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DESCRIPCION

Composiciones de vacuna, antigenos y péptidos de VIH.
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a una composicién de vacuna que comprende péptidos novedosos a base de regio-
nes conservadas de gag P24 de VIH.

Estado de la técnica

Existe una necesidad urgente de controlar la epidemia global de la infeccién por VIH y el desarrollo de una
vacuna contra el VIH es uno de los objetivos principales en la investigacion del SIDA. En general, las vacunas deben
activar las células presentadoras de antigenos, superar la restricciéon genética en las respuestas de células T y generar
células de memoria T y B. La variabilidad de la poblacién viral representa una dificultad adicional en la obtencién
de una vacuna eficaz contra el VIH. Hasta la fecha no se ha informado de ningtin gran avance en los intentos que
se estdn llevando a cabo para desarrollar una vacuna contra el SIDA. En la actualidad se acepta generalmente que
una induccién de la inmunidad mediada por células y humoral especifica de antigeno es crucial para un desarrollo de
una vacuna terapéutica y profildctica eficaz. Podrian requerirse los tres brazos del sistema inmunitario que incluyen
anticuerpos neutralizantes, CD8+CTL y células T cooperadoras 1 (TH1) para la inmunidad protectora frente al VIH.
Se sabe que los CTL pueden eliminar otras infecciones virales (Ada, Immunol. Cell Biol., 72:447-454, 1994) y que
los CTL pueden lisar dianas infectadas inicialmente en la infeccién antes de que pueda producirse la progenie viral
y liberarse mediante la lisis celular. Ada et al., citado anteriormente. La atencion se ha centrado en la seleccion de
antigenos asi como en el disefio y la evaluacion de diferentes adyuvantes. Todos los antigenos usados en diferentes
estudios in vitro e in vivo han provenido desde de proteinas brutas hasta diversos péptidos sintéticos, principalmente
de gp160 y hasta cierto grado de p24. Se ha realizado un gran nimero de estudios sobre el bucle V3 de gp120. Se ha
observado la induccién de respuestas tanto de células B como de células T, sin embargo, se ha informado, a partir de
un estudio in vitro, de que un péptido de la regién conservada de gp4l ha indicado un aumento de la infeccién (Bell
S.J., et al., Clin. Exp. Immunol., 87 (1): 37-45, (enero de 1992).

Las secuencias del VIH que se producen de manera natural en candidatos de vacuna no pueden estimular una
respuesta inmunitaria estable debido a la capacidad inherente a los virus para ocultarse cambiando el aspecto de los
epitopos presentados sobre la superficie celular de células infectadas. El sistema inmunitario se engafia creyendo
que una secuencia de aminodcidos particular es relevante cuando, de hecho, los aminoécidos de importancia estdn
ocultos.

Un estudio reciente de titulos de anticuerpo frente a la proteina gag p24 ha mostrado que la progresion lenta hacia
el desarrollo del SIDA esté asociada con titulos altos, mientras que la progresion rapida hacia el desarrollo del SIDA
estd asociada con titulos bajos. Se muestra que personas con titulo bajo de anticuerpo frente a p24 desarrollan el SIDA
de manera significativamente mas rapida que personas con titulos altos de p24 (Zwart G., et al. Virology, 201, paginas
285-93, junio de 1991), lo que indica que p24 puede desempefiar un papel clave para controlar el desarrollo del SIDA.

Se describen nuevos péptidos de p24 del VIH en el documento WO91/13360, en el que se usan los péptidos en un
método de discriminacién entre verdadero y falso de una muestra de suero positiva para VIH diagnosticada.

Johnson R.P, et al., The Journal of Immunology, Vol. 147, paginas 1512-1521, N° 5, 1 de septiembre de 1991,
describe un andlisis de la buena especificidad de respuestas de CTL especificas de gag en tres individuos seropositivos
para VIH-1, se encontré que las respuestas de CTL especificas de gag estaban mediadas por linfocitos CD3+CD8+
que estdn restringidos por HLA de clase 1.

El documento EP-A-O 356 007 da a conocer determinantes antigénicos, en particular se refiere a secuencias poli-
peptidicas sintéticas que se refieren a proteinas presentes en el VIH-1 y que pueden usarse como base para una posible
vacuna contra el SIDA.

Rosenberg E.S. ef al., Science, Vol. 278, 21 de noviembre de 1997, paginas 1447-1450 describe que los linfocitos
de células T cooperadoras CD4+ especificos de virus son criticos para el mantenimiento de la inmunidad eficaz en
varias infecciones virales crénicas, pero, de manera caracteristica no pueden detectarse en la infeccién crénica por
el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1). Las respuestas proliferativas especificas de VIH-1 frente
a p24 se relacionaron inversamente con la carga viral. Se concluyé que era posible que las células cooperadoras
especificas del VIH-1 fueran importantes en intervenciones inmunoterapicas y el desarrollo de vacunas.

Los documentos EP 0 230 222, EP 0 270 114, DE 37 11 016 y GB 2 188 639 todos a nombre de F. Hoffmann-
La Roche & Co. Aktiengesellschaft se refieren a la expresién recombinante y a la purificacién de una proteina del gen
Gag/Env del VLTH-III o proteinas de fusién. Las proteinas que consisten en secuencias nativas pueden purificarse
hasta la homogeneidad y usarse como base para pruebas diagndsticas para la deteccién de anticuerpos frente a virus
asociados con el SIDA. La proteina gag/env puede formularse también para su uso como una vacuna para la proteccion
contra el SIDA a través de inmunizacién profilactica.
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Desde un punto de vista diagndstico y terapéutico, los problemas principales del uso de p24 como parte de un
ensayo o tratamiento, estdn asociados con el alto nimero de epitopos en p24, lo que estimula la produccién de un gran
nimero de anticuerpos con mala especificidad, lo que a través de una dosis de refuerzo repetida de posibles secuencias
mutadas, puede crear autoanticuerpos (Autoantibodies to the alfa/beta T-cell receptors in HIV infection; dysregulation
and mimicry. Lake D.F,, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (23): 10849-53, Nov. 8 1994). Ademas, se informa de que
el titulo de anticuerpos frente a p2.4 no alcanza los mismos niveles altos que para las proteinas de la envuelta (gp120 y
gp4l). Normalmente, los anticuerpos frente a p24 se desarrollan en la fase mds temprana de la infeccién, pero el titulo
se estabiliza bastante rdpidamente tras el periodo de infeccién inicial. Més tarde, el titulo de p24 va disminuyendo
gradualmente mientras que ocurre lo contrario con gp160. Estos hallazgos pueden observarse también en relaciéon con
los informes recientes que afirman que la actividad de células T citotdxicas estd antagonizada por variantes de gag
de VIH-1 que se producen de manera natural (Klenerman P., et al., Nature, 2: 369 (6479), pagina 355, 2 de junio de
1994). Esto puede ser una de las razones de porqué se observa una rapida estabilizacion del titulo de p24 y de porqué
mds tarde éste comienza a disminuir.

Basandose en los datos de los antecedentes anteriores, se decidié investigar la posibilidad de disefiar péptidos
sintéticos novedosos que pudieran imitar al epitopo de p24 sin antagonizar la actividad de células T citotdxicas, con el
fin de satisfacer la necesidad de una vacuna profildctica y terapéutica eficaz.

El trabajo inicial se bas6 en un epitopo que se habia publicado por Korber B., et al., Human Retroviruses and

AIDS 1997 Fds. Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National Laboratory. Los Alamos, NM. La
secuencia de aminodcidos de este epitopo (203-222) era:

HAL GPGATLEEMMT ACQGYVE
RRM RTK SI1KD L8sSs8s R R

Bz WH kY
8 A A

5&

aQ

Los cddigos de una letra asi como los de tres letras que definen los aminodcidos en las secuencias dadas a lo
largo de esta memoria descriptiva son seglin las normas internacionales y se facilitan en libros de texto, por ejemplo
Lehninger A.L., “Principles of Biochemistry”, Worth Publishers inc., Nueva York, 1982. Los aminodcidos facilitados
debajo de la secuencia de cabeza representan la variacién natural de la secuencia. Se realiz6 un estudio inicial de una
secuencia que contenia este epitopo modificado sobre la secuencia:

ANPODOKQILKSLGPGATLEEXATACQGY G-
MHz

L I 3

en la que X indica dcido 2-aminohexanoico y los residuos de cisteina estdn en un estado oxidado, es decir, estdn
formando un puente disulfuro intracadena. Los resultados (no publicados) de los estudios que usaron este péptido como
parte de un kit de diagndstico mostraron que la especificidad se hizo del 87% (n = 279) en un panel preseleccionado
de sueros africanos. La sensibilidad fue sorprendentemente del 100% en un panel de sueros positivos para VIH-1
incluyendo sueros del subtipo O del VIH-1, que es bastante diferente de los otros subtipos.

Con el fin de mejorar la especificidad, es decir, definir los aminodcidos que contribuyen a una respuesta de anti-
cuerpos no de reaccién cruzada, se aplicé un estudio similar a un péptido modificado adicional y significativamente
m4s corto:

LIWGATCQEHAXTACQGVG-NH,
L !

en la que X tiene el significado mencionado anteriormente y los residuos de cisteina estdn formando un puente de
disulfuro intracadena.
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Los resultados de este estudio mostraron que la especificidad del ensayo aumentaba hasta el 96% y (n = 293), lo
que es similar a la especificidad obtenida en el ensayo sin el uso del péptido de p24. Con una especificidad del 87%
para el ensayo en el que se incluia el primer péptido, seria posible que el péptido indujera una respuesta inmunitaria
frente a mas de un epitopo, ya que se reconocia por anticuerpos no especificos, si se usaba como candidato de vacune.
Esto dltimo, sin embargo, muestra que la secuencia peptidica estd tomando una respuesta inmunitaria que es Unica
para el VIH-1. Por consiguiente, si una secuencia basada en esto se usa como antigeno en un candidato de vacuna,
seria mas posible administrar una dosis de refuerzo de una respuesta inmunitaria Unica frente al VIH-1.

Para aumentar adicionalmente el nimero de epitopos de células T y reducir la probabilidad de desarrollo de mutan-
tes de escape, se basaron tres secuencias peptidicas adicionales en las tres secuencias siguientes de los residuos 261-
284, 253-271 y 166-186, respectivamente publicadas en Human Retroviruses and AIDS 1997; A Compilation and
Analysis of Nucleic Acid and Amino Acid Sequences. Eds. Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos
National Laboratory, Los Alamos:

RWIE T LGULNKIEVRMYSPT S ILD

KGV Vi MK C VG E
D M Vv Y a1

8

A

NNPPIPYVGE L YKRWIT I LGL
S QAW KOML RKGM VM

G G SN Y o vV
H GT

A

P

PEVIPMFSALSEGATPOQODLNT
BITTTLYE AD V5 Y M YW
LM Al VoMoV
bl L A

Se han sintetizado varios péptidos modificados con el fin de determinar secuencias Unicas que sean tanto especificas
como sensibles hacia el VIH-1.

Descripcion de la invencion

La composicién de vacuna segin la invencidén comprende péptidos que se originan a partir de las cuatro zonas
conservadas diferentes de la proteina p24 del nicleo del VIH-1 que se describen anteriormente, que tienen las propie-
dades de mantener la singularidad (sensibilidad y especificidad) del epitopo de VIH-1. Ademas, los nuevos péptidos
no presentan ningun efecto antagonista de linfocitos T citotéxicos (CTL) reconocido y deben tener al menos un posible
epitopo de CTL.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 307 496 T3

La invencién proporciona una composicidn de vacuna, caracterizada porque comprende los péptidos de la SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 18, en la que los extremos terminales de las secuencias pueden
ser grupos amino o carboxilo libres, amidas, acetilos o sales de los mismos, junto con un diluyente farmacéuticamente
aceptable y opcionalmente un adyuvante, portador y/o vehiculo y opcionalmente compuesto(s) inmunoestimulador(es)
adicional(es).

La antigenicidad puede adaptarse a través del ajuste de la razén o la concentracién de diferentes péptidos o el
tamafio de los péptidos mediante, por ejemplo, dimerizacién o polimerizacién y/o inmovilizacién a una fase sélida.
Los antigenos pueden estar unidos mediante puentes de tipo alquileno C,-Cg posiblemente intercalado con uno o mas
heterodatomos tales como O, S o N o preferiblemente sin estar unidos.

Todos los aminodcidos en los péptidos de la invencién pueden estar tanto en forma D como L, aunque se prefiere
la forma L que se produce de manera natural.

Los extremos C y N terminales de las secuencias peptidicas podrian desviarse de las secuencias naturales mediante
la modificacién del grupo COOH y/o el grupo NH, terminal, por ejemplo pueden estar acilados, acetilados, amidados
o modificados para proporcionar un sitio de unién para un portador u otra molécula.

El antigeno de polipéptido segtin la invencidn estd o bien en una forma libre o bien en una forma unida a portador.
El portador o la fase sélida al que el péptido estd opcionalmente unido pueden seleccionarse de una amplia variedad
de portadores conocidos. Debe seleccionarse con respecto al uso pretendido del polipéptido inmovilizado como un
antigeno de diagnéstico o como un componente de inmunizacién en una vacuna.

Segin una realizacién adicional de la presente invencidn, los antigenos pueden formar parte de una vacuna posible-
mente combinados con portadores, adyuvantes o combinados con otros elementos de inmunoestimulacién tales como
el virus de la viruela del canario que porta el gen env. Ejemplos de portadores y/o adyuvantes para fines de vacuna son
otras proteinas tales como albimina de suero bovino o humano y hemocianina de lapa californiana. Los materiales in-
munoestimuladores pueden dividirse en tres grupos; adyuvantes, portadores para antigenos y vehiculos. Los ejemplos
de adyuvantes incluyen hidréxido de aluminio, sales de aluminio, saponina, di y tripéptidos de muramilo, monofos-
foril lipido A, B. pertussis y diversas citocinas incluyendo las citocinas tipo Thl, IL-12 y IL-1. Pueden usarse varias
toxinas de proteina para portar proteinas pasajeras a través de las membranas celulares hacia el citosol, lo que es util
en el desarrollo de vacunas de CTL. Los portadores incluyen toxoides bacterianos tales como toxinas del célera y te-
tanicas inactivadas, toxinas bacterianas destoxificadas genéticamente tales como enterotoxina 1abil al calor de E. coli,
dcidos grasos, vectores vivos tales como proteinas hibridas y quimeras de la polio que forman materiales particulados,
por ejemplo particulas de HBcAg y particulas de TY hibridas de retrotransposén de levadura. Los vehiculos que con
frecuencia son componentes que aparecen en las vacunas modernas estan constituidos por emulsién de aceite mineral,
adyuvante completo e incompleto de Freund, emulsiones de aceite vegetal, tensioactivos de copolimero de bloque no
i6nicos, escualeno o escualano, liposomas y microesferas biodegradables. Dos adyuvantes novedosos que presentan
un potencial. significativo para el desarrollo de nuevas vacunas incluyen una microemulsion de aceite en agua (MF59)
y microparticulas poliméricas. Puede usarse cualquier sustancia que pueda potenciar la inmunogenicidad del antigeno,
y se facilitan varias alternativas adicionales de portadores o adyuvantes en la Farmacopea Europea o estadounidense.

Una formulacién adecuada del antigeno para usos inmunoestimuladores puede comprender también interferones
tales como el INF-y, quimiocinas antivirales o factores de crecimiento hematopoyéticos tales como el factor de creci-
miento de granulocitos-macréfagos.

Otro enfoque con el fin de potenciar la estimulacion y la absorcién en, por ejemplo, el intestino, es administrar los
péptidos de la invencidn, con péptidos pequefios tales como di, tri o tretrapéptidos. Estos péptidos pueden administrarse
ademads de o en combinacidn con los péptidos de la invencién. Preferiblemente, los péptidos se administran junto con
el tripéptido YGG, que consiste en aminodcidos en las formas D o L, preferiblemente en la forma D.

Enfoques recientes para la administracién no parenteral de vacunas, por ejemplo a través de la mucosa incluyen;
tecnologia de fusién génica para crear derivados no téxicos de adyuvantes de la mucosa, antigenos inactivados genéti-
camente con una delecién en un gen esencial, coexpresion de un antigeno y una citocina especifica que es importante
en la modulacién y el control de una respuesta inmunitaria de la mucosa, y el propio material genético que permitiria
la captacién de ADN o ARN y su expresion enddgena en las células huésped.

Un enfoque para desarrollar respuestas duraderas en el que se requiere inmunidad mediada por células, es vacunar
con ADN de plasmido que codifica para uno o mdas antigeno(s) especificos.

Con el fin de proteger contra la infeccién por VIH, las vacunas deben inducir respuestas inmunitarias tanto sisté-
micas como de la mucosa y podrian administrarse mediante cualquier via conveniente, por via parenteral o por via no
parenteral, tal como por via subcutdnea, por via intracutdnea, por via intravenosa, por via intramuscular, por via oral,
por via mucosa o por via intranasal por ejemplo.
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La composicién de vacuna contiene los antigenos;

RALGPAATLQTPWTASLGVG-NH, (SEQ ID NO: 3)
RWLLLGLNPLVGGGRLYSPTSILG-NH, (SEQ ID NO: 6)
RAIPIPAGTLLSGGGRAIYKRTAILG-NH, (SEQID NO: 11)
y

RFIIPNIFTALSGGRRALLYGATPYAIG-NH, (SEQ ID NO: 18).

Una de las secuencias contiene un epitopo de célula B y activara el sistema inmunitario humoral, mientras que
las otras secuencias contribuyen con los epitopos de CTL y los cambios de aminodcidos implementados dentro de la
estructura del epitopo de CTL se disefian para conseguir un aumento de la unién. Se han realizado otros cambios de
aminodcidos con el fin de facilitar la sintesis del péptido y/o aumentar la solubilidad del péptido.

Descripcion de la preparacion de los péptidos

Los péptidos de la invencién pueden producirse mediante cualquier método conocido de produccién de una se-
cuencia de aminodcidos lineal, tales como las técnicas de ADN recombinante. Una secuencia de dcido nucleico que
codifica para un péptido de la invencién o un multimero de dichos péptidos, se introduce en un vector de expre-
sién. Vectores de expresion adecuados son por ejemplo pldsmidos, cdsmidos, virus y YAC (cromosomas artificia-
les de levadura) que comprenden las regiones de control necesarias para la replicacién y la expresion. El vector de
expresion puede estimularse para la expresion en una célula huésped. Células huésped adecuadas son por ejemplo
bacterias, células de levadura y células de mamifero. Tales técnicas se conocen bien en la técnica y se describen por
ejemplo por Sambrook et al., Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, 1969. Otras técnicas bien conocidas son la degradacién o la sintesis mediante el acoplamiento de
un residuo de aminodcido al siguiente en fase liquida o preferiblemente sobre una fase sélida (resina) por ejemplo
mediante la denominada sintesis de Merrifield. Véase por ejemplo Barany and Merrifield en The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, Vol. 2, E. Gross y Meinhofer, Ed. (Acad. Press, N.Y., 1980). Kneib-Coronier y Mullen Int. J.
Peptide Protein Res., 30 paginas 705-739 (1987) y Fields y Noble Int. J. Péptido Protein Res., 35, paginas 161-214
(1990).

En caso de desearse un péptido unido o ciclico, la secuencia de aminodcidos se somete a una etapa de oxidacién
quimica con el fin de ciclar o unir los dos residuos de cisteina con una o entre dos secuencias peptidicas, cuando se
sintetizan las secuencias de aminodcidos lineales apropiadas, véase Akaji et al., Tetrahedron Letter, 33, 8, paginas
1073-1.076, 1992.

Descripcion general de sintesis

Se sintetizaron todos los derivados peptidicos preparados en los ejemplos facilitados a continuacién en un sinteti-
zador de péptidos Milligen 9050 usando un programa convencional. La resina usada fue Tenta Gel P RAM con una
carga tedrica de 0,20 meq/g (RAPP POLYMERE GmbH, Tiibingen). Se secé el producto final de la sintesis a vacio
durante la noche. Entonces se escindié el péptido de la resina mediante tratamiento con 4cido trifluoroacético al 90%
en presencia de etanoditiol (5%) y agua (5%) como eliminadores (1,5 horas a TA). Entonces se filtré La resina y se
lavé sobre filtro con 4cido trifluoroacético (100%) adicional (2 x 20 ml). Se evaporaron los filtrados combinados a
vacio (bafio de agua a TA) y se tritur6 el residuo con etil éter (200 ml) y se separd por filtracion el producto precipi-
tado. Se disolvié el sélido inmediatamente sobre filtro con 4cido acético glacial (100 ml) y se afiadié a 1,5 1 de 4cido
acético al 20% en metanol y se traté con disolucién 0,1 M de yodo en metanol hasta que permanecié un ligero color
marrén. Entonces se afiadié Dowex 1 x 8 de intercambio iénico en forma de acetato (15 g) (Bio-Rad, Richmond, CA)
y se filtré la mezcla. Se evapord el filtrado y se liofilizé el residuo en 4dcido acético. Entonces se purificé el producto
mediante cromatografia liquida de fase inversa en una columna cargada con Kromasil® 100-5 C8 (EKA Nobel, Surte,
Suecia) en un sistema adecuado que contenia acetonitrilo en disolucién acuosa de dcido trifluoroacético al 0,1%. Se
analizaron las muestras recogidas de la columna mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) analitica
(Beckman System Gold, EE.UU.) equipada con una columna Kromasi® 100-5 C8 (EKA Nobel, Surte, Suecia). Se
reunieron las fracciones que contenian la sustancia pura, se evaporé el disolvente y se liofiliz6 el producto en dcido
acético. Se realiz6 el andlisis de HPLC final sobre el producto final, y se confirmé la estructura del péptido mediante
andlisis de aminodcidos y espectrometria de masas (LDI-EM).

Todos Los aminodcidos usados durante la sintesis fueron aminodcidos L y se protegieron con un grupo fluorenil-
metoxicarbonilo en la funcién amino @. Se protegieron las cadenas laterales tal como sigue:

Cys(Trt), GIn(Trt), Glu(OtBu), Thr(tBu).
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Las abreviaturas, entre paréntesis, son:

Trt = trifenilmetilo

t-Bu = terc-butilo

OtBu = éster terc-butilico

Los derivados de aminodcido se suministraron por Bachem AG, Suiza.

Ejemplo 1
Preparacion de RALGPAATLQTPWTASLGVG (SEQ ID NO: 3)

Se sintetiz6 el péptido en forma de amida, a partir de los materiales de partida correspondientes segtin la descripcién
general de sintesis. Se determiné la pureza mediante andlisis de HPLC y se confirmé la estructura mediante anélisis
de aminodcidos y espectrometria de masas (LDI-EM).

Pureza (HPLC): més del 95%

Peso molecular (base libre): 1966

Férmula molecular: CggH 440,5Ny6
Ejemplo 2
Preparacion de RWLLLGLNPLVGGGRLYSPTSILG (SEQ ID NO: 6)

Se sintetiz6 el péptido en forma de amida, a partir de los materiales de partida correspondientes segiin La des-
cripcion general de sintesis. Se determind la pureza mediante andlisis de HPLC y se confirmd la estructura mediante
analisis de aminodcidos y espectrometria de masas (LDI-EM).

Pureza (HPLC): mas del 95%

Peso molecular (base libre): 2552

Férmula molecular: C,;9H,¢50,9N33
Ejemplo 3
Preparacion de RAIPIPAGTLLSGGGRAIYKRWAILG (SEQ ID NO: 11)

Se sintetiz6 el péptido en forma de amida, a partir de los materiales de partida correspondientes segtin la descripcién
general de sintesis. Se determiné la pureza mediante andlisis de HPLC y se confirmé la estructura mediante anélisis
de aminodcidos y espectrometria de masas (LDT-EM).

Pureza (HPLC): més del 95%

Peso molecular. (base libre): 2707

Foérmula molecular: C;,5H,03029N3g
Ejemplo 4
Preparacion de RFIIPNIFTALSGGRRALLYGATPYAIG (SEQ ID NO: 18)

Se sintetiz6 el péptido en forma de amida, a partir de los materiales de partida correspondientes segtin la descripcion
general de sintesis. NI en la secuencia es norleucina. Se determind la pureza mediante andlisis de HPLC y se confirmé
la estructura mediante andlisis de aminoacidos y espectrometria de masas (LDI-EM).

Pureza (HPLC): mas del 95%

Peso molecular (base libre): 2894

Férmula molecular: C137H217032N37
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Ejemplo 5

Se preparé una vacuna que comprendia los péptidos de la SEQ ID NO: 3, 6, 11 y 18. Se disolvieron los péptidos
liofilizados en agua estéril a una concentracién final de 4 mg/ml. La concentracion de sal final fue del 0,9%. También
se prepard una preparacion de un factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), segtn las
instrucciones de uso del fabricante, hasta una concentracién final de 0,3 mg/ml. Se administraron las dos disoluciones
por via intracutdnea. Una dosis de inyeccidn tipica es de 100 ul.

Ejemplo 6

Se mezcla una suspension o disolucién de antigeno con partes iguales de adyuvante de Freund de Behring, com-
pleto o incompleto, y entonces se emulsiona finamente aspirdndose en, y presiondndose vigorosamente hacia fuera
de, una jeringuilla de inyeccién o con un homogeneizador. La emulsidon debe permanecer estable durante al menos 30
minutos. Las emulsiones de antigeno-adyuvante se inyectan de la mejor manera por via subcutdnea como sustancias
de liberacién prolongada.

Ejemplo 7
Datos de toxicidad

Se realizaron estudios de toxicidad en ratones y ratas con la composicion de péptido de la vacuna del ejemplo 5.
Se selecciono el ratén para el estudio para proporcionar datos comparativos a partir de una segunda especie de roedor
usada comiinmente. La sustancia de prueba era una mezcla de cuatro péptidos suministrada como un vial que contenia
material liofilizado para su reconstitucion con solucidn salina fisioldgica, y los niveles de dosis se expresaron en cuanto
a la carga peptidica total. Los péptidos individuales estaban presentes en una razén 1:1:1:1 dando niveles de dosis de
cada péptido de 0,0075 mg/kg de peso corporal, 0,075 mg/kg de peso corporal y 0,75 mg/kg de peso corporal, que son
hasta 500 veces la dosis humana pretendida. Se dividieron los animales de prueba en cuatro grupos de 10 animales
cada uno (cinco machos y cinco hembras); un grupo control con solucién salina y grupos para dosis bajas, intermedias
y altas. Se administré la composicién de prueba una vez, mediante infusién intravenosa en una vena de la cola a una
velocidad de dosis de 3 ml/minuto. Se sacrificaron los animales en los dfas 15 y 16 mediante inyeccién intraperitoneal
de pentobarbital sédico.

Los resultados de estos estudios indicaron que los niveles de dosis administrados a los ratones y las ratas no
provocaban reacciones adversos y que el nivel de no efecto era con exceso de 3 mg/kg.

Los ejemplos anteriores estan concebidos solamente como ilustrativos de la invencion.

Los polipéptidos dados a conocer en el presente documento pueden usarse en una combinacién de al menos un
péptido seleccionado de cada grupo de secuencias, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 11 y SEQ, ID NO:
18 para formar antigenos y el principio activo de una vacuna profilactica y terapéutica destinada a proporcionar pro-
teccion frente al virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1). La vacuna puede incluir compuestos que
tienen efectos beneficiosos en la proteccion o estimulacion del sistema inmunitario del huésped (ser humano o animal
vertebrado) por ejemplo, interleucinas, interferones, factores de crecimiento de granulocitos-macréfagos, factores de
crecimiento hematopoyéticos o similares. Preferiblemente, la composicién de vacuna contiene ademds un adyuvante o
vehiculo, mas preferiblemente el adyuvante o vehiculo es monofosforil lipido A (MPL®) posiblemente con alumbre,
adyuvante de Freund (completo o incompleto) o hidréxido de aluminio. La cantidad éptima de adyuvante/vehiculo
dependera del/de los tipo(s) que se elija(n). La formulacién de vacuna o de péptido puede liofilizarse antes del alma-
cenamiento. La vacuna puede almacenarse preferiblemente a baja temperatura, en ampollas que contienen una o mas
unidades de dosificacion, listas para usar. Una unidad de dosificacion tipica del péptido segiin la invencién estd dentro
del intervalo de concentracién: 1 ug-1 mg por kg de peso corporal, preferiblemente dentro de 2 pg-0,15 mg por kg de
peso corporal. Los expertos en la técnica apreciardn que una dosis adecuada dependera del peso corporal del paciente,
del tipo de enfermedad, de la gravedad del estado, de la via de administracién y de otros factores diversos. La vacuna
podria administrarse hasta doce veces y a través de inyeccion, normalmente se administrard aproximadamente tres
veces. En la preparacion de una disolucién para inyeccion, se disuelven los péptidos en disolucién de cloruro de sodio
estéril a una concentracion final de 1 mg/ml por péptido y cloruro de sodio al 0,9%. Normalmente, un volumen de
inyeccion es de 100 wpl a 200 ul (2 x 100 ul). El péptido se administra de manera conjunta preferiblemente con un adyu-
vante adecuado y/o un factor de crecimiento de granulocitos-macréfagos por ejemplo Leucomax® “Shering Plough”.
La administracion adecuada puede ser intracutdnea, subcutdnea, intravenosa, oral, intramuscular, intranasal, mucosa
o cualquier otra via adecuada. Pueden requerirse administraciones de refuerzo con el fin de mantener la proteccion.
Los expertos en la técnica entenderdn que las composiciones de vacunas segtin la invencién son ttiles no sélo en la
prevencion de la infeccidn, sino también en el tratamiento de la infeccion.

Referencias citadas en la memoria
Esta Lista de referencias citadas por el solicitante se dirige unicamente a ayudar al lector y no forma parte del
documento de patente europea. Incluso si se ha procurado el mayor cuidado en su concepcién, no se pueden excluir

errores u omisiones y el OEB declina toda responsabilidad a este respecto.
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Documentos de patente mencionados en la memoria

e WO 9113360 A (0005) e EP 0270114 A (0009)
e EP 0356007 A (0007) e DE 3711016 (0009)
e EP 0230222 A (0009) e GB 2188639 A (0009)

Literatura no relacionada con patentes citada en la memoria
o ADA. Immunol. Cell Biol, 1994, vol. 72, 447-454 [0002]
e BELL S.J. et al. Clin Exp Immunol., January 1992, vol. 87 (1), 37-45 [0002]
¢ ZWART G. et al. Virology, June 1994, vol. 201, 285-93 [0004]
e JOHNSON R.P. et al. The Journal of Immunology, 01 September. 1991, vol. 147 (5), 1512-1521 [0006]
¢ ROSENBERG E.S. et al. Science, 21 November 1997, vol. 278, 1447-1450 [0008]
e LAKE D.F. et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 08 November 1994, vol. 23, 10849-53 [0010]
o KLENERMAN P. et al. Nature, 02 June 1994, vol. 2 (369), 355 [0010]
e LEHNINGER A.L. Principles of Biochemistry Worth Publishers Inc, 1982 [0013]

e SAMBROOK et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1969
[0032]

¢ BARANY; MERRIFIELD. The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, Acad. Press, 1980, vol. 2 [0032]
e KNEIB-CORONIER; MULLEN. Int. J. Peptide Protein Res., 1987, vol. 30, 705-739 [0032]

e FIELDS; NOBLE. Int. J. Peptide Protein Res, 1990, vol. 35, 161-214 [0032]

o AKAJI et al. Tetrahedron Letter, 1992, vol. 33 (8), 1073 -1076 [0033]
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REIVINDICACIONES

1. Composicién de vacuna, antigenos y péptidos de VIH, caracterizada porque comprende los péptidos de la
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 18, en la que los extremos terminales de las se-
cuencias pueden ser grupos amino o carboxilo libres, amidas, acetilos o sales de los mismos, junto con un diluyente
farmacéuticamente aceptable y opcionalmente un adyuvante, portador y/o vehiculo y opcionalmente compuesto(s)
inmunoestimulador(es) adicional(es).

2. Composicién de vacuna, antigenos y péptidos de VIH, segtin la reivindicacién 1, caracterizada porque los
péptidos se disuelven en una solucién salina acuosa y el compuesto inmunoestimulador opcional es un factor de
crecimiento de granulocitos-macréfagos.

3. Composicién de vacuna, antigenos y péptidos de VIH, segtin la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, carac-

terizada porque la composicién comprende un adyuvante seleccionado de monofosforil lipido A (MPL®), adyuvante
completo o incompleto de Freund e hidréxido de aluminio.

10
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE (para todos los paises excepto EE.UU.):
(A) NOMBRE: Bionor A/S
(B) CALLE: Stromdalsjordet 4, Apdo. de Correos 1868 Gulset
(C) CIUDAD: Skien
(E) PAIS: Noruega
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): N-3705
(G) TELEFONO: +47 35 50 57 50
(H) FAX: +47 35505701

(i) INVENTOR Y SOLICITANTE (s6lo para EE.UU.):
(A) NOMBRE: Bitger Sgrensen
(B) CALLE: Meierlia 3
(C) CIUDAD: 3727 Skien
D) PAIS: Noruega

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Inmunoensayo, composiciones de vacuna, antigenos, péptidos de VIH y
un método de deteccion de anticuerpos inducidos por el VIH.

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 25

(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR: IBM Compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: Windows 95
(D) SOFTWARE: Word 7.0

(v) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
Prioridad desde NO 1999 1078 presentada el 4 de marzo de 2000
NUMERO DE SOLICITUD:

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: I:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 1

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 1 es Lys o Arg
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 2
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(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 2 es Ala, Gly, Ser o Arg

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 3
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 3 es Leu o Met

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 4
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 4 es Gly o Arg

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 5
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 5 es Pro, Thr, Val, Ser, Gln o Ala

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 6
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 6 es Gly, Ala, Lys, Arg, Gln o Glu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 8
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 8 es Thr o Ser

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sirio modificado
(B) UBICACION: 9
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 9 es Leu o Ile

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 14
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 14 es Thr, Ser o Val

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 15
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 15 es Ala o Ser

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 16

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 16 es Cys o Ser, opcionalmente Cys forma
parta de un enlace disulfuro

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 17
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 17 es Gln o Leu.

CARACTERISTICA:
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(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(H) UBICACION: 18
(U) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en aposicién 18 es Gly, Glu o Arg

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 20
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 20 es Gly o Arg

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

Xaa, Xaa, Xaa, Xaa, Xaa, Xaa, Ala Xaa, Xaa, Gln Thr Pro Trp Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa,,
1 5 10 15

Kaa,Val Xaay,
20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 16

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Opcionalmente Cys en la posicién 16 forma parte de un enlace
disulfuro

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

{ys Ala Leu Gly Pro Gly Ala Thr Leu Gin Thr Pro Trp Thr Ala Cys Gin Gly Val Gly
1 5 0 15 20

b

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iti) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

Arg Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Gin Thr Pro Trp Thr Ala Ser Leu Cly Val Gly
i 5 10 15 20
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 4:

@

(i)
(iii)
(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23-24 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

TIPO DE MOLECULA: péptido
HIPOTETICA: No

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 1
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 1 es Arg, Lys, Asp o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 2 es Trp, Gly, Lys o Arg

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 3
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 3 es Ile, Leu, Val o Met

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 4
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion es Ile, Val o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 5
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién S es Leu, Met, Val o Pro

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 12
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 12 es Arg o Lys

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 13
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 13 es Met o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 15

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 15 es Ser, Cys o Gln, opcionalmente Cys
forma parto de un enlace disulfuro

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
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(B) UBICACION: 17
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 17 es Thr, Val, Ile, Ser o Ala

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 18
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 18 es Ser, Gly o Thr

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 21

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 21 es Asp, Glu, Cys o Gly, opcionalmente
Cys forma parte de un enlace disulfuro

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 22
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 22 es Gly o ninguno

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 11..12
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “opcionalmente puente de Gly insertado de 0, 1, 2 6 3 residuos

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEO ID NO: 4:

Xaa, Xaa, Xaa, Xaa, A3ag Gly Leu Asn Pro Leu Vai [Givl, Xaa,, Xaa,, Tyr Xaa, Fro
1 5 10 15

Kaa, Kaa,lle Leu Kaa,, Xaa,,
20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 23

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 23 puede formar parte de un puente disul-
furo

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Trp lle e Pro Gly Ley Asn Pro Leu Val Gly Gly Gly Lys 1 eu Tyr Ser Pro Thr Ser lle Leu
1 5 10 15 20

Cys Gly
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iti) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Arg Trplevleu beu Gly L

1

He l.eu Giy

5

eu Asn Pro Leu Val Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Ser Pro

U

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS PE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ili) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

15

Thr Ser
20

Lys lle Leu Leu Gly Leu Asn Pro Leu Val Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Ser Pro Thr Ser lie

1 5

Leu Gly

10

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 8

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 8

15

20

Arg Leu Leu Lau Gly Leu Asn Pro Leu Val Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Ser Pro Thr Thir lle

4

Leu Gly

5

10

15

20
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 9

@

(i)
(iii)
(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22-26 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

TIPO DE MOLECULA: péptido
HIPOTETICA: No

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 1
(D) QTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 1 es Asn, Ser, Gly, His, Ala, Pro, Arg o
ninguno
CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 2 es Asn, Ala o Lys

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 3
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 3 es Pro, Gln, Gly, Ile o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 7
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicioén 7 es Val o Ala

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: S
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 8 es Gly o Lys

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 9
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 9 es Glu, Asp, Lys, Phe o Thr

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 10
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 10 es Ile, Met, Val o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 11
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 11 es Tyr, Leu o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)
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(B) UBICACION: 12
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 12 es Ser o ninguno

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 13

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 13 es Arg o ninguno
CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 14

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 14 es Asp, Arg, Trp, Ala o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 15
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 15 es Ile o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 16
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 16 es Tyr o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 17
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 17 es Lys o Arg.

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 18
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 18 es Arg, Lys o Asp

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 19
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 19 es Trp o Gly

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 20
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 20 es Ile, Met, Val, Gln o Ala

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 21

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 21 es Ile, Val o Ala
CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 22

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 22 es Leu, Met o Val

CARACTERISTICA:



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 307 496 T3

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 23
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 23 es Gly o Cys

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 24
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 24 es Leu o ninguno

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 12..13
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “opcionalmente puente de Gly insertado de 1, 2 6 3 residuos

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 9

3

Kaa, Xaa, Xaa, Pro lle Pro Xaa, Xaa, Xaa, Xaa ,Xaa,, Xaaz,, (Gly], Xag,, Xas,, Kaa,
1 5 10 15

K88, Xaa, Xad,, K88, Kaay, Xad,, Xad,, Xaa,, Xag,,

™~

Y/

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 10

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 24
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 24 puede formar parte de un enlace disulfuro

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 10

Arg Asn lle Pro Tle Pro Val Gly Asp tle Tyr Giy Gly Gly Asp tle Tyr Lys Acg Trp Gln Ala
1 5 10 5 2D

tey Cys Ley

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 11

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas
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(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 11

Arg Aia e Pro fle Pro Ala Gy Thr Leu Leu Ser Gly Gly Glv Arg Ala lle Tyr Lys Aug

Trp

Ata tle Ley Ghy
25

15

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 12

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
25 (D) TOPOLOGIA: ambas
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 12

20

30

Ala Leu Pro lle Pro Ala Gly Phe lie Tyr Gly Gly Giy Arg lle Tyr Lys Arg Trp Gin Ala Leu
1 5 10 15 20

35 Giy

) INFORMACION PARA LA SEQID NO: 13
40

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 13

45

50

35 Lys lle Pro lle Pro Val Gly Phe lle Gly Gly Gly Trp He Tyr Lys Arg Trp Ala lle Leu Gly
1 5 10 15 20

60 (2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 14

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
65 (B) TIPO: aminoacido
(C) CIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

10
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(i)
(iii)
(xi)

ES 2 307 496 T3

TIPO DE MOLECULA: péptido
HIPOTETICA: No
DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 14

Lys lle Pro lle Pro Val Gly Thr Leu Leu Ser Gly Gly Gly Arg lte Tyr Lys Arg Trp Ala lle

1 5 10 15 24
Leu Gly

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 15

®

(i)
(iii)
(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24-28 amino4cidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

TIPO DE MOLECULA: péptido
HIPOTETICA: No

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 1

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 1 es Pro, Lys, Arg o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 2 es Glu, Arg, Phe o Lys

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 5
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 5 es Pro o Thr

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 6
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 6 Met, Thr o Nle

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 7
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 7 es Phe o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 8
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 8 es Ser, Thr, Ala o Met

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 9

11
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(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

ES 2 307 496 T3

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 9 es Ala, Glu o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 11
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 11 es Ser o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 12
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 12 es Ala, Arg o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 13
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 13 es Ile, Leu o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 14
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 14 es Ser, Ala, Leu o ninguno

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 15
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 15 es Tyr, Glu o Asp

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 16
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 16 es Gly o Asp

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 17
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 17 es Ala o Leu

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 18
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 18 es Thr, Ile, Val, Leu o Asn

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 19

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 19 es Pro, Thr o Ser
CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 20

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 20 es Tyr, Phe, Nle, His o Gin
CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

12
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(B) UBICACION: 21
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 21 es Asp, Asn, Leu o Ala

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 22
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 22 es Leu, Ile, Val o Asn

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 23
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 23 es Asn, Tyr, Cys o Gly

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 24
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicion 24 es Thr, Met, Ile, Ala, Val o ninguno

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 25
(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Xaa en la posicién 25 es Gly o ninguno

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE;: Sitio modificado
(B) UBICACION: 23

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “opcionalmente Cys en la posicién 23 forma parte de un enlace
disulfuro

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 11...12

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “opcionalmente se inserta un puente de Gly-Arg entre Xaa 11y
12, siendon =1, 2 y 3, y siendo m independientemente de n 0, 1, 2 6 3.

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 15

Xaa, Xaa, lle lle Xaa, Xaa, Xas, Xag, Xaz, Leu Xaa,, [Glv},[Arg], Xaz,, Xaa,, X84,

1 10

o

Xaa,; Xaa,, K38, Xa8,, X3a,, X238, Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xad,, Aaa,
15 20 25

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 16

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

13
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(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 24

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 24 opcionalmente forma parte de un enlace

disulfuro

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ) ID NO: 16

Lys Phe lle lle Pro Nle Phe Ser Alg Leu Gly Gly Ala tle Ser Tyr Asp Leu Asn

1 5
Leu Asn Cys lle

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 17

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:

10

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 26

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 26 opcionalmente forma parte de un enlace

disulfuro

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 17

16

Thr Nle
20

Lys Phe lle lie Pro Mie Pha Ser Aia Leu Ser Gly Gly Gly Alalle Ser Tyr Asp Leu Asn

1 5
Thr Phe Leu Asn Cys lle Gly
25

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 18

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ili) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 18

10

15

20

Arg Phe lie lle Pro Nle Phe Thr Ala Leu Ser Gly Gly Arg Arg Ala Leu Leu Tyr Gly Ala

1 5
Thr Pro Tyr Ala lle Gly
25

10

14

18

20
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 19

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 19

Lys lle lie Pro Nie Phe Ser Ala Leu Gly Gly Gly Arg Leu Leu Tyr Gly Al

4 5 10
e Gly

(2) INFORMACION PARA LA SEO ID NO: 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 20

15

a Thr Pro Tyr Ala
20

Arg lle lle Pro Nie Phe Thr Ala Leu Ser Gly Gly Gly Arg Lau Leu Tyr Gly Ala Thr Pro Tyr

1 5 10
Ala lie Gly
25

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: ambas
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido dimérico
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: enlace disulfuro entre la posicién 16 en la SEQ ID NO: 2 y la posicién 23 en la

SEQ ID NO: 5
(2) INFORMACION PARA IBA SEQ ID NO: 22

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

15

15

20
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(A) LONGITUD: 40 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: ambas
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido dimérico
(ili) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: enlace disulfuro entre la posicién 16 en la SEQ ID NO: 2 y la posicién 16 en la

SEQ ID NO: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota= *”

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido dimérico
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: enlace disulfuro entre la posicién 23 en la SEQ ID NO: 5 y la posicién 23 en la

SEQ ID NO: 5
(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado
(B) UBICACION: 23

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 23 puede formar parte de un puente disul-

furo

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 24:

Asn lie Pro lle Pro Val Gly Asp lie Tyr Gly Gly Gly Asp tte Tyr Lys Arg Tyr Gin Ala

1 3 10

Leu Cys Leu

16

15

20
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: ambas

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: No
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio modificado

(B) UBICACION: 23

(D) OTRA INFORMACION: /nota= “Cys en la posicién 23 opcionalmente forma parte de un enlace
disulfuro

(xi)y DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO: 25
Trp lie lle Pro Nle Phe Ser Ala Leu Gly Gly Ala lie Ser Tyr Asp Leu Asn Thr Nie

1 5 { 135 20
Leu Asn Cys lle
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