistémica, topica y localizada. La inyeccién se puede llevar cabo por cualquier medio,
por ejemplo mediante inyeccion subcutanea, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intratumoral, intravascular,
intraarterial o mediante inyeccién directa en una arteria (por ejemplo mediante infusion en la arteria hepatica) o una
vena que alimente al higado (por ejemplo inyeccién en la vena porta). Las inyecciones se pueden realizar con
jeringuillas y agujas convencionales, o cualesquiera otros dispositivos apropiados disponibles en la técnica. Como
alternativa, la composicion de la presente invencion se puede administrar via una ruta mucosal, tal como la via
oral/alimentaria, nasal, intratraqueal, intrapulmonar, intravaginal o intrarrectal. La administracién en el aparato
respiratorio se puede realizar a través de nebulizacion o en aerosol de composiciones en gotitas, de pulverizacién, o
de polvo seco, usando un recipiente a presion (por ejemplo con un propelente adecuado tal como
diclorodifluormetano, propano, nitrégeno y similar), o en un dispensador que no esta a presion. La administracién
tépica también se puede llevar a cabo usando medios transdérmicos (por ejemplo parche y similar). En el contexto e
la invencidn, las administraciones intramuscular y subcutanea constituyen las vias preferidas.

La composicion de la invencion puede estar en diversas formas, por ejemplo sélida, liquida o congelada. Las
composiciones sélidas (por ejemplo en polvo seco o liofilizadas) se pueden obtener mediante un procedimiento que
implica el secado a vacio y la liofilizacion. Para la administracion mucosal, las composiciones se pueden formular
como céapsulas y granulos gastrorresistentes para la administracion oral, supositorios para administracion rectal o
vaginal, eventualmente combinacion con potenciadores de la absorcion Gtiles para incrementar el tamafio de poros
de las membranas mucosales. Tales potenciadores de la absorcién son tipicamente sustancias que tienen
similitudes estructurales a los dominios fosfolipidicos de las membranas mucosales, tales como desoxicolato de
sodio, glucocolato de sodio, dimetil-beta-ciclodextrina, lauroil-1-lisofosfatidilcolina).

La dosis apropiada se puede adaptar en funcién de diversos parametros, en particular el modo de administracion; la
composicion empleada; la edad, salud y peso del organismo hospedante; la naturaleza y grado de sintomas; el tipo
de tratamiento concurrente; la frecuencia de tratamiento; y/o la necesidad de prevencion o terapia. El médico realiza
habitualmente otro refinamiento de los calculos necesarios para determinar la dosificacion apropiada para el
tratamiento, a la luz de las circunstancias relevantes. Para una guia general, la dosis adecuada para una
composicion que comprende virus (por ejemplo particulas adenoviricas) varia desde alrededor de 10° a 10" ui
(unidades infecciosas), deseablemente de alrededor de 10" a 10" ui. Una composicién a base de plasmidos
vectoriales se puede administrar en dosis de entre 10 pg y 20 mg, ventajosamente entre 100 ug y 2 mg. Una
composicion proteica se puede administrar en una 0 mas dosis de entre 10 ng y 20 mg, con una especial preferencia
por una dosis de alrededor de 0,1 ug a alrededor de 2 mg de la proteina terapéutica por kg de peso corporal. La
administracion puede tener lugar en una Unica dosis o una dosis repetida una o varias veces después de un cierto
intervalo de tiempo.

La composicién farmacéutica de la invencion se puede emplear en métodos para tratar una variedad de
enfermedades y estados patologicos, especialmente aquellos asociados con una infeccién por VHC. Como se utiliza
en la presente memoria, el término “tratamiento” o “tratar” engloba la profilaxis y/o terapia. Es especialmente (til para
tratar infeccion persistente por VHC y cancer hepéatico en pacientes infectados con VHC. El término “cancer” engloba
cualesquiera afecciones cancerosas, incluyendo tumores difusos o localizados, metéastasis, poélipos cancerosos asi
como lesiones preneoplasicas (por ejemplo cirrosis). Preferentemente, con la introduccién en un organismo
hospedante segun las modalidades descritas en la presente memoria, la composicién de la invencion proporciona un
beneficio terapéutico al hospedante tratado. La expresion “organismo hospedante” esta destinada a englobar a
cualquier animal, particularmente mamifero, tal como cualquier sujeto murino, rata, bovino, porcino, canino, felino,
equino, simio o humano, por ejemplo un ser humano infectado con VHC. El beneficio terapéutico se puede
evidenciar de muchas maneras, por ejemplo una disminucion de la viremia de VHC detectada en sangre, plasma o
sueros del individuo infectado en comparaciéon con antes del tratamiento, y/o mediante la deteccién de una
respuesta inmunitaria anti-VHC (por ejemplo produccion de anticuerpos anti-VHC y/o inmunidad mediada por células
T) o mediante el retraso de los sintomas asociados con una infeccién por VHC (por ejemplo retraso en el desarrollo
de cirrosis hepética o cancer), o mediante una disminucion de afecciones de inflamacion/esteatosis/fibrosis
hepaticas, tipicamente asociadas con infeccion por VHC, o mediante una respuesta mejorada del individuo a
terapias convencionales.
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En consecuencia, la presente invencion también engloba el uso de la proteina de fusién, molécula de acido nucleico,
vector, particula virica infecciosa, célula hospedante o composicion de la invencién para la preparacion de un
farmaco destinado a tratar o prevenir infecciones por VHC, enfermedades y estados patolégicos asociados a VHC,
segun las modalidades descritas anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a la proteina de fusion, molécula de acido nucleico, vector, particula
virica infecciosa, célula hospedante o composicién de la invencion para su uso para tratar o prevenir infecciones por
VHC, enfermedades asociadas con VHC y estados patolégicos, segun las modalidades descritas anteriormente.

Si se desea, el uso de la invencion se puede llevar a cabo conjuntamente con una o mas modalidades terapéuticas
convencionales (por ejemplo radiacion, quimioterapia y/o cirugia). El uso de enfoques terapéuticos mdultiples
proporciona al paciente con una intervencion mas amplia. En una realizacion, el método de la invencion se puede
anteceder o puede estar seguido de una intervencidon quirargica. En otra realizacion, puede estar precedido o
seguido por radioterapia (por ejemplo radiacion gamma). Los expertos en la técnica pueden formular facilmente
protocolos apropiados de terapia de radiacion y parametros que se pueden usar (véanse, por ejemplo, Pérez y
Brady, 1992, Principles and Practice of Radiation Oncology, segunda edicién JB Lippincott Co; usando adaptaciones
y modificaciones apropiadas como sera facilmente manifiesto para los expertos en el campo.

En todavia otra forma de realizacion, el uso de la composicién de la invencién estd asociado a quimioterapia con uno
o mas farmacos contra VIH que se usan convencionalmente para tratar o prevenir infecciones por VHC,
enfermedades y estados patolégicos asociados a VHC. Los ejemplos representativos de farmacos contra VHC
incluyen, sin limitacién, inhibidores de proteasas, por ejemplo inhibidores de serina proteasas tales como VX950 de
Vertex), inhibidores de polimerasas, inhibidores de helicasas, antifibroticos, analogos nucleosidicos, agonistas de
TLR, inhibidores de N-glucosilacion, ARNip, oligonucleétidos antisentido, anticuerpos anti-VHC, moduladores
inmunitarios, vacunas terapéuticas y agentes antitumorales usados habitualmente en el tratamiento de
hepatocarcinomas asociados a VHC (por ejemplo adriamicina o0 una mezcla de adriamicina, lipiodol y spongel,
administrada habitualmente mediante quimioembolizacion en la arteria hepatica). Por ejemplo, las vacunas
terapéuticas incluyen antigenos recombinantes, VLPs, vectores o péptidos sintéticos basados en o que codifican
proteinas estructurales de VHC (Core, cubierta E1 y/o E2) que son particularmente adecuados para disparar una
respuesta humoral anti-VHC. Tales farmacos contra el VHC se pueden proporcionar en una Unica dosis, 0, como
alternativa, en multiples dosis segun protocolos estandar, dosificaciones y regimenes durante varias horas, dias y/o
semanas. Su administracion puede anteceder, ser concomitante, o subsiguiente a la administracién de la
composicion de la invencion. Una combinaciéon particularmente adecuada incluye el tratamiento con IFN-a-2a
pegilado (por ejemplo una dosis de 10 pg/semana) y/o ribavirina (por ejemplo a 800 a 1200 mg/dia) durante 24 a 48
semanas, antes, en paralelo o subsiguientemente al uso de la composicién de la invencion.

En otra forma de realizacion, el uso de la invencién se lleva a cabo segin una modalidad terapéutica de vacunacién-
revacunacion, que comprende la administracion secuencial de una o mas composiciones de sensibilizaciéon y una o
mas composiciones de revacunacion. Tipicamente, las composiciones de sensibilizacion y de revacunacién usan
diferentes vehiculos que comprenden o codifican al menos un dominio antigénico en comudn. La composicion de
sensibilizacion se administra inicialmente al organismo hospedante, y la composicién de revacunacion se administra
subsiguientemente al mismo organismo hospedante después de un periodo que varia desde un dia hasta doce
meses. El uso de la invenciéon puede comprender una a diez administraciones secuenciales de la composicién de
sensibilizacién, seguido de una a diez administraciones secuenciales de la composicion de revacunaciéon. De forma
deseable, los intervalos de inyeccion son cuestién de una semana a seis meses. Ademas, las composiciones de
sensibilizacion y revacunaciéon se pueden administrar en el mismo sitio 0 en sitios alternativos, mediante la misma
via 0 mediante vias diferentes de administracién. Por ejemplo, las composiciones basadas en polipéptido se puede
administrar mediante una via mucosal, mientras que las composiciones basadas en vectores se inyectan
preferentemente, por ejemplo inyecciéon subcutdnea para un vector de MVA, inyeccién intramuscular para un
plasmido de ADN y para un vector adenovirico.

En el contexto de la invencidon, una composicién se usa para sensibilizar o revacunar, o tanto sensibilizar como
revacunar, una respuesta inmunitaria anti-VHC. Las composiciones de sensibilizacion preferidas de la invencion son
preferentemente aquellas que comprenden un vector adenovirico/virus que codifica la fusién y un ADN plasmidico
gue codifica la fusién. Los vectores de MVAlvirus que codifican la fusion se usan preferentemente para la
revacunacion. Por otro lado, la proteina de fusion producida de forma recombinantemente se puede usar
independientemente para la sensibilizacion o la revacunacion. Por ejemplo, se puede sensibilizar con una proteina
de fusién producida recombinantemente que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 9 o SEC ID
n° 10, y se puede revacunar con un vector adenovirico que codifica tal proteina de fusién. Como otro ejemplo, se
puede sensibilizar con un plasmido de ADN que codifica una proteina de fusion que tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEC ID n° 9 o SEC ID n°: 10, y se puede revacunar con particulas de virus de MVA que
codifican tal proteina de fusion.

También es posible usar la composicion de la invencion en combinacién con cualquier material de la técnica anterior
gue codifica o que comprende un dominio antigénico en comudn con la composicién de la invencién (por ejemplo un
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dominio antigénico del polipéptido NS3, NS4B y/o NS5B). La fuente de tal material es amplia, e incluye, sin
limitacion, péptidos, proteinas, vector virico de una variedad de virus, ADN plasmidico, particulas proteinosas tales
como particulas semejantes a virus (Bums et al., 1994, Mol. Biol. Techno. 1, 137-145), materiales celulares tales
como células irradiadas, particulas viricas, etc. Por ejemplo, los vectores particularmente apropiados Utiles en este
contexto son los vectores adenovirico y MVA descritos en el documento W02004/111082 que codifican NS3, NS4 y
NS5B. Como otro ejemplo, también son (tiles en el contexto de la invencion los péptidos descritos en el documento
WO03/097677 que comprende dominios antigénicos de NS3, NS4B y NS5B. Con fines ilustrativos, se puede
sensibilizar con las particulas adenoviricas del documento W0O2004/111082 y revacunar subsiguientemente con la
proteina de fusién producida recombinantemente de SEC ID n°: 9 o SEC ID n°: 10 o con el vector/virus MVA que
codifica la proteina de fusion de SEC ID n°: 9 o SEC ID n°: 10 como se define anteriormente. Como otro ejemplo, se
puede sensibilizar con un plasmido de ADN que codifica la proteina de fusion de SEC ID n° 9 o SEC ID n°; 10, y
revacunar con el vector de MVA del documento W0O2004/111082.

Sin embargo, también son posibles en el contexto de la invencidon otras combinaciones de sensibilizacién
revacunacion.

También se describen anticuerpos que se unen selectivamente a la proteina de fusion de la presente invencion o
sus fragmentos peptidicos. Como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo se une selectivamente a un
péptido diana cuando se une al péptido diana y no se une significativamente a proteinas no relacionadas. En ciertos
casos, se entenderia que el anticuerpo que se une al péptido todavia es selectivo a pesar de cierto grado de
reactividad cruzada. No obstante, se prefiere que el anticuerpo no se una con afinidad elevada o selectividad
elevada a polipéptidos NS nativos individuales y a fusiones de polipéptidos NS configurados en una configuracién
nativa.

Como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo se define en términos consistentes con los reconocidos en la
técnica. Los anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales, asi como fragmentos de
tales anticuerpos, incluyendo, pero sin limitarse a, Fab o F(ab’).sub.2, y fragmentos Fv. Los anticuerpos se pueden
producir usando técnicas convencionales en la técnica, por ejemplo administrando a un animal una cantidad eficaz
de una proteina de fusion de la presente invenciéon y/o un fragmento peptidico del mismo. Los anticuerpos se
preparan preferentemente a partir de regiones o fragmentos discretos de la proteina de fusion de la invencién que
comprenden secuencias Unicas, tales como aquellas que solapan el sitio de fusién entre los polipéptidos NS4A vy el
NS3 y los polipéptidos NS3 y NS5B.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria tienen una variedad de usos potenciales que estan dentro del
alcance de la presente invencion. Por ejemplo, tales anticuerpos se pueden usar (a) como reactivos en ensayos para
detectar una proteina de fusion de la presente invencion, (b) como reactivos en ensayos para detectar la presencia
de un virus de VHC en una muestra biolégica, y/o (c) como herramientas para recuperar la proteina de fusion
producida recombinantemente de la presente invencion a partir de una mezcla de proteinas y otros contaminantes
(por ejemplo permitiendo la purificacion mediante cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion a partir de células
hospedantes cultivadas).

También se describe un método para la deteccion y/o cuantificacién de un virus de VHC o un anticuerpo anti-VHC
en una muestra biolégica (por ejemplo plasma, suero, tejido) tomada de un individuo susceptible de ser infectado por
dicho virus de VHC usando la proteina de fusion, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa,
célula hospedante, composicién o anticuerpo de la invencion.

El método es mas particularmente adecuado para la deteccién y/o cuantificaciéon de un virus de VHC en una muestra
bioldgica, y comprende al menos las etapas de poner en contacto dicha muestra biolégica con al menos uno de los
anticuerpos de la invencion en condiciones que permitan la formacion de un complejo entre el virus y el anticuerpo, y
detectar y/o cuantificar la formacion de dicho complejo por cualquier medio apropiado.

El método también es mas particularmente adecuado para la deteccion y/o cuantificacion de un anticuerpo anti-VHC
en una muestra bioldgica, y comprende al menos las etapas de poner en contacto dicha muestra biol4gica con al
menos una de la proteina de fusién, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula
hospedante, composicién de la invencién en condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el
anticuerpo anti-VHC y la proteina de fusion, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula
hospedante, composicion de la invencion, y detectar y/o cuantificar la formacion de dicho complejo por cualquier
medio apropiado.

Un experto en la materia determinara facilmente la cantidad de anticuerpo, proteina de fusién, molécula de acido
nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula hospedante, composicion a usar en los métodos de la invencion.
Los medios de deteccion y/o cuantificacion del virus son rutinarios y bien conocidos por una persona experta en la
técnica. A titulo de ilustracion, se puede mencionar transferencias, Elisa, técnicas denominadas de sandwich,
técnicas de competicion, y técnicas de PCR. En particular las técnicas denominadas “de tiempo real”. El uso de un
anticuerpo, proteina de fusion, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula hospedante, o
composicion de la presente invencién como reactivo se puede facilitar mediante acoplamiento (es decir, enlazando
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fisicamente a una sustancia detectable).Los ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas (por
ejemplo proxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidada o acetilcolinesterasa), grupos
prostéticos (por ejemplo estreptavidina/biotina, o avidina/biotina), materiales fluorescentes (por ejemplo
umbeliferona, fluoresceina, o derivados de fluoresceina), materiales luminiscentes, materiales luminiscentes,
materiales bioluminiscentes (por ejemplo luciferasa, luciferina, o acuorina), y materiales radioactivos (por ejemplo
1251713l|, 355 0 3H)

Finalmente, también se describe el uso de la proteina de fusién, molécula de acido nucleico, vector, particula virica
infecciosa, célula hospedante, composicion, o anticuerpo de la invencion para el diagndstico in vitro de una infeccion
por VHC en una muestra bioldgica.

La invencién se ha descrito de una manera ilustrada, y se entendera que la terminologia que se ha estado usando
pretende ser la naturaleza de las palabras de la descripcion en lugar de una limitacién. Obviamente, son posibles
muchas modificaciones y variaciones de la presente invencion a la luz de las ensefianzas anteriores.

Leyendas de las figuras

La figura 1 ilustra la secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion NS4A-3-5B. Los restos de aminoacidos
afiadidos 0 modificados estan subrayados, mientras que los restos nativos sustituidos se muestran debajo de la
secuencia.

La figura 2 ilustra la secuencia de aminoacidos de una proteina de fusiébn NS4A-3-4B-5B. Los restos de
aminoacidos afiadidos o modificados estan subrayados, mientras que los restos nativos sustituidos se muestran
debajo de la secuencia.

La figura 3 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion NS4A-3-5B optimizada para la
expresion en células de mamiferos.

La figura 4 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién NS4A-3-4B-5B optimizada para la
expresion en células de mamiferos.

La figura 5 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusion NS4A-3-5B optimizada para la
expresion en células de levadura.

La figura 6 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién NS4A-3-4B-5B optimizada para la
expresion en células de levadura.

La figura 7 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién NS4A-3-5B optimizada para la
expresion en células procariotas.

La figura 8 ilustra la secuencia nucleotidica que codifica la proteina de fusién NS4A-3-4B-5B optimizada para la
expresion en células procariotas.

La figura 9 ilustra el disefio esquematico de las proteinas de fusion NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B ilustradas en los
siguientes ejemplos. A, B, C, D y E representan dominios antigénicos que se pueden predecir en los polipéptidos
NS3, NS4B y NS5B (véase el documento WO03/097677).

La figura 10 ilustra la construccion esquematica de los vectores de expresion gWiz NS4A-3-5B Hs y gWiz NS4A-
3-4B-5B Hs.

La figura 11 ilustra la expresion in vitro mediante transferencia Western tras la infeccion de células Huh-7 con los
plasmidos gWiz NS4A-3-5B (A linea 1 y C linea 3), gWiz NS4A-3-4B-5B (B linea 1 y C linea 2) y gWiz (A linea 2,
B linea 2 y C linea 1). Las células Huh-7 transfectadas se lisaron a 48 h después de la transfeccion, y las
proteinas de fusion se detectaron mediante andlisis de transferencia Western usando anticuerpos monoclonal de
raton anti-NS3 (A y B) o monoclonal de raton anti-NS5B (C).

La figura 12 ilustra la evaluacion de las respuestas de células T CD8+ especificas de NS3 mediante ensayo de
ELISPOT de IFNy tras la inyeccion intramuscular de gWiz NS4A-3-5B Hs. Los esplenocitos de ratones
individuales se cultivaron en presencia de péptido GLL especifico de NS3 o en presencia de un péptido
irrelevante, durante 40 h. Los resultados se muestran como el valor medio del nimero de manchas detectadas
para 10° esplenocitos obtenidos para pocillos triplicados. M1, M2, M3 y M4 representan 4 ratones inmunizados
con el gWiz NS4A-3-5B Hs. Mc es un ratén de control.

La figura 13 ilustra la expresion de las proteinas de fusion a partir de células infectadas con adenovirus. Se

infectaron células A549 (1,5 x 10° células) a una MOI de 10 con diferentes adenovirus, respectivamente los
adenovirus AdTG17476 y AdTG17477, que expresan la fusion, asi como un adenovirus vacio y un adenovirus
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recombinante y relevante como controles negativos. Las células se cultivaron durante 48 h con 10% de suero
antes de lisarlas con tampén de Laemmli. Las muestras proteicas (volumen 1/20) se cargaron en un gel de
electroforesis SDS PAGE. Las proteinas se detectaron mediante azul de Coomassie. Linea 1: marcadores de
peso molecular; Linea 2: células A549 no infectadas; Linea 3: células A549 infectadas con adenovirus vacio;
Linea 4: células A549 infectadas con adenovirus irrelevante; Linea 5: células A549 infectadas con ADTG17476; y
Linea 6: células A549 infectadas con AdTG17477.

La figura 14 ilustra respuestas de Elispot IFNy inducidas con proteinas de fusién de Ad de VHC en ratones
transgénicos HLA-A2.1. Se inyectaron AdTG17476, AdTG 17477 o Ad vacio intramuscularmente en el musculo
anterior de la tibia una vez a una dosis de 10° Ul/ratén. Las respuestas inmunitarias celulares se investigaron 2
semanas después de la inyeccién mediante ELISPOT de IFNy para cada grupo de animal (incluyendo 4 ratones
para grupos de ensayo y 2 ratones para grupo de control). Se presentan a respuestas de ratones individuales
(M1 a 4) frente a los epitopos GLL (figura 14A) y KLT (figura 14B) restringidos a HLA-A2 especificos de NS3 y el
epitopo KLQ (figura 14C) restringido a HLA-A2 especifico de NS5B. Como control negativo, se usé el péptido
irrelevante DLM. Una respuesta ELISPOT se considera positiva si el nimero de manchas para 10° esplenocitos
es mayor que 50 (linea de corte).

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencion.
Ejemplos

Materiales y Métodos

Los constructos descritos mas abajo se preparan segun las técnicas generales de ingenieria genética y de clonacion
molecular, como se detalla en Sambrooket al. (2001, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY) o segun las recomendaciones del fabricante cuando se usa un kit
comercial. Las técnicas de amplificacion mediante PCR son conocidas por los expertos en la técnica (véase, por
ejemplo PCR Protocols - A guide to Methods and applications, 1990; Ed Innis, Gelfand, Sninsky and White,
Academic Press Inc). La extirpe celular de hepatoma Huh-7 humana se usé para evaluar la expresion correcta de las
proteinas de fusién a partir de los constructos descritos en los ejemplos que siguen. Las condiciones de cultivo son
convencionales en la técnica. Con fines ilustrativos, las células se hicieron crecer a 37°C en atmdsfera de CO2 al 5%
en medio completo DMEM que contiene medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con 10% de suero
fetal de ternera, 2 mM de L-glutamina y 100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina (Sigma). Las células se transfectaron
usando el reactivo Lipofectamine Plus (Invitrogen) y segun las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos
monoclonales murinos dirigidos contra NS3 y NS5B se pueden adquirir comercialmente o se pueden preparar segun
técnicas convencionales en la técnica.

Construcciones plasmidicas

Se usaron oligonucleétidos solapantes para generar genes sintéticos (GeneART, Regensburg, Alemania) que
codifican, respectivamente, las proteinas de fusion NS4A-NS3-NS5B (3666 nucleotidos) y NS4A-NS3-NS4B-NS5B
(3747 nucledtidos). El disefio de las fusiones se ilustra en la figura 9. Las secuencias nucleotidicas se utilizaron para
la expresién elevada en homo sapiens (SEC ID n° 11y 12 y figuras 3 y 4), Pichia (SEC ID n° 13y 14 y figuras 5 y
6) y E. coli (SEC ID n° 15y 16 y figuras 7 y 8). La secuencia de aminoacidos de las fusiones resultantes se ilustra
en SEC ID n°% 9 para NS4A-NS3-NS5B y en SEC ID n° 10 para NS4A-NS3-NS4B-NS5B. Cada una de las
secuencias nucleotidicas sintéticas se cloné en los sitios de restriccion Sacl y Kpnl del plasmido pPCR-Script
(Stratagene).

Para la expresion transitoria en células de mamiferos, los genes sintéticos que codifican la fusién, optimizados para
la expresion en homo sapiens (SEC ID n°: 11-12 y figuras 3 y 4), se insertaron en los sitios de restriccién Sacl y Notl
del vector de expresion gWiz (Gene Therapy Systems) bajo el control transcripcional del promotor de
citomegalovirus, para generar los vectores gWiz NS4A-3-5B Hs y gWiz NS4A-3-4B-5B Hs (figura 10). La secuencia
se modific6 entonces para mejorar la secuencia de consenso de Kozak (subrayada) usando el oligonucleétido
mostrado en SEC ID n°: 17 (5'-ATG TAC GTC GAC CACC ATG GGC AGC GTG GTG ATT GTG GGC CGG ATC 3)
y para crear codones de parada (en negrita) usando el oligonucleétido mostrado en SEC ID n°: 18 (5'-CAT GTA GC
GGC CGC TCA TCA TCT AGG CCT GGC CCT GGA CAG-3'). Todos los plasmido se verificaron mediante
secuenciacion.

Estudios de expresion in vitro

Andlisis de transferencia Western

Un dia antes de la transfeccion, se colocaron células Huh-7 (5x 10° por pocillo) en placas de 6 pocillos. Las células
se transfectaron con el vector gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs, o el plasmido gWiz como control
negativo. A las 48 h después de la transfeccion, las células se lisaron en 50mM de Tris-HCI, 150mM de NacCl, 0,1%
de SDS, 1% de NP40 y 0,5% de desoxicolato de sodio. Las muestras de los lisados se calentaron a 95°C durante 5
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minutos, y las proteinas se separaron mediante electroforesis en SD-8% de poliacrilamida. La inmunotransferencia
se llevé a cabo usando anticuerpos monoclonales murinos especificos de S3 (por ejemplo 8G4C3, bioMerieux) o
NS5B (por ejemplo 11F6C8, bioMerieux) como anticuerpo primario, seguido de un anticuerpo anti-lgG de raton de
cabra conjugado con peroxidasa (Sigma) como anticuerpo secundario. Las sefiales se revelaron usando el kit ECL
comercial (Amersham Biosciences).

Andlisis de inmunofluorescencia

Un dia antes de la transfeccion, se colocaron cubreobjetos de vidrio en placas de 6 pocillos y se trataron con
gelatina al 0,2% durante 10 minutos, y después 5x 10° células Huh-7 se colocaron en placas en cada pocillo. Las
monocapas celulares se transfectaron con el vector gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs o con el plasmido
gWiz como control negativo. A las 48 h después de la transfeccion, los cubreobjetos se lavaron dos veces en PBS y
las células se fijaron durante 10 minutos con 4% de PFA, y después se lavaron y se permeabilizaron con 0,1% de
Triton X-100 en PBS durante 10 minutos. Los cubreobjetos se lavaron y se trataron con anticuerpos monoclonales
murinos especificos de NS3 (por ejemplo 8D8E1, bioMerieux) o NS5B (por ejemplo 5B-12B7, proporcionado por D.
Moradpour) como anticuerpo primario durante 1h a temperatura ambiente. Después de lavar se afiadié anti-lgG de
raton TRITC (Dako) durante 20 minutos. Después de lavar, los cubreobjetos se montaron en glicerol al 80%. Se
observaron hilos con el microscopio Carl Zeiss Axioplan, y las imagenes se tomaron con una camara digital
AxioCam Color.

Estudios de expresion in vivo

Los ratones transgénicos HLA-A2.1 producidos como se describe Pascolo et al. (1997, J. of Experimental Medicine
185, 2043-2051) se hicieron reproducir. A estos ratones se les suprimieron los genes H-2D" y B2-microglobulina
murina, y expresaron una molécula de histocompatibilidad clase | monocatenaria transgénica en la que el término C
de la B2m humana se enlazdé covalentemente al término N de una cadena pesada quimérica (dominios
intracitoplasmicos y transmembranicos HLA-A2.1 al-a2, H-2D" a3).

Protocolos de inmunizacion

Los animales transgénicos HLA-A2 recibieron un pretratamiento con 10 uM de cardiotoxina (Latoxan) cinco dias
antes de la inyeccion de los plasmidos. Se inyectaron intramuscularmente plasmidos gWiz NS4A-3-5B, gWIZNS4A-
3-4B-5B y gWiz (control negativo) en 2 veces a intervalos de 2 semanas a una dosis de 100 yg (en 100 yl 1X PBS).
Se investigaron las respuestas de las células T CD8+ restringidas a HLA-A2 2 semanas después de la segunda
inmunizacion, tal como se describe en Himoudi et al. (2002, J. Virol. 76, 12735-46).

Monitorizacién de la respuesta inmunitaria mediante ensayos ELISPOT

Se cultivaron esplenocitos (2 x 105) en pocillos triplicados durante 40 h en placas de Multiscreen (Millipore)
revestidas con anticuerpo monoclonal anti-IFNy de ratén (Pharmingen; 10 ug/ml) en medio de cultivo completo
oaMEM (Invitrogen) en presencia de 10 unidades/ml de IL-2 recombinante (PeproTech Inc, Inglaterra) s6lo como
control negativo, o 5 pg/ml de concavalina A como control positivo, 0 con 10 ug de péptido (péptido irrelevante DLM,
péptido GLL situado en la proteina NS3 descrita en Martin et al., 2004, J. Med. Virol. 74, 397-405 y Himoudi et al.,
2002, J. Virol. 76, 12735-46). Las células productoras de IFNy se cuantificaron mediante ensayo de inmunomancha
enlazada encima especifico de citocinas (ELISPOT) como se describe previamente (Himoudi et al., 2002, J. Virol.
76, 12735-46). El nimero de manchas (que representa células de IFNy individuales) en los pocillos de control
negativo se restd del nimero en los pocillos de ensayo que contienen péptidos. Los resultados se muestran como el
valor medio obtenido para pocillos triplicados.

Ejemplo 1: Expresion in vitro de las poliproteinas NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B

Las secuencias que codifican las proteinas de fusibn NS4A-3-5B y NS4A-3-4B-5B se construyeron como se
esquematiza en la figura 9. Las secuencias se optimizaron para la expresion en tres hospedantes diferentes
(GeneART, Regensburg, Alemania), ser humano (Hs), Pichia pastoris (Pp) y E. coli (Ec), respectivamente, como se
da a continuacion:

NS4A-3-5B Hs optimizada para la expresion en homo sapiens (SEC ID n°: 11 y figura 3)
NS4A-3-5B Pp optimizada para la expresion en Pichia (SEC ID n°: 13y figura 5)
NS4A-3-5B Ec optimizada para la expresién en E. coli (SEC ID n°: 15y figura 7)
NS4A-3-4B-5B Hs optimizada para la expresion en homo sapiens (SEC ID n°: 12 y figura 4)
NS4A-3-4B-SB Pp optimizada para la expresion en Pichia (SEC ID n°: 14 y figura 6)
NS4A-3-4B-5B Ec optimizada para la expresion en E. coli (SEC ID n°: 16 y figura 8)

Las secuencias optimizadas para la expresion en homo sapiens que codifican las fusiones NS4A-NS3-NS4B-NS5B y
NS4A-NS3-NS5B se clonaron en los vectores de expresion gWiz (GeneThecapy Systems) bajo el control
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transcripcional del promotor de citomegalovirus (figura 10). La expresion de las proteinas de fusion NS se evalué
mediante transferencia Western e inmunofluorescencia en células Huh-7 transfectadas con los vectores gWiz NS4A-
3-5B Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs, o el plasmido gWiz como control negativo.

Como se muestra en la figura 11, el andlisis de transferencia Western revelé una Unica banda que tiene el peso
molecular esperado de alrededor de 135 kDa para cada fusion individual (figura 11A linea 1, y figura 11C linea 3
para la fusion NS4A-3-5B corta, y figura 11B linea 1, y figura 11C linea 2 para la fusion larga NS4A-3-4B-5B) tras la
deteccién con los anticuerpos especificos anti-NS3 (figuras 11A y 7B) o anti-NS5B (figura 11C). Como se esperaba,
no se detectaron proteinas en las muestras obtenidas a partir de células Huh-7 transfectadas con el plasmido gWiz
(figura 11A linea 2, figura 11B linea 2 y figura 11C linea 1). Estos resultados confirman que la fusién corta NS4A-
NS3-NS5B y la fusién larga que incorpora adicionalmente NS4B son expresadas en células Huh-7.

Los analisis de inmunofluorescencia confirmaron la expresion de las dos proteinas de fusion en células
transfectadas Huh-7. De forma interesante, ambas proteinas de fusién mostraron una localizacién citoplasmica que
sugiere un procesamiento apropiado como resultado de la supresion de la mayoria de los dominios de anclaje a
membrana hidréfobos. Las células transfectadas con el plasmido gWiz no presentaron ninguna sefia.

Ejemplo 2: Evaluacion in vivo de la inmunogenicidad de gWIZ NS4A-3-5B Hs y NS4A-3- 4B-5B Hs

Para evaluar la capacidad de los plasmidos gWiz NS4A-3-SB Hs and NS4A-3-4B-5B Hs para inducir respuestas de
células T CD8+ en ratones transgénicos HLA-A2, se llevd a cabo un estudio de inmunogenicidad usando ratones
transgénicos HLA-A2 como se describe en Material y Métodos. Se investigaron las respuestas de células T CD8+
restringidas a HLA-A2 mediante ensayo ELISPOT de IFNy 2 semanas después de la segunda inmunizacion. Como
se ilustra en la figura 12, el pgWiz NS4A-3-5B fue capaz de inducir células T productoras de IFNy especificas del
péptido GLL bien conocido e inmunodominante restringido a HLA-A2 (proteina NS3, Martin et al., 2004, J. Med.
Virol. 74, 397-405), sugiriendo una presentacién correcta de estos epitopos.

También es posible usar ensayos de exposicién murino preclinicos a fin de evaluar las proteinas de fusion para
determinar la inmunidad protectora. Puesto que los ratones no son capaces de ser infectados directamente por virus
de VHC, estos ensayos emplean virus de la vacuna recombinantes (cepa WR) o Listeria que expresa antigenos NS
de VHC. Tras la inyeccion del virus de la vacuna o de Listeria, los ratones desarrollan una infeccion que alcanza un
pico 2 a 6 dias después de la inyeccion, dando como resultado que se detecten virus o bacterias en los ovarios
(modelo de la vacuna) o higados (modelo de Listeria) de ratones inyectados. La evaluacion preclinica implica la
vacunacion de ratones con la vacuna candidata (administracion de la proteina de fusion recombinante o de
particulas adenoviricas que expresan la proteina de fusién), controles (por ejemplo administracion de fusién de
polipéptidos NS en configuracidn nativa) y constructos negativos (por ejemplo antigenos no de VHC, o adenovirus
vacio). Los animales se expusieron subsiguientemente al virus de la vacuna recombinante que expresa todos los
antigenos NS de VHC (NS2 a NS5) o a Listeria que expresa uno de los antigenos NS incluidos en la vacuna
candidata. Si la vacuna sensibiliza con éxito a células T especificas, los ratones expuestos desarrollan respuesta
inmunitaria a la vacuna o al vector de Listeria via los antigenos NS. La actividad protectora de la vacuna candidata
da como resultado titulos mas bajos de vacuna o de Listeria, segin se mire en los ovarios o higados de los ratones
vacunados, en comparacion con los titulos de vacuna o Listeria medidos en los ovarios o higados de los ratones no
vacunados.

Ejemplo 3: Expresion de la proteina de fusion NS4A-3-5 B y NS4A-3-4B-5B en células de mamiferos.

Los genes sintéticos que codifican la fusion, optimizados para la expresion en homo sapiens (SEC ID n°: 11-12), que
corresponden a NS4A-NS3-NS5B (3666 nucleotidos) y NS4A-NS3-NS4B-NS5B (3747 nuclettidos), se amplificaron
mediante PCR a partir de los plasmidos correspondientes pPCR-Script, usando los siguientes cebadores OTG18033
(GGGGGGCTAGCGCCACCATGGGCAGCGTGGTGATTG; SEC ID ne: 19) y oTG 18036
(GGGGGGGTACCCTCATCATCTAGGCCTGGCCCTG; SEC ID n°: 20). Ambos fragmentos se insertaron en los
sitios de restriccon Nhel y Kpnl de un plasmido lanzadera adenovirico que contiene un casete de expresion
conducido por CMV rodeado por secuencias adenoviricas (nucleétidos adenoviricos 1-458 y nucle6tidos 3328-5788,
respectivamente) para permitir la generacion del genoma del vector mediante recombinacion homologada (Chartieret
al., 1996, J. Virol. 70,4805-4810). Los vectores adenoviricos resultantes estan suprimidos en E3 (nucleétidos 28592-
30470) y El (nucledtidos 459-3511), sustituyéndose la reién El por el casete de expresion que contiene, desde 5’
hasta 3’, el potenciador/promotor temprano inmediato de CMV, un intron B-globina humana/lgG quimérico (como se
muestra en el vector pCl disponible en Promega), la secuencia que codifica una de las dos formas poliproteicas y la
sefial de poliadenilacion tardia de SV40. Los vectores adenoviricos resultantes se denominaron pTG17476 (NS4A-3-
4B-5B) y pTG17477 (NS4A-3-5B). Los adenovirus recombinantes, AdTG17476 y AdTG1.7477, se generaron
transfectando los genomas viricos linealizados con Pacl en una extirpe celular de complementacién El convencional.
La propagacion, purificacion vy titulacion del virus se realizaron como se describe previamente (Erbs, 2000, Cancer
Res. 60, 3813-3822).

La expresion de las proteinas de fusion se evalud en células infectadas con adenovirus mediante electroforesis en
SDS PAGE. Se infectaron células A549 (1,5 x 10° células) (ATCC CCL-185) a una MOI de 10 o 100 con los
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adenovirus AdTG17476 y ADdTG17477 que expresan la fusion, asi como con un adenovirus vacio y un adenovirus
recombinante irrelevante como controles negativos. Las células se cultivaron durante 48 h con 10% de suero antes
de ser lisado con tampdn de Laemmli. Se cargaron muestras de proteina (volumen 1/20) en un gel de electroforesis
de SDS PAGE, y las proteinas se tifieron mediante azul de Coomassie. Como se ilustra en la figura 13, se observo
claramente una Unica banda que tiene el peso molecular esperado de aproximadamente 135 kDa en células
infectadas con AdTG17476 y AdTG17477 (Lineas 5 y 6), que refleja niveles de expresion elevada en células
infectadas con los vectores adenoviricos que codifican la fusién. Por otro lado, esta banda esta ausente en las
muestras recogidas de las células infectadas con los controles negativos (Lineas 3 y 4) asi como células A549 no
infectadas (Linea 2).

Los niveles de expresidon se analizaron mediante transferencia Western en las células A549 infectadas con los
constructos viricos a MOI de 10 durante 48 horas. Los peletes celulares se recogieron y se sondaron con un
anticuerpo monoclonal murino anti-NS3 (por ejemplo 1B6, bioMerieux) y un anticuerpo policlonal de conejo anti-NS4
(por ejemplo RB, bioMerieux). Se revel6 una banda principal que tiene el peso molecular esperado en las muestras
recogidas de células infectas con AdTG17476 y AdTG17477 tras la deteccién con los anticuerpos especificos anti-
NS3 o anti-NS4, confirmando los niveles de expresion elevados detectados tras la tincion con azul de Coomassie.

Ejemplo 4: Inmunogenicidad de Adenovirus que expresa n las poliproteinas de VHC en ratones transgénicos
HLA A2

Modelo de animal

Los ratones transgénicos HLA-A2.1 se produjeron como se describe por Pascolo et al. (1997, J Ex Med). Estos
ratones tienen los genes de H-2D" y Bz-microglobulina murina suprimidos y expresan una molécula de
histocompatibilidad de clase | monocatenaria transgénica en la que el término C de la fm humana esta enlazado
covalentemente al término N de una cadena pesada quimérica (dominios transmembranicos e intracitoplasmicos
(HLA-A2.1 al-02, H-2D" a3).

Protocolo de inmunizacién

Se incluyeron tres grupos de ratones en el protocolo, respectivamente cuatro ratones inyectados con AdTG17476
(Ad NS4A- 3-4B-5B), cuatro ratones inyectados con AdTG17477 (Ad NS4A-3-5B) y dos ratones de control
inyectados con un Ad vacio (Ad514). Los adenovirus se inyectaron intramuscularmente en el musculo de la tibia
anterior una vez a una dosis de 10° Ul en 10 pl de 1X PBS. Las respuestas inmunitarias celulares se investigaron
dos semanas después de la inyeccion.

Monitorizacién de las respuestas inmunitarias

Ensayos ELISPOT

Se recogieron esplenocitos de ratones de cada grupo y los glébulos rojos se lisaron. Se cultivaron 2.10° células en
pocillos triplicados durante 40 h en placas Multiscreen (Millipore) revestidas con anticuerpo monoclonal IFNy de ratén
(Pharmingen; 10 mg/ml) en medio de cultivo completo aMEM (GIBCO BRL) en presencia de 10 unidades/ml de IL-2
murina recombinante (PeproTech Inc, Inglaterra), sola como control negativo, o con 10 um de péptido (péptido
irrelevante DLM, péptidos GLL y KLT situados en la proteina NS3, péptido KLQ situado en la proteina NS5B (Martin
et al., 2004, J Med Virol. 74, 397-405) y (Himoudi et al., 2002, J Virol., 76, 12735-12746), 0 5 ug/ml de concavalina A
como control positivo. Las células T productoras de IFNy se cuantificaron mediante ensayo de inmunomancha
enlazado a enzima especifico de citocinas (ELISPOT) como se describe previamente (Himoudi et al., J Virol 2002).
El nimero de manchas (que representa las células T productoras de IFNy individuales) en pocillos de control
negativo se restaron del nimero en pocillos de ensayo que contienen péptidos. Los resultados se muestran como el
valor medio obtenido para pocillos triplicados.

Resultados

Se investigaron las respuestas de células T restringidas a HLA-A2 mediante ensayo de ELISPOT de IFNy dos
semanas después de la inmunizacién con adenovirus. Como se muestra en la figura 14, tanto AdTG17476 como
AdTG 17477 fueron capaces de inducir en animales todos los animales vacunados, frecuencias elevadas de células
T productoras de IFNy especificas del epitopo GLL restringido a HLA-A2 (figura 14A; valor de la mediana: 1210 y
868 manchas respectivamente) con una eficiencia mayor estadisticamente significativa para AdTG17476 (ensayo de
Mann-Whitney: P=0,0209). Ambos virus también indujeron células T productoras de IFNy especificas del epitopo
KLT subdominante (figura 14B) con menores frecuencias (valor de la mediana: 187 y 90 manchas). Ademas, 2:4
ratones vacunados con AdTG17476 y 1:4 ratones vacunados con AdTG17477 desarrollaron respuestas dirigidas al
epitopo KLQ de la proteina NS5B (figura 14C).
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Esto demuestra que las proteinas de fusion segln la invencion se pueden producir en niveles elevados en sistemas
eucariotas, y que las proteinas resultantes son inmundgenas en modelos de animales convencionales.
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Arg Leu His Gly Leu Ser Ala Phe Ser Lea His Sar Tyr Ser Pro Gly
465 G 473 480

Glu Ile Axn Arg ¥al Mla Ser Cyas Lew Arg Lys Lea Gly val Pro Pro
485 490 495

Leuw Arg Yal Trp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Ala Lys Leu Leu
5Q0 205 510

Ser Gln Gly Gly Arg Ala Ala Thr Cvs Gly Lya Tyr Leu Phe Asn Trp
5135 520 325

Ala vYal Arg Thr Lya Leu Lys Leu Thr Pro Ile Pro Ala ala Ser Gln
530 335 540

Leu Asp Leu S5ar GLly Trp Phe VAl Ala Gly Tyr Azn Gly Gly hsp Ile
545 550 555 560

Tyr His Sar Leu Ser Arg Ala Arg Pro Arg Trp Phe Met Leu Cys Leu
565 ' 570 575

Lau Lew Leu Ser ¥al Gly val Gly Ila Tyr leu Lea Pro Asn Arg
280 585 530

<210>5

<211> 630

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> resto NS3 derivado de polipéptido NS3 de HCV-JA al que se le inactivo las actividades de proteasa y helicasa

<400>5

Ala Pro Ile Thr hla Tyr Ser Gln Gln Thr Arg Gly Lew Lew Gly Cya
1 3 14 13

1le Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Aap Lys Asn Gln ¥al Aap Gly Glu
2G 23 a0

¥al Glp ¥al Leu 5&z Thr Ala Thz Gl Ser Phm Leu Ala Thr Cys Yal
35 10 §%

Aan Gly val Cys Trp The val Tyr Ala Gly Ala Gly 3ar Lya Thr Leu

35



Ala

Asp

Cyz2

Val

Pro

Cya

145

Arg

Thr

Yal

Gly

Val

225

Tye

Arg

Ftha

54

Gly
Leu
Thr
Ile
Arg

139

Fro
Gly
Thr
Pre
Lya

210

Ley

Thr

Leu

Pro

val

Cya

Prao

115

Pro

Ser

Val

Met

Gln

195

Ser

val

Ser

Ila

Ala
2715

Lya

aly

Gly

100

Val

Val

Gly

Ala

Arg

180

Thr
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Leu Arg Bla Tyr Lew Asn Thr Pro Gly lan Pra Val Cys Gln Asp Hia
' 515 320 523

Leu Glu Phe Trp 5lu Sar Val Phe The Gly Leu Thr Hiz Ile Asp Ala
530 = | 540 :

His Phe Léu Ser GIn Thr Lya Gln Ala Gly Aap Asn Phe Fro Tyr leu
245 550 333 260

val Ala Tyr Gln Ala Thr Yal Cyz Ala Arg 2la Cin Ala Pro Pra Fro
365 570 575

Ser Trp Asp Gln Met Trp Lys Cya Led Ile Arg Leu Lya Pro Thr Leu
500 383 390

Hizm Gly Pro Thr Peo Leuw Leua Tyr Arg Lea Gly Ala ¥al CGln Aan Glua
535 &00 6035

Ila Thr Leu Thr. Hia Pro Ile Thr Lys Phe ¥al Met Ala Cya Met Ser
610 615 " RED

Rla Aap Leu Glu Val Val
825 630

<210>6

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> resto NS4A derivado de polipéptido JA NS4A de HCV-JA mediante truncamiento del C y N-terminal

<400> 6

Gly Ser Val ¥Wal Ile Val Gly Arg Ile Ila Lau Ser Gly
1 a 10

<210>7

<211> 32

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> resto NS4B derivado de polipéptido NS4B de HCV-JA mediante truncamiento de Ny C

<400> 7

Ser Leu Mot Ala Phe Thr Ala Ser I[le Thr Ser Pra Leu Thr Thr Gln
1 3 10 13

Asn Thr Leu Leu Fhe Asn Ile Leu Gly Gly Trp val Ala Ala Glo Leu
in 25 a0

<210>8
<211>570
<212> PRT

38
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<213> secuencia artificial

<220>

<223> resto NS5B derivado de polipéptido NS5B de HCV-JA al que se le inactivo la actividad de polimerasa y
truncamiento del término C

<400> 8
Ser ¥at Ser Tyr Tho Trp The Giy Ala Lew Ila Thr Pro Cys Alz Ala

Glu Glyu Serc Lya Leu Pro Ile Asn Pro Leuw Ser Asn Ser Lau Lau Apg

His Hls Ser Met Val Tyr Sar Thr Thr 5Ser RArg Ser Ala Ser Leu Arg
35 40 15

Gln Lys Lys Val Thr Phe Asp Arg Lew Gln Val Leu Asp Asp Hia Tyr
50 55 &0

Arg ASp Val Leun Lys Glu Met Lys Ala Lys Ala Ser Thr ¥al Lys Ala
25 T 75 80

Arg Teu Lou Sar Ila Glo Glu Ala Cya Lys Lau Thr Pra Prao His Ser
a5 11 95

Ala Lys Ser Lys Pha Gly Tyr Gly Ala Lys Rap Yal Arg 3er Leu Ser
100 105 110

Sar Arg Ala Val Ran His Ile Arg Sar Val Trp Glu Asp Leu Leu Glu
115 120 125

Aap Thr Glu Thr Pro Tla Aap Thr Thr Ile Met hla Lys Aap Glu val
130 135 110

Phe Cys Val GLln Pro Glu Lys Gly Gly Arg Lys Pre Ala Arg Leu Ile

39
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<210>9
<211> 1222
<212> PRT

<213> secuencia artificial
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<223> fusidn de los restos de NS4A, NS3 y NS5B de HCV JA
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Ala

Fro

540

Leu

Aap

Ala

Ahrg

Oly

620

Val

Gly

Rla

Fhe

Gln

¥al

Cys

Glu
2%

Val

Thr

Azn

Gln

Len

605

Ala

Ser

Glu

The

Arg

Thr

Glu

510

Thz

Cys

His

Phe

Ala

290

Lysz

Val

Rls

Met

Glu
670

Ile

Arg

Frao

455

Cys

Thr

Gln

Ila

Pro

Gln

Cya

S5er

£55

Sar

Blu

Gly

480

Gly

Tyr

val

A3p

Asp

SEQ

Pro

Thr

Aan

Met

E40

Tyr

Lys



Leu

Val

Thr

TS

Lya

Ile

Phe

h3n

Fra

785

Pro

Thr

Pra

Cysg

BED

Thr

Leu

Pra

Tyr

90

Phe

Glu

Giu

Gly

Hias

110

Ila

Gly

Gly

Gly

830

Pro

Glu

hla

Ila

6813

Sar

Aap

Hek

Glu

Ty

755

Ile

Rap

Lya

¥al

Fro

B3s

Gln

Mek

AST

Fra

Aan

Thr

hryg

Lys

Ala

T40

Gly

Arg

Thr

Gly

Arg

20

Gln

Arg

Gly

Asp

Glu

Fro»

Thr

Lau

Ala

125

Cys

Ala

Sar

Thr

Gly

i Jul]

Yal

Rla

Val

Bhe

Ile

Bes

Ala
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Loy

Ser

Cln

710

Lys

Lya

Lys

Val

Lla

Taq

Arg

Cys

¥al

Glu

Sar

)

Arqg

Arg

Ser

Arg

6595

Val

Ala

Leu

Asp

Trp

T1a

Mat

Lya

Glu

Mat

Phe

45%

Tyr

Thr

Gln

A3n

(LY

sar

Lew

Ser

Thr

Vel

150

Glu

hla

Pro

Lyn

Gly

8B40

Leu

Ran

Glu

Ala

45

Ser

Ala

hsp

Thr

Pro

745

Arg

ASD

Lva

Ala

Mat

425

Fro

Yal

Thr

Glu

Ile

Leu

Ser

Axp

Val

Tig

Pro

ser

Leu

Asn

Arg

810

Ala

Saer

Aan

Arg

S5er

850

Lys

Leu

Leu

Hia

T13

Lys

Hix

Leu

L

Glu

195

Leu

Leu

Tyr

Thr

Cya

815

lle

Ser

Arg

Arg

00

Tyr

Ala

Ser

Ser

Glu

780

Yal

[la

Tyr

GLy

Irp

geD

Phe

Tyr

Len

His
683

Gln

Arag

Arg

hla

Ser

765

Aap

Fhie

val

Asp

Fhe

843

Lya

Aap

Gln

Thr

His

Lysa

Aap

Leu

Lya

150

AIgQ

The

Cyo

Fhe

val

B30

Gln

Sar

Ser

Cya

Glu

Ser

Lysa

val

Leu

135

Ser

Ala

Glu

Val

Pra

al5

Val

T¥rx

Liya

Thr

Cys

Bo5

Acg

HMet

Val

Leu

120

Ser

Lys

Yal

Thr

Gln

0o

AEp

Sar

E1:04

Lys

Val

980

hap

Lau
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sS00 505 310

Tyr 1le Gly Gly Pro Leu Thr Asn Sec Lys Gly Gln Asn Cys Gly Tyr
: 915 920 925

Arg Arg Cya Arg Ala Ser Gly ¥al Leu Thr Thr Ser Cys Gly Asn Thr
910 935 940

Le¢u Thr Cym Tyr Leu Lys Ala Thr Ala Ala Cys Arg Ala Ala Lys Leu
945 &50 955 250

Gln Aap Cya Thr ket Leu Yal Asn Gly Aan Aasp Leu Vel ¥Yal Ile Cys
965 870 975

Glu Ser Ala Gly Thr Gln Glu Asp Ala Ala Ser Leu Arg ¥al Phe Thr
380 925 930

Glu Rla Mpt Thr Arg Tyr Ser Ala Fro Pro Gly Asp Pro Pro Glo Pre
995 1000 1005

Glu Tyr Aap Lex Glu Leu [le Thr Ser Cya Ser Ser Asn Val Ser
1010 1015 1020

val ARla Hls Asp Ala Ser Gly Lya Atg ¥Yal Tyc Tyr Leu Thr Arg
1025 1030 1035

Azp Frg Thr Thr Fro Leu Ala Arg Ala Ala Tep Glu Thr Val Acg
1040 1045 ) 1050

Hia Thr Pro Yal Asn See Trp Lea Gly Asn Ile Ile Met Tyr Ala
1055 LO&D 1065

Pro Thr Leu Trp Ala Arg Met Ile Lea Met Tho Hiz Fhe Phe Zer
170 1075 1080

Ila Loau TLgy Ala &lp Glr Gln Leu Glu Lys Ala Lew Asp Cys Gln
1085 1090 109E

Ile Tyr Gly Ala Cya Tyr Ser Ile Glu Pro Leu hap Leu Pro Gln
1100 1105 1110

Ile Ile Glu Arg Ley His Gly Leu Ser Ala Pha Ser Leu His 3er
1115 L120D 112%

46



10

Tyr S#rC
1130

Leu Gly
1145

val Arg
11610

Gly Ly=
1175

Thr Fro
1130

val Rla
1205

Ala Arg
1220

<210> 10

<211> 1249

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2387321713

Bro Gly Glu Ile Asn  Arg

1135

Val Pre Pro Leu Arg Wval

Ala lys Leu

Tyr Leu PBhe

Iia Pro Ala

Gly Tyr aan

Fro Arg

1150

Ley Sar ©Gln
1165

Aan Trp &Ala
1160

Ala Sar Gln
119%

Cly Gly Asp
1210

val Ala

Trp Arg

Gly Gly

Val Arg

Leu Asp

Ile Tyr

<223> fusidn de los restos de NS4A, NS3, NS4B y NS5B de HCV JA

<400> 10

Met Gly
1

Sar hla

Cys Ile

lu Val

50

Yal Asn

Ser VYal Val
5

Pro Ila Thr
2nq

Ils Thr Ser
as

Gln Yal Lau

Giy Val Cys

Sar Cys Lea Arqg Lys

1140

Ris Arg Ala Acg Ser

1155

khrg Ala Ala Thr Cys

1170

Thr Ly* Leu Lys Leu

1185

Leuy Ser Gly Trp Phe

12040

His Ser Leu 5er Arg

1215

Ile Val Gly Arg Ils Xle Lau Sar (Gly

10

Ala Tyr Sar Gln Gln Thr Arg Gly Lauw
25

30

Lee Thr Gly Rrg Asp Lys Asn Gln val

40

45

Sar Thr kla The Gln Ser Phe Leu Ala

LE

4]

Trp Thr ¥al Tyr Ala Gly Ala Gly Ser

47

Ser GQly

i3

Leu Gly

Asp Gly

Thr Cy3

Lys Thr



65

Gln

Fro

Asp

Sar

145

Thr

Glu

Ala

3er

225

Ly=s

Ala

Val

Lya

Ala

Asp

Cya

Val

130

Fro

Cys

Rrg

Thr

Yal

2110

Gly

Val

ATY

Phe
230

Gly

Lew

Thr

117

1la

Arg

Pro

Gly

Thr

135

Pro

Ly=

Lew

Met

Th

275

Lau

Fra

Val
140

Cya

Prao

Pro

Ser

Val

180

Met

Gln

Ser

Val

Ser

260

Ila

Ala

Lys

85

Gly

Gly

Val

Yal

Gly

14%

Ala

Arg

The

Thr

Leu
245

Lya

Thr

Aap
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0

Gly

TLp

Snr

Arg

Sar

130

His

Lys

Ser

Fha

Lys

230

Asn

Ala

Thr

Gly

Pro

Fra

Ser

Arg

135

Tyr

val

Ala

Fro

Gln

215

Val

Fro

Hia

Gly

Gly
295

Ile

Ala

Asp

120

Arg

Lau

val

Val

Val

200

Val

Pro

Ser

Gly

Gly

280

Cys

48

Thr

Fra

lo%

aly

Lyn

Gly

Aap

185

Fhe

Ala

Ala

¥al

lle

2E5

Pra

ser

Gln
90

Pro

Tvr

Asp

Gly

Ila

170

Pha

Thr

Hia

Ala

Ala

250

alu

Ile

Gly

5

Mat Tyr

Gly kla

Leau Yal

58r Arg

140

Ser Ser
155

Fhe Arg

Ile Bro

Asp Aan

Leu Hia

220

Tyr Ala

235

Aala Thr

fras Asn

Thr Tyc

Gly Ala
300

Thr

Arg

Thr

125

Gly

Gly

Ala

Val

Ser

203

Ala

Ala

Leu

Ile

jer

285

Tyr

Asn

ser
110

Arg

Sar

Gly

Glu

190

Ser

Pro

Lln

Gly

Arg

270

Ala

Aap

Yal

95

Met

His

Pra

val

173

Ser

Fro

Thr

Gly

Fha

255

Thre

Tye

[l=

BO

Rap

Thr

Ala

Leu

Leu

160

Cys

Mgt

Fra

Gly

Tyr

240

Gly

Gly

Gly

Tle



Il
ans

Gly

Leu

ile

Lys

Cyz

M3

Leu

ilm

Thy

Yal

Thr

463

Ala

Gly

Aap

Cya

Thr

Ala

Glu

hla

XL

Hia

Gly

Fro

Gly

Thr

450

The

The

Acg

Ala

Agp Glu

val Lau

Thr Ala
40

Glu Yal
353

Ila Pro

Ser Lys

Lau Aan

Thy Ser
421

Phe Thr
435

Zln The

Thr val

Gly Arg

Pro Sey

500

Gly LCya
515

Tys

Asp

25

Thr

Ala

Ile

Lya

Ala

405

Gly

Gly

Val

Fro

Gly

483

Gly

Ala
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Hia

314

Gln

Fra

Lau

Glu

Lyx

A0

Val

Aap

Aap

hap

Gln

470

Arg

Mat

Trp

Ser

Ala

Fro

Ser

Ala

373

Cys

Ala

val

FPhe

Phe

453

bap

SWr

Fhe

Tyrw

Thz

Glu

Gly

A3an

360

Ile

Aap

Tyr

val

Rap

440

Ser

Ala

Gly

Aap

Glu
t2Z0

49

Aap

Tht

Sar

H3

Thr

Lya

Glu

Tyr

val

425

Ser

Leu

Yal

Ilm

Sar
505

Lau

Trp

Ala

3o

1la

Gly

Gly

Leuw

Arg

110

val

Val

Asp

Eag

Tyz

4940

.1

The

Thre
315

Gly

Thr

Glu

Gly

hla

Jss

Gly

Ala

Ile

Pro

Arg

17%

Arg

Yal

Bra

The

Ala

Val

Iln

Arg

ia¢

hla

Leu

Thr

A3p

The

460

Ser

Pha

Lau

Ala

Ile

Arg

Pra

Fro

365

Rig

Lys

Asp

hap

Cya

445

Fhe

Gln

Yal

Cys

Glu
525

Lew

Hia
354

Phe
Lew
Leu
val
Ala
430
Aan
Thr
Arg
ThF
Glu

510

Thr

Gly

val

335

Pra

Tyr

1le

Thr

Ser

415

Legu

Thr

Ile

Arg

Pra

495

Cya

Thr

Ile

120

val

Aan

Gly

Fha

Gly

400

Yal

Hat

Cya

Glu

Gly

80

Gly

Tyr

Val



Arg

Hia
545

Ala

Pro

Glu

625

ser

The

Gly

Leu

Len

105

Sar

Gln

Ley

330

e L H

Hi=a

¥al

Sar

Hisg

610

Ile

hla

Sar

Trp

ILe

&30

5er

Arg

Val

b

Glu

Ehe

Ala

TIp

595

Gly

Thr

Aap

Pro

¥al

673

Thr

Aszn

Ser

Leu

Rla

Phe

Lau

Iyr

S50

Azg

Fro

Lew

Leu

Lan

[ 1:4]

Ala

Prao

Ser

Ala

ASp
40

Trp

Ser

565

Gln

Gln

Thr

The

Glu

45

Thr

Aia

Cya

Led

LSer

Tia

hap
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Glu
530

Gln
Ala
Mek
Pro
His
&340
Val
Thr
Gln
Ala
L
TLO

Lau

Hisa

Axn

535

Ser

Thr

Thr

Trp

Leu

&15

Fra

val

Gla

Leu

Ala

95

Aryg

Arg

Tyr

Thr

Val

Lya

Val

Lys

gq0

Leu

Ile

Scr

Asn

sex

50

Glu

Hia

Gln

Arg

50

Pro

Pra

Gln

Cya

585

Cya

Tyr

Thr

Leu

Thx

a65

Met

Glu

His

Lya

Asp
745

Gly

Thr

Ala

370

Ala

Leu

ALy

Ly3a

Mot

250

Len

Ser

Ser

Ser

Lya

T30

Val

Leu

Gly

555

Gly

Arg

Ile

LAy

Fhe

€35

Ala

Lau

Tyr

Lya

Her

T13

Yal

Leu

Fro
549

Leu

hap

Rla

Rrg

Gly

&4

Vil

Pha

Pha

Thr

Leu

TOQ

Val

Thr

Lys

val

Thr

Aan

aln

Leu

a3

ala

Met

Thr

Aan

Trp

€85

Bra

Tyr

Phe

Glu

Cya

Hia

Pha

Rla

594

Lys

Val

Ala

Rla

Ila

270

Thr

Ile

Ser

Azp

Mak
Tha

Gln

Ile

Pro
575

Pro

Pra

Gln

Cys

Sar

655

Loy

Gly

Aan

Thr

Arg

133

Lys

Ean

A3p

360

Tyr

Bro

Thr

Ran

Mak

440

Ils

Gly

Ala

Fra

Thr

T20

Leu

Ala



Lys Ala

Lya Leu
4

Lys Asp
785

Yal Trp

Ila Het

ACF Lys

Cyz Glu
BEO

Yal Mek
8s5

Glu Phe

Far Tyr

Arg Thr

Arg Gln
334

Leuw Thre
D45

Ber Gly

Lys Ala

Sar
15%

Thr

Val

Glu

Ala

Pro

B2%

Lya

Gly

Leu

Aan

Glu

915

Alia

Aan

Val

Thr

Thr

Fro

Arg

Asp

Lys

820

Ala

Met

Pro

Val

Thr

04

Glu

Ila

fer

Leu

Ala

Yal

Pro

ser

Leu

03

Aan

Arg

Ala

Ser

Asn

BES

Arg

Sar

Lya

Lys

Thr

565

Ala
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Lys

His

Leu

750

Leu

Glu

Lay

Leu

Tyr

870

The

Cy3

Ila

Ser

Gly

g50

The

Cya

Ala

Ser

¥i5

Ser

Glu

Val

1le

Tyr

B5S

Gly

Tep

Fhe

Tyr

Lau

935

Gln

Sar

Arg

Arg

760

Ala

Ser

Asp

Fhe

Val

840

Aap

Phe

Lya

Aap

Glo

920

Thr

kan

Cya

hla

51

Lad Lau

Lya Sar

Arg Ala

Thr Glu
810

Cys val
g25

Phe Pro

val val

Gln Tyr

Ser Lys

230

Sar The
905

Cys Cya

Glu Arg

Cys Gly

Gly Asn

970

Ala Lys

Ser

Lys

Yal

795

Thr

Gln

aap

Ser

Sar

815

Lysa

val

Asp

Leu

Tyr

855

Lau

Ile

Phe
rag

Asn

Pro

fro

Leu

Thr

50

Pro

Cys

Thr

Leu

Tyr

9340

Arg

Leu

Gln

Glu

&5

Gly

His

Ile

Glu

Gly

Leu

Gly

Fro

Giu

Ala

928

Iie

Acg

Thr

AAD

Giu Ala

Ty: 6Ly

Ile Arg

Asp Thr

B15

Lya Gly

a3n

Val Arg

Pro Gln

Gin Arg

Mat Gly

885"

Asn Asp
910

Pra Glu

Gly Gly

Cya Arg

Cya Tyr

7%

Cya Thr

Cys

Ala

SEE

a0a

Thr

Gly

VYal

Ala

Val

gEG

Fhe

Ile

Ala

Prca

Ala

980

Leu

Het
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980 8B5 e3D

Leu ¥al Asn Gly Aan Rsp Lo Val Wal Ila Cya Glu Sar Ala Gly Thr
595 10549 14005

Gln Glu Asp Ala Ala Ser Lau Arg Val Pha Thr Clu Ala Met Thre
13190 10135 1020

Arg Tyr &er Ala Pro Fro Gly Asp Fro PFro Gln Pro Glu Tyr Asp
1023 1230 10as

Leu Glu Lsu Ilme Thr Ser Cys Ser S&r kspn Val Sar VYal Ala His
1040 1045 1430

Azp Ala Ser Gly Lys Arg Val Tyr Tyr Leu Thr hrg Asp Pro Thr
1053 1060 105

Thr Fro Lea Ala Brg hla Ala Trp Glu Thr ¥al Arg His Thr Pro
1070 1075 R 1)

Val Agn Ser Trp Leu Gly Asn Ile Tle Mat Tyr Ala Pro Thr Leu
1085 10490 1495

Trp Ala Arg Met Ile Leu Met The Hia Phe Phe Ser Ile Leu Leu
1190 1145 1110

Ala Gln Glw Gln Leu Glu Lya Ala Leu Asp Cys Gln Iie Tyr Gly
1115 1120 1125

Ala Cys Tyr Ser Ile Glu Pro Lea Asp Teu Pro Gln Ile Ile Glu
1130 1135 1140

Arg Leu His Gly Leu %er Ala Phe Ser lLeu Hia Ser Tyr Ser Pro
11456 1150 1135

Gly Glu Ile Asn Acg Val Ala Ser Cys Leu Arg Lya Lea Gly Val
1160 1165 1170

Pra Pra Lewu Arg VWal Trxp Arg His Arg Ala Arg Ser Val Arg Rla
1175 1184 1185

Lys Leu Teu Ser Gln Gly Gly Arg Ala Ala The Cys Gly Lys Tyr
1180 1LS5 1200

52
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Lex Phae RAsn Tep Ala VAl Arg The Lys Leu Lys Len Thr Pro fle
1205 1210 1215

Pro Ala Ala Ser Gln Lou Rsp Lea Ser Gly Tre Fhe wal Ala Gly
1220 ig25 1230

His Ser Leu %&fr Arg Ala Arg FPro
124%

Tyr ARan Gly Gly Asgsp Ile Tyr
1233 1240

10

Arg

<210> 11

<211> 3666
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusibn NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresion en células

de mamiferos

<400> 11

aktgggcagey
Accgcctaca
agagacaaga
ctggocacct
ctgaccggac
gqckggoetg
ctgtacctgg
ggcagectge
cEgrgccooa
QCCAAGFCEY
ticacogaca
géLrocaccyg
a3qotgotyg
adggcceascy

sotatcacet

tggtgaktgt
goocagoagac
atcaggkgga
gtatgaacgq
CCadggEeet
ceeskssbgg
tgaccagaca
tgkcteckag
grggccacqr
tggatttecat
atageagooo
gohooggeaa
tgotgaatcc
goatogagac

Acagogoota

FegCogyate
cagaggcckg
eggeqaggtg
cgtgtgttgg
catcacoccaqg .
cgocagaage
cqecagatgtg
accogbgtce
gatgggcate
coatgtggag
cootgoogea
QAgcaccang
cagegbggee
caatatcoqgqg

cgocaagtkc

atrcctgageg
ctgggctgta
caggbgekbgt
accgtgtacg
atgrLacacca
atgacecctk
atcocctgtga
tacctgaagy
ttcagagoog
agtatggaga
cCtcagacct
gtgccageroy
gecacoctgg
acoqgagkga

ctggscgasd

53

goagegacan
tcatcaccag
cCacagceas
ccggagceqgqg
acgtygecca
gtacetgegqg
gyaggagagy
Heageageygy
cogtgrgtac
ccaccatgag
tCcaggtgge
cobacgoogc
goetoggege
ggaccatcac

qeggergtag

cgoococats
cctgacoggeo
ceagageEte
cagcadgace
gyacciggty
cdgcagegas
cgatagcaga
sggaoocty
cagaggcyty
gagceccegtyg
coacctgoac
seagggctan
ctacabgagc
cacaggoggs

cggcggagee

B0
120
184
240
300
350
420
180
540
600
G50
120
JED
gag

909



tangacatca
gocacegbge
acaccoockyg
aceqgoaaga
cacctgatct
ctgggoetaa
ggcgacgtgg
agegkgateg
tteaccatcg
geoaccggea
ggcatgrtedg
ctgaceccaqg
gtgtgocagyg
gorcactitc
caggccaceqg
tgeckgatoa
gocogbgoaga
agegocgace
gosckbsakca
dgootgokbga
cagaagaagg
daggagatga
tgtaagctga
agaagcotga
gatactgaga
ectgagaagg
qrgtgtgaga

cocagotacyg

teatctgrga
tgaaccagge
gragocatcac
toceccktota
tcrgccacayg
acqgccgtgoe
tagLyqtggc
actgtaatac
AJACCACCAC
gaggCcagaag
Atagcagegt
cocgagaccac
atcacotgoa
tyagecagan
tgtgqtgocag
ggctgaages
atgagatcac
tggaggtggt
cacectgtgc
ggcaceacag
tgaccitcga
aggccaagygc
cotecoctca
gragcegags
coocecatbocga
goggaagaan
agatggooct

gcttocagta
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£gagLqooeg
cgagascgoed
CACGCCCCAL
cagoaaqyee
cdagaagaag
ctacracaga
CACCTACYgLG
ckgtgtgacc
cgtgccacag
cggecatctac
gctgtgtgag
agtgagycety
ghtoctoggay
Zaageagges
ggcocaggec
cacestgsad
frtgacecac
gggcagoggc
cgcogaggag
catggtgtac
caggctgcag
cagrcaccgtg
cagogCosaay
cgtgaecdas
caccacaatc
grocqccagg
q:acgaﬁqtg

cagoootago

egraccgatt
ggageocagas
ChCaAcakoy
atceckateqg
tgtgacgage
qacetggacy
ctgarqaccqg
cagaccgtgg
gatgcogigt
agattcgtga
tgoctacgacy
agggeetace
agegtgttLa
ggcgacaack
g ot ol maddalat. |
gacoctased
cctatcacca
tocoggeokboca
agcaagatge
agraccacet
gkgetggacyg
aaggoeagas
agcasgtieg
akccggtchyg
atgaccaaqa
ckgyakegEgE
grgrocacas

cagagagtyy

54

ggaccaceat
tggkygiygct
aggaggtgge
Aggocatcaa
tggecgecaa
tgtcogtgat
gctbcaccqg
dcttcagect
ccagaagoca
SOSSL QoA
coggotqtgc
tgaafacese
coqgeckgag
tccootacct
goLgggacca
coctgotrgea
agttcgtgat
tgagetacac
acakeaaeog
ccagaagqoge
acoactatag
tgeEgtetat
geLacggege
tgtgggagga
acgaggtgty
tccohgacet
tgocccagge

agrteetgge

cotqogoats
ggocacagee
ccEkgagcaac
ggg9cggcagqa
goctgacogge
cecctaccago
cgatttcgac
ggacccoccacce
Jagaagagygs
gagacacags
ctggtacgag
tggectgoct
vcacatcgat
gqgkggoctac
gatgtggaag
cagactggoe
ggocctgtatg
stgoacagge
cckgagesaat
cagec-gang
dgacgigctyg
cgaggagacs
caaggatgeg
Ezkgatggay
ctgcglgcag
g9gagtgaga
cgbgatggge

gaacacctgg

60
1520
1080
1140
1200
1260
L3z20
1340
1440
1500
1560
le29
L6480
1740
1800
1B60
1920
l1og0
<040
2100
21860
2220
22840
2340
2400
24E0
2320

2580
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aagagcadga aatgoococel gggetbcags tacaacacsoc ggtgctecga cagoadadrg 26440
AcCgagaacy acatcaggac cgaggaghkoo abtctaccagk gotgtgacet ggoccooqog 27040
gecaqacagg ccatcadaag ootgaccgag cggcokgtaca toggoggacoc tobtgaccaad 2760
agcaagggce agaactgbtgg ctacagsaga cgragygooca goggogkgot gaccaccict 2820
tgtggcaaca ccctgaccty ttaccetgaag gocaccogocyg cotgtagage ogocaaactyg 2880
faggactgta featgotggt gaacggcoaac gaccotgguyy tyatoctghga gagogoegge 2940
arccaggagy atgoogocte cotgagaghg tbtaccgagy ocatgaccag atacagogod Jao
GCboooggeoy acoctococa gorogaghac gatctggege btgatcaccag cigotocage 1060
atgtyggoeg tgootsacga Ccquoagogqe aagagqagigr actacckgar caqggaccoo 3120
aceaccecte bggeocagage cgoccigggag acagigagac acatcoccogh gaacagobgy 1189
cEgygcaaca tcatcatgta cgeocectace ctgtgggoca qaa{qatcct gatgaceceoac 2340
ttocttcagca toctgeigge ccaggageag CLggagaagy cccrggactg ccagatotac 3300
ggogectgot acagoatoga goatctggac ctgectcaga bearogagag actgoacygge 3380
ctgagcgect tcaqoolgca cagotacage ccoaggogaga bcaatagagt ggocagotgc 40
ctgagaeaqge tgggogtgors acctotgaga ghgtggogge acagagecaqg atcigtgagg 1480
gooaagokge tgteccaqgy cggocaggygoc gocacctgitg gcaagtacck gttoaactqgg 3540
goeogtgegga caaagotgaa gotgacacce atooctgoog coagocagot ggacctgageo JeQ0
ggctggeteg tggooggota saatggoggo gacatgtacc acagoctgtc cagggocagdg 1660
cErags £330

<210> 12

<211> 3747

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusion NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresion en

células de mamiferos

<400> 12
atgggcageq tggtgatkqt gggocggats atcchgagog goRAgeggcag cgococcato )
accgoctaca gecagodgac cagaggochg ctgggetqta teatoaccag cctgacogge 120
agagacaaga aktcaggtgga cggogagghg caggigobgt ccacogocas ccagagohec 180
ctggecacct ghgtgaabgqg cgbgtgitgg accgtytacg coggagoegg cagodagacs 40

55



ctggocggac
ggotggretyg
ctgtaccigg
ggragoorge
ctgtgoeccca
gccaaggedyg
tteacocgaca
gecococaned
aaggtgrtgg
aaggegeacy
coratgcacet
facgacatca
qgeacagkga
acaccooctyg
accqgogaga
caccLgatoct
ctgggoetga
gacyatgtug
agcqbgatcyg
ttcaccatcg
gocact gigca
gocatgtteg
CLOACRCCCAG
atgtgooagy
geccActitc
caggocacey
tgqockgatea
googegoaga

agegoogacs

coaagggLes
coooboctgg
tgaccagaca
Lgtoeccbag
goggecacat
tgyattrcat
atageagece
geteocggoaa
tgcigaatco
gcatsgaqec
acagegecta
Ecatsegrga
tggaccagge
goagoakboac
tocoecticta
toctgccacag
acgeegbggeo
tagtggtgys
actgaatac
agaccaccac
gaggragaag
atagcagoqt
cogagaccac
atcaccecgga
tgagocragac
tgtgtgocag
gg<tgaagos
atgagatcac

tggaggtggt

ES 2387321713

catcaceccag
cgccagaage
egoagatgeg
acccgrgrod
gatgggcatc
cocogtygag
ccctgeegtig
gagcaccaag
cagcghlggeoce
caatatcegg
eggraagcte
cgagtgocac
coagaccgoe
egtgreccac
cggeaaggeoo
caagaaqgaag
ctackacaga
CACCHALQCT
ctgtgtgace
cgbyctacayg
cggcatetac
actgtgrgag
agtgaggctyg
gttctgggag
caageayges
agoecaggee
caccctgeae
aptgacoccac

gtoocctgatg

atgtacacca
atgaccockt
atcectgtga
tacebgaagg
ttcagagoog
agecatggaga
coIcagacet
gtgecageoy
gccacoctgy
accgdagtga
cEggespacg
dgcacsgatt
ggagecagas
CCoascarcg
atccckatcog
tgtgacgagec
ggecetggacy
ctgatqacoy
cagaccgtgg
gataccgtgt
agaktegtga
tgctacqgacyg
agggLetace
ogocgbgttta
Yqogacaact
cebocoroea
ggcectaces
cocLatcapsy

QeCLLoacgg

56

acgiggacea
gtacctgtgyg
ggaggagagy
geageagegy
cogtgqigeac
CCACCATOAY
cecagqoLggc
cctacgoege
qckbogocas
ggaccatcac
geggetgtag
gUacCaccat
Cggltagtget
4gjaqgrgge
Aggccatcaa
tggcegeroaa
tgtcogtgat
gettcacsyy
acticageot
ccagaagoca
cccctggeya
coggetgegc
Lgaacacecc
cocggoctgac
Lcccctacet
getaggacca
coctgotgta
agtteogigat

coagoatcas

ggacetggtg
cagcagegac
cqatageaga
cjgaccecty
cagagacotyg
gagcocoglyg
ccaccbgcac
coagggckac
ctacatgagc
cAcaggogge
cggcggagers
cotgggoats
ggroadagos
cotgageaac
gogeggoaga
gotgaccgge
cocokaccago
cgatttigac
ggaccecace
Jagaayaggc
gagacseage
ctggtacqgag
tggocotgaet
ccacatcgat
gytgycctac
gatgtggaag
cagastggge
ggectataky

AagCcocctyg

100
160
120
480
540
600
660
720
780
g4d
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1324
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1850
1920

L5840



ES 2387321713

dccargcaga ataccctget gitgaacale cbgggoagaoct ggogtgugccgo cocagotgtes 2019
atgageiaca cotggacagq cgooctgabe acaccotgbg cogécgagga gagocasgeotg 2100
cecatcaace c:ctﬁagcaa tagectgoky agoaccaca geatggbEgta cagoaccacos 2160
tccagaagog cCAQCCcigag graglagady gigaccttcg aceggohtgca ggigotggac 2220
gaccactaca gggacgtget gaaggagatg aaggocasgg ccagracegt gaaqgocaga 22580
ctgckgtcta tcgaggagye ctgtaagetq acococootic acagogocaa gagcoaagheo 2350
ggctacggog coadggatgt gagaagooty agragceaygag cogtgaacca cetcocoggket 2400
gtgtgggagg atctgoctgga ggetaccgag accocoatog acaccacaat catggocasy 2460
aacgaggtgt tctgogigoa goccgagaay ggsggadgad dgoccgocag gotgatcgtyg 2520
ttccocbgace tgggagigag aghgtgigég aajdatggooce tglacgacgt ggotgiecacc 2580
ctgococCcagy cocgitgatggg cocccagotac ggettccagl acagoococtgg coagagagig 2640
gagttectgg tgaacaccty gaaqagcaay aaatgooccd tgggoficag ciacaacacc 2700
cggtgcticg acagcacagt gaccgergasc gacatcagga ccgaggagic catctaccaqg 276l
tgctgtgace tgguoctega ggooagacay gocatcasaa goohgadoga goggotgtac 2820
afcggoggac ctotgaccaa Ccageaaggges cajaactgtg gotacagaag atgtagggoc 2830
agcggegtgn tgaccaccic ttgtggeaac accctgaccet gitacctgaa ggccacegec 234
gootgtagag cocgocaaact goaggactgt accatgeigg tgaacggecaa cgaccotgglbq pdo
gtgatctgtg a9agogocgy cacccaggag gatgocgect coctjagagt gttraccgag 30680
qccatganéa gatacagent cocteccdde gaccatonds ageccgagta cgatctggag 11293
cigatCacca gotgoiccayg Caatgigggc glggoicacy acgoagogg caagagagig J180
LACtAcetgA Scagggaces caccacocct etggocagagy cogeebggga gacagtgaga 3244
cacaccococg Lggacageotg gJotgggodac atcatgatglt apgeococtac cooqtgqacs 3300
dgaatgatce tgatgaccca cttckrcage acoctgctgg cecaggagea Joetgoagaag 3380
gococtggact gocagatcta cggogoctge tacagoatcg agocictgga ccoctgoctcaqg 3420
atcatcgaga gactgcacgd cctgagogoe ttoagostygs acagitiacaqg coccaggogag 1480
atcaatagag tggocoagctg coctgagaaag cbgggogtyge cacctetgag agtgtggogg 1540
tacagagoca gatctgigaqg ggocaagoig cbgibccoagg goggcagqggs cgccacchgt 3600
ggeaagtice tghccaacta gycocgbtgagg avaaagetya agdotgicace catcockgoc Jeb0
gocagtcage kgpacctgay eggctgyttc geggecgget acaatggogg cgacatotac 3720

ALy

cacagectgt ccagggocayg goctaga

57
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<210> 13

<211> 3666
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusion NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresion en Pichia

<400> 13

atggggrecg
actagciEace
agagjacaaga
ttggctactt
Ltggcragts
ggttggrcay
Ltgracttgg
ggatctttgt
tigtgrccak
gctaaggotg
LLZactgaca
grbonaacty
aaggeritgg
daggctocacyg
corarracoe
tacgacatca
ggtactgttt
actccacoag
actggagaga
cacttgatts

ttgygactga

ttgttaccgt
cccagoagac
accaagkttga
gtgrtaacgyg
caaagggtos
chtcacragn
CLEACLAJACE
tgtccoccaag
ccggtcacgt
ttgacktcat
astotTooos
gttotggraa
ttrcgaacce
gtattgagoo
actocgotoa
tcatctgtga
tggacecaage
ghttecattac
toocattota
teEgtoRctn

acgetghtge

ES 2387321713

tggtagaate
tagegyattg
cggagaggkt
tgtttgttgg
aatcactcayg
Egetagates
cgctgacghL
accagttkct
TgtEggraAtE
cooagktgang
acctgetgte
gtecactaadg
AtccgiTget
asacatcaga
cggaaaqtit
cgagbgtcac
tgaaaciget
Lghtacacag
cggaaagget
caagaagaag

LLACTACAQAa

atcbEbgtoty
ttggottgta
caggktetgl
actgctiacg
atqgtacacas
atgactccat
atcccagiba
tacttjaagy
ttcagageokg
tocatggaga
cocacsaackcl
qticcagety
qotactityg
actggtgtta
ttggetgacy
tctactgact
ggtyctagat
soaaacaceq
atcocaatty
tgtgacgagt

ggatcggacy

58

gttctggttc
toatgactteo
coAcRGetAc
ctgtoctoa
acqecgacsa
gtrctkgtgg
gaigaagagy
gatcttcogg
ctgtrrgtac
stactatgag
toraagttge
cttacgoege
gLttogytge
gaactatcac
grggttgtee
ggactactat
Lgyttgteet
#gqaagetaa
agqorakcea
Lggrrgotaa

ttrcocgtiat

cgctoccaatt
citgactggt
tcagecktes
ttctaaaact
agactttggee
ttc;tccgac
agACTCCAgA
tggtccattg
tagaggrgte
atccoceagtt
Ecacorgcat
tcaaggtrac
ttacatgrct
tactggtggk
tggtggtgct
cLtgggtabc
gatastgok
tttgtctaac
gggtggtaga
gtegactgga

cocaacttoo

&0
120
1ED
240
oo
&0
420
480
540
L)
EGD
1240
TR0
ad0
30
960

1020
1080
1140
1200

1260



gytgatgtey
toogetatcqg
Ltcactatcg
gcotactggra
ggaatgticg
ttgactocay
gtttgtcaag
goctocactitk
cagactactyg
tgttkgatea
gotghiecaga
tctgoogact
gcLitgatea
EctEtgttga
cagasgaagyqg
aagqgagatya
tgtaagttiga
aqgarccetge
gacactgqaga
ccogqagaagyg
gtrtatgaga
ccakektacy
aagtcoaaga
actgagaacy
grtagacaayg
tecaagggac
tgtggtaaca
caggacegia

actcasgaan

tkgttgrege
actgtaacac
agactactac
gaggaagate
actoctcogh
ctgagactac
accacttgga
tgtecccaaac
tttgtgobag
gartgaagce
acgagatcac
tggaagttgtr
ctocatgige
gacaccactc
ittacatticga
aggctaagge
ctoccaccaca
cchocagage
cEcoaatega
grggaagaaa
agatggctte
gtttccaaka
aatgtecaat
acatcagaac
cratcaagec
dgaactgigg
ctttgacitg
ctatgttggt

ATgeTgoLte
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ractgacqgct
ttgigtiact
cgttoctcaa
cggtatctac
ttegtgtgaa
tgttagattg
attotyggag
taagcaggok
aqcacaaqect
aactttgcac
tetgacteas
tggttcocgyga
tgoigaagaa
caktggtttac
cagatbgoag
ttccactgte
ctctgctaag
tgeraaccas
cactactate
gCcagotaga
gtacgacgtt
Cctooocaqga
gggattoteg
agaggagtcc
ctrgactgag
rtacagaaga
tEacrtgaag
taac{qgtadc

cktgagagkt

ttgatgacty
cagqactgtlhg
gacgohghttl
agatcocgets
tgttacgacyg
agagcthact
tcogitteca
ggtgacaact
Coaccaccak
ggtccaacte
cLgatcacta
tetggtteca
Lccaagitgc
Locactactt
qtitrtggacyqg
aaggctagat
tccaagtiig
atCagarcog
atggotasga
ttgakcghle
gtttccacte
caaggagttg
tacaacatta
afctaccagk
agartgtaca
tgtagagett
gétactgokg
gactiggkkg

LCCacagago

59

gtttcactgg
dcttcbkcekbt
ccagatcoccca
ctccagqryga
ctggttgtgc
tgaacacreo
ctggatbqac
ttoccatactk
ctrtgggatca
cattgetgta
agricgtrat
tgtectacac
caatcaarooc
coagatooge
AccactAacag
tgtkgtccat
gttacggtge
LtTtgggagga
acgeggtiEt
tococagackt
tgeracaqgge
agttctiggk
gatgtetcga
gttgLgacte
teggtggtce
coggtgrict
ctegtagage
tratctgtga

ctatgactag

tgactbtogac
ggacccaackt
dagaagaggt
dagaccatert
ttggtacgaa
aggatkbgcca
tcacaktgac
ggtigckbtac
gatgtggaag
cagattqgqt
ggcotigoatyg
ttggactgygl
akttgtccaac
ttocctEgaga
agaktgtttty
tgaggaggct
taaggatgtt
CrLgrbgaaq
ctgrgttcaa
gggtgttaqa
tgttatggga
taacacttgg
ctecactatt
ggctccagaa
tttgactaac
qactactrec
tgctaaaktyg
gtcocgetggte

atactergot

1320
1330
1440
150

15610

" 1620

16010
1740
1800
186l
1920
1982
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
<580
Z6d0
2700
£740
2820
2880
2540

oo
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ccacotgglg abcfascaca accagaatac gactiggagt tgatcactte ctgttectee HED
aatgttgytyg ttyctracgs tgckiccgga aagagaqitbt actactbigar Lagagacoca J120
actactccat tggotagage tqcottgggaa ackgttagac acactccagt taackcctgg jigo
ttgggtaaca tgatcatgka cgotccaact ttgtgggeora Jaatgatott gargactcac 3240
ttctecteca tottghtgge Ltcasgagoes Lidgaaaagqg chktiggactg toagatttac 309
gotgettgtt actocattga gocatrtggac ttgocacaga toattgagag attgoaeqggt 3380
tbghctgett totfcrttgoa crebttackol 2ctggigaaa tfaadagagt tgcttocigt 3320
Ltgagaaagt tgggigttec accattgaga gtitggagac acagagetag atccgttaga 3480
gotaagttgt tgtococaagg tggaagagoer gotacttgtyg gtaagtactt gttoaactygg EET s
gctgttagaa caaagtigaa gttgactoct atkectgotg cttoocaatt ggakttgios 3509
gattgoittg ttgetggira caacggtggt gacatctacc actctitgtoc cagagctaga IE60
ccaaga 311

<210> 14

<211> 3747

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusibn NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresion en

Pichia

60

<400> 14
atgygocecg ttgttatogt tggtagaare atoktgtotg gtrtebggtte cgotocaatt 6l
actgottact coccagiagac tagaggettg thggguigta coatcactte ctigactgge 120
dgagacaagd accaagitga cggagaggtt caggttitgt ccactgotac tcagtetbbe 180
Ltggctactt ghgttaacgg TtJttbgttgg actdittacy cLygqtgctgg TLotadaack 240
ttogetggic caaagygeoc aatfacecag atgtacacad acgtigacca ggavttggtl 309
ggttggccaqg ckcgagcagg tgctagatee atgactecat gtacttgrtgg bLoctoogads 1ad
ttgtacetgy ttactagaca cgotgacgthk ateccagita gaagaagagg Agacteogaga 120
ggatcritgt tgbccccaag accagtifcr pacrtgaagg gatcttocgy tggtcoccateyg 480
fegogtocat coggrcacgl tgliggtaty kKtcagagotg ctgtitgltac tagaggtgtt 40
gotaaggety ckgactteat cccagetgag rocatggaga ctactakgag atceceagrh aQd
ttcactgaca actctrcoce ACCLQCCOLE CCACA3ACKLT ECtaagrige cocactigoat 660



gcrecaackyg
aagykittgg
aaggetcacqg
cotattactt
tasgacatera
ggtactgttl
actocaccag
actgyagaga
cacttgatte
tigggattga
ggtgargitg
tecgttateg
tkcactatcg
getactggea
ggaatgticyg
ttgactccag
grrrgteaag
goteackttc
caggttactg
tgtkkgatca
gotgttocaga
tckgotgact
actactcaga
atgtoctaca
Ceiatcaacc
Lacagatceoyg
gacLactaca

teqrrgteca

gttetggeaa
ttttgaacce
qratcgages
detoccgotita
tcatctgtga
tggaccaagc
gttocattas
teccattcts
Lotyteoaces
acgotgtiges
teqtbgttgs
actgtaacac
AgACtaACLAC
gaggaagatc
actoctoogt
cLgadactas
acoacttgga
tQteccaaac
tLbgtgotag
gattgaagceo
acgagatcac
Eggaagtigt
acacttbgtt
CETOTACtaT
cattgrccaa
ctroctegag
gagatgttLe

EEgaggagqges
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grocaccaan
atccgttgot
aaacatoaga
cggaaagttt
cgagrgteacs
tgaaacEgect
tattocacas
cggaaaqgct
caagaAgang
trtactacaga
tactgacgct
ttgtgtEact
cgttccEcan
cggraictac
ctegtgtgaa
tgttagattg
arttetgggag
taagoagqct
agecacaagct
aacktitgecac
tthtgacocac
ctecktgatyg
gticaacatc
tgeLtEgatc
cLetttgteg
acagaaqgaag
gaaggagaty

tkgtaagrkg

qttceagoty
getactitgg
actggigtta
tiggocigacy
tccactgact
ggtgctagat
coasacareq
acpoccaaitg
tgtgacqgagt
Feattggacy
Lrgatgaceg
cagactgttyg
gacgetqtet
agatrcgtra
tgetacgacy
agagottact
CCCgLttica
Fgtqacaact
CCACCACCAL
ggtosaacte
craatcacka
gckttcactg
Ltoggagoat
acktozatyry
agacaccact
gttacattoyg
aaggctaagq

actcocagcag

61

cttasgckgs
griregge
gaactatcac
gkggtigtoc
guactactat
LggEEgELELE
AfqgAAgLEgS
aggctatcaa
tggeEgetaa
titcocghtat
grrtcactgq
acttcteoctt
ccagatceca
crecaggtga
ctgotigtge
tyaacaACtoC
ctggattgac
ttccatactt
cttgggatca
cattgttgta
agrrocgttac
cttccattas
gggttgcage
ctgctgaaga
ccatggttta
acagattgca
cErecactgt

actckgctaa

tcaaggttac
ttacatqtct
tactogbggt
tggtggLget
cttggotate
ggotastgck
Etegtrtaac
gggLagtaqa
gtrgactgaa
cocgaagttes
tgacticgas
ggacccaact
Aaqazgaqggt
adjaccatch
ttggtacgaa
aggatigcea
tcacattgac
gaetgettac
gatqgrggaag
cagattgggk
qgcrtgoatg
tkccocoattg
tcaattgteg
atccaagtig
chocackact
qgrtrrggac
tdaggctaga

gtccaagbth

128

180

640

S0Q

960
1020
1080
1144
1200
1263
1320
1380
14440
1540
1360
1629
1880
1740
1840
1860
1320
1580
2040
21040
2140
2220
22494

2340
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ggttacggtg
gtttagqagg
dacgaggtt
trcoccagact
trgoccacagy
gagrLtctigg
agatgttteg
bgttgtgack
atcggrgges
tooggogErt
gettgtagag
geratcrgtg
gotatgacka
ttgatcackt
tackacttga
cacactcocag
agaakgatck
gottbggack
atcattgaga
atcaacagag
Lvacagageoka
ggtaagtacst
gotLCIC4AT

caccocLetge

<210> 15

<211> 3666
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusion NS4A-3-5B de HCV JA optimizada para la expresion en E. coli

<400> 15

ctaaqgatgtl
dbttgtbgga
tckgtghtca
tgggtgttag
ctgttatgag
ttaacacktyg
actoccactgt
tggetccaga
chttgactan
tgactacttc
crgctaaatk
agtocogobgy
gatackctge
cotgtiecte
ctagagacen
ttaactocctg
tgatgactca
gtcagactta
gattgoacyyg
ttgettoctg
gatcogttag
tgkteaaery
Eggatttgts

ccagagotag
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tagatccttg
gJgacactgay
accagagaag
agtttgtgag
BCCcAtcttac
gaagqtccaag
tackgagaas
dgotagadaa
cteraagqgga
ctgtggtaac
gcaggactgt
tactcaagaa
Eccacotgqt
cascgttgqt
dactactoca
gttggqgtaac
ctictictoes
cggrgctegt
trkgtceget
tetgagaaay
agctaagtty
gqackgttaga
cqgrrggeet

accaadga

Ecctooagag
actccaatcg
ggtggaagaa
aAsgabtggett
ggtttocaat
apatghocad
gacatcagaa
gmtatcaagt
cagaarkgkg
acttegacte
actatgttgg
Fatgcorgect
qALCCACCAC
grtgetoacy
ttggctagaq
atcatcatge
atckrgttgg
ractcgatig
ttocterttge
ttgggkgtte
thgtecnaag
acaaagttga

grtgctagrt

62

ckgttaacca
acactactalb
agccagceag
tgtacgasgt
actccocagg
tgggattote
cagaggagee
GekEgaciga
gttacagaag
gttacttgaa
ttaacggtaa
ctLtgagagc
aaccagaata
atgetrosgg
ctgetkgoga
acgoctoccaac
ctcaagagoa
agecaktgga
actcttacte
caccattgag
Jtogaagage
agttoactcc

ACAACITEGY

catcAIgtet
catggctaag
attgaktegkt
tgterecact
dcaaagagtt
ctacaacact
catctaccaq
gilgattgtac
atgtagaget
ggetactget
cgacttggtt
tttcacagag
cgacteqgaq
aaagagagtr
aactgttaga
trtgtggget
atrggaaaag
cttqocacag
ccctggbgaa
agrtttggaga
tgotactigh
tattoctack

tgacatctac

2400
2460
2520
25a0
2840
2700
2760
2820
28480
2940
N0
iUED
3120
3180
32490
33040
330
3120
980
3540
1600
Je60
3724

EFE N



atggggageyq
accycockatk
cgtgatadaa
ciggogacch
ctgocgygte
gyttggccgg
cegtatctgyg
ggtagootgc
ctqbgtocga
gogalagegy
tttaccgata
geaqeogaceyg
aaagtgetgg
aaagccoccatqg
cogattacct
tatgatatca
ggoacogtte
acgoogocgy
accggtyaaa
catctgaktt
ctgggtctga
gyLgatyiig
agogbgatog
Lttaccatiy
gocaccqgqt e
ggtakgtttyg
chtqaccocogy

gttegtcagg

ctgttactgt
ctcagcaaac
atcaggrgga
grgtgaatgg
cgaaaggtoc
cgoogocggg
traccoghea
tgtoctoogey
goggtcatgt
Eggattktat
atagtagece
qtagoggtaa
tgotgaatce
gcatrtgaacc
atagogockha
toatctotga
Eggatcagge
gtagcattas
Ltoogtitta
tttgecacag
aAtgecgtggc

tabgatgyc
attgtascac
AMACCACCAS
gtggtegtag
ataqcachﬁ
Cogaaaccac

atcatctgga
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tgoccgoatk
cegtggtely
CggcgaagLt
bgtgtgotgg
gattacccag
cgetogtage
tgococgatghe
toccggttage
ggtgggtatt
cceggttgaa
qecggogytl
439CATCAAA
gagegrgysg
gaacattcgt
cggoaaattt
tgaatgccat
ggaadaccgoo
cgtricogeat
Eygcaaadcg
cdadalaaza
gtattategt
gacegatgoo
cigkgtgacec
cgtoecogoag
cggoatttat
getgtgtgaa
cgttegtotg

attoctgggaa

atktcbtgagoyg
ctgggrtgta
caggttotga
accgtikatyg
atqgtacaccs
atgacoengl
attccggtec
Latctgaaag
Cttcgtgoey
agcatgoasza
cegoagacck
grtecggegy
gogaccatgg
accggogtic
ctggeggaty
accaccgatk
getgeccgtc
cédaacatkyg
Attosgateg
tgtgatgaac
ggtcrggaty
atgatgaccyg
cagacocghhyg
gatgoogkia
cgtrtiqtga
tgttatgaky
cgegegtake

ggogtittia
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gtagcagtag
TLALLACCAY
goaccgicac
ccggbgoegy
acgtggarca
gtacctgtgyg
gtegtogtgg
gtagoagogg
cegbttgrac
zcaccatgeg
ttcaggbige
cgratgooqo
grErrggege
gtaccattac
gtgycbgrag
ggaccacecat
tggtegttat
dagdagtggc
aagegattaa
f9ycggcyaa
tgageqgtEar
gttitacegyg
atkttagecet
goegtagoca
cgocgggiga
cogyctghge
tgaatacqoc

coggoctgac

cySooogatt
cebgacogys
CCAagagotil
tagcaaaaca
qoatciggtt
tageagegat
tgatagcegt
tggtcocgehg
cogigutgtyg
tagceoggtg
ccatctgcak
coagggetal
ctatatgage
caccggbgge
cggtygogoc
totaggtatt
ggcgaccocgca
cotgageaat
agyeggcoge
actgacegqgt
tecgaccaqe
cgattrbgat
ggaccogacs
gegEcgiggt
acgtccgage
ctggtatgad
gggtcigoeg

ccatatigat

60
120
180
240
300
30
420
480
540
&30
[ 3]
720
T80
E40
300
560

lblﬂ
1000
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1560
1620

led80



gocrabbLis
caqgegaced
tgootgatte
googetCcaga
agcgoogato
gooocbgacta
agectgotgo
cagaisaaag
aaagaaatga
tgtaaactga
cgtagocckga
gataccgaaa
coggaaiaag
gtgtgtgaaa
cogagetatg
aaaaqgeazaa
dccgaadacy
geccgteagyg
.aqcaaaqqcc
tgtggtaata
caggategta
actCaggaag
cCgcogggty
aatgttggtyg
ACACECogE
cigggcaaca
tteoettagoa

quegoctgot

tgagosagar
ttigtgaccy
gtckgaaace
acgaaattac
tggaagttgk
ccoeglgtge
gtcakcatag
tgaccttega
aagcgaaago
[adadalals Indays Inf: ]
geagoogtyge
cortgattga
gtggtcgtaa
agatggocgot
geretragta
aacgcoceqat
atatccgtac
cgattaaaag
agaactykgyg
cocotgaccig
coakgchkggt
atgocgocay
aktoogougca
ttgeccatga
tggcccgtge
ttattatgta
ctcegotgye

atagcattga
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caaacaygeg
tgoconaggeg
gqacootgeat
cotgacocat
tggtagcggt
COccoaigas
catggtgtat
tegkotgeag
gagracocyLt
tagogooaaa
cgktaatcat
taccaccatbc
accggocogt
gtacgatgtt
ftotceggge
gggcttcage
cgaagaaagc
cctgaccgaa
tLategtegt
ctacctqada
taacggcaat
cetgegegtt
gecggastat
Lgoéagoggt
cgocktgoggaa
tgcccegace
coAZgaacag

accgcbggak

gatgataast
cocgocgocga
ggtecgacce
cocgatecacsa
agcggeicka
agrapactgo
agcaccacca
gtgctgqatg
aaagocoogho
ageaaatotg
attcgtagcqg
atggcganaa
ctgatkgttl
gttagcaceo
cagegigirg
tataacaccc
atttaccagt
cqcekgkata
cytogtacea
r (=t F-Latuts Tt |
gatctggrgg
tttaccgaag
gatctggans
aaacgrgtgt
accgttogto
ctgtgggooe
ctggaaasay

ctgocgcaga
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tezcghatet
gctgggateca
cgotgoegta
aatttgtgac
tgagctatac
cgattaacceo
googtagege
atcattatcg
Lgobgictat
getatggogc
tgrgggaaga
acgaagtgtt
ttccggaket
tgocgcagge
aatttctagt
gctgetetga
gctgtgatct
tLggcgqtec
gragtgetet
cobatogtge
tgatttgtga
Cyatgaccoy
EgabCaccay
atctacctgac
atacaceggt
gtatgattckt
cgobggattyg

tkattgaacg

qotggcgtat
gatgtggaaa
togtatggqt
gycgtgtaty
ctggaccggt
gctgtotaak
cagcctgegt
tgatgrgckg
tgaagaageyg
cajagatgrt
Ectgctggas
tkgtgtcag
g9ytgttegt
ggttatgagt
gaacaccktgg
tagcaccgtg
ggcgcocggad
goctgaccaat
JEscascage
cgccaaactyg
adqrgesgge
ttatagogec
ctgtagoago
cogtgatocy
taakagctgyg
gatgacccac
ceagatttat

tocbgoatgge

1149

1800

1860

1520

1380

204D

2104

2140

2220

2280

2340

2400

2450

2520

2380

2E40

2700

2760

2820

2080

2340

1000

30a0

3120

3180

2240

108

J3an
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ctgagegeakr ttagectgea tagotactetr cogggbgaasd traatogight ggogagetgt 3420
ctgocgtaaac tgggtgttoc goegotgegt gtotggoghc atogtgocog tagogitogt 34 B0
qocasacege tgrorcaggg tggeegiges gocacckghtg grasatacset grttaactgg 1540
geggttcgta ceaaactgaa actgaccoeg ALbocggogg cgageocaget ggatctgage 1640
ggriggtity ttgoogytra taacggogge gatatotate atagoctgag coghygoocgt k1114
cogegh k1:1:

<210> 16

<211> 3747

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia nucleotidica que codifica la fusion NS4A-3-4B-5B de HCV JA optimizada para la expresion en E.

coli
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<400> 16
akggggagreg ttgttactgt tggoococakt attctgagog gtagoggtag cgeccocogatt &D
accgoctatt ctcagoasac cogtggtctg ctgggttgha ttattacecag actgacegge 120
cgtgatazas atsagghigga tggogaagtk caggtborga goassgecacs ccagagotht 180
cbggcgacct gtgtgaatgg tgrtgtgocigg accgttbalg coggtgocgg tagcadaacc 240
ceggegqges fgjaaaggten qaftacccag atgtacdadsa acqtggatca ggatctggtt 300
qgttggcegy cgocgoogyg tgocogtage atgaccscgh gracckgtgy tageagogab 360
ckgtatctgg ttacccgtca tgoogatghkt attooggkte gtegtcqgtag tgatageoogt 120
gtageckge bgtetocgog bccggttage tatcegaaag gtagoagogyg tgytocogeokg 480
ctgtgtcega geggtcatge ggtgggtatt ttkcgtgecg ceghtigtac cegrgobgtg 244
gogaasagcgg tggattttat CoCcggLtdaa agqeatggiad CCACCATgCg Tagocogytyg €00
tttaccgata atagcagood gocggoggbhb cogragacet ttoaggitge ccatcigeat Le0
gofocogacsy Jtaghgatas aagcaccaaa ghtooggogg ¢gtatgeccqs ccagggttat 724
daagigctgy Egchgaatcs gagcqligeey gogaccoctgg ghtEbitggtge ctatatgageo TAED
dasgoocatg goattgaace gaacattcgt accggeghte gtaccattac caccggtgge 240
cocgattacct atagogoctiad cggoaaatibt ctggeggakg gtggotgtag cggbggogoo 00
tatgataksa egarcrgiga tgaatgocat agcacogatt gUadcaccat totgggratt 9EQ
ggcaccgite tggatcagge qgasacoges ggtgoccgte t9attagtfct gocgacogea 1020



acgcegocqqg
ACLOQgCgAAd
catctgattt
crgggictga
ggtgatgitg
agocgtgatcyg
tttaccatig
qceacoggtc
agtatgtety
GLgacocCqgq
gtttgrcagqg
gcoccakbkte
caggeyaceq
tgorbgarte
gcogitcaga
agcgoocgatc
accacceag
atgagetata
cogaktaape
agecgqtageg
gatcateates
ctgorgtcta
Jgoiatggcy
gegrgggiay
Aacgaagtgt
trtocggake
ctgcogoagg
gaatttorgg

cgobgorrey

gragcattac
ttcogtbtea
ttktgccacag
ALQCCOlggc
ttotggegge
attgtamcac
agaccaccac
gtggtcgtag
atagcagogt
Cgadaccac
atcabctgga
Lgagccagac
LtLgtgescg
gtctgaaace
acgaaattac
tggaagttgt
Atascetget
cciggaccgy
cgetgiataa
cocagoectgoyg
ghgatgtget
tbgaagaags
CCasagatgt
atctgetgga
cctgrgttea
Eggatgiicy
cggttatggag
rgaacacckqg

atagcacsgk
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cgttcocgoat
tggcasagecg
caazsaaaan
gtatracogt
gacogatgees
ctgigtgacc
cgttecgoag
cggcattiat
gotgtgtpaa
cqQitegtotg
attcbtgggaa
Caaacaggeg
tgcecaggeg
Jgacocctgeat
ccLgacecat
tagcctgatg
Jritaacate
tgcockgatt
tageoctgotg
tocagaaasas
Jasagasaty
gkgtaaackyg
Lcgtagectg
agatacegaa
geoggadadd
tgtgegtgaa
tocgagctat
LEERET LT T

gaccgaadac

Conaacatty
attccgatcg
tgtgatgaac
ggtctggatg
CrgatJaccq
cagaccgttg
fgatgocgtea
cgrretgtga
tgrratgaty
cqogegrate
agegttetta
gytgataack
cogoogooga
ggkoogaces
CLOatoACCA
gogtttaccy
ctygqogygtt
acooogtgtg
egtoatsata
gtgacctieg
SaAgCgAaay
acecogocge
agcageogtg
acccocgattg
ggtagtegta
aaaatggege
gyctttcagt
aaatgcccga

gatatcocgta
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aagaagtggec
aagcgattaa
tggcggegaa
tgagegtrat
gterraccgy
attttagoct
goegtagoea
cgocgggtga
ccggetgege
tgaatacgco
coggectgac
ttecgratet
goigggatca
cgritgergta
aatttgrgat
ccagcattac
UQGEHUCQQC
SOgCogaaga
gcatggtgta
atcgtctgoa
cgagcaccgt
atagogocas
ccgttaatca
dtaceaccat
anccggescy
tgtacgatgt
attetecggg
tgggrticaqg

ccgaagaaadq

e bgagoant
aqgcogeigt
Actgadoggt
tcegaccage
CcogRLELLgat
ggaccogace
gogtegtagt
acgtocgags
ckggtatgaa
gogietgoog
ccakatbgat
ggtoqegeat
gatgtogaaa
tegrctggot
gacgtqtatg
cagoocgokg
ccagetgtoet
nagcaaackyg
tageaccace
ggtgetgyat
taaagcoocgt
aagcaaakttt
tatccgtagc
catggogaaa
LCrgatTyet
tgttagcace
tcagogigit
ctatadcacc

catttaccag

1080
1140
12400
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1€20
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2190
2180
2220
2280
2340
2400
24480
2320
2560
2840
2700

2780
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25

30

tqotgtgate
attggoggte
ageggtgibs
gootghoglhyg
gtgartigtyg
gJoqatgaces
ctgatcacca
tattaccega
cataccoogg
cgtakgatte
gogoLggatt
attatbgaac
attaaktecgtyg
catcgrgeoec
qgtagatace
gogagocage

catagoetga

<210> 17
<211> 46
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

tggcgccoga
cgctgaccaa
tgaccaccag
cigocasact
aaageogooag
gttatagego
gctgtagoaq
cocgtgatéo
ttaatagctyg
kgatgaccca
gecagakttta
gtebgoatag
Lggcgagetyg
gtagegttieg
tgrttaactg
tggatctgag

gscqtgoecyg
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agcocogtéeag
tagcaasqys
ckgtggtaat
geaggattakt
cacCCaggaa
cecgeoggol
caatgttggt
gaccacooog
gotgggcadc
cttecbtags
bggegeoctae
cockgageges
tctgogbaaa
rtgocaaactyg
gocggiLegt
cygtrggtet

Ecegegh

g&gattaaaa
cagaactgkg
actctgaccst
accatygctgg
gatgoogesa
gatcogoogos
gttgococcatg
ceggeecgiy
attattatge
attctgetgg
tatagrattg
tttageenge
ckgggtgtts
ctgtctoagyg
accaaactgs

qgttgcoggte

nectgacega
gttategtocg
gctacchbgaa
tlaacggcaa
geetgogogt
agooggadta
atgcoagogg
ccgoctgyga
atgocaogac
£ocaggaica
aaccgetgga
atagcetaces
cgecgebgey
gtggoegtge
aagLgacoog

ataacggcgdq

<223> oligonucleotido para mejorar la secuencia de consenso de kozak

<400> 17

atgtacgtcg accaccatgg gcagcgtggt gattgtggge cggatc

<210> 18
<211>41
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido para crear codones de parada

<400> 18

catgtagcgg ccgctcatca tctaggectg gecctggaca g

<210> 19
<211> 36
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

67

acgootgbat
ttgteghygee
agcgaccgoee
tgaktctgglbg
tkttaccgaa
tgatctggaa
taaacgtgtyg
aaccgitegt
colgtggqce
gotgogadaaa
totgeegcag
tocggatgaa
tgtcEggeqgt
cgocaccegt
gatbesgacy

cgatatcrat

2880
2940
A4d0
£
3120
aleg
31240
3300
3380
20
LEY: )
3540
3600
kLT
3120

3747

46

41



10

15

ES 2387321713

<223> cebador
<400> 19

ggggggctag cgccaccatg ggcagegtgg tgattg

<210> 20

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 20

gggggggtac cctcatcatc taggectgge cctg

68
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusion aislada, que comprende al menos tres polipéptidos NS, entre ellos los polipéptidos NS3, NS4A
y NS5B, que se originan a partir de un virus de la hepatitis C (VHC), estando configurados dichos polipéptidos NS en
dicha proteina de fusién en un orden que es distinto del orden en el que aparecen en la configuracién nativa,
estando situado el polipéptido NS4A en el término N y estando situado NS5B en el término C de dicha proteina de
fusion.

2. Proteina de fusién aislada segun la reivindicacion 1, en la que la fusién entre cada uno de los polipéptidos NS es
directa o a través de un ligador.

3. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacién 1 o 2, en la que todos los polipéptidos NS se originan a partir de
la misma cepa o aislado de VHC.

4. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacién 1 o 2, en la que al menos dos de los polipéptidos NS se originan
a partir de cepas o aislados de VHC diferentes.

5. Proteina de fusion aislada segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende un polipéptido NS4A,
un polipéptido NS3, un polipéptido NS4B y un polipéptido NS5B.

6. Proteina de fusion aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el polipéptido NS3 esta
modificado en comparacion con un polipéptido NS3 nativo, para mostrar una actividad de proteasa
significativamente reducida.

7. Proteina de fusion aislada seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el polipéptido NS3 esta
modificado en comparacion con un polipéptido NS3 nativo para mostrar una actividad de helicasa significativamente
reducida.

8. Proteina de fusién aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el polipéptido NS5B esta
modificado en comparaciéon con un polipéptido NS5B nativo para mostrar una actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN significativamente reducida.

9. Proteina de fusion aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicha proteina de fusién no
comprende uno o mas de los sitios de escisién reconocidos por NS3 normalmente presentes en un precursor
poliproteico de VHC nativo en las uniones NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B.

10. Proteina de fusion aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que los polipéptidos NS4A, NS4B
y/o NS5B se modifican para suprimir uno o mas dominios hidr6fobos que estan implicados normalmente en el
anclaje a la membrana de los polipéptidos nativos NS4A, NS4B y/o NS5B.

11. Proteina de fusion aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el polipéptido NS3 se
origina a partir de la proteina NS3 nativa mostrada en la SEC ID n°: 1 que se modifica al menos de tal manera que:

o retiene la porcién que se extiende desde la posicion 12 hasta la posicién 56, desde la posicién 70 hasta la
posicion 155, y desde la posicién 218 hasta la posicién 248;

o comprende la sustitucion del resto His en la posicidon 57 por un resto de aminoacido diferente de una His, tal
como un resto Ala;

o comprende la sustitucidn del resto Thr en la posicién 269 por un resto de aminoacido diferente de una Thr, tal
como un resto Ala; y

o comprende la sustitucion del resto Arg en la posicion 464 por un resto de aminoacido diferente de una Arg, tal
como un resto Ala; y

o no comprende el resto Thr en la posicion 631.

12. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacion 11, en la que el polipéptido NS3 comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID n°: 5.

13. Proteina de fusién aislada segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el polipéptido NS4A se
origina a partir de la proteina NS4A nativa mostrada en la SEC ID n°: 2 que se modifica al menos de tal manera que:

o0 contiene la porcion de la SEC ID n°: 2 desde la posicion 21 hasta la posicién 33;
0 no contiene la porcién de la SEC ID n°: 2 desde la posicion 1 hasta la posicion 20.
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14. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacion 13, en la que el polipéptido NS4A consiste esencialmente en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID n°: 6 precedida de un resto Met iniciador.

15. Proteina de fusién aislada segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que el polipéptido NS4B se
origina a partir de la proteina NS4B nativa mostrada en la SEC ID n°: 3 que se modifica al menos de tal manera que:

o comprende la porcién que se extiende desde el resto Ser en la posicion 78 hasta el resto Leu en la posicion
109;

0 no comprende el resto Cys en la posicion 261.

16. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacion 15, en la que el polipéptido NS4B opcional consiste
esencialmente en la secuencia de aminoacidos tal como se muestra en la SEC ID n°: 7.

17. Proteina de fusién aislada segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el polipéptido NS5B se
origina a partir de la proteina nativa NS5B mostrada en la SEC ID n°: 4 que se modifica al menos de tal manera que:

o comprende la porcién que se extiende desde el resto Arg en la posicién 155 hasta el resto Leu en la posicion
182.

o comprende la sustitucion del resto Asp en la posiciéon 220 por un resto de aminoacido diferente de una Asp,
tal como un resto Asn;

o0 comprende la sustitucion del resto Asp en la posicion 318 por un resto de aminoacido diferente de una Asp,
tal como un resto Asn;

0 no comprende la porcién que se extiende desde el resto Trp en la posicidon 571 hasta el resto Arg en la
posicion 591.

18. Proteina de fusion aislada segun la reivindicacion 17, en la que el polipéptido NS5B comprende la secuencia de
aminoécidos tal como se muestra en la SEC ID n°: 8.

19. Proteina de fusion aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, en la que dicha proteina de fusion
comprende una secuencia de aminoacidos que es homologa o idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID n° 9 o 10.

20. Molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 19.

21. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacion 20, que comprende una secuencia nucleotidica
optimizada para la expresién en una célula hospedante de mamifero.

22. Molécula de &cido nucleico aislada segun la reivindicacion 21, que comprende una secuencia nucleotidica que
es homologa o idéntica a las secuencias nucleotidicas mostradas en la SEC ID n° 11 o la SEC ID n°: 12.

23. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 20, que tiene una secuencia nucleotidica optimizada
para la expresion en una célula hospedante de levadura.

24. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 23, en la que la célula hospedante de levadura se
selecciona de entre el grupo constituido por Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe y Pichia pastoris.

25. Molécula de &cido nucleico aislada segun la reivindicacion 24, que comprende una secuencia nucleotidica que
es homologa o idéntica a las secuencias nucleotidicas mostradas en la SEC ID n° 13 o la SEC ID n°: 14.

26. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 20, que tiene una secuencia nucleotidica optimizada
para la expresion en una célula hospedante procariota.

27. Molécula de &cido nucleico aislada segun la reivindicacion 26, que comprende una secuencia nucleotidica que
es homologa o idéntica a las secuencias nucleotidicas mostradas en la SEC ID n°: 15 o la SEC ID n°; 16.

28. Vector que comprende una o mas copias de la molécula de &cido nucleico segun cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 27.

29. Particula virica infecciosa que comprende la molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones
20 a 27 o el vector de la reivindicacion 28.
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30. Célula hospedante que comprende la molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a
27 o el vector de la reivindicacién 28 o la particula virica infecciosa de la reivindicacion 29.

31. Método para producir recombinantemente la proteina de fusion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19,
que comprende:

(a) introducir el vector segun la reivindicacién 28 o la particula virica infecciosa segun la reivindicacion 29 en una
célula hospedante para producir una célula hospedante transfectada o infectada segun la reivindicacion 30,

(b) cultivar in vitro dicha célula hospedante transfectada o infectada, en condiciones adecuadas para el
crecimiento de la célula hospedante,

(c) recuperar la proteina de fusion del cultivo celular, y
(d) opcionalmente, purificar la proteina de fusion recuperada.

32. Composicién que comprende la proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, la molécula
de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 27, el vector segun la reivindicacion 28, la particula
virica infecciosa segun la reivindicacion 29, la célula hospedante segun la reivindicacion 30, o cualquier combinacion
de los mismos.

33. Proteina de fusion segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, la molécula de acido nucleico segun
cualquiera de las reivindicaciones 20 a 27, el vector segun la reivindicacion 28, la particula virica infecciosa segun la
reivindicacion 29, la célula hospedante segun la reivindicacion 30 o la composicién segun la reivindicacion 32, para
su uso en el tratamiento o prevencién de infecciones por VHC, enfermedades y estados patolégicos asociados a
VHC.

34. Proteina de fusién, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula hospedante, o
composicion segun la reivindicacion 33, en los que dicho uso se lleva a cabo segin una modalidad terapéutica de
sensibilizacion y revacunacion.

35. Composicion segun la reivindicacion 33, en la que se usa para sensibilizar o estimular, o tanto sensibilizar como
estimular, una respuesta inmunitaria anti-VHC.

36. Proteina de fusion, molécula de acido nucleico, vector, particula virica infecciosa, célula hospedante, o

composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, en los que dicho uso se lleva a cabo conjuntamente
con una quimioterapia con uno o mas farmacos contra VHC.
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Fig.1
Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion NS4A-3-5B
. 10 20 30 40 50 60
: I | ! | | |
|-> NS3 '
MGSVVIVGRIILSGE::hPITAYSQQTRGLLGCIITSLTGRDKNQVDGEVQVLSTATQSF
. ligador (dominio antigénico B, NS3 proteasa)
dominio de interaccién ns4A
70 - 80 30 . 100 110 . 120
| | | | I |
LATCVNGVCWTVYAGAGSKTLAGPKGPITQMYTNVDQDLVGWPAPPGARSMTPCTCGSSD
. H (dominio antlgenlco E, NS3 proteasa)
130 140 150 160 © 170 180

. | ] I | | I
LYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHVVGIFRAAVCTRGV

190 200 210 220 230 240
i 1 | | [ [ |
AKAVDFIPVESMETTMRSPVEFTDNSSPPAVPQTEFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGY

250 260 270 280 290 300
. | N | I ' I I
KVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIEPNIRTGVRTITTGGPITYSAYGKFLADGGCSGGA
(dominio antigénico A, NS3 helicasa) T

310 320 330 340 350 360

. | ! | g | |
-YDIIICDECHSTDWTTILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSITVPHPNIEEVALSN

370 380 390 400 410 420

. | | | | | !
TGEIPFYGKAIPIEAIKGGRHLI FCHSKKKCDELAAKLTGLGLNAVAYYRGLDVSVIPTS

430 440 450 460 470 ' 480

. | o | [ ! |
GDVVVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTEFTIETTTVPQDAVSRSQRRG

490 500 510 520 . 530 540
. | | I o ! |
ATGRGRSGIYRFVTPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYLNTPGLP
R .

550 560 570 580 590 600

. | - | [ | |
VCQDHLEFWESVFTGLTHIDAHRFLSQTKQAGDNFPYLVAYQATVCARAQAPPPSWDQMWK

610 620 630 640 650 660

. [ | [ | | [

NS3 <= I-> NS5B

CLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNBITLTHPITKFVMACMSAQEE!!E:;;EBMSYTWTG
. Igador

670 680 690 700 710 720

. i ! ] i I I
ALITPCAREESKLPINPLSNSLLRHHSMVYSTTSRSASLRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVL

. 730 740 750 760 770 780

. | . | 1 | | |
KEMKAKASTVKARLLSIEEACKLTPPHSAKSKFGYGAKDVRSLSSRAVNHIRSVWEDLLE
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790 800 810 820 830 840

. | I | ’ | I

DTETPIDTTIMARNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMG
. : (dominio antigénico D, NS5B)

850 - 860 870 880 890 900
. I I I ) A I
PSYGFQYSPGQRVEFLVNTWKSKKCPMGFSY§TRCFDSTVTENDIRTEESIYQCCDLAPE
. D
. 910 920 930 940 950 © 960

. I ! I I [ |
ARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKL

. 970 _ 980 - 990 1000 1010 1020
B I I ! . I !
QDCTMLVNGNDLVVICESAGTQEDAASLRVFTEAMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSS
. D

1030 1040 1050 1060 1070 1080

. i ! I | S I
NVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETVRHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTH

. 1090 1100 1110 1120 1130 1140

. [ I | | ! _ I
FFSILLAQEQLEKALDCQIYGACYSIEPLDLPQIIERLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASC

1150 1160 1170 1180 . 1190 1200

. | | ! I | I
LRKLGVPPLRVWRHRARSVRAKLLSQGGRAATCGKYLFNWAVRTKLKLTPIPAASQLDLS

. 1210 1220
. [ [
GWFVAGYNGGDIYHSLSRARPR
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Fig. 2
Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion NS4A-3-4B-5B
10 20 30 40 50 60
| | | | i |
|-> NS3
MGSVVIVGRI ILSGSGSJAPITAYSQQTRGLLGCI ITSLTGRDKNQVDGEVQVLSTATQSF
. ligador (dominio antigénico B, NS3 proteasa)
Dominio de interaccion NS4A
- 170 80 90 100 110 120
. | A | | | I |
LATCVNGVCWTVYAGAGSKTLAGPKGPITQMYTNVDQDLVGWPAPPGARSMTPCTCGSSD
' H ' (dominio antigénico E, NS3 proteasa)
130 140 150 160 170 180

. I ! I I | |
LYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHVVGIFRAAVCTRGV

190 200 210 220 230 240

. | ! I | | |
AKAVDFIPVESMETTMRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAKLHAPTGSGKSTKVPAAYARQGY

250 - 260 270 280 290 300

. | | | I : | |

KVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIEPNIRTGVRTITTGGPITYSAYGKFLADGGCSGGA
(dominio antigénico A, NS3 helicasa) ' T

310 320 330 340 350 360

. o | | | | ) |
YDIIICDECHSTDWTTILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSITVPHPNIEEVALSN

370 380 390 400 410 420

. ! | I | I |
TGEIPFYGKAIPIEAIKGGRHLI FCHSKKKCDELAAKLTGLGLNAVAYYRGLDVSVIPTS

430 440 450 460 470 480

. ! ! | I I l.
GDVVVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTVPQDAVSRSQRRG

490 500 510 520 530 540
. { ! i | | | |
ATGRGRSGIYRFVTPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYLNTPGLP
R

550 560 570 580 590 600
. [ | | | l l
VCQDHLEFWESVFTGLTHIDAHFLSQTKQAGDNFPYLVAYQATVCARAQAPPPSWDOMWK

610 620 630 640 ‘650 660
| | | | | |

NS3 <-|-> NS4B epitopo

cLI RLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEITLTHPITKFVMACMSADLEVVISLMAFTASITSPL]
(dominio

670 680 690 700 710 720
. ! ' | | | I
NS4B epitopo <-|-> NSS5B '
T TONTLLENILGGWVAAQUSMSY TWTGALITPCAAEESKLPINPLSNSLLRHHSMVYSTT
- antigenico C, NS4B)
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730 740 750 760 770 780

. I | | | | |
SRSASLRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKARLLSIEEACKLTPPHSAKSKFE

790 800 810 820 830 - 840

. | ! | | | !
GYGAKDVRSLSSRAVNHIRSVWEDLLEDTETPIDTTIMAKNEVECVQPEKGGRKPARLIV

. 850 860 870 880 890 900
. | ' | | | | |
FPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGPSYGFQYSPGQRVEFLVNTWKSKKCPMGESYNT
(dominio antigénico D, NS5B) ' D
910 920 930 940 950 960

. | I | b | I
RCFDSTVTENDIRTEESIYQCCDLAPEARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRA

970 980 990 1000 1010 1020
. | ! ! } | |
SGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVNGNDLVVICESAGTQEDAASLRVETE
. ' D

1030 1040 1050 1060 1070 . 1080

. | I | I [ |
. AMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETVR

1090 1100 4 1110 1120 1130 1140

. I I | | [ I
HTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQIYGACYSIEPLDLPQ

1150 1160 1170 1180 1190 1200

. I ! | | | !
ITERLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRAKLLSQGGRAATC

1210 1220 1230 1240

. | | | |
GKYLENWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSGWFVAGYNGGDIYHSLSRARPR
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Fig. 3
Proteina de fusion 4A-3-5B_(Hs)
optimizada para Homo sapiens

CGRATTGGE TACCGT CACCRTGAGCAGCG TAATGATTOTGEGCCGGATCATCC TEAGLES

GCTTAACCCATGECGETCRTACCCOTCRCACCAC TAM ACCCGGCCTAGTACGACTEGET
M_G_S8_V Vv _1_V._ G R I_1 L 8 &

CATCACCAGCC TEACCCGCAGAGACAMGAATCAGGTOLACGGEGAGSTOCARGTGL TGTC
--------- T e et EEE LR PP TP

CTRGT GG T GAC T e LG T T e TG T T T TAG T O RO TR TCC ARG TCOCACGRT ARG

—_—— — T —————— | —— —y e — — — T o —— -

CACC G TR AGR G T T TGO CACC TETGT GAATSCCSTSTOT TECACCHZTGTACSE
————————— et et e L e
GTEGUGGTGEL TC TCGARGGACCGLTGEACRCACT TACCCCACRCARCCTGECACATREG
_T_ A T QO 5 F L A T C ¥ H G ¥V C W T ¥ Y A

—_— i ——— e . b i — —" — i e T

G TEGAC GG ACC TG TG TG T COo U TOCTOLEGCCAGRROCATGACCCCT TS
--------- E Ly L T T LT

G ACC TG T TG AT AL A G ACE SGE ACGAC TGO GG TCTTOG TAC TGEGERAA T

TACCTG TG MG CAGECACCTETACCTGGTGACCAGACACGCCCATETGRATCCOTGTLAG
--------- et L R et T Lt |
ATGGACACC G TC G T CGUTOOACAT S ACCAC TG TC TG TCCGCCTACACTAGGGACAC TS
T ¢ &4 & B p L ¥ L W T R H M D V¥V IT P VvV R

— — ——r —— — — —t — —— s — e —— —t | — A wrrwr | — -

CTCCTC TGO TATCC T TCCCT CEGACGATAGAGCATC TELGCRCACGATEGACT TOCC
R R & D 8 R G 3 L L & F B P ¥V 8 ¥ L X G
CAGCRGCGGCGGﬁECECTGCTGTGCCCCRGCGECCACGTGGTGGGCHTCTTCHGAGECGC
--------- e s Ittt e e L e
ST TCACCOCC TEGEEGACGATACEEEETCOC COGTOCACCACCOOTAGSARGTCTCGGEG
E 5 & &6 P L L © P 8 G R V¥V V Z I _F_R A A

— — — — | —— — — — — ——— — — — — — — ——— —

CoTGT L TACCAGAGGC G TE LS AAGGE OGS TGGAT TTCATCCCCGTOLGAGAGCATGGAGAT
e T ket T e 4= pmm—m e ——— - +

GCACACATGGTC TCCGCARCCGGE T TCCGLC AT TARAGTAGEGGCACC TC TCETRCCTCTG
¥ ¢ T R G V¥V A K A VvV D F I P ¥ E 93 M & T

CACCATGACGAGCCCCGT G TTC ACCGRCAATA SO AGL CCCCC TGOCE TGO TCAGACCT T
--------- o mmm———— - e mmam===t

GTEGTACTCCTCGLEACREPAGTGECTGTTATCG TEGEGEECACGEEACGGAGTCTGGAR
M R S P _V P T D W _S S P P_A V P O T _F

CCRGGTGGUCCACC TEEACGCCCCCACCGGOT COGECAMAGCACCARGGTGLCAGLCGT
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GG ARG TEGACCTGUGECGGTGLCCGRAGLOCCGTTCTCO TELT TCCACGL TCLGLOCG
_Q__F__ﬁ__ﬁ__h__ﬂ_j\‘_E_“I_J;__5__ﬁ__E__Er_j__ﬁ__?__P__h__ﬁ_
CTAEGECGCGEAGGGCTACHAGGTGCTGGTGCTGAATCCCRGCGTGGCCGCC&CCCTGGG
131 —— e — L fmmmmmmaaa Fmmm——————— fommm————— fmmmm————— *

CATGOGGC L TCCCGATGT TOCACGACCRACGACT TAGGLGTCEGCACCOECGGT GEGANTT

CT T e G T A ATGACCAAGGC CCACGECATCGACIC L AATATCCGRACC EAGTGA
L - —— dom - o ———=-——— F———————— e Fow—————— t
GARGCCGCGGATGTAC TG T T GGETECCG TAGC TCRGET TA TAGGC T THGOC TCRACTC
_F__G__ﬁ;_x__ﬁ__ﬁ__ﬁ__ﬁ;_ﬂ__ﬁ__I__E__P__H__I__R__T__G__?__R_
GACCATCACCACAGLOGGCCCTATCACCT ACAGCGCC TACGGCAL LT TEC TGHCCGACES
Hi] =m=====a=- F——r—mmm=-— hrssmm——— L e e o —— o a— +
ST TAGTGG TG T e GG GAT AT A TG TG GG AT GO LG TTCAAGG AL CEGTTGCT
T I T T 6 G P I T ¥ 3 A ¥ G K F L A D G_
COGCTOTAGCLGCHGAGEC TACGACATCATCATC TGO TGROGAGTGICRACAGCACOGATTE
40l =======—- fmmm—————— e ———— fmm—mrm——— Fmmmmm———— fmm———m——— +
e ACAT OO G T EA TG TETAGTAGTACAC AT SO TOACG G TETUG TEECTAAT
& Cc 3 & G A Y D I I I C D E _C H 3 T L W_

GRCCAC CATCCTEEECATCARC ACCETRC TEGACCAGEUCEAGACCOCCEGRECTAGACT
46l - t——— = F———————— Fomm—m t———————— e +
CTaOTGGTAGGAC CCGTRGCCG TSGR GACC TOGTCOGEL TCTGGLGGCC TCLG TCTGA

GETEGTECT GG A RGO A ACC S OO T GO ACCATCACCC TRCOC CAC DO CARC A TOGA
142 ----——- - Fom——t————— t—— ot t—— +
AL RCGACCEETETCEG T TEEEEGACCHTCGTAGTGECALGLEGTEGGOET TETAGTT
v v _L A T A T B P G 3 I T ¥ F H F H I E
GoRGETGGCCCTCAGCALCAC LG LEGRGATCCCC T TCTACGGCAAGLCCATCCETATCSA
188l==r=—--—- o= Fo————— === fma o am—— Fommm e pm——— +
O T R A T L T TG T G G T T A G ARGA TG C G TTO N GE TAGGEATAGTT
E ¥ A L 5 N T € E 1 P F ¥ G X A I P I E
G AT ARG CELAGACACC TEATC T IC TGO CACRCCAAGALG AAG TG TGALGAGTT
114]1-—-=r===em Frw o ———— Fmwm— Fo e e Fo e ———— *
CoGGETAGT TCCCGCCOTC TS TOGAL TAGARGAC GLTGTCGT TETTCT TCACACTGETOGA
A I K G G B H L I F £ H S5 K K K C I E L

GG CGET TOCAC TG CCGACCCGRACT TRCGRUACCOGATGATGT C TCCGEACC TGCR

A A K L T & L G L H A W A YT Y R 6 L D ¥V
GG TeATCCCTACCAGCGGCGATGT GE TGS TGS TGGUCALCGACGC CCTOATSADCOG
182G lmmmmm———— P - t-————— = t-——————— F———————~= tem—m———— *
CRGGELACTAGGOATLGTCECCGOTACACCACCALDCACCOOTROUTOLGGEALTAC TG

8 ¥ I P T 5 & D OV W W WV AT D A L M T G

CT M ACCGECCATTTOGACAGE G T CAT AT CTARTACC TCTGTCACCCACACC G TGEA
13z2l---—————-— e —_—————— o — e s m————— F———————— e m————— -
SARG TeECCGE TAARGE TETCRCAL TAGC TGACATTATOOMCACAC T GGG TCTGECACCT
EF_T G D F D B OV I ﬁ__FL_}{__:__ﬁ;_J{__T‘th__T__}L_JE_
CTTCAG e TG AL AT CTT CACCATC GAGRCCACCACCG TECCACAGGATGCCETGTC
1381---==—=-- Fmm——————— tommmmm—— pmm——————— tmr—w————— Fmem - +
GAAGTCGGACCTGGCGTGqAﬂGTGGTAGC"CTGGTGGTGGCACGGTGTCCTECGGChCAE
_F 8 L O P T F T I _E_T T T W ® O D A W 8

— e e — — — —
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CAGAAGCCAGRGARAGAGGC G CACCGGCAGAGGCAGANCG GCATC TACAGAT TCL TGAL

TG AGAGACE CAGESG LA TG T T GATAGC AGCGTGC TETE TRAGTGL TACSACST
180 ] === rmm === fmama e o Fomr—wm——-—— L o ———— +
GLGACCGCTC T TGER TG R TACARGC TATC G TOGCACGACACAC TCACGATGCTGLG
PG E R P 8 6 M F D & 8 ¥V L < E € ¥ D A
CoGCTATGOC TG ETACGAGC TERCLCCAGCEGAGRCCACAG TGAGGLC TGAGHGOCTACCT
1361-——-—==—— Fomme———— e e - fom—mmm——— ¥
S GACACCCACCAT CCTCGAL TR TCLGETC TOG THTCACTCCGAC TCCCGGATGERA

B C A W ¥ F L T P A E T T ¥V R L R A ¥ L
CGARCACCCCTCGCCTECC TG TG TRCCAGGATCACCTOGAGT TCTEGGAGAGCGTG T T TAL
P Fm————— Fo—m— e oo e o Fommm———— +
S TETGREGACCAGACGGAC R ACGGTCC TAGT GGACC TCAAGACCCTETOGCACAARTE

N T P G L P W C QO D K L FE F W E 3 V F T

— — — — | — —— ——— — — — . — e — | —— — — —

GEGLATEGACCACCOGA TGO TG TOGCACE CACGE TCTCGEETCCGGEoAGLGEEE T
___F_Y_I.__'J_.h_Y__Q_h_T_V_C_h_R_h_Q_.I_P_P_ F__ 5_

AL TGS T T A A LT T A G CAC TAG TCCGAC T T GRGTOOGACS TRCCCOOATROGS
W Db o_M W _X C L I R L K P T L H G P T P

CCTOC TG TACAGACTOLGCGCCG TGO AGAATGAGATCACCCTGACCCACCC TATCACCAR

T GTT oG TGATG S CC TG T AT AGC GG A TG ACE TG TCOGO GGG TCCSOE TCCAT
1921 —---=m=— o= Fmm e mammn i —— fmmmm————— hmmm—————— +
CAAGCACTACCGGACATACTCGCGGL TEGACC TCOACCACCCGTCOCCGAGGLCGAGGTA
_F ¥ M A € M 3 M D L E ¥V ¥ G 8 G 8 G 5 M
CAGCTACACCTOGRCACGCCCCCTGATCACACCCTGT GLCECCGACGAGAGUARGCTGLC
198} -—----———— e ——— r———————— A ———— - —— o +
CTCARTGTGEACC TATECGCELCACTAG TG TGS RACACGEOEGCTCCTCTLA TTCGRACEGS
%8 ¥ T W T &£ A L I T B C_AR M E E S5 K L P

GTACTTGGGEGACTCO TTATCLGAC CACTCCOTCG TETOGTACCACATGTEGTEGETGGAG
I_H P L & W 8 L L B H H 8 M V ¥ 3 T T 3

-_—— e — — — — — —m— e —— ——— E— —_— e ———

CAGARGCGCCAGCCTGAGGLAGAAGARGGTGACC T TUGRCAGGC TGCRGG TGCTGGROGA

210 mmmm b = m i — e m o m g = mm = m b= = mm e m +

GTCT TCGC LG T GGAC TCCGTE TTE T TCCAC TEEAAGC TGTCCGACGTCCACGRCL TGCT
R_3 A S T R O K K v T F D R L O ¥V L D O
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CLTGATGTCCCTGCACGAC TTCC T CTAC TTCC GG TTC OGO TCCTGECAC TTCCGG TCTGA
_ﬁ__t__B__p__?__;;_ﬁ__ﬁ__}[_JL_};_ﬁ__A__S__T__H__K__ﬁ__ﬁ__L_

G TG TCTATCGAGGAGECC TG TAAGCTEACCCOCCC TCACASCCCCARGAGCARG TTCEG
222l e ———— b pm——————— Frr——————— T +
CGACAGATAGCTCC TCCGEACATTCCAL TR EE AT ZTCGCGETTC TG TTC AAGED

L ¥ I BE E A C K L T P F K 5 A K 5 K F G

GATGCCGCGGTTCCTACACTC T TCGGAC TCGE TOGTC TEGECACTTGE TGTAGECCAGACA
Y G_A K D V R S L S_9 R A V W H_TI R S V

GTeGGAGGATCT L TCCAGGATACCCACACCCCCATUGRCRCCACAATCATGGLCARGAA
234l e $mmmmm e Form e ——= fumm—————— Fmm b mwmm———— +
CRCCCTOC TAGACGACC TCC TATAGC TCTEGGGLTAGC TGTGGTGTTAGTACCEG TTCTT

COAGG T T TCTELOT GCAGCC T GAGAAGGHCORARGARRSCCCGOCAGSCTGATCGTGTT
240l==mmmm——— fmmmm————— Frmmmmmmm e ——————— homsmmm———— +

GUTCCACAAGARCGCACGTCGGGC TOT TCCCGCC TTCTT TCGGGC GG TCCGACT RGTAC AR
LE W F C ¥ 0 P E K C_G R K P A R L I ¥V_F

GLCAC TEGAC T AT TCACAC RO T T T TACCGOLACR T T A CACAGE TGGGA
P D L o W R ¥ C E K M A L ¥ D W v 8 T L

GCCCCAROCCETGATCGEC CCAGC TACGGL TTCCAGTAC AGUCCTGLC CAGAGACTGGA
b L et R PP A el R +
GGG Y GG AC T ACCCGEE B TCGAT o ARG CATGTCGGEACCGGTC TCTCACET
P_O_A_V M G P S ¥ G F Q@ ¥ S _P G _Q R_V_XE_
GT T TR TGAACACC TAGAAGAGCAAGAMATCCCCOATRGEC T TCAGC TACAACACCOG
2EBlma————— b ——— R e LT A" S bmmmmmn +
CRRGGACCACTTGTGEACETTCTCG T TC T TTRCGGGGTACCCGARAGTCGATGTT S TGGLE
F_L ¥ N T W_K 5 K K C p M & F % Y H T R

GTG LT TCGACAGCACAGTGACCGAGAACGAC ATCAGGACCGAGGAG TCCATCTACCAGTG
2E4l— = pmmm——————— Fmmmmmm——— Fmm—————— to— e Fommmm +
A GRAGC TG TCETOTCAC T SGU T T TGC TG TAG TCCTLOC T TCAGG T AGATGGTCAS

L _F D 8 T v T E_HW_D I R T E E S5 I Y 0 C
CTGTSACC TGRCCCECGAGG SCAGACASSCC A TCAARACSCCTAACCCAGCGGC TS TACAT
2Tl emmmmmmmn fmmmm————— e m———— hm o ———— dommmm————— +
GACKRCTGGACCGGEEGCTCCGAT TG TOOGG TAGT TTTCGGACTGEC TCGCCCACATGTA

o D L A P E A R Q9 A I K & L T E R L Y I
CoGCRGACE TCTGACCARCAGE ARGGCOCAGART TGTOGC TACAGAAGATGT AGGOCCAS
276l——————- e —————— b ————— bm————— L - ——— +
SECGCCTGGAGAC T C TTGTC ST T e L G T T TGACACCGATGTCTTC TACATCCCLETC
_G_G_F__L_T_H_S I'C__{-"_Q_N_C_G__I_R_R_C._‘R_A_S_
CHGCGE TGO TGACCATC TC T TGT EGCAACACCT TEACC TG TTACC TGAAGECCACCGLCGE
B e - e s mm o ———— Fmm *
GCCGUARCGACTGLTRGAGRACACCOT TECTGGESACTGGRCART GEACTTCCGLTCCLGGELG

& ¥ . T T & © G N T _L_T C_Y_L_K_L_’I‘_ﬁ_d\_
CTGTRGAGTCSCCAAACTECAGGAC TG TACCATG TG TOARCGGCAAC GACCTOC TSGT
BBl -————————- e m——— - e e mm———- A ——— o mmm——— 4
GRCATCTCGARCGET TTGACGT COTCACATGGTRACGACCAC TTGCCGTTCCTGRACCACTA
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CATCTGTGAGAGLGCCGLCACCCAGGAGEATGCOGCUTCCCTOAGRGTGTT TACCOAGEL
2941 ——-==—-= Fommmmm——— e - rmmm s ——— Fmmmm————— Frmmm————— +
CTAGEC AT TCOCCGCCOTOGOToC T CTACG LU GAGGLGACTC TCACARATLCOTOCG

_I ;__5__5__5__G__I__;L_; D A A 3 L R ¥V F T E A
CATCACCACATACACE GO e TCCCGG U GAC L TUC CoAG L COGAG TRLGATCTGGAGTT
3001l-mm o= e ————— o o Fo—rm————— *
CTACTCGTOTAT T CGCCCCCACGOCCGCTGEERGEEETCEEEC TCAT GETAGRACCTOGA

M T R Y S5 A P F G D P P QO P E Y D L E L

AT AL AL TEC T OO AL RATG T GG LG T GRC TCRACGRCGUCAGCGGCARGAGAGTGTA
el tmm——————— - e ——————— Fmmmm———— o mmm———— +
CTAGTGETCGALGRGGTCGT TRACACCOGCACCCAG TEC MGG TCGCCETTCTCTCACAT
_I_ T 8 € 8 8 W W 4 ¥V A_H D A 83 G K R V_¥_
CTACC T GACCAGGGAC oA C A T T GO A AR G CC TRCCRGACAGTLAGACA
3121 --------- = ———— o ——————— e e o *
GATGEAC TG TCCCTOGEE TG TGOOGAGACCGETC TCGGUGGACCCTCTGTICACTCTGT
_¥Y L T R D P T T F L A R Ah A W E T W R H
CACCCCOGTGARCAGC TGGC TRGECAACRTCATCATGTACGUCCCTACCC TG TERGACCAG
J1E]=mmmmmm e fo—mmsmm—— fmm e ———— e mmm————— fmmmm————— e m—————— +
GTGGGGECAC T TG TOGACCOACCCOT TG TAGTAGTACATGCGOGGATGOGAC ACCCGETC
T B ¥V H 5§ W L G W I I M ¥ A F T L W A P _
ARTGATCCTGATGACCCACT TCTTCAGCATCETGETGGLCCAGGACCACC TGLAGARGET
12dl=======—= Fmmmm————— Fmm—————— Fomm e te——————— +
TTACTAGGACTRC TGOGTCAAGRAGT LG TALGACGAC GG T TG TCGACC T T TOOG

CoTGGAC TGO AGATE TRCEGECCCTRC TACAGCAT CGAGCC T TGGACC TGCCTCAGRT
IMl-=—————=- t———— = e fo— e R i +
CCACCTGACGGTC TAGATGCCGCGERACGATG TG TAGCTCGCAGARCCTCGACGCAGTCTA

_— e e L T T — T s — — — — — — — — — — it

AT AGAG A TG A e TEAL G O T TGO C TGO ACAGUTACACCCCAGCCTSAGAT
136l-=———— =~ o ——— . —— - e —————— o o ————- +
GTAGCTCTCTCACC TG GLAC T GGG AAGTCGLAC G TGCTCLATGTCGGETOCGC T TA
I E R L H G L 5 A F 8 L H 3 ¥ 353 P G_E I
CARATAGARGTASCCACS TRCOTGAGRARGETSOGUS TG LA TETSAGRASTSTRGOGECA
3421 - == dmm s b ————— o e +
GTTATC T A GG ToGACGLAC T TT T GACCCGCACG G TOGAGRCTC TCACACCGCIEGT
N B ¥ A 3 C L R K L G ¥V P P L R ¥ W R H
CAGAGCCAGATCTGTGRAGGGCC ARG TGCTHTCCCAGGECGECAGGGCCGCCACCTGTGG
Jif e — = t———————— b e ————— m————— it +

G T TG e T ThGACAC TCCCCG T TOGACCACACGG T COCCoCGTOCCOLOGETGCACACT

CAAGTHECTGTTCHACTGGGCCGTGAGGHCAAAGCTGAAGCTGRCRCCCATCCCTGCCGC
3541--—-——--- Frmm————— t——— - 4o —mmm— - - Fmmmm———— +
GT T AT GG A ARG T TGRS A TCC TG TT T GAC T TC G AL TG TGO TAGGGACCSCG
_K_¥ L F N W A V_R T_K L K L T P I P A A
CAGCCAGC TG CACC TGAGEGEC T T TG TOLUC GG TACAATGOCGGCGACATC TACCA,
B0 === ——--~ o —————— Y el o — Fomm e ——— il +
TG TCGAC L TGGAC TG CACC AR GG CGATGTTACC SO G TCTACATGLT
S5_© L b L 8 G_W_F V¥ A G Y W G G D I ¥ K
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CAGCCTGTCCAGGGUCAGG CCTAGATSATCAGCAGC TCCAGCTTT

EL ] SR AT T L i Ll T L A

GToGGACAGGTCCCGG TG GATCTACTACTCCTCGAGLTCGARA
5 L 5 R A R P R * =
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Fig. 4
Proteina de fusién 4A-3-4B-5B (Hs) optimizada para Homo sapiens
KpaTl Necol
GECCGAAT TGEETACCGCC A CATGGGC ACC G TEETGAT TGTGLGCCGGATCATCCTGAR
--------- b ——— b — —}———— —————}

CCCGUTTAACCCATGGC GGTGG TACCCGT CECACCAC T AACRCCCGOOCCTAGTAGGACTC

M G 5 ¥ W I ¥ R I I L 8
CoLCACCCLRCACCEECCCCATCACCECCTACAGCCASCAGACCACAGGCC TR TEREETE
--------- T i ekt L T s
GG TGO TGO OG LA TAGTOGCGGA T TCG TEG T TGS TCT OO GACGACL TG AL
6 s G S A P I T A Y S 0 O T R & L L G C_
TATCATCACCAGCC TGACCOE CAGAGACARGAAT CAGGTGGACGGCCAGGTECAGE TG T
--------- o b e e ————
ATAGCTAGTLETCCC AT G T T TGTTET TAS TCCACCTAECSCTCCACGTCCACGA
GTCCACCGCCACCC AGAGCTTLC T GGCCACCTGTETGAATEGCG TEGTGTTGEACCGTGTA
--------- b st m A fm e s b m e ——— e ———

CAGGTOEGCELTOGE TC TCOASGGRCCOLTGEACATACTTACCGCACARCARCCTGGCACAT

CECCEEAGCCCECACCAMGAT COTOCCCGGACCCARGGLCCCCATCACCCAGRAT G TACAL
--------- R e e Bt
GCGGoCTOGECCG TCG T L TEEGACCOECCTGGGTTCLCGEGGTAGIGGGTCTACATGTG
A S A G 9 KT L A _G ? K G P I T Q ™M ¥ T

GTTGCACCTCCTCCTGGREEHCCCGRCCGGRCGGGGREGACCGCGGTETTCGTACTGGGE
N V. D @ D L ¥ G W_P A P F G_A R 858 M T P
TTG o ACC TG TEGCAGL AGCGACCTETACC TEGTEACCAGACACGCCGATGTGATCCOTET
--------- D T T T e it b
ARCETCGACACCGTOGTEEC TOGACA TGGACCAC TOLGTCTGTGEGLOCTACACTAGGGALA
C___ T_C_G_S_S_D_L_Y_L_V_ T_R_H_A_D_'U____ 1_ P_U'_
GAGGAGGAGAGGL GATAGCAGAGOCAGCC TR TG TE TECTAGRACCCGTOTCCTACCTGRA
--------- Fmmmm e s e e mmm
CTCC T CTCT oG TAT O T TG TO GG ACGACAGRGGATC THOLEACAGGAT LA TT
_H__R__F“_ﬁ__p__{_}{_J}__S__L__L__5__E__F__F__H__S__Y__L__ﬁu
GEACAGCAGIGGL GGACCCC TG T TGO CAGEGHCC AL AT TOOGCATC TTCAGAGT
--------- e s am e —ammmb— 4
COCGTOGTLGUCGCCTELGGACGRACACGEROETCGECGGTECACCACCOGTAGAAGTCTCG
G % 9 ¢ G P L I ¢ F B G _H_V ¥V G_I F R A
CGCCETETGTACCAGA GGG TG ARG CGTGEAT TTCAT CCCCETGOACAGTAT LA
--------- e S s LT
GEGECACACATGGTCT COGCACCGGT TCCGLEACCTARAGTAGGLGCACCTCTCGTACCT
_k__j{__C__jL_}&_ja_:{_il;_jg__A;J}[JJQ__F;_I__F__J{__E__B__!{__;_
GACCACCATGAGGAGCLCCGTGTTCACCGACAR TAGC AGCCCOCCTGCCGTGCC TOAGAS
--------- o e s

CTECTEETACTCC TCGLE T ARC ARG TGO TRT TR TCG TCGEREGGACGECACGGAGTCTG

CAAGETCCACCAGE TeGAC G ToCOGEE O TG CGAGG COGTTUTCG TGGTTCCACGGTCG

82



ES 2387321713

e v AR H L H A P T G 5 G K 5 T K Vv P n

72]_ ————————— ———mww——— trm o —mwrr— Fw—wemm——— + ------------------

GEGEC T TG ECGCCTACATGAGCAAGGCCCACGGCATCCAGCCCAATATCCGGACCGGAGT
Bl - frmm—————— E L T T e e e
o GARAGC G CGATCTACTCG T T CCC GG TGO TAGC TCGGGTTATAGECCTGGCCTC A
G F G A ¥ M 8 X A H g 1 EFE P N I H T G V¥V

g41 ———---~~- t———— - ¥y - t———————— - F-——————— +
T TG TAGTGS T TC CGC CGGCATAG TOGATATCGLGRATGOCGTTCRAGGALLGGET
R T &I T * o & 2 I T ¥ & A ¥ & K F L A D

F] =e—memm——— D o mm——— o ————— o ——— o ——————— +

F G GAR AT G CTCGG AT G TG TAGTAGTAGACRC TG TCRCGLGTGT G TEGOT
& G € 8 6 & A ¥ D I I I C 0O E C H 8 T D

961 _________ o mmmaam —— e i m L LT L dmm e s mEm- - o,

RCTGGTEATOCTALCCACAGOCACRCCOCCTGGCRGCATCACCOGTGCCC CACTCCAARCAT
10Zl=== === m=- b mm—————— Fommmm——— F——————— Fm—m———— fm——————— +
TGRCC AL ACGAC L GERTGTCEG TG TEHELGGRCCGTC R TAGTGECACGHGG TG EETTGTA
L ¥ ¥ L A T MT P P G 3 I T V¥V F H P N T
CLAGGAGG TLGCCC TEAGC AR A CCCCGACAT U CCCTTCTACGECARGECCATCCCTAT
108]lewm e e —————— o ————— o ——— o ———— e ——————— +
Fe e TeCACC GG ACTOR T TE TGO CGCTCTACCOGARRGR TGCCC T TCCCC TAGSGATA
_E_EBE ¥ A L S5 N T G E I P F Y G K A I P I

CERGECCATC ARG ECEECAGACAC CTGATCTTC TGO CACAGC ARG ARG ARG TS TGACGA
l1141---—\———- +——_ —_ F——————— ——————— —— +
CCTCCGGTAC T T GG TCTE TEEAC TACAAGRCGGTECTCO TTCT TETTCACACTLLT

GO TG G ARG TR AL GG C TG C TeARCGCCETGGC CTACTACRGAGGICTGER
120Ll-===---—~ Aromemmm—e o m——— temmm oo oo e to—m e *
A GO L TTOGAC TG ACCCGER L TTCLGGCACCGLATGATO TETECGGACCT
_F;_ﬁ__F;_H__F__f__G__FL_5E_J1_J{_JE_Jﬂ__ﬁ_;{_,!__ﬁ__q__L__D_
CETGTCCGTEATCCETACEAGC G GATL TEGTLG TG TGO CATCGALGCCCTGATGAL
126]-=r————~ Ao mmm e P ————— ————— Fo—— +
GOACRGGURETAGGEAT BETCE CLGCTACACCACCACCACCOG TEGETECGGOACTACTE
¥ 85 v I P T 5 G D ¥ v v wv_a T D A L M T
CGGLTTCACCUGCGATT TCGACAGEGTGATLGAC TG TARTACL TG TG TRAGCCAGACCET
1321-=-=-cm==== = b= m - i ——— e a—m e m—————— +
GLCOAAGTLGLCGC TAAAGC TG TCGCACTAGCT GACATTATOGACACAC TGGGTCTGGCA

& F_T G D F D 8 ¥ I D ¢ N T C V T QT VvV
GGAC T TCAGCLTEGACCLCACC TTCACCATCGAGRACCACCACCG TGCCACAGGATSCCET
138l----=-=== fmmm pmm Fmm———- e il Fosmmm———— +
CCT ARG T GGACCTGEGGTEGARG TG TACC TETEE TEGTCRCACGETATCCTACGECA

——— — — — . — — e e T e e —m — | —

GT¢CRGHAGECHGAGﬁAGAGGCGCCHCCGGGAGHGGCRGEAGCGG;nTCTHChGHTTCGT
l49)-—==----- F-—= = P s s e e s o m———————— ¥
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| CAGGTETTCGGTCTCTTOTCCGCGG TEGEEGTCTCOGTC TTCGOCGTAGATGTE TARGCA

— — — e T o n — — — i e — | — — — —

CEeCC GG TETGCC TG TACGAGUTSACC CCAGLCSAGACCACAGTGASGCTCAGGGECC TA
158lmmmmm e fmmm————— b ——— e brmm—————aa e +
GG GACRCGGACCAT G C TG A TG GGTCGGETCTEE TG TCACTOCGAC TCCCGGAT
_ﬁ;_ﬁ__ﬂ__h__w__rﬁ_:__p__g__2__a__g__t_;{_j{_}{_}L_}L_j;_r_
CCTRARCACCCCTGECCTECCTG TG TGCLASGATCACCTGGRGTTCTGGGAGAGCETET T
1621-===mmmmm tmme - tmmmm———— b ———— b ————— o —mmm +
GGACTTGTOGGEACCGGACGGACACACGGTCCTAGTGGACC TCRAGACCC TCTCGCACAR
L N T P G L P WV c O D E L E F W E =5 WV F
AT AL S AT AT CEAT GO CACT T C TEAGE CAGAOCARGCAGGTCOGC GACARA
legBl========- —_———————— t————————- o ———— o ——— temrmm———— *
ATGGECCGGACTGRETET AGC TACGGG TCARAGACTCEETC TECTICGTCCGGCCGCTGTT

CT T oCCCTACC TG TEECCTACCAGGCCACC G TG TG TECCAGAGCCCAGGCCCOTOCOCC
1741————————- Frmrr————— Fromm——— tr o —— Fommr - ——— hm—————— +
GARG GG AT S ACCAC GG AT G PO GG TE G RCACACG A TCTOGEGTCCEEE CAGGEESE

ARG TEGEHACCAGAT G TGoAAG TGO TGATCAGGU T FAAGCCCACCT TGOCACGGCCCTAL
10l === === fmmmmm———a Fmmmmm———— fmmm————— Fmm————— ———— +
G oGRCC T T TRCACC TTC A GGAC TAGTCOGAL TTCGGEE TEEGACG TGO CGGGATE
2 W D o0 M W K o L T R L K P T L. H G P T_
TR TG TACAGACT OGS ETOCAGAATGAGATCACCOTGACCCACCCTATEAD
lagl=-—--—-v=m Fmro—mm——— o oo m———— o dmm————— +
GG ECEACGACATGTCT GAC GGG T TAC TC TAG TGGGRAC TGOG TEGGLRATAGTG
FP L L ¥ R L @ A v 0 W E I ™ L T H p T T

GTTCARGCARCTACCGGRACATACTCOCGGCTCLACC TCCACCAC AGLGACTACCGGARGTS
K F ¥ M A T M 8 A D L ¥ ¥ ¥ 8 L M A F T

CGOCAGCATCACAAGCCOCCTRACCACCOAGARTACCO TGO TG TTCARCATCCTGGERES
1981-———nmnmn P fmsmm———— bmmm——— tmmmm———— $rmmmm———

GCGGTCGTAGT GT TCEEGGERC TGE TEEETCT TATGE CACGAC ARG T TGTAGGACCCGCE
A 8 I T 8 P L T T OQ WN_T 1L L F W I L & &

CRCCATGETGTACAGC ACCACC TCCAGRMG LG CAGCCTCACCC AGAACAACE TRACCTT
21Hl = ————— b — = hm————— o mm——— o —_— ——— - +
CTCGTACCACAT G T LGT C G TGGAGG IS T TC GG TCGGAL TECGTE T TE T TECAC TEGRA
S M v_¥ & T T 5 R_5 A5 L PR QO K K ¥ T F_
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CGACRAGGCTGLAGG TG TGGACGACCACTACAGGLACETOL TGRAGE AGATCAAGGLC AR
Efl-———---- - mm——— e ———— Fom—m—— - e ————— e ————— +

GCTG I CACLTCCACGARCL TCC TGGTGATGTCCC TGCACGAC T TCC TC TAC TTOOGETT

C_R_ L Q V¥ L b D H ¥Y R D V L K E M K A K

CCoGTCGTEGCACT TCCGGTCTGACGRCAGATAGETCETCCGGACAT TECAC TGEEGGGE
A 8 T ¥ K A R L L & I E E A © K L T & P

—_ e e — e e e e e e e e e . e — T T

AGTGETCGC GG T TC TG T TCARGCCGAT GoC LG TTCCTACACTCT TOGGAC TCETCETC
_H_8 A X & K F G Y & A K D ¥ R 8 L 8 5 R_
AGCCGTOAACCAC AT OGN CTGTETGGGAGGATCTECTEGAGGATACCGRAGACCCCCAT
240 ] mmr = s - ——— fm———— b e ———— e ————— +
ToGECAC T TG TG TAGGL CAGACACAC CC T TAGR GACCTCCTATGLL T TGLGGL T A
__&_j{_}t_ﬁ__{_jtﬁﬁ__?__ﬂ__;__p__h__h__s__D__I__E__T__P__l_
CGnCACChCAATCHTGGECAAG&HCGHGGTGTTCTGCGTGChGCCCGAGAAGGGCGGHAG

2461--—--———- R B o m o e 4o +
e TCETCTTaACTAC GG TTCT TG P CACARGACCCACGTEGRLCTETTCCCECCTTE

ARG O AGGE T ATCG TG T TCLC TERCCTRGGAG TEAGRG TG TGTGAGRACATLGC
JEl]l=mmmmmamn hmmmmmm——— fm - fmmmmmm——— o mm—m————— b m————— +
TT TGO GG TCCGAC TAGCAC ARGGEAL TGGAC COTCACTC TCRCACACTC T TCTACCG

_K P A R L I ¥ F P D L & ¥ R ¥ C E K H A

CCTGTACGACE TGE TG TCCACCC T GO CA GG U TCATCEGCCECAGITACCECTTOCA
25B]1-————===ax e mma- g g - e *

GOARCATGC TGRS ACAGGT GEGACGGEGTTCGECAC T AL o GEEL T GATOCOGRRAGET

L ¥ b V. ¥ 8 T L P Q A YV M G P 35 ¥ G F Q

GTACAGCCCTOECCRAGAGRGTEEGAGT TCCT oG TERAC AU TEGAAGAG CAAGRART GCCO
e R L o ————— Frm————— e e m———— +
CATGTCOGGACCGETCTCTCACC Y CARGGAICACTTETGCACCTTETCSTICTT TACGGS
_f_ 8 P G O R_¥V E F L ¥ N T W K 8 K K C P
CA”GGGCTTCRGC”HCHACACCCGGTGCTTCGAERGCHCRGTGACCGAG%ACGACHTCRG
P o= b - Forw——————— - b — —— +
GTACCCGARGTCGATGTTGT GEGCCACGAAGCTOTCGTGTCAC TGO TCTTGETOTAGTS -
_ﬁ__q*_F;_ﬁ_ﬂj__ﬁ__T__F;_F__F__D__s__T__v__T__E__F__D__I_&E_
GROCGAGEAGTCCATCTACCAGTG TG GACC TG CCCOCGAGHGICAGRIAGGECATCAND
27fl———————— e ———— N T e e 4o smmmmam +

CTGGCTCCTCAGGTAGATGETCACGAC AL TGEACT GLEGLETCCGETC TG TLCGETAGTT

—— — — — — — — — T — —— ——— ——— e o m— —u—r—— -

ARGCCTGRCCGRGOGOC TETACATCGOC GGACC TCTGACCAAC RGO ANG GRCCAGRACTS
2821---~——-~=- dmmm————— tor e m———— F————————— e Fomm—————— *
TTOGCA TG T G ACA TG TAGC L GLCTERAGACT GG TTGTCGTTCOCGE TCT TGAT

SGCTACAGARGATGTAGGGCCAGCGGCETGCTRACCALCTCT TG TEGCAMCACCCTOAL

288l === - o - b ———— e ——— e —— +

ATCGRTETC T TCTRCATC G T e CACGAL THOTOGAGARCACCETTGTGEGACTG
Lo, ¥ R R C R A & G ¥V L T T S5 € G N T L T

GACﬁATGGACTTCCGGTGGCGGCGGRERTCTEGGCGGTTTGACGTCETGAEHTGG&ACGH
CYLKAT&&CRE&KLQDCTHL
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GETGARCGC CAACGACC TG T T GATC T T AGAGCGL COLC AT CCAGCGAGGATLLOGE

CTCCCTGAGAGTGTT TACCGRAGG CCATGACCAGATACAGCGOCC CTCCCGGEGRACCCTEC
nel--------- o= trmm—— o e fommrmsm—= +
GAGGGACTC TCACARAT GOCTCC GO TAC T GO TC TATG TCGCEGGGAGGE T CTHEGAGE
¥ L B ¥ F T E A M T R Y & M P P &G D P B
CCAGCCCGAGTRCGATC TGGAGE TEA T ACCAGCTGETCCAGCAR TG TGEEL GTGGLTCA
3 - TR fmm————— = R i L ——————— pm—————— - +-
GGTCGGGCTCATGUTAGACCTCOAC TAGT GG TCGACGAGG TCGTTACACCCOOACCGAGT
Q9 P E Y D L E L I T S G B S N V G ¥V A H
CGACGCCAGCGRCARGAGAGTGTACTACC TGACCAGGGACCCCACCACCCCTCTGGLCAG
31Bl--====m=- b m——————— o m———— pmmmmm—m—— fm————— o +
CeTGCGGTC Ao CGTTC TO TCACATGATGGRACTGETCCCTSGLGTOLTCLGCAGACEGGTE
b A 2 3 X R V ¥ ¥ L T R D P T ¥ P L A R_
AGCLGOCTGEGAGAC AGTGAGACACACCCCCOTGRACAGC TOGCTGGGCRRCATCATCART
324l-mmmmmm e A Fmmmm————— tmm——————- e Fmm——————— +
GG GGACCC T TG TCACTC TG TG T GGGGGEACTTGTCGACCGACCCOGT TGTAGTAGTR
A K W B T Vv R H T F V.M 8 W L 6 N I T M
GTACGCCC L TACC T TG T GRGCCAGAATRATCCTRATRACCCACTTC T TCAGCATSCTGLT
330k --rr e o to——— - fm—r - Ao Ho e +
CATGOGEEEAT GOGACACCOGOTCTTACTAGGAC TACTGOGT CAAGARGTCGTAGHACGA
¥ A B T L W M B ¥ I L M T B F F 8 T L L
GuEECAGGAGCAGCTGGAGHAGGCCCTGGACTGCCEGRTCTACGGCGECTGCTiCRGCAI
3AGl-—=——— e m . — = — - - mmaee - e —— Frm o ————— +
CCGGGTCCTCG"CG&CCTCTTCCGGGAECTGRCGGTCTAGHTGEEGCGGACGHTGTCGTA

GUTCGEAGACC TGEACGG ARG TCTAGTAGCTETC TGACGTGCCGGACTCGCGGARGTCOGA
E_ P L D L P @ T I E R L N CL S ALY 4L

CCACAGCTACAGCCCAGGCOAGATCAATAGAGT OGCCAGETGCCTGAGARRGCT GGGCLT

COTETCGATOTLGEETCCGCTUTAGT TATC TCRCUGETCGACGGAL TCTTTUGRCCTGOA
_H =2 ¥ s P & E I W R YV A S5 O L R K L GV

CCCGCCGICCCOGEGOTEEACACCGT TCATGGACARGT TGACCCOGCACTCCTGTTTIGA
B 6 R A AT C G W Y L F N W _A VWV R T X L

GARAGCTGRCACCCATCCCTGIOGETAGE CAGCTGGACCTGHGCG GUTGGTTCOTOOCCOG
J66Ll-mm-——-——- - o - T A —— ¥
CTTCGECTGTECGTﬂGCCACGGCEGTEGGTCGﬂCCTGGﬁCTCCCCGhCCﬂAGCECCGGEC'

-—— e E— e e e e T — — — — —— — — — T — —
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GATGT TACCGCOGC TGTRAGATGLGTGTCGGALAGGTCCOGETCCOGATCTACTACTCCTCG

AGGTCGRAARCARGGG
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Fig. 5
Proteina de fusién 4A-3-5B optimizada para la expresién en: Pichia pastoris
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GCTCCAACTEET TC TGO TARG TCCAC TAASET TCCACC TG T TACGC TGC TCARGC TTAL
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Fig. 6
Proteina de fusién 4A-3-4B-5B optimizada para la expresion en Pichia pastoris
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ARCCGROCACGTTTCICAGGT TAGTGAGTC TACAT GTGTTTGCAACTGGTCCTARACCAR
L A G P K 5 P I T @ M ¥Y T N ¥V D g D L V
GETTGGCCAGCTCCACCAGGT G L TAGATCCATGAL TCCATGTACT TG TCETTOCTCOGRE
--------- o ——
ARG TR GE T GG TCCAC CATCTAGG TACT GACG TACATGAACAC CAACOAGGCTG
G_W_F A P P G A ® 3 ™M T P C T C G 8 3 D

AN A TGAACCAATGATCTGT AL GACTGERAT AGLGTCARTCTTC TTC TEC TCTGAGGTET
L ¥ L ¥ T R ® A D ¥V I P ¥ R R E G D B R __

_________ e e e e e e e e ———

CCTAGARRACARCACGESTTCTEGTCAARGARTGARC T TCOC TAGAAGCCCACCAGLGTARC
8 8 L L S_F R P_V_ 85 Y L XK G 8 5 G G P_L

ARCACAGGTAGCCCAGTGCAAC AAL CAT AARAGTC TCCACCACARRCATGATCTCCAC AR,
L £ P 8 &£ H ¥ ¥ @G I F R A A ¥V C T R G ¥

—— e e i e E—— e — E— — — — — — — — TR E— — w—

COATTCCGACARC TGRAGTAGGETC ARCTCAGGTACCTCTGATGARTACTCTAGGCEETOAA
A_K A Vv D F I " ¥ E 5 M E T T M R & P V

TTCACTGACAACTCTTCCCC AL TR TG TTCCACRAACTTTCCARGT TECTCACTTGLAT

--------- T e e L S P TR
EBAETGACTOT TORCARGEEE TG GACGACARGGTE TTTGAARGGT TCARCGAGTEAALCGTA
F T D W 3 5 F P A ¥V P O T o ¥ A H L H

CGAGGTTGACCRACRCCAT TCAGGTGAT TCCAAGGTCGACCAATCCGACGACTTCOAATG
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ACARACTAGTC TARCT TCLGG T TCARACC TGO CAGE T TGAGG TAACAACATETCTAACCCA
C_L I R L R P T L H & P T F L L Y ® I &
TG T T AGARCGAGATCAC T T TEACTCACCCAATCACTAAGTTOGTTATGGUTTOCATS
lfGl=mmmm e == A —— e o — - Femmmmr = +
CEACAAG TCT TGCTCTAG TEARACT GRGTGGUTTAG TGAT TCAAGT AR TROCGAACGTAC

TG TEAC T TRGRAAGT TGTTTCCTTEGATGOGCTTTCACTGCTTCCAT TACT TOCCC AT TG
18]l e e o ———— Fr o ——— e ———— fmmmm————— O e +
AGACGACTSAACCT TCARCARRGGAAC TACCGARAC TCACGAMG GTAATGARGGCGTRAT
S_A D L E V_V_S5 L M A F T A 5 I T 3 P L_
ACTACTCAGRACACTTTGTTGT TCARC AT ST PG GAGCA TG DG T THCAGCTCAAT TG TOG
198] - m === = Fmm——————— frmm .- fmmmmmm——— b e = m——— +
TGATGAGTCTTGTGAAACAACARGTTGTHGAACECTCCThCCEAACGTCGAGTTHAEAGG
T T @ N T L L F NI L GG WV AAQJ LS
ATRTCCTACAC T TGGAC TG TGCT T TEATCACTCOR TG TG TECTCARGARTCCRAAGTTE
04l-==mmmmmm fmmmmm——— Fom——— = +————— e — e ——— Fo—mmmn——— +
A AGGATG TCARCCTGAC T ACGARRC TAGTGAGGTACACGACGAC T TCT TRGST TCARL
M 8 ¥ T W T & A L I T P C A A E T 85 E L
CCAAT AR AT TETCCARC T T T TO T TSAGACACCATTCCATROT TTAE TCCACTTACT
e s L P bm—— b e Mmmmmam——— R .
GoTTAGTTEGGTAACAGST TERG AARCARC TCT TG TGAGGTACCARATGAGGTGATGA

TCCAGATCOGCTTCC T TOAGRCAGAAGARGGTTACAT TC CACAGATTGCAGG TTTTGGAD
glelmmmm e R o rwmm——- frmm—————— fe— e —u - e — e ——— +
AGGTC TAGGE S ARG AR TC T T TTC T TCCARTG TARGC TG TC TARCE TCCARARCC TS

—— ey — et e L T e — — — — — — — — r— —— — —
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GACCACTACAGAGATST T TTGARCGAGATGAAGGE TARAGGC TTCCAC TG TTAAGGCT AGA
220 ———— b———————— L it L L frmmm————— dmmmm————— e —————— +
CTGETGRTGTCTC TR AR ST T T T A T TOCGRT T COGAAGLTGACAATTCCGATCT
b H Y R D V L H B M K A K A 3 I V K A R

ARCAACAGGTAACTCCTCCGAACAT TURAC TGAGGTGETE TGAGACGATTCAGGTTCARA
L_L S I E _E_A_C K L T P P H _S_A K S K P

CCARTGLCACGATTCC TACARTCTAGEARCAGGAGGTL TCGACAARTTGGTGTAG TCCAGA
G ¥ G M K D ¥ R 3 L 2 494 A A Y W H I R 3

GITTGEGAGGAT ITG T TGEAGGACACTGAGACTCCAATCGAC A TACTATCATGGO TARG
2401-———=-=- —————— o Frr e ———— e hd Fmm——————— +
CAARCCCTCCTARACARCCTCCTGTGACTCTCACGT TAGCTETEATEATAGTACCGATTO
¥ _W _E D L L E D T ®E T P_I 0O T T_ I M A K __

AACGRGGTTT I ET e T T ARC ARG AG A RGGG TG G ARG ARAGCCAGC TAGATTGATCSTT
2l e ———— e ———— Fmmm—————— e —————— e ——— +
TTOGETCCAARRGACACAMG T TGGT CT O T TCCCRCC T T TT TGS T GATC TARCTAGCAR

ARG GG T TGARC CCACAR T CTCARRCACTCT TC TACCGARRCAT CCTGL ARCARRCE TGA
F P D L G ¥ R ¥ C BE K M A L Y D ¥ ¥ 3 T

—e e e e —  — e — — —_— —_—.—_——_— —_——_——_— ——

GAGTPCT TG TTARACACT TGRS TCCARGRRAT G T CARTGLGATTC TCC TACARCACTT
2E{lem e T e ————— #mmm— e —————— +

CTCAAGARCCRATTGT GRACCTTCAGET T TTTACAGGT TACCC TARGAGGA TG T TGTGA

E_F L v N T W K 53 K K C P M G ¥ 5 ¥ N T

TGTTGTGACT TEGC TUCAGARGC TAGACAAGC TATCAAGTCC TTGAC TGAGAGATTGTAL
2T1pl==mmmm———— e Fo— e ———— fo—csmm—— o —— e —— e — +
ACRAC R TGRACC GAGGTCT TCGATCTGT TCOATAGTTCAGG AAC TGACTCTCTAACATG

ATCCCTLRETCO T T TEACTARC TCCARGGGACAG AR TG TG TTAC AGAAGATGTAGAGCT
2R lmsmua A Fmmmm———— e ———— dm e ——— Fmmm——————— +
TAGCCACC RGEGARA I TGRT T GAGGT TCCC TG TC T TRACACCAATGTCTTC TRCATC TCSA

— . e o — —
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COARCATCTCGACGAT T TAACGTCC TGRCATGRTACAACCAATTGCCAT TG TGAACC AR

—— — — e e i — — —— — — — — e e e . —— ——

=]

GTTATCT T A TOC o T e TAC T AACARGATGL TG TTCT TTGAGRG T T TTCACAGAS
00L--—------ oo +
CARTAGACAC TCARGEGAC CATGASTTCTTC TACGRACGARCARAACTL TCAARRGTGTCTE
v_I_C & S A 6 T Q E O A A 3 L R V F T E_
GCTATGACTAGATAC TCTLEC TCCACC TGO TGATCCACCACAARCCAGAATACGACTTEGAG
306l=~—w—m——— oo e - rr—————— Fomr e ——— o +
AT TEATC TATGAGACGAG G TEGA TR TACGTGLTCT TG TCTTATEZ, TGAACTTE
&_J%_J[_jL_?__S__ﬁ__E__!_J1_5L_P__P__i__P__E,q!_Jl_}L_}L_
TTEATCACTTCCTGTTCC TCCAARTE TGO IGTIGLTCACGATGE T TOC GRAARGAGRGT T
J12l==m bmm o mmm——— m———————— m———————— hmmm - “
ARCTAGTGARGGACARGGAGE T TACARCCACARCCAGTEC TACCAAGGCCT'T TC TCTCAR
L I T & 'C 85 S N ¥ G ¥ A H D A 8 G X R _V
TACTRCTTGACTAGACACCCAACTAC T ATTLGC TAGAGO TGO TT GOGAAAC TG TTAGA
JlElem— e ——= - e ——————— Rt o mr - e ————— +
ATCATGAR TLATC T TG GG T PGRTCRAGG TARCCGATCTCOACGAACCCTT TGACARTET
Y__Y__L__j__ﬁ;_p__F__T__T__E__Q__A__E_;ﬁ_;g__ﬂ__;__ﬁ__ﬂ;_ﬁ__
CARCACTCCAGTTAARC TCL TG T TGO TARRCATCATCATGTACEE TCCAACTTTOTEGELT
341l-————-———- ——_—— ——— —— F——— ———_— +
GTETEAGGTCARTTGAGLACCRACCCATT G TAGTRGTACATGCGAGG TTGARARCACCCGA
H_T ¥ ¥ N _838 W L G H I I M ¥ A F T L W h
AGAAfGATCTTGATGAETCACTTCTTCTCCHTCTTGTTGGCTCAHGRGCAATTGGAAAEG
A30l-=--=-=——- Fmmrm e ——— Fmm—— Frm————— it e +
TCTTACTASANCTAC TGAGT GRAGAASASGTAGARCAMCCSAGTTCTCGTTRACCTTTTC
R_ ™ I L ™M T H ¥ F & I L L A Q E QO L E K

GCTTTGGECTGTCAGHTTTREGGTGCTTGTTHCTEERTTGRGCEHTTGGACTTGECACHE

AR mmmmm i o
CEAARC CTGACAG T TARA T G C A G AACAATEAGG TARC TCGG TRACC TGAACCOTOTE

ATCATTGAGAGAT TCCACGE TTTGTCTGC TTTCTCTTTGCACTC T TAC TCCCCTGETGRAA
i421-——-—--—— Fo————— o ——————— t——————— o d—m +
TAGTAACTCTCTAACG TG CARACAGACGARAGACARAL GTHAC AR TGAGEGCATTRCTT

ATCARCAGAGTTEC T TC LT O T POACAAAGTTECETGT TCCACCAT TRAGAGTTTGLAGA
FJAL———— e fracmam——— pmm—————— fo— s aman Fmmemmm——— - ——— *
TAGTTGTCTCARCG AAGCACAARC TCTTTCARCCCACAAGETGCTAAC TCTCAAACCTCT
I_¥ R ¥ A 85 _C L R N L & V P P L R V W _R
CROAGAGCTAGATCCGT TAGRAGC TAAGT TG TTGT COCAAGE THGAAGARGCTOUTRLTTGY
3idlmmmm e mm pmm—————— e Fmmm——————— Fmrwm————— e ——— =}
GTGTCTCGATC TAGGCARTC TCGAT TCAACAACACCGT TCCACCTTCTCGACGATSRACK
H_R_A R 8 VvV R M K L L 5 O & G_R A A T O
CoTAAGTACT TG TTCAR S TGGG e TG T TAGAACARACTTOAAGTTGACTCCTATTCLTGCT
FEQL— = - o - Fo—m—e— e Fomme e +
CCAT TCATGARCRAGTIGACCCGACARATCTTGTT TCARC TTCARC T GAGCAT AAGGACGA
G_ KX ¥ L F N W A ¥ R T K L K L T 2 I P A
G TTCCCAATTOGAT T TG T GG TTGOTT TR TGO TGO T TACARC GG TEETGACATCTAL
3E6l---—=--—— Femr—————— dom e fm—— o= Fomrm e il +
CGRAGGLT TARC CTARRC RGO AACCAARC RACCACCAR TG TTGCCACCAC TG TAGATG
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CACTCTTTGTCCAGAGCTAGRCCARGATAATAGACTAGTGGATCC

3721 -er——mmm= PO PO P P
GTGAGARACAGGTCTCGATCTGGTTCTATTATCTGAT CACC TAGS
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H 5 L 39 8 A R F & + ¢

98



61

121

181

241

301

Jel

421

481

861

ES 2387321713

Fig. 7
Proteina de fusidn 4A-3-5B optimizada para Escherichia col
A GAAT TG TACCATGEGGAGCSTTGT TAT TGT TGGCCGCATTATTC TGAGEGGTA
--------- L el Lt T et 3

ToCCGCT TARCCCATGGTAL PO TG AACARTRAC R RCCGGUGTAATAAGACTCGCCAT

CCGﬁCREECﬁGHGETTTCTGGCGACCTGTGTGAATGGTGTGTGCTGGECCGTTTATGCCG
————————— e T hmmEEmE e mdmE s himmmmm e o}
GELGETGGGT CTCGAARCACCGC TEEACACAC TTRCCACACACGACCTGGCARRTACGGT

A_T 9 8 F L A T C VvV N G V C W T V Y A G

GIGLLGGTAGUARARCCE TEEUGRGTCCERAAGE TCCGAT TRCCCAGAT GTACALICARCG
e e e e = — = — ===
CRCGECCATCGTTTTGGGACE GO CAGGCTTTCCRGECTAR TGS TCTACATG TGS T TG

A_G 3 K T L AR & P K G P I T O M ¥ T N ¥

— — — — — — — — — — R —mm— — — — — — —

TEGATCAGGAT CTGAT TEG T TG GCCGGL GO LG COGETGCCCGTAGCATGACCCOGTGTA
T et TR e L N et |
RCCTAGTCC TAGACCAACC AR CCGCC LG CGECCCAC GEEUATCS TAC TGSGGCACAT

b Q@ O L v O W P A F P G AR B M T P C T

GGRCACE&TCGTCGCTAGACHThGHCCHHTGGGEAGTACGGCTHCHATAAGGCCAAGCﬁG
C &G 5 &2 p L ¥ . ¥ T R W A D V I P ¥ R R

CAGCACCACTATUGGCAC CATCGGACCACAGAGGCGCAGGCCARTCGATAGRCTTTCCAT
_R G D 8 R & 8 L L S P R F V 8 ¥ L K G_5

— — — — — — — — — g

GLAGCGGET GG TCOGC TeL TG T TCCGAG COETCATET GG TGE G TATTTT TCETGCCGOCE
--------- A o e e e ——_——

CETOGCCAC CAGGCGACGACACAGGCTCHFOCAGTACACCACCC A TAAARM R G RCGGCGGE
3 & ¢ P L L & P S & H ¥ V. G I F R A a Vv

CGTACGCAT CGGEECACAMA T GLC TAT TATCG TCGEECSGL CECCARGECO TC TGLAARG
__!L_P;_5__E_Jﬁ_jl_?__D__ﬁ__&_}L_P P_A VvV P 0 T F g

AGGTTGCCCAT O TGCA TG GL CCACE CETAGCSG TARARGCACC ARRG T TC CGECEE0GT

T AR GRE T ARG A GO TGO CATCGCCATT I TCG TEET T TCAMG SCCGECGER
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v _ A H__}L_ﬁ__ﬁ;_ﬂ__T G 5 6 K_S5 T X Vv P A A Y
ATGCOGCCCRGEET TA TAAARGTGC TG TG TGAATCCoAGLG TG GLGOIGACCCTGGUTT

T2] =m=mmcm—-—- o - — - w—a—-— L e T ] hom———— +
TACGGCGGETCCCAATATT TCACGACCACGAS TTAGECTCRCACCGCCGCTGAGACCCAR
_A A O G ¥ K W L Vv L M P 8 ¥ A AT L & F
TG TG TAT A TCAGC ARG CCCATGGCAT TCARCCGAACAT TCCTRACCCECGTTCGTA

18l ~——====== e ———— fmmmm————— e Lt - bmm——————— +
ARCCRCGGATATACTCGTTTU GGG TACCGTAACTT GG TTGTARGCATGLOCGEAASCAT
G A Y M 3 K M H G I E P W I R T G ¥V R T
CCATTACCACCGET GG CCGATTACE T ATRSCGOC TASGGCARATTTETOGOSGATSL TS

B4} -=~-—-—rma= e ———— ¥mmmmmmaa- e m———- Femmmmmn—- L +
GETAATEGETGECCRACCGGGUTAATGGATATCGCGGATGLCGT T TRARGACCGCC TACCAL
__I__I__T__ﬁ__ﬁ__?__l__T.d3__Fﬂ_F_&?__F__E__FL_F__ﬂ__D,_F__G
GCTGTHGCGGTGGEGCCTATGHTATCATCHTCTGTGATEHATGCCETAGCECEGATTGGA

201 -~ Fomm—-—— Cet e ——— tom—mm——— temmrm———— tomrmm————— +
CEACAT G ARG GEATACTATAGTAGTACACACTACTTACGGTATESTGECTARCCT

cC 8 ¢ & A ¥ D I I I ©c b E € H 8 T D W 7T

Bl ===m————a o ——————— e m—————— fmm e ——— bmm——————— fm——— +

TTGTTCT OCCOACC G AAC CCCGCCGGGTACCAT TAC G T T CCCATCCCAACAT TGRRG
1021-=-======~ $mmm—m———- Fmm— = Fmmmmmmme mmm e +————————— +
AR ARG R G TG T T GG e CCAT COTRAT GG CARGOLGTAGGL T TGTARCTTC
_¥Y L A T A T P P G 8 I T W P H P W I E FE

ARG TOGCCCTGAGCART ACCGGCERMAT T CGTTT EATGGOAAAGCGATTCCGAT CEAAG
1O0Bl==—mmmm == e —— dm——— - b ——— e ——— +——— +
TR GGGAC TCG T TAT GG C G T TTAAGEC AR TACCGTT TCGE TARGGCTAGCTTC

¥ A L 8§ ¥ T 4 E I F F ¥ & K A I P I E A

e TAAT T TG GG AGTAGAC TARARARCGE TE T G TTTTTTTTTACACTACT TGACT
I K G_G R H L I F © H B K K K C D E L A

GLOECTTT GACT GG CAGACCCAGAC T TACGLCACCLCAT AR TAGCACC ACACCTACACT
A K L T G L G L_H_aA ¥ A ¥ ¥ R & L D v 5

CGCAATAAGGCTGE TCGUCAC TACAACAACACCACCGCTGECTACGGGACTACTGGCCRA
VvV I P T § & D V¥ ¥ ¥V A T D AL MT G F
TTACCGGCGART TTTGATAGCG TEATCGAT T T AR AL T TGTGACCCAGACCSTTGATT
1321 —~~mmmm e i Fmmmm————— F—————— - tmm——————- +
AATGECCGC TARLNC TATCECAC TAGCTARCAT TGTGGACACAC TEECTC TG AAC TAA
_T ¢ B F D 8 VvV I D& NTOEGCWVT g T ¥ D _F
T ACCC T GEACOOCACC T TTACCAT TGAAACCACCACCETTOCCEAGRATGCCGT TAGSE
13Bl-——— == T T e mmmm————— e e +
ARTCOGACCTOLEGCTEGAARTGGTAACT TTEGTLETGGCAAGGCGTCCT ACGGCARTCOG
s L p ® T F T I B T T T V P QDAY 8K

GTAGCCAGCG TG TGE TGO AT GG TG TOGTCGTAGCGSCAT T TAT LG T TT TR TGASGS
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CoGLTRARCETOCGACC GG TATCTTT GATAGCASC GTERCTGTETERAATGTTATGATGCLS
150 ==t rar=n Frr——mm—=- Fomm—m————— b b bt Fomm———— +
GOCCAC T TG AGGE TCGCCATACARACTATC G TOCCACGACACACTTACARTACTACGLD
_ G B R P 8 G M F D 5 8§ ¥V L C g € ¥ D A G
CCTGTGCC TG TATGARC TGACCCCGOCGERARCCACCETTCGTCTECCCCLETATO TR
1%61-——————- Fo—m—————- R - fmmmmm———— o +
CEACRCGGACCATAC T T CACT CEGGE COCCT T TECTGGCAASCAGACCCGLGCATAGRLT
_C A W ¥ E L T P A K T T Vv R L P A ¥ L M
ATACGC GGG T TGCCGGTT TG TCACGATC AT TCGART TC TG GHARRGCGTTTT TACCS
1621 -~ ~==v—~ t-—————— == b e —— Fmmm—————— o m——— *
TATCCOGCCCAGACGGC CAAACAGTCCTAGTACACCTTARGACCE T TTCGCARARATGED
_T 8 L P ¥V C g D H L E F W E 3 VvV F_T G
GCCTGACCCATATTGRT U CCAT TTTCTEAGCCAGACCARACAGCLGEGTSATARCTTTC
1egl-=--—=——— - —mmm—- o ——msa - oo — e e e +
COGACTGEG TATAAC TACGEETARARGACTCGGTC TGGT TTG T COoCCACTATTGAAAG
_L_T_H_I_D_h_1-[_'F_L_E_Q__T_E_Q_A_G_D_N_F_P
CoTATC TG TGE G TAT  AGECGAC G T T TH TG COGTE RO CAGELGLOGCCGECGAGET
1T l-———— t-————— o —— t———————— Fo————mm = Fom s +
GCATAGACCACCGCATAGTCCGC TRECAMAACACGOGECACGEGTCCGoGRCGGCGECTCGRA

GEEATCAGATGTCGARATCCCTEATTCC TCTGARLS CCACCC TGCATCCTCCCRACCOCGC
1801 ————————— ——— S S e F ¥
T ARG T CTACACCT T TAC G CAC T ARG ACGACTT TG TRGRACCTACCAGETTCLEGCG

O g M W K C L I AR L K P T L H G P T P L

T TETATC ST TGOG TG C T TCAGARCGRART TACCC TOACCCATCCGATCRCCARAT

1BElmammmm— fmmmmm————— hmmmmmmm—— o ———— e ————— e *
CACGACAT AGCAGAC A ARGTCT TG T TTARTGESACTOCLG TACGC TARSTLETTTA
__;L_g__ﬂ__y_JQ_ih*_?__g__ _E I T L T K P I T K F

AACACTACCGCRCATACTCGCGEC TAGACC TTCAACAACCATCGCCATCGCCGAGATACT
¥ M A C M B AN B L E_V_WV G 8 G_E8 &G B M 5

CoATATGOACCTGGCCACGEEACTAATGOGECRCACGGCGECTTOTTTCGT T TGACGECT
_Y T W T & A _ L I T B & A A E E E K L P I
TTAACCCGC TG T TRATAGCC TG TGOS TCATCATACCATGETG TATAGCACCACCAG RS
20 l=—ssmm - e Fmmm— = o 4 ——— +
AATTGEGECEACRGAT TATCEEACGACGCAG TAGTATCGTACCACATATLG TGO TOETCGG
H_¢ L 3 ¥ 8§ . L R H H 5 M ¥ Y 3 T T 4 =R

ATTRTCGTGATG TGO TGARAGARRTGAARGCCAAAGCGAGCACCO TTARAGCCOGTLTGE
2lEl =g m————— Fom—m————— Fo——— - fmm——m————— hmm———— e +
TAATAGCACTACACGACTTICT T TACTTTCGC T T TCGCTCG TGECAATTTOGGGCAGACS
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—t_BR D ?__L__H__E_J{_Jt_jL_H A_9 T ¥ K A R L L
TGTCTATTGAAGAAGCGTGTHHACTGACCCCGCCGCHTAGCGCCAAHAGCAARTTTGGCT
22dl——- - T Fom———————— Fomm - o ——- R +
ACAGATMCTTC T T GCARAT TTGRC TEGGEOGOUGTATCGUGGT TT TCGT T TARACCGA

8 I E E A € K L T P _P d 8 A K 8 K F G_¥
ATEGCGOCARRGATGTTCGTAGLCTGAGCAGCCETGULGTTARTCATATTCGTAGCGTGT
ZEBl===m————— o ——— e ——— Fom bmm - Fomm e -t
TACCGCGGTTTCTAC RACCAT GG ACTCOTCOGCACGECAAT TAGTATARGCATCLOACA
@ A K D ¥ R 85 L 3 3 R A _V W H I R 5 ¥ W
GGEAAGATCTGC T GEARGATACCGAAACCCCOATTGATACCACCATCATSGOEAAAALLG
234l - b o— o ——— - b Foe +
LT T TAGRCGACC T T PATGGE T T TGO TARC TATGE TG TAGTALCGCTTTTTGE
E D L L E D T E T P I D T T I M A X H E
AAGTGTTTTGTGT TCAGCCGGARAAARGGTGETCGTARRCCGGCCCGTCTIGATTGTTTTTE
A0l e e ——————— o e ——————— e ———————— e —————— *
TTCACAAMACAC R RGTCGGCCT T T T T CRCCAGTAT TTCHC CGGELAGRCTARC RARRAG
¥ F Cc v o P BE K & R K P A R IL. I ¥ F P

CeeATC TG LG TG I TOGR TG T T TEAAAMAR TGECEC TG TACGATC T TG TTAGCACCC TG
246l m == o= o - t—————- t——————— +
GLCTAGAC O ARG ACRCACACTTTTTTACCGCGACATGCTACARCARTCCTGGGACG
D L _& ¥ R V¥V C £ K M A L ¥ D ¥ ¥ 5 T L P
CECAGGCEET TATGGGTCCGASC TATGGETTTCAGTATTCTCOGGETCAGCG TG TTGAAT
253l--——---———- t————————= o ——— Frm——————— temrm————a Fre-mmmm—— +
GLGTCCGLCARTACCCAGGUT LGATACCGAAR G TCATRAGRGGCCCACTCECACAALTTA

T e ETGAR ACCTCCARRAGCAARRARAR TCCCOGATCEGC T TCAGC TATARCACCCCCT
288l--—=-———- o ————— o ————m—a - - trmm - *
RAGAC CACTTGTGAC C T F T TCGT TT T T TAC GGG TAC SO GARGTEEATAT TG TLGHCGA

L ¥ H T W K 858 K X ¢ p M @ F 8 ¥ ¥ T R ©
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AT AGA G . O T TG EC ARG TCCGETARTTTTCCCAC TGLL TTGEGGACATATRAC
I L A F_E A R O A [ X 8 L T FE R L. ¥ I &

GGG G TR AR T A ARG CAGARCTGTOG TTATCGTCC T TG TCC TGECAGTS
2Thl-== = —mm- e - e ————— o ——— o ————— o
CoOCAGGCGRCTEO T TATCGT TTCCCG O T TGACACCAATAGCAGCAAC R CACGG TEGE
_G_ P L T ¥ _ 3 K G o W C & ¥ R R C R A S5 G
OTGTTCTGACCACCAGC TGTGE TAATACCC TEACCTGC TACC TOARAGC GRCCHGUCGOLT
2821--=-= == dmmmmrm = Hmmmmmmm Fo—— Hommmm Fo—mmmmm—- +
CACAAGACTEGTG TG AC A CA T TAT GGGAC TS GACGATGCAC TTTCG U TGS CGECGGA

v _L T T B C & N T L T € ¥ L K A T A A C

CAGCACGECCETTTGACGTCC TARCATGATACGACCARTTGUCGTTRACTAGACCACCACT
R A A K L D D C T M L ¥ N G N D L Vv ¥ I

TG T CARAGC e GG ACC AL CARGA TG CGCCAGCCTGCECETTTT TACCCARCOGA
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AAACACTTTCCCGGUCGTGGE TCL TTCTACGGC GO TCCGACGCGT AAARATGGL TTCGET

—— — e — ——r— — T —" — — — — — — e — . A —

TGACCCGTTATRGCGCCCCGCCOGGTGATCCGCCGCAGLCOGRATATEATC TGEAACTGA
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ACTGGGCRATAT LG oGRGLCCGCCCAC TACGCGECG TCGECC P TATACTAGACCTTGACT
_T R ¥ 3 A P ¥ G D P P O P E ¥ D L E L 1

T AL A T TRECAGEARTET TOGTLT TGUCCATGATGO CAGCEGTAAACGT GTGTATT
J0gl === === tamm—————— frmms——m- Fmmmmm——— o dmmmmmmm—— +
AGTOGTCGACAT CGTOGT TACAACCACARCGGOTACTACGGTCGC CATTTGCACACATAR
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A TGACC DG TGATCCGACCAC TG TG GOCCETECCECC TOREAMACCETTUGTCATA
2l Fo———————- Frmm——— - t——————— - - +
TEoACTOOLCAC TAGLE TEETEOOE LA CGGECARCGECGGACCC TTTEGGCARGCAGTAT
_L T R D P T T P L A R A A W E T ¥V R H T

CCC GG T TARAT ARG TEG TG G ARCAT TATTATGTATECCOSCCGACCCTOTAGLOCCGTA
31l === Fe———————— e ————— = ———— o —mme - b —— +
GLLECCARTTAT A GACC G TTETAATAATACATACGGGGL T GG ERACACCCOGGEEAT
_P ¥ N 3 W L G N I I M ¥ A P T L W A R M
TCAT T TCAT GACC A T T P TTAG CAT T TG TGO AGGAAC AG CTCARAARCCGT
I2l--———— tmrr————— o ————— t————— ———————— e +
ACTRAGACTACTGEGTHAAGAARTCGTAAGACGACCGGGTCCI TG TCGRACETTT TTLGES
_I L M T H F F 89 I L L A Q E Q L E K A L
IGGATTGUCAGATTTATGOCGCCTGCTATAGCAT TORACCGCTGGAT CTGLLGCAGATTA
330l-=mm————- tm— e ———— e ———— fmm——————— e e ———— +
A TRACCE T T ARA T ACC GG A GATATC G TAACT TERCGACC TAGAC GG TU TAAT
__p__;__q__r__g_:q__;L_p ¥ 5 T E F L _D T » 0O I I
TTGh&CGTCTGunTGGCCTGﬁGCGCuTTThGCCTGCHTHECTRETCTCCGGGTGHAATTH
336l-—---——=——- t————————— o= t———————— o ————— - o +
AACTTGCAGAC G TACCGGAC T LG RAAATCEEACGTATCGRTGAGARGGCLCAC TTTAAT
_E R L H &G L 8% A ¥ 8 L H 8 ¥ =2 P G E I R

AT ATGTHGLGAGC MG PG A TARACTGEG TG T TGO CGO TGO TE I C TEGCG T EATE

T B f——_ b —— +—_— ———— +
TAGCRCACCOGCTCRBACAGARCGCAT T TGACCCACARGHCGLRLGACGC ACASACCOGCAGTAG
_R___\[_.h_B_C_L_R_K_I._G___v_?___P_L_R_V_H__H_H_R
GG G TAG LT TG T A AR TG T T T A T CETGOCGCCAL ST T SETA

ET I B TR o e ———— o m——— T ww tw—r—— - e e — +

CACCCCCATCCCARGTACGGET TTGACCACACAGC TCCCACCLE CACCOCGE TOLGACACCAT

rr— —— ——— — — — — — — — | A A A el S E— —— — w—

ARTACCTETTTAACTOGGOGGT TCOTACCAAACTGARALC TGACCCCGATTCCGECLOCGA
354]-=- o= $mmmme———— hmmm——— B e tr—mm—m———— Hmmmmm o +
T AT CCRCAAL T TG A G ARG CATOC TTTCAC T T TEAL TEEGAC TAAGGLIOGUCGC T
Y L _F N W _A V R T X L K L T P I P A A 5
GLCAGCTEGATCTRAGCGG T TOETTTET TGULGGT TATARCGGCGGCGATATCTRATLATA
iafl---—————=- - b m—-——— o m————————— o =—-—— +
CHGTCERCCTAGAC TLGUCAAC CARAC PACGOCCARTAT TECCGLCGL TATAGATAGTAT
9 L D L B & W F ¥ A @ Y W G G D 1 Y H §
ST GAGCCG TG TCEGC G TTARTAARCTAGTLZGATCCEGAGC TCCAGE TTTLGTTICC
3G = #mmmmm - Fmm o ——— o w——— tumm————— fmmmmm———— +
CEGACTLOOCALGEGUAGRCOCAATTATT TGATCACCTAGGLC TCGAGBTCOGAARCARGE

— — L — e — S— LS —
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Fig. 8
Proteina de fusién 4A-3-4B-5B optimizada para Escherichia coli

G GART TG TACCATOLGGRAGE L T TG T TAT To T TGO LG AT TAT IO TGAGT GG TAG

e — — — a1 T i —

GG TR e CGA T TACC S TA T T T AGC AR LG TGETCTEC TEGE T TGTATTAT
————————— o - —— ¢

GLCATCGCOGEE TAR TGO GATAAGAGTC T T TEERCACCAGARLGRCCCARCATAATA |

TACCAGCCTGACC GG CGTGATRAARRA TCAGE TGEATGGCGAARGT TCAGETTCTGAGCAC
————————— frmmm e e b —————
APGL TG ACTSGUCALC RS TAT T T T AGTCCRCC T ACCEC T TCAASTCCARGAC T DG T

oL At AGAC T T I TS CGACE TOTG TGAAT GG TETLG TS T LHGACCGTT TATGIC GG
--------- L L EL LR P P L e L e L E L L E Ly

GLGETGEGTCTCGARAGACCGC TEGACACACT TACCACACACGRCCTGGTAAATACGGLC
AT Q83 FOOL A T W KRGV C WOT VY Y A G

TGCCoGE TAGC RAAAC T GGG T CCGARRGCGT CCGAT TACCCAGATGTACRCCRACGT

————————— e e e e e e m e e e —— ¢
A GG AT T T T T GG G A G T T T A TAA T GGG TCTACATGT GG TTOCA
A G B K T L A G P K G PP I T Q H Y T W WV

GGATCAGGATCTGGT TGG T TGO CoGGrCGl e GGG TOC G TAGCATCACCOCG TG TAL

————————— e —— —m ==

CCTAETCCTAGACCAAECAACCGGCCGCGGCGGCCCHEGGGCATCGTHETGGGGChCATG

 — T a s — — — T a e — " m— —— o

T eTe e T GATAGC G T TAGE T TG TETCCGCG TCC LG T TAGCTATCTCAMAGE TAG
--------- e mm e m i rm e ——— e ———— L=

ACCRCCACTRTCGGCAC CATCGGE ACGRCAGREECECAGGLCBATCGATAGACTT TCCATC
R ¢ D 3 R &G 8 L L 5 P R P ¥ 2 ¥ L K & 5

CAGCGGTEETCCGC TGC TG TG TCCGAGCGETCATE TEGETRGETATTTTTCETECCGCCGT

T o I P s o e e e e v et P A B i i

ST ACCACCAGRCCACCACRCAGBC T CENCAGTACACCACCCATARAR RGO AN E GCGGIA
4 5_G6 P L L C P 3 G H VvV V G I F R A A YV

TTG AL LT TG T e GARAC CE G TG CAT T T TATCCCGE T TOAMAGCATCRAARCCAC
--------- et LT e e e Y LY )

AACAT GGG CACCACACCGC T T TGO CACC T AARATAGEE CCARCTTTCGTRALCTITTIGG TG
C_T R € ¥ A K A v B F I P V E 8 M E T T

— o — — — i — — —— . i — — — — — — "

CATGCGTAGCCCGGTGTTTACCGhTHHTEGCAGCCCGCCGGCGGTTCCGCAEHCCTTTEH
--------- brm e e b ——————— e e b —————

CTRUGCATCOEGCCACRA R TCCCTATTATCGTCGEECGLCCGCCARGGCG TC TGCARAGT

GLT TG ECATCTGCAT G GCCGARCCGGTAGCGGTARRALCACCARAGTTCCGOCGGC S TA
--------- A e e —————
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CoAACEGETAGACGT ACGCGECTGECCATCGCCAT T TTLGTCGT T TCARGGCCGOCECAT
_¥Y_A H L H__ﬁ__E_J{_Ji_Jt_jL_ﬁ__S__:_Jg_jL_p A A ¥
TECCGOrCAGGG TTATAARGTGC TGG TG T GAA TCCGAGLGTCECGECBACCOTGEGTTT
T2l —————- fwr——m— == pmmmm————— o mw——————— e ————— fomem - +
GG GGG TCCCAATATTTCACGACCACGACT TACCC T UGCACCGCOGE TRGGACCCARR

TE) ===m-r == fmmmm————— Fmmm———ma #ommmmmaan e e i +
AR CGGATATACTCGTT TCGGG TACCGT AL T TG T TG T ARG ATGECC ARG CATG
G A ¥ M 3 K A B G I E P M I A T Q@ YV R T

—_—— e e e e e e e e e e . — — — — — — — —

B4L ——-——---- R T e e e +

T T AL T G o TATGATAT AT CATC TG TGATGAR TSCCATAGCACCOATTGGAD

Q] =mmme— o ——— Fm e ma o mm————— Fmm——————— fmmrm————— +

GACA TG A G EGAT ACTATAG T AR T AGACACTAC TTACGG TATCGTGECTARCC TS
€ 8 &4 G M ¥ D I I I C D E C H a8 T D W _T

9G] ==mmm———— hm———————— o —————— e ————— e ———— - o +

GTGETAAACCCATARC LG TGECARCA T TAGTCCECC T T T2 GG O AT GGG CAGAC CA

LT I L & I & T W L DO A E T A & A R LV

T TET G GRCC o ARG GGG TAGCATTRECGT TCCGCATCCGRAC AT TGRAGH
w1--———- Fo——————— t———————— e fom—————— === m——— +

AR A L TRRCG T TGO OO R CAT OO TAAT L AAGGCETAGGC T TG TARCTTLT
Y_L A T A T P P G & I T ¥ P H P N I E E

GATTAALGG GGG TC AT TGATTT TTTGLCACAGTAARALRANNTGTGATGAAC TEGE
114dlmmm e Frm————— Fomm—m——— fom e Y
CEARATTTLCGCCGGCAG T AGAC TAARARACGETGTCETT TTTTTT TACACTACTTIGACCG

I _ ® - &G G R H L I F C H A X K K ¢ O E IL A

CCECTTTEACTEGLC AGACCEAGAC T TACGECACCGE AT AR TAGCACCAGACT TACACTC
_A__K_L__T___G___L_G_L_N_L_V_ﬂ“Y__I_R_G_L_D____V___S_
CETTATTECGACCAGCGGTGATGT TET TETGE TGGCGACCEATGLCCTCAT GACCGLTTS
l1#Bl——wr—mnmm o - k- o o ———— e e mm—-—-
COAATAAGGUTGGTCGCCACTACAACARCACCACCOC TGECTACGLGAC TACTCGCCARR
Vv I P T S B D V V ¥V ¥ A T D AL MTC F
TACCEGLGATTTTGATAGCGTGAT CGATTGTARCACC TG TG TRACCCAGACCG T TEATTT
1321---==r-—- e Fomm tmmmmmm——— fmmmm—r o= fmrmm————— -
ATGGCOGUTAMMACTATCGCACTAGCTAACAT TG TOCGACACACTGGG TC T GEGTAACTAAR

T 6 0 F D S VY I D C W T & W T O T VD F
TAGCCTGLACCCGACCTT TRACCATTRRARACCACCACCET TCC GCAGGATGLCGTTAGCOG
13g1-==mmm - tmm———m——— Frmm—————— o fpom—m e P ——— +
ATCOGACCTGEEU TGGARATEG TAACTT TCS TGGT GO AAGCCETCCTAC GG CAATCGGE

—_—— e Em—— e A e e e T e — e e e e
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TG CAGCGTCE TG TECCACCGETCGTOETCGTRAGCGECATT TATCGTT TTGTGACGLS
1gglmmmmm - L et e m—————— L ek o —————— +
ATCOGTCGCAGCACCACGE TGO CAGCACCAGCAT CLCOGTAARTAGCARALCAC TGOGG
3 U R R G A T__FL_}E_J;__E__ﬁ__QH_;__!__F;_FL_FL_T__P_
GOETGARCGTCCGRECGETATGTT TGATAGCAGLATEC TG TG TCAATGT TATGATECCGE
1501 —---——=== e = hmm——————— F—— = - fomm e +
COC AL TTECAGECTC G CAT ACAARC TATCOTCGCACGACACACTTACAATACTACGGCC
 E R ¢ & & M F D 8 3 W L C E_C ¥ D A &

GACRCGERACCATAC T TGRLTRGGGUC G C TT TGO T G ARGCAGRC GG GCATAGACTT
C A W ¥ £ L T P A E_T T ¥ R L R A ¥ L H
TACG GGG T CTGE G T T e T AGGATCATC T GEART TCTGGGAARGCGTTTTTACLGE
167 lmwm e —m——— o fm o —————— - LT - +*
ATGCLGCCCAGACGECCARACAGTCC TAGTAGACC T TARGACCC TT T CGCARAARSTLGET
_f_bf_wﬁ__Q__P__f“_G_JQ‘JQ__H L__;__F__E__E__;_;f__t__!__p_
CCTGACCCATA T T AT GO CCATTT TC TGAGECASRCCARACAGGEGEETSATAACTTTCC
1ffl=————m == fomm————— s —————- e mm—m————— e ———— e ———————— -
GGACTGLGGTATAACTAC GEGTARAARGRAC TG TC TG TTTGCTCCGUCCAC TATTGRARGS
L T H I D A H F L A O T K O A &« D H F P
GTATCTGGT Gt TATCAGG O GACCG T T T TG C G T o C A OGO G GRGUTG
1HTl=——————=~ Fromr— e m——— t—————— - tm———— === e ——— o +
CATAGAC CAC G ATAG TCC T TG AARC AT GG GL A DG TOU LT G GoGE GG CTCGAC
_Ym_L_;ﬂ_‘ﬁ_;{_JL_jL_jL_FL_Q__}__E__ﬁ__ﬂ__l__?__ﬂ__?__&__ﬂ_
GGATCAGATGTGARAT GCCTGATTCGTC TGAAAC COACCC TOCATOGTCCOACTCCGET
180w ——— o ——— ——mm——— e ————— b ———— o +
CCTAGTETACACCTTTAZGGACTRAGC AGARCT T TEEC TGEEACGTACCAGG I TGEGECGR
D g WM W K T L I _F L K P T L H & P I ¥ L
GETGTATCSTCTGEG TG TG T TCAGRACGRAAT T ACCCTGACCOATCCGRTCACCARARTT
18]l === ———— o m————— b ———— e ——m————— b Ao e +
CCACATACCAGAC AL SGLAAGTETTOC T TTAAT GGGACTGGGTAGGCTRGTGSTTTRAA
L ¥ BR L o A W O W E I T L T H P I T X F_
TETEATLHGCGTETATSASCGUCGATC MGEARGT TG TTAGCC TGATEGCGTT TACCGCCAG
I3]l-— "= —— ——_— +a———— ——_— F_—_—_ +———————— +
ACACTACDGCACATACT CGCGGCTAGACCTTCRAACRATCGGAC TACCGCARATRGCGG T
_}L_}[_JiHJ;_J1__aH_ﬁ__ILL}t*J{_:{__?__;__}L_Et__ﬁh‘FA_T__ﬁ;_5_
CRTTACCAGCCOGCTAACCACCCAGAAT ACCE THGCTGTTTARCATCCTSGEOGGTTGGET
19 B1—--———-—- ro————— e e o —— A ————— o +
GTAATGSC TG GG FAC TECTLGGTCTTATGEGAC GACAAAT TEATRGEACCOGCCARLTCA
AT 5 P L T T O N T L L F W I L G G W _ WV
GO GG CCAGC TG T TAT G AGE TA T AL TGRS GG TEC L TGAT TACCC oG TE TGO DGE
]l rmm e — P ——— e —————— foa—am - o ———— e —————— +
G COLGTO S A AGAT ACTCGAT ATGLACC TGO CCASGOSAC T AR TGSGGCACAC GGES

CETCTATAGCACC AT CARGCCL TAGC GO AGEC TGO G T CAGARARRRGTGACCTTECATES
216l mmm e o ha e m e e mm br—— o= domao -4

CCACATRATCGTGG TEE TLLE AT CoCEGT COGACECAGTCTTTT TTCACTGGARGE TAGT
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¥ Y S T T S R S A 3 L R O X KV T F D R_

AEACGTCCHCGBECTHCT&GTRATRECACTHCACEHCTTTCTTTAETTTCGETTTCG&TC
, R vV L P D H Y R DV L K E M K A K A &

—— T — — — —— LR e — — e . — — —

ATTAGTATARRG AT G ACACCCTTC TRGACGACC T FCTATGOCTT PGGCCCTRACTATS
N W I R S vV WEDTILLETRDTETUP I D T
CRCCATCAT EECGARAARCOARG T T TT TG TG T T CAGCCGEAPRARGG TG TCG TARACC
2qHl-=————-- Ao == t————————- A== A m—m————— fr— - +
GTGEETAGTACCGCTT TTGC TTCADAARRC ACARGTOGGCCTY TTTCCACLAGCATT TGS
T I M A K W _E VWV F_C ¥V QO n E K ¢ & B K P
GECCCS T CTEAT T OT I TTTCCGGATC TOGETOTTCGTETG TG TGARAARARTOGCGCTGTA
2F2lmr— e m——— e ke Fmmm - Fmm e o mm——— For o mmm—— +
CoGEGCAGACTARS AR RAAGGE CTAGACCCACARGEACACACACTTTTT TRCCGCGACAT
A R L I ¥V F ¥ D L G ¥ R V. _C E X M A L ¥
CGATGT TG T TAGC A L TG O R GO GE T TATGE G TCCGACC TATGGCTT T CAGTATTS
250l m - e ——— fmm—m——— fmm——————— Fotm—————— Frmstm—- *

GCTRCARCARTCGTGGCACGECGTCCEUCRATACCCAGLUTCGATAC CGRAANGTCATAAG

TeCGGSTCAGCSTGTTCAATTICT GG TGARCACCTGGARRAGT ARRAAATECCCGAT GG
2EJ]wr e Frr—=- cra= Fmm———— - e w e mm ——— Fm——————— Fomm——— t

AGGCCCAGTLGCACARC TT ARRGACC ACT TG TEGRCCTTTTECTTTTT TACGOGC TACCC
P G Q R VvV E F L W N T W K 5 K X C P M g

—— — — — —" — — — — — —— — — — — — — —

AGCAGCAACAGCACGGTCGCCACAAGACTGG TG GTCGACACCATTATGLGAC TGGACGAT
R R _C R A 8 = v L T T_8% ¢ G N T L T C I

CCTGRRAGLEACCGECGCCT BTG TGCCGCCARAC TGCRAEGATTOGTACCATOCTGGTTAR
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23l ==~r—===- bm——————— pmmm—————— o ——— Fr——mmanaa Femmmm———— +
BOAC TTTCGC THRCGGCGEACAGCACGECEET T TLACGTLC TAACRTGGTACGACCAATT
L ¥ A T A A C B A A KL QD C T ML V W
CGGCAATGATC TG TOETCAT T T GTEARRGEGOCGGLACCCAGGARGATGCCGCCAGCET
AC0l-=====m=- e o fommm————— pmmmm——— Fo—mwmm——— ¥
GCOGTTAC TAGACCACCACTARACALTTICGCGGCCHTGEGTCCT TCTACGGCGGTCGEA
6 N 0 L ¥ ¥ I € E 85 A & T G E D A A S L
GCGCGTTY TTACCLAAGCGATGACCCGT TATAGEGOCLCECCGRGTCATCCGCCEGCAGET
IOEL———---——- e mm e fmmrm e +.
CGCGCAARAATGGL TTCGL TACT GOOCARTATCCOGEEEOCCCECACTACCLCECETCCC
R_V_F T E_A M T R Y 8 A F P G D P P Q P

—— — — — E— — TR T W— ——— e i —ek —— e e

CCTTATAC TAGACCTTRAC TAGT GETCGACATCGTCCT TRCARCCRCARCGGG TACTACG
E ¥ P L E L I T S € 8 a4 N V. & V & H D_A

GMCGCCATT TOCACACATARTGEAC TEGECACTAGGETGL TOLEGLEACCGELGCACGHUE
85 &€ K R ¥ ¥ ¥ L T R D P T T F L A R A A
CTaGGARACCGT TG TCATAC COCCGITRAATASCTGEC T GACCAMCATTAT TATGTATSE
JEJlmmmr = e o oo domm == frmm—————— -
GACCCTTTOGCAMGCAGTATGEECCCAATTATCGACCGACCCCT TCTARTAATACATACS
W E T v R E_ T P ¥ N 5 W L &G _H_TI T M ¥ A
oG R TGTEGGCCCETATGAT TCTOATGACECACT TCTTTAGCAT ICTGCTGLLCTA
330 ~mmmmm - A o ———————— Fmmmm————— - ——————— +———— +
GGG TG GGACACCCGGECATAC TAACACTACTGOG TGAAGAAATCGTAARGACGRACCGGGT
P T L W A R M I L M T H F F 3 I L L h Q
GEAACAGT THGAAA AL GO TLCA T TCOCAGAT TTATGGCGCCTGC TATAGC AT TZARCLD
3361-—-——-——— o - R bommm ey
CCTTGTCGACCTTT I TOGCEACCTAACGETC TARRTARC L GLGGALGATATCO TRACTTOG
B O L E K A L D c g I Y G _A C ¥ S5 1 E P _
GUTEGATCT GCCGCAGATTAT TGARCG T TECATGGCCTCAGCELC T TTAGE CTGCATAR
Al o ———— - oo o —— fmm—————————
COACCTRGACGECEITC TARTARC T TECAGACGTACCGEAC TCGLGCAAATEGGREGTATC
L D L P § I I E_R L H & L 9 A F 8 L H S

CTACTCTCCOGG TERARTTAATCG TG TGGCGAGC TGTC TGCGTARAC TOGGLTGTTCCGCE
qEl--=----——- Fo———————— o F————— === Frm e m——— e ——————— +
GATGAGAGGUCCAC TTTAAT TAGCACACCECTCGACAGACGOAT TT GACCCACARGGTGE
_* 5 P G _E I M R V A B C L R K L G ¥V F F
GerECGTE T TGECET CATCG IGCCOCTAGCGTTCGTGCCAAAC TGL TGTCTCAGLL TGS
3591 -=-—-————- tem———— - Pm———— o = ——————— o——————— -
CGACGLACAGRCCGLAGTAGC ACGOGCATCGCARGCACGGT T TRACGACAGAGTCCCACT
LB ¥ W R H R A R &8 Vv R A K L L 8 0 C G
CCGTGECGLCACC TG TG TAAA TACC TG TTTAAC TGOGCGET TCGT ACCARARCTGARACT
A6l -= - mmmm Fmmm e o ——— tr——mm——— t-——— +
GGCACGGCEETEGACACCATTTATGEACARAT TRACCCCOCARGEATEG T TTGACT T TGA
A A A T C G K ¥ L F W W _A ¥ R T K L K L

GACCCCGATTCCEGUGGEGAGC CAGE TGRATC TEAGCGETIGGTT TGTTGLCGGTTATAR
IBEL-————— - fmmmm—mmam Gmmmmm———— R bamm = R +

CTGGGGCTAAGECCGCCEOTCGGTEGACCTAGAC TCGCCARCT ARACARC GCCURATATT

T P I P A A 5 o L DL 58 G W F Vv A G ¥ H

— — —r— —— e e W e " — —— —— A W B e — — — —
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COGCGECGATATCTATCATAGCC TGAGCCGTGCCOGTCCGCGTTARTARRC TAGTGGATC
1M2]l=--—————— - 4o mm———— tommmm———— L e L Fom e ————— +
GCCGCCGC TATRGATAGTATCGGACTCGGCACGEECAGGUGCAATTATTTGATCACCTAG

CGGAGCTCCAGCTTTIGTTOCC
Jgl--r————— t———— —-
GCCTCGAGGTCGRAARMCAAGES
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Figura 13
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Figura 14
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