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DESCRIPCION
Composiciones de vacuna que contienen disposiciones de antigeno beta 1-6 amiloide
Antecedente de la invencion
Campo de la Invencion

La presente invencion se relaciona con los campos de la biologia molecular, virologia, inmunologia y medicina. La
invencion proporciona una composiciébn que comprende un antigeno repetitivo y ordenado o disposicion
determinante antigénica, y en particular una composicion de AB1-6 péptido-VLP. Mas especificamente, la invencién
proporciona una composicion que comprende una particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN y por lo menos
un péptido AB1-6 unido a este. La invencion también proporciona un proceso para producir los conjugados y las
disposiciones repetitivas y ordenadas, respectivamente. Las composiciones de la invencién son (tiles en la
produccién de vacunas para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer y como un farmaco/vacuna para evitar o
curar la enfermedad de Alzheimer y para inducir eficientemente las respuestas inmunes, en particular las respuestas
de anticuerpo. Adicionalmente, las composiciones de la invencién son particularmente (tiles para inducir
eficientemente respuestas inmunes autoespecificas dentro del contexto indicado.

Técnica Relacionada

La enfermedad de Alzheimer (AD) es la causa mas comun de demencia entre los ancianos (65 afios de edad y mas)
y una carga pesada para la salud publica. Por ejemplo, se reporta que 4 millones de personas sufren de la
enfermedad en los Estados Unidos de América. Se espera que la incidencia de la enfermedad se incremente con el
envejecimiento de la poblacion.

Los principales signos patologicos de la enfermedad de Alzheimer son los cambios en el comportamiento
relacionados con la edad, depdsito de - amiloide en placas insolubles, llamadas las placas neuriticas o placas AD,
ovillos neurofibrilares compuestos de la proteina tau dentro de las neuronas, y pérdida de neuronas a través del
prosencéfalo. En adicion al inicio tardio de AD, que ocurre en la vejez (65 afios y mas), existe un inicio temprano de
AD, AD hereditario (FAD) que ocurre entre la edad de 35 y 60. Las anormalidades patol6gicas de AD son mas
extensas, severas y ocurren temprano en FAD que en el AD de inicio tardio o esporadico. Las mutaciones en el gen
APP, los genes presenilina 1 y presenilina 2 se han correlacionado con FAD.

Como se indica, uno de los eventos clave en la enfermedad de Alzheimer (AD) es el depdsito de amiloides como
masas fibrosas insolubles (amiloidogenia) que resulta en placas neuriticas extracelulares y depésitos alrededor de
las paredes de los vasos sanguineos cerebrales (para revision ver Selkoe, D. J. (1999) Nature. 399, A23-31). El
constituyente principal de las placas neuriticas y la angiopatia congofilica es amiloide B (AR), aunque estos
depositos también contienen otras proteinas tal como glicosaminoglicanos y apolipoproteinas. ElI AR se divide
proteoliticamente de una glucoproteina mucho mas grande conocida como Proteina Precursora Amiloide (APP), que
comprende isoformas de 695-770 aminoacidos con una Unica region de transmembrana hidrofoba. EI AR forma un
grupo de péptidos de hasta 43 aminoacidos de longitud que muestra considerable hetereogeneidad del terminal
carboxi y amino (truncacion) asi como también modificaciones (Roher, A. E., Palmer, K. C., Chau, V., & Ball, M. J.
(1988) J. Cell Biol. 107, 2703-2716. Roher, A. E., Palmer, K. C., Yurewicz, E. C., Ball, M. J., & Greenberg, B. D.
(21993) J. Neurochem. 61, 1916-1926). Las isoformas prominentes son AB1-40 y 1-42. Este tiene una alta propension
a formar laminas  que se agregan en las fibrilas, que finalmente conducen al amiloide.

El péptido AB tiene un papel central en la neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. La regién especifica, la
acumulacion extracelular del péptido AR se acompafia por microgliosis, cambios citoesqueléticos, neuritis distrofica y
pérdida sinaptica. Estas alteraciones patolégicas se considera que estan ligadas a la disminuciéon cognitiva que
define la enfermedad.

La administracion de la proteina beta amiloide o, en particular, AR 1-28 en cantidades de hasta 10-2 mg/dosis en la
ausencia de cualesquier adyuvantes y sin ningun ligado de la proteina beta amiloide o AB 1-28 a un portador, para el
tratamiento de enfermedad de Alzheimer, se describe en la EP 526'511.

Otros han utilizado la administracion de péptidos AR en combinacién con adyuvantes, para inducir una respuesta
inmune, celular o humoral, contra A 1-42. En un modelo de ratén transgénico de enfermedad de Alzheimer, los
animales sobreexpresan la proteina precursora amiloide humana que contiene la mutacion APP(717)V-F (ratones
PDAPP; Johnson-Wood, K. et al., Proc. Natl. Acad. USA 94: 1550-1555, Games, D. et al., Nature 373: 523-527
(1995a)), que conduce a la sobreproduccion de AR1-42, desarrollan placas, neuritis distrofica, pérdida de terminales
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presinapticos, astrocitosis y microgliosis. En un estudio reciente, Schenk, D. et al., (Nature 400:173-77 (1999) y WO
99/27944) reporta que la administracion de AB1-42 agregado mezclado con un adyuvante fuerte (CFA/IFA), que no
se puede utilizar en humanos, en las primeras 4 inmunizaciones, seguido por la administracion del AB1-42 agregado
en PBS en las inmunizaciones posteriores, a ratones PDAPP de 6 semanas de edad, evita esencialmente la
formacion de placa y la neuritis distréfica asociada. Los mismos autores reportan que la inmunizacion de ratones
mas viejos (11 meses de edad) utilizando la misma estrategia reduce marcadamente el grado y progresién de las
neuropatologias similares a enfermedad de Alzheimer (AD). La proliferacion de esplenocitos de ratones inmunizados
utilizando la estrategia mencionada anteriormente se reporta en el Ejemplo Ill (Deteccion de la Eficacia Terapéutica
contra AD Establecido) de la WO 99/27944, que muestra que las células T especificas AB1-42 se inducen por el
procedimiento de vacunacion. El acoplamiento de los fragmentos AR a IgG antiratén de oveja, y la inmunizacion de
dicho fragmento acoplado en la presencia del adyuvante CFA/IFA se reporta en la WO 9927944. El uso de
composiciones que comprenden los fragmentos AP ligados a los polipéptidos tal como toxina difteria para promover
una respuesta inmune contra A también se describe en la WO 99/27944. Sin embargo, no se proporcionan datos
de inmunizacion.

Un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo dentro del terminal N (1-16) de AR (anticuerpo 6C6) se ha
mostrado que protege las células PC 12 de neurotoxicidad del B-amiloide fibrilar, y para desagregar el B-amiloide in
vitro (Solomon B. et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA (1997)). Un anticuerpo monoclonal que surge contra AB1-28,
también muestra que suprime la agregacion B-amiloide in vitro (Solomon B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1996)). Frenkel et al., (J. Neuroimmunol. 88: 85-90 (1998)) que ha identificado finalmente el epitopo de los dos
anticuerpos antiagregantes, 10D5 y 6C6, cuando es el epitopo "EFRH", es decir AB3-6. En contraste, un anticuerpo
especifico para AB1-7 es incapaz de evitar la agregacion 3-amiloide (Frenkel D. et al., J. Neuroimmunol. 95: 136-142
(1999)).

El AB1-42 es fibrilogénico y de hecho, la composicién de vacuna descrita en la WO 99/27944 que utiliza AB1-42 se
trata en tal una forma que esta puede formar agregados. Se ha mostrado que aquellas fibrilas son téxicas para los
cultivos celulares neuronales (Yankner et al., Science 245: 417-420 (1989)), y que también se observa un efecto
téxico cuando se inyecta en cerebros de animal (Sigurdson et al., Neurobiol. Aging 17: 893-901 (1996); Sigurdson et
al., Neurobiol. Aging 18: 591-608 (1997)). Walsh et al., (Nature 416:535-539 (2002)) reporta que los oligomeros
naturales de AB se forman dentro de vesiculas intracelulares. Aquellos oligdmeros inhiben la potenciacion a largo
plazo en ratas in vivo y la plasticidad sindptica interrumpida en las concentraciones encontradas en el cerebro
humano y el fluido cerebrospinal.

En otro estudio, Bard, F. et al. (Nature Medicine 6:916-19 (2000)) reporta que la administraciéon periférica de los
anticuerpos elevados contra AB1-42, es capaz de reducir la carga amiloide, a pesar de los niveles de suero
relativamente modestos. Este estudio utiliza anticuerpos policlonales elevados contra ABR1-42, o anticuerpos
monoclonales elevados contra los fragmentos sintéticos derivados de diferentes regiones de AB. Asi la induccion de
anticuerpos contra los péptidos A tiene promesas como un tratamiento terapéutico potencial para la enfermedad de
Alzheimer.

La administracién mucosal de un antigeno asociado con placas B-Amiloide, tal como el péptido B-amiloide y AB1-40,
se ha descrito en la W099/27949. Se dice que la administracion mucosal suprime ciertas respuestas de citoquina
asociadas con enfermedad de Alzheimer, y mejora ciertas otras respuestas de citoquina asociadas con la supresion
de las respuestas inflamatorias ligadas a la enfermedad. Se considera que la supresion de las respuestas
inflamatorias se efectta por la "provocacion de células T caracterizado por un perfil de citoquina antiinflamatorio”.
Los antigenos adecuados, como se describe en la W09927949, incluyen antigenos especificos para AD, y que se
reconocen por células T inmunes de un anfitrion humano o animal.

En la WO 01/18169 se describe la fusion de los epitopos de un anticuerpo monoclonal que reconoce A para cubrir
proteinas de fagos filamentosos. La inmunizacion de ratones con los fagos filamentosos exhiben el epitopo 15-mer
VHEPHEFRHVALNPV (SEQ ID NO: 89) sobre la proteina de la cubierta VIII que resulta en anticuerpos que
reconocen AB 1-16, y AB-40. Esto se demuestra en la inhibicién de ELISA que utiliza los péptidos AB, y se encuentra
un IC50 de 1 pM para la inhibicion de la unién del suero a AB- 16 con AB1-40. Solomon (WO 01/18169), sin
embargo, no proporciona indicacién que el suero provocado contra los fagos filamentosos lleva el epitopo
VHEPHEFRHVALNPYV (SEQ ID NO: 89), que se une a placas amiloide o placas neuriticas de AD.

Existe un ndmero de inconvenientes en utilizar las secuencias que difieren del antigeno contra el cual se ha
provocado una respuesta inmune para inmunizacion. Primero, los anticuerpos contra la parte de la secuencia
externa al antigeno o se puede inducir el determinante antigénico. Segundo, la confirmacion del antigeno en el
contexto del elemento de la secuencia de flanqueo anterior puede ser diferente que en el contexto del antigeno de
longitud completa. Asi, aunque se pueden provocar anticuerpos que reaccionan en forma cruzada con el antigeno,
puede ser subdptima su unién al antigeno. La especificidad fina de aquellos anticuerpos provocados tampoco puede
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corresponder a la especificidad de los anticuerpos provocados contra el antigeno en si mismo, como diferentes
cadenas laterales adicionales de los actuales residuos en el AB de longitud completa estan presentes en el epitopo.
Finalmente, una secuencia de aminoacido 15-mer puede contener los epitopos de célula T. La exhibicién del epitopo
YYEFRH (SEQ ID NO: 90) sobre la proteina Il del recubrimiento de fago filamentoso, del cual solo estan usualmente
presentes 3-5 copias en cada fago, también se describe en la WO 01/18169. Surgen varios problemas cuando se
utilizan fagos infecciosos como portador para inmunizacion. Primero, es problematica la produccién de agentes
infecciosos a gran escala y en suficiente cantidad para campafias de inmunizacién mayores. Segundo, la presencia
del ADN del fago que contiene genes de resistencia a antibiético en la vacuna lo que es problematico y es un tema
de seguridad. Finalmente, la factibilidad y eficacia de la irradiacion de grandes cantidades de fagos, no se resuelve
en el caso en donde se utilizan fagos no infecciosos como vacuna.

Se han descrito los anélogos AB, en donde se modifica el AR que incluye los epitopos auxiliares T (WO 01/62284).
La inmunizacion de ratones TgRND8+, trangénicos para el APP humano, con el andlogo AB resulta en un titulo de
anticuerpo 4- a 7.5 veces mayor sobre la inmunizacién con AB1-42 en la ausencia del adyuvante.

Estudios recientes demuestran que una reduccion inducida por vacunacion en depositos Amiloides del cerebro
tienen el potencial de mejorar las funciones cognitivas (Schenk, D., et al. Nature 400: 173-177 (1999); Janus, C. et
al., Nature 408: 979-982 (2000); Morgan, D. et al., Nature 408: 982-985 (2000)).

La autopsia de un paciente inmunizado con A-B1-42 agregado en el Adjuvante QS21 ha revelado la presencia de
meningoencefalitis de linfocito T y la infiltracion de la materia blanca cerebral mediante los macréfagos (Nicoll, J.A. et
al., Nature Med. 9: 448-452 (2003)).

Recientemente, una publicacion ha reportado 18 casos de meningoencefalitis en pacientes inmunizados por el
AN1792, una vacuna compuesta del AB1-42 agregado y QS-21 como adyuvante (Orgogozo J.-M. et al., Neurology
61: 46-54 (2003)). Se reporta la activacion de célula T como un mecanismo potencial responsable de la enfermedad,
mientras no sea clara la relacion entre la enfermedad y los titulos anti-AB1-42 en el suero.

Es bien establecido que la administracion de proteinas purificadas solas no es usualmente suficiente para provocar
una respuesta inmune fuerte; el antigeno aislado generalmente se puede dar junto con sustancias auxiliares
llamadas adyuvantes. Dentro de estos adyuvantes, el antigeno administrado se protege contra la degradacion
rapida, y el adyuvante proporciona una liberacion extendida de bajo nivel del antigeno. En la presente invencion, se
hacen inmunogénicos los péptidos AR a través de la union a un VLP y no requiere un adyuvante.

Una forma para mejorar la eficiencia de la vacunacién es aumentar asi el grado de repetitividad del antigeno
aplicado. A menos que las proteinas aisladas, virus que inducen prompt y las respuestas inmunes eficientes en la
ausencia de cualquiera de los adyuvantes con y sin el auxiliar de célula T (Bachmann y Zinkernagel, Ann. Rev.
Immunol: 15:235-270 (1991)). Aunque los virus consisten frecuentemente de pocas proteinas, ellos son capaces de
activar las respuestas inmunes mucho mas fuertes que sus componentes aislados. Para las respuestas de célula B,
se sabe que un factor crucial para la inmunogenicidad de los virus es la repetitividad y orden de los epitopos de
superficie. Muchos virus exhiben una superficie casi cristalina que exhibe una disposicién regular de los epitopos
que reticulan eficientemente las inmunoglobulinas especificas de epitopo en las células B (Bachmann y Zinkernagel,
Immunol. Today 17: 553-558 (1996)). Esta reticulacion de las inmunoglobulinas de superficie en las células B es una
sefial de activacion fuerte que induce directamente la progresién del ciclo celular y la produccion de los anticuerpos
IgM. Adicionalmente, tales células B activadas son capaces de activar las células auxiliares T, que a su vez inducen
un cambio de la produccion de anticuerpo IgM a IgG en las células B y la generacion de la memoria de célula B de
larga vida — el objetivo de cualquier vacunacién (Bachmann y Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol. 15:235-270 (1997)).
La estructura virica aun se liga a la generacion de los anti-anticuerpos en la enfermedad autoinmune y como una
parte de la respuesta natural a los patégenos (ver Fehr, T., et al.,, J Exp. Med. 185:1785-1792 (1997)). Asi, los
anticuerpos presentados por una superficie virica altamente organizada son capaces de inducir fuertes respuestas
de anti-anticuerpo.

Como se indica, sin embargo, el sistema inmune falla en producir anticuerpos contra las estructuras autoderivadas.
Para los antigenos solubles presentes en bajas concentraciones, esto se debe a la tolerancia al nivel de célula Th.
Bajo estas condiciones, el acoplamiento del autoantigeno a un portador que puede suministrar el auxiliar T puede
romper la tolerancia. Para las proteinas solubles presentes en altas concentraciones o las proteinas de membrana
en bajas concentraciones, pueden ser tolerantes las células B y Th. Sin embargo, la tolerancia de la célula B puede
ser reversible (anergia) y se puede romper mediante la administracion del antigeno en una forma altamente
organizada acoplada a un portador externo (Bachmann y Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol. 15:235-270 (1997)).
Como se muestra en la US2003/0175290 presentada en Enero 18, 2002, se pueden inducir fuertes respuestas
inmunes con las composiciones que comprenden los péptidos AR (AB1-15, AR1-27 y AB33-42, que es un auto-
antigeno en los ratones) unidos a un VLP. En particular, los péptidos AR humanos mencionados anteriormente
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unidos al VLP del fago de ARN Qp induce titulos especificos Ap altos en ratones transgénicos de APP humano
(como se describe en los Ejemplos) que demuestra que la tolerancia al auto-antigeno AB se puede superar al
inmunizar mediante con péptidos AB unidos a un VLP.

Las composiciones que comprenden una particula de nucleo, tal como un virus o una particula similar a virus, a la
cual por lo menos un antigeno o un determinante antigénico se asocia por medio de por lo menos un enlace no
péptido que conduce a una disposicion de antigeno repetitiva se ha descrito en la WQOO00/32227. Estas
composiciones son Utiles para la produccién de vacunas para la prevencion de enfermedades infecciosas, el
tratamiento de alergias y el tratamiento de canceres.

Subsiste asi una necesidad para composiciones y vacunas seguras altamente inmunogénicas, respectivamente,
para tratar la enfermedad de Alzheimer, en particular, utilizando inmundgenos que carecen de los epitopos de célula
T y adyuvantes, respectivamente, que pueden provocar efectos colaterales, y que son adn capaces de inducir los
titulos altos del anticuerpo, cuyos anticuerpos, adicionalmente, son capaces de unirse a las placas amiloides.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Hemos encontrado que el péptido AB1-6, que se une a una particula de nlcleo tiene una estructura con organizacion
repetitiva inherente, y por lo tanto en particular con particulas similares a virus (VLP) y subunidades de VLP,
respectivamente, que conduce a conjugados repetitivos y altamente ordenados que representan un inmundgeno
potente para la induccion de anticuerpos especificos para AB1-6. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un
medio profilactico y terapéutico para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer, que se basa en una disposicién de
particula de nucleo AB1-6 repetitiva y ordenada, y en particular en un conjugado y disposicion de péptido VLP AB1-6,
respectivamente. Estos medios profilacticos y terapéuticos son capaces de inducir titulos altos de los anticuerpos
anti-péptido AB1-6, que se reticulan con el AB soluble y son capaces de unirse a las placas amiloide humanas de un
modelo de ratén transgénico APP de humano y con placas AD amiloides. Adicionalmente, los anticuerpos
provocados no se unen a APP en las secciones del cerebro.

Mas aln, la presente invencién proporciona nuevas composiciones, vacunas y métodos para el tratamiento de AD.
Las composiciones y vacunas que comprenden los péptidos AR 1-6 estan carentes de los epitopos de célula T e
inducen los anticuerpos unidos a las placas AD y el AB soluble. Los péptidos AR 1-6 se presentan en el sistema
inmune del paciente en una forma ordenada y altamente repetitiva a través de la union a los péptidos AR o a una
particula de nucleo, preferiblemente a un VLP, y ain mas preferiblemente a un VLP de un fago de ARN.

En una realizacion preferida, el antigeno o determinante antigénico es el péptido AB1-6 beta amiloide humano
(DAEFRH; SEQ ID NO: 75) que es un fragmento de AB
(DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (SEQ ID NO: 91), en donde el péptido AB1-6 beta
amiloide humano se une a la particula de nicleo y VLP, respectivamente. La proteina beta amiloide se proporciona
en la SEQ ID NO: 92. La proteina precursora beta amiloide se proporciona en la SEQ ID NO: 93.

La presente invencion, asi, proporciona una composicion que comprende: (a) una particula de ndcleo con por lo
menos un primer sitio de adhesién en donde dicha particula de nicleo es una particula similar a virus de un
bacteriéfago de ARN; y (b) por lo menos un antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio
de adhesion, en donde dicho antigeno o determinante antigénico es un péptido AB-6, y en donde dicho segundo sitio
de adhesion se selecciona del grupo que consiste de (i) un sitio de adhesion de ocurrencia no natural con dicho
antigeno o determinante antigénico; y (i) un sitio de adhesién de ocurrencia natural con dicho antigeno o
determinante antigénico, en donde dicho segundo sitio de adhesién es capaz de asociacion a dicho primer sitio de
adhesioén a través de por lo menos un enlace no péptido; y en donde dicho antigeno o determinante antigénico y
dicha particula de nucleo interactla a través de dicha asociacion para formar una disposicion de antigeno repetitivo
y ordenado.

Los fragmentos AR de la presente invencion son solubles y de manera general no forman agregados. Mas aun, ellos
se unen, y preferiblemente se unen covalentemente a una particula de nicleo y VLP, respectivamente. Por lo tanto,
las composiciones de la invencién no tienen riesgo de inducir efectos téxicos tal como siembra del depdésito amiloide.

Es un hallazgo inesperado de esta invenciéon que un titulo alto de anticuerpos reticulados con las placas amiloide
solubles AB y AD se pueda obtener con una composicion que comprende el péptido AB1-6 unido a una particula de
nacleo y VLP, respectivamente. En particular, se ha mostrado que el VLP media la induccion de los anticuerpos
contra los auto-antigenos, rompiendo asi la auto-tolerancia (WO 02/056905). Adicionalmente, el tamafio pequefio de
este epitopo precluye la presencia de los epitopos de célula T, proporcionando asi nuevas composiciones que no
inducen respuestas de célula especificas TAB. Adicionalmente, los anticuerpos provocados no se unen a APP en las
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secciones del cerebro. Asi, la presente invencion proporciona una composicién de vacunas segura para la
prevencioén y el tratamiento de AD.

Mas especificamente, la invencion proporciona una composicién que comprende un antigeno repetitivo y ordenado o
disposicién determinante antigénica, y por lo tanto en particular los conjugados VLP del péptido AR 1-6. Mas
especificamente, la invencién proporciona una composicion que comprende una particula similar a virus de un
bacteriéfago de ARN y por lo menos un péptido AB1-6 unido a este. La invencién también proporciona un proceso
para producir los conjugados y las disposiciones repetitivas y ordenadas, respectivamente. Las composiciones de la
invencion son utiles en la produccién de vacunas para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer y como un
farmacéutico para evitar o curar enfermedad de Alzheimer y para inducir eficientemente las respuestas inmunes, en
particular las respuestas de anticuerpo. Adicionalmente, las composiciones de la invencion son particularmente Utiles
para inducir eficientemente las respuestas inmunes autoespecificas dentro del contexto indicado.

En la presente invencién, un péptido AB1-6 se une a una particula de nicleo y VLP, respectivamente, tipicamente en
una forma orientada, que produce una disposicion de antigeno de péptido AB1-6 ordenado y repetitivo.
Adicionalmente, la estructura organizada y altamente repetitiva de las particulas de nucleo y los VLP,
respectivamente, median la exhibicion del péptido AR en una forma repetitiva y altamente ordenada que conduce a
una disposicion de antigeno repetitiva y altamente organizada. Adicionalmente, la union del péptido AB1-6 a la
particula nicleo y VLP, respectivamente, proporciona epitopos de célula auxiliar T, ya que la particula de nucleo y el
VLP son externos al anfitrién inmunizado con la disposicion de péptido AB1-6 de particula nlcleo y la disposicion del
péptido AB1-6 VLP, respectivamente. Aquellas disposiciones difieren de los conjugados de la técnica anterior, en
particular, en su estructura altamente organizada, dimensiones, y en la repetitividad del antigeno en la superficie de
la disposicion.

En un aspecto de la invencion, el péptido AB1-6 se sintetiza quimicamente, mientras que la particula ndcleo y el
VLP, respectivamente, se expresan y se purifican de un anfitrion de expresion adecuado para el plegado y el
ensamble de la particula nucleo y el VLP, respectivamente. La disposicion del péptido AB1-6 luego se ensambla
mediante la unién del péptido AB1-6 a la particula nacleo y al VLP, respectivamente.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion que comprende (a) una particula similar a virus
de un bacteriéfago de ARN, y (b) por lo menos un antigeno o determinante antigénico, en donde dicho antigeno o
dicho determinante antigénico es un péptido AB1-6, y en donde dicho por lo menos un antigeno o determinante
antigénico se une a dicha particula similar a virus.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende (a) la
composicion de la invencién, y (b) un portador farmacéuticamente aceptable.

En todavia un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una composicion de vacuna que comprende una
composicion, en donde dicha composicién comprende (a) una particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN; y
(b) por lo menos un antigeno o determinante antigénico, en donde dicho antigeno o dicho determinante antigénico
es un péptido AB1-6; y en donde dicho por lo menos un antigeno o determinante antigénico se une a dicha particula
similar a virus.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método de inmunizacién que comprende administrar la
composicion de la invencién, la composicién farmacéutica de la invencion o la vacuna de la invencién a un animal.

En todavia un aspecto adicional, la presente descripciéon proporciona un proceso para producir una composicion de
la invencién que comprende (a) proporcionar una particula similar a virus de un bacteri6fago de ARN; y (b)
proporcionar por lo menos un antigeno o determinante antigénico, en donde dicho antigeno o dicho determinante
antigénico es un péptido AB1-6; (c) combinar dicha particula similar a virus y dicho por lo menos un antigeno o
determinante antigénico ya que dicho por lo menos un antigeno o determinante antigénico se une a dicha particula
similar a virus.

Anéalogamente, la presente invencion proporciona un proceso para producir una composicion de la reivindicacion 1
que comprende: (a) proporcionar una particula de nicleo con por lo menos un primer sitio de adhesién en donde
dicha particula de nucleo es una particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN; (b) proporcionar por lo menos
un antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio de adhesion, en donde dicho antigeno o
determinante antigénico es un péptido AB1-6, y en donde dicho segundo sitio de adhesién se selecciona del grupo
gue consiste de (i) un sitio de adhesion de ocurrencia no natural con dicho antigeno o determinante antigénico; v (ii)
un sitio de adhesion de ocurrencia natural con dicho antigeno o determinante antigénico; y en donde dicho segundo
sitio de adhesion es capaz de asociacion a dicho primer sitio de adhesién a través de por lo menos un enlace no
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péptido; y (c) combinar dicha particula de nucleo y dicho por lo menos un antigeno o determinante antigénico, en
donde dicho antigeno o determinante antigénico y dicha particula de nicleo interactta a través de dicha asociacién
para formar una disposicion de antigeno repetitivo y ordenado.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un uso de una composicion de la reivindicacion 1 para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer.

En un aspecto aun adicional, la presente invencién proporciona un uso de una composicién de la reivindicacion 1
para la preparacion de un medicamento para el tratamiento profilactico y terapéutico de la enfermedad de Alzheimer.
Adicionalmente, en un aspecto aun adicional, la presente invencion proporciona un uso de una composicion de la
reivindicacion 1, en aislamiento o en combinacion con otros agentes, o con la ausencia explicita de sustancias
especificas tal como adyuvantes, para la fabricacion de una composicién, composicidon farmacéutica, vacuna,
farmaco o medicamento para la terapia o profilaxis de la enfermedad de Alzheimer, y/o para estimular el sistema
inmune del mamifero.

Por lo tanto, la invencién proporciona, en particular, composiciones de vacuna que son adecuadas para prevenir y/o
atenuar la enfermedad de Alzheimer o afecciones relacionadas con la misma. La invencién proporciona
adicionalmente métodos de inmunizacion y vacunacion, respectivamente, para prevenir y/o atenuar la enfermedad
de Alzheimer o las afecciones relacionadas con esta en los humanos. Las composiciones de la invencién se pueden
utilizar profilacticamente o terapéuticamente.

En realizaciones especificas, la invencidon proporciona métodos para prevenir y/o atenuar la enfermedad de
Alzheimer o las afecciones relacionadas a esta que se originan o exacerban mediante los productos de "auto’ gen,
es decir "auto-antigenos" como se utiliza aqui. En realizaciones relacionadas, la invencién proporciona métodos para
inducir las respuestas inmunolégicas en animales e individuos, respectivamente, que conduce a la produccion de
anticuerpos que previenen y/o atentian la enfermedad de Alzheimer o las afecciones relacionadas a esta, que se
originan o exacerban mediante productos de "auto’ gen.

Como se entendera por una persona medianamente experta en la técnica, cuando se administran las composiciones
de la invencién a un animal o un humano, ellas pueden estar en una composicion que contiene sales,
amortiguadores, adyuvantes, u otras sustancias que son deseables para mejorar la eficacia de la composicion. Se
proporcionan ejemplos de materiales adecuados para uso en preparar las composiciones farmacéuticas en
numerosas fuentes que incluyen Remington’s Pharmaceutical Sciences (Osol, A, ed., Mack Publishing Co. (1990)).

Se dice que las composiciones de la invencion son "farmacoldgicamente aceptables" si se puede tolerar su
administracion por un individuo receptor. Adicionalmente, las composiciones de la invencion se administraran en una
"cantidad terapéuticamente efectiva" (es decir, una cantidad que produce un efecto fisiolégico deseado).

Las composiciones de la presente invencion se puede administrar mediante varios métodos conocidos en la técnica,
pero se administraran normalmente mediante inyeccion, infusion, inhalacion, administracion oral, u otros métodos
fisicos adecuados. Las composiciones se pueden administrar alternativamente intramuscularmente,
intravenosamente, o subcutdneamente. Los componentes de las composiciones para administracion incluyen
soluciones acuosas estériles (por ejemplo solucién salina fisiolégica) o soluciones o0 suspensiones no acuosas.
Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tal como aceite de oliva, y
ésteres organicos inyectables tal como oleato de etilo. Los portadores o vendajes oclusivos se pueden utilizar para
incrementar permeabilidad en la piel y mejorar la absorcion del antigeno.

Otras realizaciones de la presente invencion seran evidentes para una persona medianamente experta en claridad
de lo que se conoce en la técnica, los siguientes dibujos y la descripcion de la invencion, y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIGURA 1 describe el gel SDS-PAGE, que corre bajo condiciones de reduccion, que muestra el resultado de
acoplamiento del péptido AB1l-6 (NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) al VLP de la proteina de
recubrimiento Q.

La FIGURA 2 muestra el andlisis ELISA de los anticuerpos especificos para AB1-6 en el suero de ratones
inmunizados con el péptido AB1-6 acoplado al VLP de la proteina de recubrimiento Qp.

La FIGURA 3 muestra el andlisis ELISA de los anticuerpos especificos para AB1-40 en el suero de ratones
inmunizados con el péptido AB1-6 acoplado al VLP de la proteina de recubrimiento Q.
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La FIGURA 4 A-B muestra una seccion del cerebro de un ratén APP23 (A) y una seccién de corteza entorrinal de un
paciente AD (B) tefiido con el suero de ratones inmunizados con el péptido AB1-6 acoplado al VLP de la proteina de
recubrimiento Q.

La FIGURA 5 A-E muestra las secciones de cerebro de un ratén APP23 refiido con el suero de ratones inmunizados
con el péptido AB1-6 acoplado al VLP de la proteina de recubrimiento Q, o con un antisuero especifico de conejo
policlonal para el terminal C de APP humano o de raton.

La FIGURA 6 muestra el resultado de la inmunizacién de monos rhesus con AB1-6 humano acoplado a VLP Qf
cuando se mide en un ensayo ELISA.

La FIGURA 7 muestra el resultado de la unién a las placas de suero de monos inmunizados con el AB1-6 humano
acoplado a VLP Q, cuando se mide por la histologia en el AD humano y las placas de raton transgénico.

La FIGURA 8 describe el andlisis SDS-PAGE del acoplamiento de AB1-6 a AP205 VLP de murino.

La FIGURA 9 muestra el resultado de la inmunizacion de ratones con AB1-6 de murino acoplad a AP205 cuando se
mide en un ensayo ELISA.

La FIGURA 10 muestra el analisis mediante ELISA de los titulos anti-AB40 y anti-AB42 en el suero de ratones
transgénicos "Suecia/Londres" inmunizados con QBhAB1-6 entre 9.5 y 19 meses de edad.

La FIGURA 11 muestra el tefiido inmunohistoquimico de las secciones del cerebro de ratones transgénicos
"Suecia/Londres" con QphAB1-6 o PBS.

LA FIGURA 12 muestra la cuantificacion del depdsito de placa en ratones transgénicos "Suecia/Londres"
inmunizados con QBhAB1-6, QB o PBS entre 9.5y 19 meses de edad.

LA FIGURA 13 muestra la cuantificacion del depésito de placa en ratones transgénicos "Suecia/Londres”
inmunizados con QphAR1-6 o PBS entre 13.5 y 19 meses de edad.

LA FIGURA 14 muestra el andlisis mediante ELISA de los titulos anti-AB40 y anti-AB42 en el suero de ratones
transgénicos "Suecos" inmunizados con QBhAB1-6.

LA FIGURA 15 muestra el tefiido histoquimico de las secciones del cerebro de ratones inmunizados "Suecos" con
QBhAB-6 0 PBS.

LA FIGURA 16 muestra la cuantificaciéon del depdsito de placa en ratones transgénicos "Suecos" inmunizados con
QBhAB1-6 0 PBS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado
como se entiende comiUnmente por una persona medianamente experta en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque se pueden utilizar cualesquier métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos
aqui en la préactica o prueba de la presente invencién, se describen de aqui en adelante los métodos y materiales
preferidos.

1. Definiciones:

Péptido AB1-6: Un péptido AB1-6 como se utiliza aqui se refiere a péptidos que tienen una secuencia que
corresponde a la secuencia AB1-6 humana, o homoéloga a la secuencia humana AB1-6. Las secuencias homologas a
la secuencia AB1-6 humana incluyen, pero no se limitan a las secuencias AB1-6 de otras especies y por lo tanto
incluyen, pero no se limitan a, la secuencia de primate, conejo, conejillo de indicas, Xenopus Laevis, rana, ratén y
rata AB1-6. Las secuencias AB1-6 de Xenopus Laevis o rana, aunque difieren de AB1-6 humano en dos posiciones,
tienen mutaciones conservadoras (Ala - Ser, Phe - Tyr), y todavia se considera que son homélogas a AB1-6 de
acuerdo con esta definicion. De acuerdo con la presente invencion, sin embargo, el péptido AR1-6 se modifica
tipicamente, de tal manera que un segundo sitio de adhesién se adhiere a este. Preferiblemente, el segundo sitio de
adhesion se modifica con un ligador o un ligador de aminoacido que comprende un segundo sitio de adhesion para
la unién a una particula de ndcleo y VLP, respectivamente. Con referencia aqui al péptido AB1-6, un péptido AB1-6
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modificado, como se indico anteriormente, es decir se debe abarcar el péptido AB1-6 con un segundo sitio de
adhesion adherido a este. Tipicamente, sin embargo, las modificaciones se indican explicitamente en la
especificacion. Las realizaciones preferidas adicionales de un péptido AB1-6 es un antigeno o determinante
antigénico de acuerdo con la presente invencién que llegara a ser evidente cuando procede esta especificacion.

Adyuvante: El término "adyuvante" como se utiliza aqui se refiere un estimulador no especifico de la respuesta
inmune o sustancias que permite la generacion de un deposito en el anfitrién cuando se combina con la vacuna y la
composicion farmacéutica, respectivamente, de la presente invencion puede proporcionar una respuesta inmune ain
mas mejorada. Se puede utilizar una variedad de adyuvantes. Ejemplos incluyen adyuvante de Freund completo e
incompleto, hidroxido de aluminio y muramildipéptido modificado. Los adyuvantes adicionales son geles minerales
tal como hidréxido de aluminio, sustancias activas de superficie tal como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite, hemocianinas de lapa de ojo de cerradura, dinitrofenol, y adyuvantes humanos
potencialmente Utiles tal como BCG (bacille Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Tales adyuvantes también
son bien conocidos en la técnica. Los adyuvantes adicionales que se pueden administrar con las composiciones de
la invencion incluyen, pero no se limitan a, inmunomodulador de lipido Monofosforilo, AdjuVax 100a, QS-21, QS-18,
CRL1005, sales de Aluminio (Alum), MF-59, OM-174, OM-197, OM-294, y tecnologia de adyuvante Virosomal. Los
adyuvantes también pueden comprender una mezcla de estas sustancias.

Se conocen en la técnica las fracciones de saponina inmunolégicamente activas tienen actividad de adyuvante
derivada de la corteza del arbol Sur Americano Quillaja Saponaria Molina. Por ejemplo QS21, también conocido
como QA21, es una fraccion purificada Hplc del arbol Quillaja Saponaria Molina y se describe su método de
produccién (como QA21) en la Patente Estadounidense No. 5,057,540. También se ha descrito Quillaja saponin
como un adyuvante por Scott et al, Int. Archs. Allergy Appl. Immun., 1985, 77, 409. El lipido A monosforilo y sus
derivados se conocen en la técnica. Un derivado preferido es lipido A monofosforilo 3 de-o-acilado, y se conoce de
la Patente Britdnica No. 2220211. Los adyuvantes preferidos adicionales se describen en la WO00/00462.

Sin embargo, una caracteristica ventajosa de la presente invencion es la alta inmunogenicidad de la composicion de
la invencion. Como ya se destac6 aqui o serd evidente cuando procede esta especificacion, se proporcionan
vacunas y composiciones farmacéuticas carentes de los adyuvantes en alternativa adicional o realizaciones
preferidas, que conduce a vacunas y composiciones farmacéuticas para tratar AD que estan carentes de adyuvantes
y, asi, tiene un perfil de seguridad superior debido a que los adyuvantes puede causar efectos colaterales. El término
"carente" como se utiliza aqui en el contexto de vacunas y composiciones farmacéuticas para tratar AD que se
refiere a vacunas y composiciones farmacéuticas que se utilizan sin adyuvantes.

Ligador de amino&cido: Un "ligador de aminoacido”, o también recién denominado "ligador" dentro de esta
especificacion, como se utiliza aqui, asocia el antigeno o determinante antigénico con el segundo sitio de adhesién,
0 mas preferiblemente, aiun comprende o contiene el segundo sitio de adhesion, tipicamente - pero no
necesariamente — como un residuo de aminoacido, preferiblemente como un residuo cisteina. El término "ligador de
aminoacido” como se utiliza aqui, sin embargo, no esta destinado a implicar tal un ligador de aminoéacido que
consiste exclusivamente de los residuos de aminoacido, aln si un ligador de aminoacido que consiste de los
residuos de aminoacido es una realizacion preferida de la presente invencién. Los residuos de aminoacido del
ligador de aminoacido, preferiblemente, se componente de aminoécidos de ocurrencia natural o aminoacidos no
naturales conocidos en la técnica, todos los L o todos los D o sus mezclas. Sin embargo, un ligador de aminoacido
gue comprende una molécula con un grupo sulfhidrilo o residuo cisteina también se abarca dentro de la invencion.
Tal una molécula comprende preferiblemente un grupo funcional alquilo C1-C6-, cicloalquilo (C5, C6), arilo o
heteroarilo. Sin embargo, en adicion a un ligador de aminoéacido, un ligador que comprende preferiblemente un
grupo funcional alquilo C1-C6-, cicloalquilo- (C5,C6), arilo- o heteroarilo- y carente de cualquiera de los aminoacidos
también se debe abarcar dentro del alcance de la invencién. La asociacion entre el antigeno o determinante
antigénico o opcionalmente el segundo sitio de adhesion y el ligador de aminoéacido es preferiblemente por medio de
por lo menos un enlace covalente, mas preferiblemente por medio de por lo menos un enlace de péptido.

Animal: Como se utiliza aqui, el término "animal" significa que incluye, por ejemplo, humanos, ovejas, alces, ciervos,
ciervos mula, visones, mamiferos, monos, caballos, ganado, cerdos, cabras, perros, gatos, ratas, ratones, pajaros,
pollos, reptiles, peces, insectos y aracnidos.

Anticuerpo: Como se utiliza aqui, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas que son capaces de unirse a un
epitopo o determinante antigénico. El término significa que incluye anticuerpos completos y fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que incluyen anticuerpos monocatenarios. Mas preferiblemente los anticuerpos son
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno humano e incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab’' y F(ab’)2, Fd, Fv
monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, Fv ligados a disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un
dominio VL o VH. Los anticuerpos pueden ser de cualquier origen animal que incluyen pajaros y mamiferos.
Preferiblemente, los anticuerpos son humanos, murino, conejo, cabra, conejillo de indias, camello, caballo o pollo.
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Como se utiliza aqui, los anticuerpos "humanos" incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacido de una
inmunoglobulina humana e incluye anticuerpos aislados de las colecciones de inmunoglobulina humana o de
animales transgénicos de una o mas inmunoglobulinas humanas y que no expresan las inmunoglobulinas
enddgenas, como se describe, por ejemplo, en la Patente Estadounidense No. 5,939,598 por Kucherlapati et al.

Antigeno: Como se utiliza aqui, el término "antigeno” se refiere a una molécula capaz de ser unido por un anticuerpo
o un receptor de célula T (TCR) si se presenta por las moléculas MHC. El término "antigeno”, como se utiliza aqui,
también abarca epitopos de célula T. Un antigeno adicionalmente es capaz de ser reconocido por el sistema inmune
y/o es capaz de inducir una respuesta inmune humoral y/o respuesta inmune celular que conduce a la activacion de
los linfocitos B- y/o T. Esto puede, sin embargo, requerir que, por lo menos en ciertos, el antigeno contiene o se liga
a un epitopo de célula Th y se da en el adyuvante. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos (epitopos B-y T).
La reaccion especifica denominada anteriormente significa que indica que el antigeno reaccionara preferiblemente,
tipicamente en una forma altamente selectiva, con su anticuerpo o TCR correspondiente y no con la multitud de
otros anticuerpos o TCR que se pueden evocar por otros antigenos. Antigenos como se utiliza aqui también pueden
ser mezclas de varios antigenos individuales.

Determinante antigénico: Como se utiliza aqui, el término "determinante antigénico" significa que se refiere a aquella
porcién de un antigeno que se reconoce especificamente por los linfocitos B o T. Los linfocitos B responden a los
determinantes antigénicos que producen los anticuerpos, mientras que los linfocitos T responden a los
determinantes antigénicos mediante proliferacion y el establecimiento de las funciones efectoras criticas para la
mediacion de la inmunidad celular y/o humoral.

Asociacion: Como se utiliza aqui, el término "asociacion" cuando se aplica al primer y segundo sitios de adhesion, se
refiere a la union del primer y segundo sitios de adhesion que es preferiblemente por medio de por lo menos un
enlace no péptido. La naturaleza de la asociacion puede ser covalente, iénica, hidréfoba, polar o cualquier
combinacién de las mismas, preferiblemente la naturaleza de la asociacién es covalente.

Sitio de Adhesién, Primero: Como se utiliza aqui, la frase "primer sitio de adhesion" se refiere a un elemento de
origen natural o no natural, al que se puede asociar un segundo sitio de adhesion ubicado en el antigeno o
determinante antigénico. El primer sitio de adhesion puede ser una proteina, un polipéptido, un aminoécido, un
péptido, un azucar, un polinucleétido, un polimero natural o sintético, un metabolito secundario o compuesto (biotina,
fluoresceina, retinol, digoxigenina, iones de metal, fenilmetilsulfonilfluoruro), o una combinacion de los mismos, o un
grupo quimicamente reactivo de los mismos. El primer sitio de adhesién se ubica, tipicamente y preferiblemente en
la superficie, de la particula nacleo tal como, preferiblemente la particula similar a virus. Los multiples primeros sitio
de adhesion estan presentes en la superficie de la particula similar a virus y nacleo, respectivamente, tipicamente en
una configuracion repetitiva.

Sitio de adhesién, Segundo: Como se utiliza aqui, la frase "segundo sitio de adhesion" se refiere a un elemento
asociado con el antigeno o determinante antigénico al cual el primer sitio de adhesion ubicado en la superficie de la
particula nucleo y particula similar a virus, respectivamente, se puede asociar. El segundo sitio de adhesion del
antigeno o determinante antigénico puede ser una proteina, un polipéptido, un péptido, un azlcar, un polinucleétido,
un polimero natural o sintético, un metabolito o compuesto secundario (biotina, fluoresceina, retinol, digoxigenina,
iones de metal, fenilmetilsulfonilfluoruro), o una combinaciéon de los mismos, 0 un grupo quimicamente reactivo de
los mismos. Por lo menos un segundo sitio de adhesion esta presente en el antigeno o determinante antigénico. El
término "antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio de adhesion" se refiere, por lo tanto,
a un antigeno o construccién antigénica que comprende por lo menos el antigeno o determinante antigénico y el
segundo sitio de adhesion. Sin embargo, en particular para un segundo sitio de adhesion, que que es de origen no
natural, es decir de ocurrencia no natural dentro del antigeno o determinante antigénico, este antigeno o
construcciones antigénicas comprenden un "ligador de aminoacido".

Unido: Como se utiliza aqui, el término "unido" se refiere a la unién o adhesién que puede ser covalente, por
ejemplo, mediante acoplamiento quimico, o no covalente, por ejemplo, interacciones idnicas, interacciones
hidréfobas, enlaces de hidrégeno, etc. Los enlaces covalentes pueden ser, por ejemplo, éster, éter, fosfoéster,
amida, péptido, imida, enlaces carbono-azufre, enlaces carbono-fésforo, y similares. El término "unido" es mas
amplio que e incluye términos tal como "acoplado," "fusionado" y "adherido".

Proteinas de recubrimiento: Como se utiliza aqui, el término "proteinas de recubrimiento” se refiere a las proteinas
de un bacteriéfago de ARN capaz de ser incorporado dentro del ensamble cépsido del bacteriéfago de ARN. Sin
embargo, cuando se refiere al producto de gen especifico del gen de proteina de recubrimiento de los bacteridfagos
de ARN se utiliza el término "CP". Por ejemplo, el producto de gen especifico del gen de proteina de recubrimiento
del bacteriéfago de ARN QB se denomina como "QB CP", mientras que "las proteinas de recubrimiento" del
bacteriéfago QB comprenden el "QB CP" asi como también la proteina Al. El capsido del Bacteriéfago QB se
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compone principalmente de QB CP, con un contenido menor de la proteina Al. De forma similar, la proteina de
recubrimiento VLP QB contiene principalmente QB CP, con un contenido menor de la proteina Al.

Particula nacleo: Como se utiliza aqui, el término "particula ndcleo" se refiere a una estructura rigida con una
organizacion repetitiva inherente. Una particula de ndcleo como se utiliza aqui puede ser el producto sintético o el
producto de un proceso biolégico.

Acoplado: El término "acoplado”, como se utiliza aqui, se refiere a la adhesion mediante enlaces covalentes o
mediante interacciones no convalentes fuertes, tipicamente y preferiblemente a la adhesién mediante enlaces
covalentes. Cualquier método normalmente utilizado por aquellos expertos en la técnica para el acoplamiento de
materiales biolégicamente activos se puede utilizar en la presente invencion.

Cantidad efectiva: Como se utiliza aqui, el término "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad necesaria o
suficiente para realizar un efecto bioldgico deseado. Una cantidad efectiva de la composicion seria la cantidad que
alcanza este resultado seleccionado, y tal una cantidad se puede determinar como una materia de rutina para una
persona experta en la técnica. Por ejemplo, una cantidad efectiva para tratar una deficiencia del sistema inmune que
puede ser la cantidad necesaria para causar activacion del sistema inmune, que resulta en el desarrollo de una
respuesta inmune especifica de antigeno luego de la exposicién al antigeno. El término también es sinénimo con
"cantidad suficiente."

La cantidad efectiva para cualquier aplicacion particular puede variar dependiendo de tales factores como la
enfermedad o afeccién a ser tratada, la composicién particular a ser administrada, el tamafio del sujeto, y/o la
severidad de la enfermedad o afeccion. Una persona medianamente experta en la técnica puede determinar
empiricamente la cantidad efectiva de una composicion particular de la presente invencion sin necesitar la debia
experimentacion.

Epitopo: Como se utiliza aqui, el término "epitopo"” se refiere a porciones continuas o discontinuas de un polipéptido
que tiene actividad inmunogénica o antigénica en un animal, preferiblemente un mamifero, y méas preferiblemente en
un humano. Un epitopo se reconoce por un anticuerpo o una célula T a través de su receptor de célula T en el
contexto de una molécula MHC. Un "epitopo inmunogénico," como se utiliza aqui, se define como una porcién de un
polipéptido que provoca una respuesta de anticuerpo o induce una respuesta de célula T en un animal, como se
determina por cualquier método conocido en la técnica. (Ver, por ejemplo, Geysen et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
81:3998-4002 (1983)). El término "epitopo antigénico," como se utiliza aqui, se define como una porcién de la
proteina a la cual un anticuerpo se puede unir inmunoespecificamente a su antigeno como se determina por
cualquier método bien conocido en la técnica. La union inmunoespecifica excluye la unidon no especifica pero no
necesariamente excluye la reactividad cruzada con otros antigenos. Los epitopos antigénicos no necesitan ser
necesariamente inmunogénicos. Los epitopos antigénicos también puede ser epitopos de célula T, en cuyo caso
ellos se pueden unir inmunoespecificamente mediante un receptor de célula T dentro del contexto de una molécula
MHC.

Un epitopo puede comprender 3 aminoacidos en una conformacion espacial que es Unica para el epitopo. De
manera general, un epitopo consiste de por lo menos aproximadamente 5 tales aminoéacidos, y mas usualmente,
consiste de por lo menos aproximadamente 8-10 tales aminoacidos. Si el epitopo es una molécula orgénica, esta
puede ser tan pequefia como Nitrofenilo.

Fusién: Como se utiliza aqui, el término "fusion" se refiere a la combinacion de las secuencias de aminoacido de
diferente origen en una cadena de polipéptido mediante una combinacion en estructura de sus secuencias de
nucleétido codificante. El término "fusion" abarca explicitamente las fusiones internas, es decir, la insercion de las
secuencias de diferente origen dentro de una cadena de polipéptido, en adicién a la fusion a uno de sus terminales.

Respuesta inmune: Como se utiliza aqui, el término "respuesta inmune" se refiere a una respuesta inmune humoral
y/o respuesta inmune celular que conduce a la activacion y proliferacién de linfocitos B- y/o T y/o y células que
presentan antigeno. En algunos casos, sin embargo, las respuestas inmunes pueden ser de baja intensidad y llegan
a ser detectables solo cuando se utiliza por lo menos una sustancia de acuerdo con la invencidon. "Inmunogénico” se
refiere a un agente utilizado para estimular el sistema inmune de un organismo vivo, ya que se incrementan una o
mas funciones del sistema inmune y se dirigen hacia el agente inmunogénico. Un "polipéptido inmunogénico" es un
polipéptido que provoca una respuesta inmune celular y/o humoral, si solo o se liga a un portador en la presencia o
ausencia de un adyuvante. Preferiblemente, se puede activar el antigeno que presenta la célula.

Una sustancia que "mejora" una respuesta inmune se refiere a una sustancia en la cual se observa una respuesta
gue es mayor o se intensifica o se desvia en cualquier forma con la adicion de la sustancia cuando se compara con
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la misma respuesta inmune medida sin la adiciéon de la sustancia. Por ejemplo, la actividad litica de los células T
citotéxicas se puede medir, por ejemplo utilizando un ensayo de liberacion *1Cr, en muestras obtenidas con o sin la
sustancia durante inmunizacion. La cantidad de la sustancia en la cual se mejora la actividad litica CTL cuando se
compara con la actividad litica CTL sin la sustancia es dicha una cantidad suficiente para mejorar la respuesta
inmune del animal al antigeno. En una realizacion preferida, la respuesta inmune se mejora por un factor de por lo
menos aproximadamente 2, mas preferiblemente mediante un factor de aproximadamente 3 o0 mas. La cantidad o
tipo de citoquinas secretadas también se puede alterar. Alternativamente, se puede alterar la cantidad de
anticuerpos inducidos o sus subclases.

Inmunizacion: Como se utiliza aqui, los términos "inmunizan" o "inmunizacién” o términos relacionados por conferir la
cantidad de montar una respuesta inmune sustancial (que comprende anticuerpos y/o inmunidad celular tal como
efector CTL) contra un antigeno o epitopo objetivo. Estos términos no requieren que se cree inmunidad completa,
pero que se produce una respuesta inmune es sustancialmente mayor que los valores iniciales. Por ejemplo, se
puede considerar que un mamifero se inmunice contra un antigeno objetivo si la respuesta inmune celular y/o
humoral para el antigeno objetivo ocurre luego de la aplicacion de los métodos de la invencién.

Origen natural: Como se utiliza aqui, el término "origen natural" significa que todo o pares de los mismos no son
sintéticos y existen o se producen en la naturaleza.

No natural: Como se utiliza aqui, el término de manera general significa no se la naturaleza, mas especificamente, el
término significa a partir de la mano del hombre.

Origen no natural: Como se utiliza aqui, el término "origen no natural” de manera general significa sintético o no de la
naturaleza; més especificamente, el término significa a partir de la mano del hombre.

Antigeno o disposicion ordenada o repetitiva determinante antigénica: Como se utiliza aqui, el término "antigeno o
disposicién ordenada o repetitiva determinante antigénica" de manera general se refiere a un patrén de repeticion
del antigeno o determinante antigénico, caracterizado por una disposicion espacial tipicamente y preferiblemente
uniforme de los antigenos o determinante antigénicos con respecto a la particula ndcleo y particula similar a virs,
respectivamente. En una realizacion de la invencién, el patréon de repeticion puede ser un patron geométrico.
Ejemplos tipicos y preferidos de antigenos o disposiciones ordenadas o repetitivas determinantes antigénicas
adecuadas son aquellas que posee Ordenes paracristalinos estrictamente repetitivos de antigenos o determinantes
antigénicos, preferiblemente con espacios de 0.5 a 30 nanémetros, méas preferiblemente 5 a 15 nanémetros.

Polipéptido: Como se utiliza aqui, el término "polipéptido" se refiere a una molécula compuesta de mondémeros
(aminoacidos) ligados linealmente mediante enlaces amida (también conocidos como enlaces de péptido). Esto
indica una cadena molecular de aminoacidos y no se refiere a una longitud especifica del producto. Asi, los péptidos,
dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos y proteinas se incluyen dentro de la definicién de polipéptido. Este término
también esta destinado a referirse a modificaciones post-expresion del polipéptido, por ejemplo, glucosilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones, y similares. Un polipéptido recombinante o derivado no se traduce necesariamente de
una secuencia de &cido nucleico designada. También se puede generar en cualquier forma, que incluye sintesis
quimica.

Residuo: Como se utiliza aqui, el término "residuo" significa un amino&cido especifico en una estructura de
polipéptido 0 una cadena lateral.

Auto-antigeno: Como se utiliza aqui, el término "auto-antigeno" se refiere a proteinas codificadas por el ADN del
anfitrion y los productos generados por las proteinas o el ARN codificado por el ADN del anfitrién se definen como
auto. Adicionalmente, las proteinas que resultan de una combinacién de dos o varias auto-moléculas o que
representan una fraccion de una auto-molécula y las proteinas que tienen dos auto-moléculas de alta homologia
como se definid anteriormente (>95%, preferiblemente >97%, mas preferiblemente >99%) también se pueden
considerar auto.

Tratamiento: Como se utiliza aqui, los términos "tratamiento", "tratar”, "tratado" o "tratando" se refieren a la profilaxis
y/o terapia. Cuando se utiliza con respecto a una enfermedad infecciosa, por ejemplo, el término se refiere a un
tratamiento profilactico que incrementa la resistencia de un sujeto a infeccién con un patégeno, o en otras palabras,
reduce la probabilidad que el sujeto se llegue a infectar con el patégeno o muestre signos de enfermedad atribuibles
a la infeccion, asi como también un tratamiento después que un sujeto se ha llegado a infectar con el fin de luchar
contra la infeccién, por ejemplo, reducir o eliminar la infeccién o prevenir que se llegue a empeorar.
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Vacuna: Como se utiliza aqui, el término "vacuna" se refiere a una formulaciéon que contiene la composicion de la
presente invencion y que esta en una forma que es capaz de ser administrada a un animal. Tipicamente, la vacuna
comprende una solucion salina convencional o medio acuoso amortiguado en el que se suspende o se disuelve la
composicion de la presente invencién. En esta forma, la composicion de la presente invencion se puede utilizar de
forma conveniente para evitar, aliviar, o de otra forma tratar una afeccion. Luego de la introduccion en un anfitrion, la
vacuna es capaz de provocar una respuesta inmune que incluye, pero no se limita a, la produccién de anticuerpos
y/o citoquinas y/o la activacion de células T citotdxicas, células que presentan antigeno, células T auxiliares, células
dendriticas y/o otras respuestas celulares.

Opcionalmente, la vacuna de la presente invencion incluye adicionalmente un adyuvante que puede estar presente
en una proporcién mayor o0 menos con relacién al compuesto de la presente invencion.

Particula similar a virus (VLP): Como se utiliza aqui, el término "particula similar a virus" se refiere a una estructura
gue reensambla una particula de virus. Mas adn, una particula similar a virus de acuerdo con la invencién no es
replicativa y no infecciosa debido a que esta carece de todo o parte del genoma virico, en particular los
componentes replicativos e infecciosos del genoma virico. Una particula similar a virus de acuerdo con la invencién
puede contener acido nucleico distinto de su genoma. Una realizacion preferida y tipica de una particula similar a
virus de acuerdo con la presente invencion es un capsido virico tal como el capsido virico del bacteriéfago de ARN
correspondiente. Los términos "capsido virico" o "capsido”, como se utiliza intercambiablemente aqui, se refiere a un
ensamble macromolecular compuesto de subunidades de proteina virica. Tipicamente y preferiblemente, las
subunidades de proteina virica que se ensamblan dentro de un capsido virico y capsido, respectivamente, tienen
una estructura con una organizacion repetitiva inherente, en donde dicha estructura es, tipicamente, esférica o
tubular. Por ejemplo, los capsidos de los bacteri6fagos de ARN o HBcAg tienen una forma esférica de simetria
icosahédrica. El término "estructura similar a capsido" como se utiliza aqui, se refiere a un ensamble macromolecular
compuesto de subunidades de proteina virica que reensambla la morfologia del cdpsido en el sentido definido
anteriormente pero que se desvia de el ensamble simétrico tipico mientras se mantiene un grado suficiente de orden
y repetitividad.

Particula similar a virus de un bacteriéfago: Como se utiliza aqui, el término "particula similar a virus de un
bacteriéfago” se refiere a una particula similar a virus que reensambla la estructura de un bacteriéfago, que no es
replicativa y no infecciosa, y que carece por lo menos el gen o genes que codifican la maquinaria de replicacion del
bacteriéfago, y tipicamente también carecen del gen o los genes que codifican la proteina o proteinas responsables
de adhesién virica a o entrada dentro del anfitrién. Esta definicién debe, sin embargo, también abarcar la particula
similar a virus de los bacteriéfagos, en los que el gen o genes mencionados anteriormente todavia estan presentes
pero inactivos, y, por lo tanto, también conduce a particula no infecciosa y no replicativa similar a virus de un
bacteri6fago.

Proteina de la cubierta con VLP de bacteri6fago de ARN: La estructura de capsido formada del auto-ensamble de
180 subunidades de proteina de la cubierta con bacteri6fago de ARN y opcionalmente que contiene el ARN anfitrion
se denomina como "proteina de la cubierta con VLP de bacteriéfago de ARN". Un ejemplo especifico es el VLP de la
proteina de recubrimiento QB. En este caso particular, el VLP de la proteina de recubrimiento QB también se puede
ensamblar exclusivamente de las subunidades QB CP (generadas por la expresion de un gen QB CP que contiene,
por ejemplo, un codon de parada TAA que precluye cualquier expresion de la proteina mas larga Al a través de
supresion, ver Kozlovska, T.M., et al., Intervirology 39: 9-15 (1996)), o adicionalmente contiene las subunidades de
proteina Al en el ensamble de capsido.

Particula de virus: El término "particula de virus" como se utiliza aqui se refiere a la forma morfologica de un virus.
En algunos tipos de virus este comprende un genoma rodeado por un capsido de proteina; otros tienen estructuras
adicionales (por ejemplo, envolturas, colas, etc.).

Uno, un, o una: Cuando los términos "uno,” "un,” o "una" se utilizan en esta descripcion, ellos significan "por lo
menos uno" 0 "uno 0 Mmas," a menos que se indique otra cosa.

Como sera claro para aquellos expertos en la técnica, ciertas realizaciones de la invencion involucran el uso de
tecnologias de acido nucleico recombinante tal como clonacién, reaccion de la cadena polimerasa, la purificacion del
ADN y el ARN, la expresion de proteinas recombinantes en células eucaridticas y procaridticas, etc. Tales
metodologias son bien conocidas por aquellos expertos en la técnica y se puede encontrar de forma conveniente en
los manuales de métodos de laboratorio publicados (por ejemplo, Sambrook, J. et al., eds., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2da. edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Ausubel, F.
et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997)). Fundamental laboratory
techniques for working with tissue culture cell lines (Celis, J., ed., Cell Biology, Academic Press, 2nd edition, (1998))
y antibody-based technologies (Harlow, E. y Lane, D., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988); Deutscher, M.P., "Guide to Protein Purification," Meth. Enzymol. 128,
Academic Press San Diego (1990); Scopes, R.K., Protein Purification Principles y Practice, 3rd ed., Springer-Verlag,
New York (1994)) también se describen de forma adecuada en la bibliografia.

2. Composiciones y Métodos para Mejorar una Respuesta Inmune

La invencion descrita proporciona composiciones y métodos para inducir una respuesta inmune contra el péptido
AB1-6 en un animal, que induce los anticuerpos capaces de unir las placas AP amiloide y el AB soluble. Las
composiciones de la invencién comprenden, o alternativamente consisten de (a) una particula de nicleo con por lo
menos un primer sitio de adhesion en donde dicha particula de nudcleo es un VLP de un bacteriéfago de ARN; y (b)
por lo menos un antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio de adhesién, en donde dicho
antigeno o determinante antigénico es un péptido AB1-6, y en donde dicho segundo sitio de adhesion se selecciona
del grupo que consiste de (i) un sitio de adhesién de ocurrencia no natural con dicho antigeno o determinante
antigénico; y (ii) un sitio de adhesién de ocurrencia natural con dicho antigeno o determinante antigénico, en donde
dicho segundo sitio de adhesién es capaz de asociacion a dicho primer sitio de adhesion a través de por lo menos
un enlace no péptido; y en donde dicho antigeno o determinante antigénico y dicha particula de ndcleo interactda a
través de dicha asociacion para formar una disposicién de antigeno repetitivo y ordenado. Mas especificamente, las
composiciones de la invencion comprenden, o alternativamente consisten de, una particula similar a virus y por lo
menos un antigeno o determinante antigénico, en donde el antigeno o determinante antigénico es un péptido AR1-6,
y en donde el por lo menos un antigeno o determinante antigénico se une a la particula similar a virus con el fin de
formar un antigeno repetitivo y disposicion ordenada VLP. Adicionalmente, la invenciéon permite de manera
conveniente al practicante construir tal una composicion, inter alia, para el tratamiento y/o prevencién profilactica de
la enfermedad de Alzheimer. Las particulas similares a virus en el contexto de la actual solicitud se refiere a
estructuras que reensamblan la particula de virus pero que no son patogénicas. En general, la particula similar a
virus carece del genoma virico y, por lo tanto, no es infecciosa. También, la particula similar a virus se puede
producir en grandes cantidades mediante expresion heterdloga y se puede purificar facilmente.

En una realizacion, la particula nicleo comprende, o es una particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN, una
particula de céapsido virico o una forma recombinante de la misma. Cualquier bacteri6fago de ARN conocido en la
técnica tiene una estructura de proteina de nucleo y/o recubrimiento repetitivo u ordenado que se puede seleccionar
como una particula de nucleo de la invencion; ejemplos de bacteriéfagos adecuados incluyen bacteriéfago QB,
bacteriéfago R17, bacteri6fago M11, bacteri6fago MX1, bacteriofago NL95, bacteri6fago fr, bacteriofago GA,
bacteriéfago SP, bacteriofago MS2, bacteri6éfago 2, bacteriofago PP7 (por ejemplo, ver Tabla 1 en Bachmann, M.F.
and Zinkernagel, R.M., Immunol. Today 17:553-558 (1996)).

En una realizacion adicional, la invencién utiliza ingenieria genética de un virus para crear una fusion entre la
proteina de envoltura virica repetitiva y ordenada y un primer sitio de adhesion que se comprende por, o
alternativamente o preferiblemente es una proteina heterdloga, péptido, determinante antigénico o un residuo de
aminoacido reactivo de eleccion. Otras manipulaciones genéticas conocidas por aquellos expertos en la técnica
puede ser incluidas en la construccién de la composicion de la invencion; por ejemplo, puede ser deseable restringir
la capacidad de replicacién del virus recombinante a través de la mutacion genética. Adicionalmente, los virus
utilizados para la presente invencién son de replicacion incompetente debido a la inactivacion fisica o quimica o,
como se indica, debido a la carencia de un genoma competente de replicacion. La proteina virica seleccionada para
fusién al primer sitio de adhesion debe tener una estructura organizada y repetitiva. Tal una estructura organizada y
repetitiva incluye organizaciones paracristalinas con un espacio de 5-30 nm, preferiblemente 5-15 nm, en la
superficie del virus. La creacion de este tipo de proteina de fusion resultard en multiples, ordenados y repetitivos
primeros sitios de adhesion en la superficie del virus y refleja la organizacion normal de la proteina virica nativa.
Como se entendera por aquellos en la técnica, el primer sitio de adhesion puede estar o ser una parte de cualquier
proteina, polipéptido, azlcar, polinucledtido, péptido (aminodcido), polimero natural o sintético, un metabolito
secundario adecuado o combinacién de los mismos que puede servir para unir especificamente al antigeno o
determinante antigénico que conduce a una disposicion de antigeno repetitivo y ordenado.

Se puede utilizar una variedad de diferentes células anfitrionas recombinantes para producir una particula nucleo
basada en virus para la adhesién del antigeno o determinante antigénico. Asi, se pueden utilizar numerosas células
anfitrionas recombinantes en la practica de la invencién. Las células BHK, COS, Vero, HeLa y CHO son
particularmente adecuadas para la produccién de proteinas heterélogas debido a que ellas tienen el potencial de
glucosilar las proteinas heterdlogas en una forma similar a células humanas (Watson, E. et al., Glycobiology 4:227,
(1994)) y se pueden seleccionar (Zang, M. et al., Bio/Technology 13:389 (1995)) o construir por ingenieria genética
(Renner W. et al., Biotech. Bioeng. 4:476 (1995); Lee K. et al. Biotech. Bioeng. 50:336 (1996)) para crecer en medio
libre de suero, asi como también en suspensién.
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La introduccién de los vectores de polinucleétido dentro de las células anfitrionas se puede efectuar mediante los
métodos descritos en manuales de laboratorio estandar (ver, por ejemplo, Sambrook, J. et al., eds., MOLECULAR
CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2da. edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989), Capitulo 9; Ausubel, F. et al., eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John H. Wiley &
Sons, Inc. (1997), Capitulo 16), que incluye métodos tal como electroporacion, transfeccién mediada por DEAE-
dextrano, transfeccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipido cationico, transduccién, carga de extraccion,
introduccion balistica, e infeccion. Los métodos para la introduccion de las secuencias de ADN exdgeno dentro de
las células anfitrionas se discuten en Felgner, P. et al., Patente Estadounidense No. 5,580,859.

También se pueden utilizar secuencias de ARN empacadas para infectar las células anfitrionas. Estas secuencias de
ARN empacas se pueden introducir en las células anfitrionas al agregarlas al medio de cultivo. Cuando se utilizan
células de mamifero como células anfitrionas recombinantes para la produccion de nicleos de particulas basadas en
virus, estas células de manera general creceran en el cultivo de tejido. Los métodos para hacer crecer las células en
el cultivo son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Celis, J., ed., CELL BIOLOGY, Academic Press, 2da
edicion, (1998); Sambrook, J. et al., eds., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2da edicién, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Ausubel, F. et al., eds., CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997); Freshney, R., CULTURE OF ANIMAL CELLS, Alan
R. Liss, Inc. (1983)).

En una realizacion preferida, la particula ndcleo es una particula similar a virus, en donde la particula similar a virus
es una particula recombinante similar a virus. El artesano experto puede producir los VLP utilizando tecnologia de
ADN recombinante y secuencias que codifican el virus que estan facilmente disponibles para el publico. Por ejemplo,
la secuencia codificante de una envoltura de virus o proteina de nudcleo se puede construir por ingenieria para la
expresion en un vector de expresion baculovirus utilizando un vector baculovirus comercialmente disponible, bajo el
control regulador de un promotor de virus, con modificaciones apropiadas de la secuencia para permitir el ligado
funcional de la secuencia codificante en la secuencia reguladora. La secuencia codificante de una envoltura de virus
o proteina ndcleo también se puede construir por ingenieria para expresion en un vector de expresion bacteriano,
por ejemplo.

Ejemplos de VLP incluyen, fagos de ARN, Ty, fago fr, fago GA, fago AP205 y fago Q.

Como seré evidente facilmente para aquellos expertos en la técnica, el VLP de la invencién no se limita por cualquier
forma especifica. La particular se puede sintetizar quimicamente o a través de un proceso biol6gico, que puede ser
natural o no natural. Por via de ejemplo, este tipo de realizacién incluye una particula similar a virus o una forma
recombinante de la misma.

En una realizacién mas especifica, el VLP puede comprender, o alternativamente consistir esencialmente de, o
alternativamente consistir de polipéptidos recombinantes, o fragmentos de las mismas, que se seleccionan de
polipéptidos recombinantes de bacteriéfagos de ARN, polipéptidos recombinantes de Ty, polipéptidos recombinantes
de fago fr, polipéptidos recombinantes de fago GA y polipéptidos recombinantes de fago Q. La particula similar a
virus puede comprender adicionalmente, o alternativamente consistir esencialmente de, o alternativamente consistir
de, uno o mas fragmentos de tales polipéptidos, asi como también variantes de tales polipéptidos. Las variantes de
polipéptidos pueden compartir, por ejemplo, por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, o 99% de identidad en el nivel
de aminoacido con sus contrapartes tipo natural.

En una realizacion preferida, la particula similar a virus comprende, consiste esencialmente de, o alternativamente
consiste de proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, de un bacteri6fago de ARN. Preferiblemente, el
bacteri6fago de ARN se selecciona del grupo que consiste de a) bacteri6fago Qf; b) bacteri6fago R17; c)
bacteriofago fr; d) bacteri6fago GA; e) bacteriéfago SP; f) bacteriofago MS2; g) bacteriéfago M11; h) bacteriéfago
MX1; i) bacteriéfago NL95; k) bacteriéfago f2; 1) bacteriéfago PP7, y m) bacteriéfago AP205.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o alternativamente
consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas,
del bacteriéfago de ARN QP o del bacteriéfago de ARN fr, o del bacteriéfago de ARN AP205.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencién, las proteinas recombinantes comprenden, o
alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente consisten de proteinas cubiertas de bacteriéfagos
de ARN.

Las proteinas cubiertas con bacteri6fago de ARN que forman capsidos o VLP, o fragmentos de las proteinas
cubiertas con bacteriéfago compatibles con auto-ensamble dentro de un capsido o un VLP, son, por lo tanto, las
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realizaciones preferidas adicionales de la presente invencion. Las proteinas cubiertas con bacteriéfago Qf, por
ejemplo, se pueden expresar recombinantemente en E. coli. Adicionalmente, luego de tal expresion estas proteinas
forman espontaneamente cépsidos. Adicionalmente, esto capsidos forman una estructura con una organizacion
repetitiva inherente.

Los ejemplos preferidos especificos de las proteinas cubiertas con bacteriéfago que se pueden utilizar para preparar
las composiciones de la invencion incluyen las proteinas cubiertas de bacteriéfagos de ARN tal como bacteriéfago
QB (SEQ ID NO:4; Base de datos PIR, No. de Acceso VCBPQ denominado como QB CP y SEQ ID NO: 5; No. de
Acceso AAA16663 denominado como proteina QB Al), bacteriofago R17 (SEQ ID NO:6; PIR No. de Acceso
VCBPRY7), bacteriéfago fr (SEQ ID NO:7; PIR No. de Acceso VCBPFR), bacteri6fago GA (SEQ ID NO:8; No. de
Acceso GenBank NP-040754), bacteriéfago SP (SEQ ID NO:9; No. de Acceso GenBank CAA30374 denominado
como SP CP y SEQ ID NO: 10; No. de Acceso NP 695026 denominado como proteina SP Al), bacteriéfago MS2
(SEQ ID NO:11; PIR No. de Acceso VCBPM2), bacteri6fago M11 (SEQ ID NO:12; No. de Acceso GenBank
AAC06250), bacteriéfago MX1 (SEQ ID NO:13; No. de Acceso GenBank AAC 14699), bacteriéfago NL95 (SEQ ID
NO:14; No. de Acceso GenBank AAC14704), bacteriéfago f2 (SEQ ID NO: 15; No. de Acceso GenBank P03611),
bacteri6fago PP7 (SEQ ID NO: 16), y bacteriéfago AP205 (SEQ ID NO: 28). Adicionalmente, la proteina Al de
bacteriéfago QB (SEQ ID NO: 5) o las formas truncadas de terminal C pierden tanto como 100, 150 o 180
aminoacidos de su terminal C se pueden incorporar en un ensamble capsido de la proteina de recubrimiento Q. De
manera general, el porcentaje de la proteina QB Al relacionada a QB CP en el ensamble de capsido se limitara, con
el fin de asegura la formacion de cépsido.

La proteina de la cubierta QB también se ha encontrado que se auto-ensambla en los capsidos cuando se expresa
en E. coli (Kozlovska TM. et al., GENE 137: 133-137 (1993)). Los capsidos obtenidos o particulas similares a virus
muestran una estructura de capsido similar a fago icosahédrico con un didmetro de 25 nm y T=3 casi simétrico.
Adicionalmente, se ha resuelto la estructura de cristal del QB. El cdpsido contiene 180 copias de la proteina de
recubrimiento, que se unen en pentdmeros covalentes y hexameros mediante puentes de disulfuro (Golmohammadi,
R. et al., Structure 4: 543-5554 (1996)) que conduce a una estabilidad remarcable del cipsido de la proteina de
recubrimiento QB. Los capsidos o VLP hechos de proteina de la cubierta recombinante QB pueden contener, sin
embargo, subunidades no ligadas por medio de enlaces de disulfuro a otras subunidades dentro del cépsido, o
ligadas incompletamente. Sin embargo, tipicamente méas de aproximadamente 80% de las subunidades se ligan por
medio de puentes de disulfuro uno al otro dentro de un VLP. Asi, luego de cargar el cipsido recombinante QB en
SDS-PAGE sin reduccidn, las bandas que corresponden a la proteina de la cubierta QB monomérica asi como
también las bandas que corresponden al hexamero o pentdmero de la proteina de recubrimiento QB son visibles.
Las subunidades ligadas incompletamente a disulfuro pueden aparecer como bandas de dimero, trimero o aun
tetramero en SDS-PAGE sin reduccion. La proteina de capsido QB también muestra resistencia inusual a los
disolventes organicos y agentes desnaturalizantes. De manera sorprendente, nosotros hemos observado que las
concentraciones de DMSO y acetonitrilo tan altas como 30%, y las concentraciones de Guanidinio tan altas como 1
M no afectan la estabilidad del capsido. La alta estabilidad del capsido de la proteina de recubrimiento QB es una
caracteristica ventajosa, en particular, para su uso en inmunizaciéon y vacunacién de mamiferos y humanos de
acuerdo de la presente invencion.

Luego de la expresién en E. coli, la metionina de termina N de la proteina de recubrimiento QB se remueve
usualmente, como observamos mediante el secuenciamiento de Edman de terminal N como se describe en Stoll, E.
et al. J. Biol. Chem. 252:990-993 (1977). El VLP compuesto de las proteinas de recubrimiento QB en donde la
metionina de terminal N no se ha removido, o los VLP que comprenden una mezcla de la proteina de recubrimiento
QB en donde la metionina de terminal N se divide o estan presentes también dentro del alcance de la presente
invencion.

La particula similar a virus preferida adicional de los bacteriéfagos de ARN, en particular de Q@8, de acuerdo con esta
invencioén se describen en la WO 02/056905.

Las proteinas cubiertas con bacteriéfago de ARN adicionales también han mostrado auto-ensamble luego de la
expresion en un anfitrion bacteriano (Kastelein, RA. et al., Gene 23: 245-254 (1983), Kozlovskaya, TM. et al., Dokl.
Akad. Nauk SSSR 287: 452-455 (1986), Adhin, MR. et al., Virology 170: 238-242 (1989), Ni, CZ., et al., Protein Sci.
5: 2485-2493 (1996), Priano, C. et al., J. Mol. Biol. 249: 283-297 (1995)). El capsido bacteriéfago Q@ contiene, en
adicién a la proteina de la cubierta, la asi llamada proteina ultraleida Al y la proteina de maduracion A2. El Al se
genera mediante supresion en el codon de parada UGA y tiene una longitud de 329 aa. El capsido de la proteina de
la cubierta recombinante de bacteriéfago QB utilizado en la invencion carece de la proteina de lisis A2, y contiene
ARN del anfitrién. La proteina de la cubierta de los bacteriéfagos de ARN es una proteina de unién de ARN, e
interactia con el bucle de tallo del sitio de unién ribosémico del gen replicasa que actia como un represor
traduccional durante el ciclo de vida del virus. La secuencia y los elementos estructurales de la interaccion se
conocen (Witherell, GW. & Uhlenbeck, OC. Biochemistry 28: 71-76 (1989); Lim F. et al., J. Biol. Chem. 271: 31839-
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31845 (1996)). Se sabe que El bucle de tallo y el ARN en general estan involucrados en el ensamble de virus
(Golmohammadi, R. et al., Structure 4: 543-5554 (1996)).

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas recombinantes, o fragmentos
de las mismas, de un bacteri6fago de ARN, en donde las proteinas recombinantes comprenden, alternativamente
consisten esencialmente de o alternativamente consisten de proteinas mutantes cubiertas de a RNA bacteriéfago,
preferiblemente de proteinas mutantes cubiertas de los bacteri6fagos de ARN mencionados anteriormente. En otra
realizacién preferida, las proteinas mutantes cubiertas del bacteri6fago de ARN se han modificado mediante la
remocién de por lo menos un, o alternativamente por lo menos dos, residuos lisina por via de sustitucién, o mediante
la adicion de por lo menos un residuo lisina por via de sustitucion; alternativamente, las proteinas mutantes cubiertas
del bacteri6fago de ARN se han modificado mediante la eliminacién de por lo menos un, o alternativamente por lo
menos dos, residuos lisina, o mediante la adicién de por lo menos un residuo lisina por via de insercion. La
eliminacion, sustitucion o adicién de por lo menos un residuo lisina permite variar el grado de acoplamiento, es decir
la cantidad de péptido AB1-6 por subunidades del VLP del bacteriéfago de ARN, en particular, para que coincida con
la medida y los requerimientos de la vacuna.

En otra realizacion preferida, la particula similar a virus comprende, o alternativamente consiste esencialmente de, o
alternativamente consiste de proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago de ARN Qf, en
donde las proteinas recombinantes comprenden, o alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente
consisten de proteinas cubiertas que tienen una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:4, o una mezcla de
proteinas cubiertas que tienen las secuencias de aminoacido de la SEQ ID NO:4 y de la SEQ ID NO: 5 o mutantes
de la SEQ ID NO: 5y en donde la metionina de terminal N se divide preferiblemente.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, consiste
esencialmente de o alternativamente consiste de proteinas recombinantes de Qf, o fragmentos de las mismas, en
donde las proteinas recombinantes comprenden, o alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente
consisten de proteinas cubiertas mutantes QB. En otra realizacion preferida, estas proteinas cubiertas mutantes se
han modificado mediante la remocion de por lo menos un residuo lisina por via de sustitucion, o mediante la adicion
de por lo menos un residuo lisina por via de sustitucion. Alternativamente, estas proteinas cubiertas mutantes se han
modificado mediante la eliminacion de por lo menos un residuo lisina, 0 mediante la adicion de por lo menos un
residuo lisina por via de insercién.

Se exponen cuatro residuos lisina en la superficie del capsido de la proteina de recubrimiento Q. Los mutantes Qf,
para los que se reemplazan los residuos lisina expuestos por argininas también se pueden utilizar para la presente
invencion. Los siguientes mutantes de proteina de la cubierta QB y VLP QB mutantes, asi, se pueden utilizar en la
practica de la invencion: "QB-240" (Lys13-Arg; SEQ ID NO:17), "QB-243" (Asn 10-Lys; SEQ ID NO:18), "QB-250"
(Lys 2-Arg, Lys13-Arg; SEQ ID NO:19), "QB-251" (SEQ ID NO:20) y "QB-259" (Lys 2-Arg, Lys16-Arg; SEQ ID
NO:21). Asi, en la realizacién preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende,
consiste esencialmente de o alternativamente consiste de proteinas recombinantes de proteinas cubiertas mutantes
QB, que comprenden proteinas que tienen una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo de a) la secuencia
de aminoacido de la SEQ ID NO: 17; b) la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:18; c) la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 19; d) la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:20; y e) la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 21. La construccion, expresion y purificacion de las proteinas cubiertas Qp indicadas
anteriormente, los VLP de proteina de la cubierta QB mutante y capsidos, respectivamente, se describen en la WO
02/056905. En particular se denomina por lo tanto en el Ejemplo 18 de la solicitud mencionada anteriormente.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas recombinantes de Q, o
fragmentos de las mismas, en donde las proteinas recombinantes comprenden, consisten esencialmente de o
alternativamente consisten de una mezcla de uno de los mutantes Qf anteriores y la proteina Al correspondiente.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas recombinantes, o fragmentos
de las mismas, de fago de ARN AP205.

El genoma AP205 consiste de una proteina de maduracion, una proteina de la cubierta, una replicasa y dos
estructuras de lectura abierta no presentes en los fagos relacionados; un gen de lisis y una estructura de lectura
abierta cumplen una funcion en la traduccién del gen de maduracién (Klovins,J., et al., J. Gen. Virol. 83: 1523-33
(2002)). La proteina de la cubierta AP205 se puede expresar a partir del plasmido pAP283-58 (SEQ ID NO: 27), que
es un derivado de pQb10 (Kozlovska, T. M., et al., Gene 137:133-37 (1993)), y que contiene un sitio de uniéon AP205
ribosémico. Alternativamente, la proteina recubierta AP205 se puede clonar en pQb185, en la direccion 3’ del sitio de
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union ribosémico presente en el vector. Ambos métodos conducen a la expresion de la proteina y la formacion de
capsidos como se describe en la solicitud de patente provisional Estadounidense copendiente con el titulo
"Molecular Antigen Arrays" (Atty. Docket No. 1700.0310000) y que se ha presentado en Julio 17, 2002, que se
incorpora como referencia en su totalidad. Los vectores pQb10 y pQb185 son vectores derivados del vector pGEM, y
la expresion de los genes clonados en estos vectores se controla por el promotor trp (Kozlovska, T. M. et al., Gene
137:133-37 (1993)). El plasmido pAP283-58 (SEQ ID NO:27) comprende un sitio de unién ribosémico putativo
AP205 en la siguiente secuencia, que esta en la direccion 3’ del sitio Xbal, e inmediatamente en la direccién 5’ del
codéon de inicio ATG de la proteina de la cubierta AP205: tctagaATTTTCTGCGCACCCAT
CCCGGGTGGCGCCCAAAGTGAGGAAAATCAC atg (SEQ ID NO:57). El vector pQbl885 comprende una
secuencia Shine Delagarno en la direccion 3’ del sitio Xbal y en la direccion 5 del codéon de inicio
(tctagaTTAACCCAACGCGTAGGAG TCAGGCC atg (SEQ ID NO:58), secuencia Shine Delagamo subrayada).

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas cubiertas recombinantes, o
fragmentos de las mismas, del fago de ARN Asp205.

Esta realizacion preferida de la presente invencién, asi, comprende proteinas cubiertas AP205 que forman capsidos.
Tales proteinas se expresan recombinantemente, o se preparan a partir de fuentes naturales. Las proteinas
cubiertas AP205 producidas en las bacterias espontaneamente forman capsidos, como se evidencia por Microscopia
de Electron (EM) e inmunodifusion. Las propiedades estructurales del capsido formado por la proteina recubierta
AP205 (SEQ ID NO: 28) y aquellos formados por la proteina recubierta del fago de ARN AP205 son casi
indistinguibles cuando se ve en EM. Los VLP AP205 son altamente inmunogénicos, y se pueden ligar con antigenos
y/o determinantes antigénicos para generar las construcciones de vacuna que exhiben los antigenos y/o
determinantes antigénicos orientados en una forma repetitiva. Se provocan titulos altos contra los antigenos asi
exhibidos que muestran que los antigenos y/o determinante antigénicos unidos son accesibles para interactuar con
las moléculas de anticuerpo y son inmunogénicos.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de proteinas cubiertas mutantes
recombinantes, o fragmentos de las mismas, del fago de ARN AP205.

Las formas mutantes competentes de ensamble de los VLP AP205, que incluyen la proteina de la cubierta AP205
con la sustitucién de prolina en el aminoécido 5 a treonina (SEQ ID NO: 29), también se puede utilizar en la practica
de la invencién y conduce a una realizacion preferida adicional de la invencion. Estos VLP, VLP AP205 derivados de
fuentes naturales, o particulas viricas AP205, se pueden unir a los antigenos para producir disposiciones repetitivas
ordenadas de los antigenos de acuerdo con la presente invencion.

La proteina de la cubierta mutante P205 P5-T se puede expresar del plasmido pAP281-32 (SEQ ID No. 30), que se
deriva directamente de pQb185, y que contiene la proteina de la cubierta mutante AP205 del gen de proteina de la
cubierta Q. Los vectores para la expresion de la proteina de la cubierta AP205 se transfectan en E. coli para la
expresion de la proteina de la cubierta AP205.

Los métodos para la expresion de la proteina de la cubierta y la proteina de la cubierta mutante, respectivamente,
que conducen al auto-ensamble en los VLP se describen en el Ejemplo 1. Las cepas E. coli adecuadas incluyen,
pero no se limitan a, E. coli K802, JM 109, RR1. Los vectores adecuados y cepas y combinaciones de las mismas se
pueden identificar mediante expresion de prueba de la proteina de la cubierta y la proteina de la cubierta mutante,
respectivamente, mediante SDS-PAGE y formacion de capsido y ensamble al opcionalmente primero purificar los
capsidos mediante filtracion de gel y posteriormente probarlos en un ensayo de inmunodifusion (prueba Ouchterlony)
o Microscopia de Electron (Kozlovska, T. M. et al., Gene 137:133-37 (1993)).

Las proteinas cubiertas AP205 expresadas a partir de los vectores pAP283-58 y pAP281-32 pueden carecer del
aminoacido Metionina inicial, debido al procesamiento en el citoplasma de E. coli. Las formas divididas, no divididas
de AP205 VLP o mezclas de las mismas son las realizaciones preferidas adicionales de la invencién.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de una mezcla de proteinas cubiertas
recombinantes, o fragmentos de las mismas, del fago ARN AP205 y de las proteinas cubiertas recombinantes
mutantes, o fragmentos de las mismas, del fago de ARN AP205.
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En una realizacién preferida adicional de la presente invencion, la particula similar a virus comprende, o
alternativamente consiste esencialmente de, o alternativamente consiste de fragmentos de proteinas cubiertas
recombinantes o proteinas mutantes cubiertas recombinantes del fago de ARN AP205.

Los fragmentos de proteina de la cubierta recombinante AP205 capaces de ensamblar en un VLP y un capsido,
respectivamente también son Utiles en la practica de la invencién. Estos fragmentos se pueden generar mediante
eliminacion, internamente o en el terminal de la proteina de la cubierta y la proteina de la cubierta mutante,
respectivamente. Las inserciones en la proteina de la cubierta y la secuencia de proteina de la cubierta mutante o
las fusiones de las secuencias de antigeno para la proteina de la cubierta y la secuencia de proteina de la cubierta
mutante, y compatible con ensamble en un VLP, son realizaciones adicionales de la invencién y conduce a proteinas
cubiertas AP205 quiméricas, y particulas, respectivamente. El resultado de las inserciones, eliminaciones y fusiones
a la secuencia de proteina de la cubierta y si esta es compatible con el ensamble en un VLP se puede determinar
mediante microscopia de electron.

Las particulas formadas por la proteina de la cubierta AP205, los fragmentos de proteina de la cubierta y las
proteinas cubiertas quiméricas descritas anteriormente, se pueden aislar en forma pura mediante una combinacién
de las etapas de fraccionamiento mediante precipitacion y de las etapas de purificacion mediante filtracion de gel
utilizando por ejemplo las columnas Sefarosa CL-4B, Sefarosa CL-2B, Sefarosa CL-6B y combinaciones de las
mismas. Otros métodos para aislar particulas similares a virus se conocen en la técnica, y se pueden utilizar para
aislar las particulas similares a virus (VLP) de bacteriéfago AP205. Por ejemplo, el uso de ultracentrifugacion para
aislar los VLP del retrotransposén Ty de levadura se describe en la Patente Estadounidense No. 4,918,166.

se ha determinado la estructura de cristal de varios bacteri6fagos de ARN (Golmohammadi, R. et al., Structure
4:543-554 (1996)). Utilizando tal informacién, se pueden identificar los residuos expuestos a superficie y, asi, se
pueden modificar las proteinas cubiertas con fago de ARN de tal manera que uno o mas residuos de aminoacido
reactivos se pueden insertar por via de insercidn o sustitucibn. Como una consecuencia, aquellas formas
modificadas de proteinas cubiertas con bacteri6fago también se pueden utilizar por la presente invencion. Asi, las
variantes de las proteinas que forman capsidos o estructuras similares a capsido (por ejemplo, proteinas cubiertas
de bacteriéfago QB, bacteri6fago R17, bacteriéfago fr, bacteriofago GA, bacteriéfago SP, bacteriofago AP205, y
bacteriéfago MS2) también se pueden utilizar para preparar las composiciones de la presente invencion.

Aunque la secuencia de las proteinas variantes discutidas anteriormente diferird de sus contrapartes tipo natural,
estas proteinas variantes de manera general mantendran la capacidad de formar capsidos o estructuras similares a
cépsido. Asi, la invencion incluye adicionales composicion y composiciones de vacuna, respectivamente, que
incluyen adicionalmente variantes de proteinas que forman capsidos o estructuras similares a cépsido, asi como
también métodos para preparar tales composiciones y composiciones de vacuna, respectivamente, subunidades de
proteina individual utilizadas para preparar tales composiciones, y moléculas de acido nucleico que codifican estas
subunidades de proteina. Asi, se incluyen dentro del alcance de la invencion formas variantes de las proteinas tipo
natural que forman capsidos o estructuras similares a capsido y retienen la capacidad de asociar y forman capsidos
0 estructuras similares a capsido.

Como un resultado, la invencion incluye adicionalmente composiciones y composiciones de vacuna,
respectivamente, que comprenden proteinas, que comprenden, o alternativamente consisten esencialmente de, o
alternativamente consisten de secuencia de aminoacidos que son por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 0 99%
idénticas a las proteinas tipo natural que forman disposiciones ordenadas y que tienen una estructura repetitiva
inherente, respectivamente.

Se incluyen adicionalmente dentro del alcance de la invencion moléculas de éacido nucleico que codifican las
proteinas utilizadas para preparar las composiciones de la presente invencion.

En otras realizaciones, la invenciéon incluye adicionalmente composiciones que comprenden proteinas, que
comprenden, o alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente consisten de secuencia de
aminoacidos que son por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, o0 99% idénticos a cualquiera de las secuencias de
aminoacido mostradas en la SEQ ID NOs:4-21.

Las proteinas adecuadas para uso en la presente invencion también incluyen mutantes de truncamiento de terminal
C de proteinas que forman cépsidos o estructuras similares a capsido, o VLP. Ejemplos especificos de tales
mutantes de truncamiento incluyen proteinas que tiene una secuencia de aminoacido mostrada en cualquiera de las
SEQ ID NO:4-21 en donde 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15, o 17 aminoacidos que se han removido del terminal C.
Tipicamente, estos mutantes de truncamiento de terminal C retendran la capacidad de formar capsidos o estructuras
similares a cépsido.
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Las proteinas adicionales adecuadas para uso en la presente invencién también incluyen mutantes de truncamiento
de terminal N de proteinas que forman capsidos o estructuras similares a capsido. Ejemplos especificos de tales
mutantes de truncamiento incluyen proteinas que tienen una secuencia de aminoacido mostrada en cualquiera de
las SEQ ID NO:4-21 en donde 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15, o 17 aminoéacidos se han removido del terminal N.
Tipicamente, estos mutantes de truncamiento de terminal N retendran la capacidad de formar capsidos o estructuras
similares a capsido.

Las proteinas adicionales adecuadas para uso en la presente invencion incluyen mutantes de truncamiento de
terminal N- y C que forman capsidos o estructuras similares a capsido. Los mutantes de truncamiento adecuados
incluyen proteinas que tienen una secuencia de aminoacido mostrada en cualquiera de las SEQ ID NO:4-21 en
donde 1, 2,5,7,9, 10, 12, 14, 15, 0 17 aminoacidos se han removido del terminalNy 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15, o
17 aminoacidos se han removido del terminal C. Tipicamente, estos mutantes de truncamiento de terminal N y de
terminal C retendran la capacidad de formar capsidos o estructuras similares a capsido.

La invencion incluye adicionalmente composiciones que comprenden proteinas que comprenden, o alternativamente
consisten esencialmente de, o alternativamente consisten de, secuencia de aminoacidos que son por lo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 0 99% idénticas a los mutantes de truncamiento descritos anteriormente.

La invencion asi incluye composiciones y composiciones de vacuna preparadas a partir de proteinas que forman
capsidos o VLP, métodos para preparar estas composiciones de subunidades individuales de proteina y VLP o
capsidos, métodos para preparar estas subunidades individuales de proteina, moléculas de acido nucleico que
codifican estas subunidades, y métodos para vacunar y/o provocar las respuestas inmunolégicas en los individuos
utilizando estas composiciones de la presente invencion.

Como se indic6 previamente, la invencién incluye particulas similares a virus o formas recombinantes de las mismas.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencion, el por lo menos un péptido AB1-6 se une a dicha
particula similar a virus y particula nucleo, respectivamente, mediante por lo menos un enlace covalente.
Preferiblemente, el por lo menos un péptido AB1-6 se une a la particula similar a virus y particula nucleo,
respectivamente, mediante por lo menos un enlace covalente, dicho enlace covalente es un enlace no péptido que
conduce a una disposicion de péptido AB1-6 y conjugado de péptido AB1-6 -VLP, respectivamente. Esta disposicion
y conjugado de péptido AB1-6, respectivamente, tiene tipicamente y preferiblemente una estructura repetitiva y
ordenada debido a por lo menos un péptido AB1-6 que se une al VLP y la particula nicleo, respectivamente, en una
forma orientada. La formacién de una disposiciéon VLP o conjugado de péptido AB1-6 ordenado y repetitivo,
respectivamente, se asegura mediante una forma orientada y dirigida asi como también unién definida y adhesion,
respectivamente, del por lo menos un péptido AB1-6 al VLP y la particula nucleo, respectivamente, como sera
evidente adelante. Adicionalmente, la estructura organizada y repetitiva altamente inherente tipica de los VLP y las
particulas nucleo, respectivamente, contribuye ventajosamente a la exhibicion del péptido AB1-6 en una forma
altamente ordenada y repetitiva que conduce a una disposicion y conjugado VLP de péptido AB1-6 repetitivo y
altamente organizado, respectivamente.

Por lo tanto, los conjugados y disposiciones preferidas de la invencion, respectivamente, difieren de los conjugados
de la técnica anterior en su estructura altamente organizada, dimensiones, y en la repetitividad del antigeno en la
superficie de la disposicién. La realizacion preferida de esta invencién, adicionalmente, permite la expresion de la
particula en un anfitrion de expresion garantizando el plegado apropiado y el ensamble del VLP, al que luego se
acopla adicionalmente el antigeno, es decir el péptido AB1-6.

La presente invencion describe métodos para la unién del péptido AR1-6 a VLP. Como se indica, en un aspecto de la
invencion, el péptido AB1-6 se une al VLP por medio de reticulaciéon quimica, tipicamente y preferiblemente al utilizar
un reticulador heterobifuncional. Se conocen varios reticuladores hetero-bifuncionales en la técnica. En realizaciones
preferidas, el reticulador hetero-bifuncional contiene un grupo funcional que puede reaccionar con primero los sitios
de adhesion preferidos, es decir con el grupo amino de cadena lateral de residuo lisina del VLP o por lo menos una
subunidad VLP, y un grupo funcional adicional que puede reaccionar con un segundo sitio de adhesion preferido, es
decir un residuo cisteina fusionado al péptido AB1-6 y opcionalmente también hecho disponible para reaccién
mediante reduccién. La primera etapa del procedimiento, tipicamente llamado la derivacién, es la reaccién del VLP
con el reticulador. El producto de esta reaccion es un VLP activado, también llamado portador activado. En la
segunda etapa, se remueve el reticulador que no reacciona utilizando métodos usuales tal como filtracion de gel o
dialisis. En la tercera etapa, el péptido AB1-6 se hace reaccionar con el VLP activado, y esta etapa se llama
tipicamente la etapa de acoplamiento. El péptido AB1-6 que no reacciona opcionalmente se puede remover en una
cuarta etapa, por ejemplo mediante dialisis. Se conocen en la técnica varios reticuladores hetero-bifuncionales.
Estos incluyen los reticuladores preferidos SMPH (Pierce), Sulfo- MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB,
Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB, SIA y otros reticuladores disponibles por ejemplo de la Compafiia Pierce Chemical
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(Rockford, IL, USA), y que tiene un grupo funcional que reacciona hacia el grupo aminos y un grupo funcional que
reacciona hacia los residuos cisteina. Los reticuladores mencionados anteriormente todos conducen a la formacion
del ligador tioéter. Otra clase de reticuladores adecuados en la practica de la invencién se caracteriza por la
introduccion de un ligado de disulfuro entre el péptido AB1-6 y el VLP luego de acoplamiento. Los reticuladores
preferidos que pertenecen a esta clase incluyen por ejemplo SPDP y Sulfo-LC-SPDP (Pierce). El grado de
derivacion del VLP con el reticulador se puede influenciar mediante varias condiciones experimentales tal como la
concentracion de cada uno de los patrones de reaccion, el exceso de un reactivo sobre el otro, el pH, la temperatura
y la resistencia iénica. El grado de acoplamiento, es decir la cantidad de péptido AB1-6 por subunidades del VLP se
pueden ajustar al variar las condiciones experimentales descritas anteriormente para que coincida con los
requerimientos de la vacuna.

Un método particularmente favorecido de la unién del péptido AB1-6 al VLP, es el ligado de un residuo lisina en la
superficie del VLP con un residuo cisteina en el péptido AB1-6. En algunas realizaciones, se puede requerir la fusion
de un ligador de aminoacido que contiene un residuo cisteina, como un segundo sitio de adhesién o como una parte
del mismo, a AB1-6 para acoplar al VLP.

En general, se favorecen los ligadores flexibles de aminoacidos. Ejemplos del ligador de aminoacido se seleccionan
del grupo que consiste de: (a) CGG,; (b) ligador 1 gama de terminal N; (c) ligador 3 gama de terminal N; (d) regiones
de bisagra Ig; (e) ligadores glicina de terminal N; (f) (G)xC(G)n con n=0-12 y k=0-5 (SEQ ID NO: 34); (g) ligadores
glicina-serina de terminal N; (h) (G)C(G)m(S)(GGGGS), con n=0-3, k=0-5, m=0-10, 1=0-2 (SEQ ID NO: 35); (i)
GGC; (k) GGC-NH2; (1) ligador 1 gama de terminal C; (m) ligador 3 gama de terminal C; (n) ligadores glicina de
terminal C; (0) (G)nC(G)k con n=0-12 y k=0-5 (SEQ ID NO: 36); (p) ligadores glicina-serina de terminal C; (q)
(G)m(SHGGGGS)n(G)oC(G)k con n=0-3, k=0-5, m=0-10, 1=0-2, y 0=0-8 (SEQ ID NO: 37).

Ejemplos adicionales de los ligadores de aminoacido son la regién de bisagra de Inmunoglobulinas, ligadores serina
glicina (GGGGS), (SEQ ID NO: 38), y ligadores glicina (G), todos adicionalmente contienen un residuo cisteina
como un segundo sitio de adhesion y opcionalmente residuos glicina adicionalmente. Tipicamente los ejemplos
preferidos de dichos ligadores de aminoacido son gama 1 de terminal N: CGDKTHTSPP (SEQ ID NO: 39); gama 1
de terminal C: DKTHTSPPCG (SEQ ID NO: 40); gama 3 de terminal N: CGGPKPSTPPGSSGGAP (SEQ ID NO: 41);
gama 3 de terminal C: PKPSTPPGSSGGAPGGCG (SEQ ID NO: 42); ligador de glicina de terminal N: GCGGGG
(SEQ ID NO: 43) y ligador de glicina de terminal C: GGGGCG (SEQ ID NO: 44).

Otros ligadores de aminoacido particularmente adecuados en la practica de la invencion, cuando un péptido AR
hidréfobo se une a un VLP, son CGKKGG (SEQ ID NO: 46), o CGDEGG (SEQ ID NO: 31) para los ligadores de
terminal N, 0 GGKKGC (SEQ ID NO: 45) y GGEDGC (SEQ ID NO: 32), para los ligadores de terminal C. Para los
ligadores de terminal c, el terminal cisteina opcionalmente se amida en el terminal C.

En las realizaciones preferidas de la presente invencién, ligadores GGCG (SEQ ID NO: 47), GGC o GGC-NH2
("NH2" significa amidacién) en el terminal C del péptido o CGG en su terminal N se prefieren como los ligadores de
aminoacido. En general, los residuos glicina se insertaran entre los aminoacidos de masa y la cisteina a ser utilizada
como segundo sitio de adhesion, para evitar el impedimento estérico potencial del aminoacido de masa en la
reaccion de acoplamiento. En la realizacion mas preferida de la invencion, el ligador de aminoacido GGC-NH2 se
fusiona en el terminal C de AB1-6.

El residuo cisteina presente en el péptido AB1-6 en su estado reducido tienen que reaccionar con el reticulador
heterobifuncional en el VLP activado, que es una cisteina libre o tiene disponible un residuo cisteina con un grupo
sulfhidrilo libre. En el caso en donde el residuo cisteina funcione como sitio de unién esta en una forma oxidizada,
por ejemplo si este forma un puente disulfuro, se requiere la reduccién de este puente disulfuro con por ejemplo
DTT, TCEP o B-mercaptoetanol. Las bajas concentraciones del agente de reduccién son compatibles con el
acoplamiento como se describe en la WO 02/056905, las concentraciones mayores inhiben la reacciéon de
acoplamiento, como un artesano experto lo sabra, en cuyo caso el reductor se ha removido o su concentracion se
reduce antes de acoplamiento, por ejemplo mediante didlisis, filtracion de gel o HPLC de fase inversa.

La union del péptido AB1-6 al VLP al utilizar un reticulador hetero-bifuncional de acuerdo con los métodos preferidos
descritos anteriormente, permite el acoplamiento del péptido AB1-6 al VLP en una forma orientada. Otros métodos
de union del péptido AB1-6 al VLP incluyen los métodos en donde el péptido AB1-6 se reticula al VLP utilizando la
carbodiimida EDC, y NHS. En métodos adicionales, el péptido AB1-6 se une al VLP utilizando un reticulador homo-
bifuncional tal como glutaraldehido, DSG, BM[PEO]4, BS3, (Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA) o otros
reticuladores homobifuncionales conocidos con grupos funcionales reactivos hacia los grupos amina o los grupos
carboxilo del VLP.
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Otros métodos para la union del VLP a un péptido AB1-6 incluye métodos en donde se biotinila el VLP, y el péptido
AB1-6 se expresa como una proteina de fusion-estreptavidina, 0 métodos en donde el péptido AB1-6 y el VLP se
biotinilan, por ejemplo como se describe en la WO 00/23955. En este caso, el péptido AB1-6 se puede unir primer a
estreptavidina o avidina al ajustar la relacion del péptido AB1-6 a estreptavidina de tal manera que los sitios de unién
libres estan aun disponibles para la unién del VLP, que se agrega en la siguiente etapa. Alternativamente, todos los
componentes se pueden mezclar en una reaccion "un crisol". Otros pares de ligando-receptor, en donde esta
disponible una forma soluble del receptor y del ligando, y son capaces de ser reticulados en el VLP o el péptido AB1-
6, se pueden utilizar como agentes de union para unir el péptido AB1-6 al VLP. Alternativamente, el ligando o el
receptor se pueden fusionar al péptido AB1-6, y con el fin de mediar la union al VLP quimicamente unido o fusionado
al receptor, o al ligando respectivamente. También se puede efectuar la fusidn mediante insercién o sustitucion.

Como ya se indicd, en una realizacion favorecida de la presente invencion, el VLP es el VLP de un bacteriéfago de
ARN, y en una realizacion mas preferida, el VLP es el VLP de la proteina recubierta Q@ del bacteriéfago de ARN.

Una o varias moléculas de antigeno, es decir un péptido AB1-6, se puede unir a una subunidad del capsido o VLP de
las proteinas cubiertas con los bacteriéfagos de ARN, preferiblemente a través de los residuos lisina expuestos del
VLP de bacteri6fagos de ARN, si es estéricamente permisible. Una caracteristica especifica del VLP de la proteina
de la cubierta a bacteriéfagos de ARN y en particular de la proteina VLP cubierta QB es asi la posibilidad de acoplar
varios antigenos por subunidad. Esto permite la generacién de una disposicion densa de antigeno.

En una realizacién preferida de la invencion, la unién y adhesién, respectivamente, del por lo menos un péptido AR1-
6 a la particula similar a virus es por medio de interaccion y asociacion, respectivamente, entre por lo menos un
primer sitio de adhesion de la particula similar a virus y por lo menos una segunda adhesiéon del antigeno o
determinante antigénico.

Los VLP o cépsidos de la proteina de recubrimiento QB exhiben un ndmero definido de residuos lisina en su
superficie, con una topologia definida con tres puntos de residuos lisina hacia el interior del capsido y que interactda
con el ARN, y cuatro de otros residuos lisina expuestos al exterior del capsido. Estas propiedades definidas
favorecen la adhesion de los antigenos al exterior de la particula, que en el interior de la particula en donde los
residuos lisina interactian con el ARN. Los VLP de otras proteinas cubiertas con fago de ARN también tienen un
namero definido de residuos lisina en su superficie y una topologia definida de estos residuos lisina.

En las realizaciones preferidas adicionales de la presente invencion, el primer sitio de adhesion es un residuo lisina
ylo el segundo sitio de adhesién comprende el grupo sulfhidrilo o un residuo cisteina. En una realizacion muy
preferida de la presente invencion, el primer sitio de adhesion es un residuo lisina y el segundo sitio de adhesion es
un residuo cisteina.

En realizaciones muy preferidas de la invencion, el péptido AB1-6 se une por medio de un residuo cisteina, a
residuos lisina del VLP de la proteina de la cubierta de fago de ARN, y en particular al VLP de la proteina de
recubrimiento Q.

Otra ventaja de los VLP derivados de los fagos de ARN es su alta expresién producida en las bacterias que permite
la produccién de grandes cantidades de material a costo asequible.

Como se indica, los conjugados y disposiciones de la invencion, respectivamente, difieren de los conjugados de la
técnica anterior en su estructura altamente organizada, dimensiones, y en la repetitividad del antigeno en la
superficie de la disposicion. Mas aun, el uso de los VLP como portadores permite la formacién de disposiciones y
conjugados de antigeno robustos, respectivamente, con densidad variable de antigeno. En particular, el uso de VLP
de fagos de ARN, y por lo tanto en particular el uso del VLP de la proteina de la cubierta QB de fago de ARN que
permite lograr densidad de epitopo muy alta. En particular, una densidad de méas de 1.5 epitopos por subunidad se
puede hacer reaccionar al acoplar el péptido humano AB1-6 al VLP de la proteina de recubrimiento QB. La
preparacion de las composiciones de VLP de las proteinas cubiertas de fago de ARN con una densidad alta de
epitopo se puede efectuar utilizando la enseflanza de esta solicitud. En la realizacién preferida de la invencion,
cuando se acopla un péptido AB1-6 al VLP de la proteina de recubrimiento Qp, se prefiere un niumero promedio del
péptido AB1-6 por subunidad de 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0,1.1,1.2,1.3,1.4,15,1.6,1.7,1.8,1.9, 2.0, 2.1, 2.2, 2.3,
2425,26,2.7,2.8, 2.9, 0 mayor.

El segundo sitio de adhesion, como se definié aqui, puede estar presente naturalmente o no naturalmente con el
antigeno o el determinante antigénico. En el caso de la ausencia de un segundo sitio de adhesion de ocurrencia
natural adecuado en el antigeno o determinante antigénico, tal un, entonces segundo sitio de adhesion no natural se
ha construido con ingenieria para el antigeno.
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Como se describié anteriormente, se exponen cuatro residuos lisinas en a superficie del VLP de la proteina de
recubrimiento QB. Tipicamente estos residuos se derivan luego de la reaccién con una molécula reticuladora. En el
caso en donde no todos los residuos lisina expuestos se pueden acoplar a un antigeno, los residuos lisina que han
reaccionado con el reticulador se dejan con una molécula reticuladora adherida al grupo amino € después de la
etapa de derivacion. Esto conduce a la desaparicion de una o varias cargas positivas, que pueden ser perjudiciales
para la solubilidad y estabilidad del VLP. Al reemplazar algunos de los residuos lisina con argininas, como en los
mutantes de proteina de la cubierta QB descritos adelante, evitamos la desaparicién excesiva de cargas positivas
debido a que los residuos arginina no reaccionan con el reticulador. Mas aun, el reemplazo de los residuos lisina por
argininas puede conducir a disposiciones de antigeno mas definidas, como estan disponibles pocos sitios para
reaccionar con el antigeno.

De acuerdo con lo anterior, se reemplazan los residuos lisina expuestos por argininas en los siguientes mutantes de
proteina de la cubierta QB y VLP mutantes QB descritos en esta solicitud: QB-240 (Lys13-Arg; SEQ ID NO: 17), QB-
250 (Lys 2-Arg, Lys13-Arg; SEQ ID NO: 19) y QB-259 (Lys 2-Arg, Lys16-Arg; SEQ ID NO:21). Las construcciones se
clonan, las proteinas se expresan, los VLP se purifican y se utilizan para acoplamiento al péptido y los antigenos de
proteina. El QB-251; (SEQ ID NO: 20 también se construye, y es guia de cOmo expresar, purificar y acoplar el VLP
de la proteina de la cubierta QB-251 que se puede encontrar a través de la solicitud.

En una realizacion adicional, describimos una proteina de la cubierta mutante QB con un residuo lisina adicional,
adecuado para obtener aln disposiciones de mayor densidad de antigenos. Esta proteina de la cubierta mutante
QB, QB-243 (Asn 10-Lys; SEQ ID NO: 18), se clona, la proteina se expresa, y el capsido o VLP se aisla y purifica,
gue muestra que la introduccién del residuo lisina adicional es compatible con auto-ensamble de las subunidades a
un capsido o VLP. Asi, las disposiciones o conjugados de péptido AB1-6, respectivamente, se pueden preparar
utilizando VLP de la proteina de recubrimiento QB mutante. Un método particularmente favorecido de la adhesién de
los antigenos a los VLP, y en particular a los VLP de las proteinas de cubiertas de fago de ARN es el ligado de un
residuo lisina presente en la superficie del VLP de las proteinas cubiertas de fago de ARN con un residuo cisteina
agregado al antigeno, es decir el péptido AB1-6. Con el fin de que sea efectivo un residuo cisteina como el segundo
sitio de adhesion, puede estar disponible un grupo sulfhidrilo para acoplamiento. Asi, un residuo cisteina esta en su
estado reducido, esto es, una cisteina libre o un residuo cisteina con un grupo sulfhidrilo libre que esta disponible.
En el momento en que el residuo cisteina funciona como el segundo sitio de adhesion esti en una forma oxidizada,
por ejemplo si este forma un puente disulfuro, se requiere la reduccién de este puente disulfuro con por ejemplo
DTT, TCEP o B-mercaptoetanol. La concentracion del reductor, y el exceso molar del reductor sobre el antigeno se
ha ajustado para cada antigeno. Un rango de titulacion, partiendo de concentraciones tan bajas como 10 uM o
menos, hasta 10 a 20 mM o mas reductos si se requiere se prueba, y se evalla el acoplamiento del antigeno al
portador. Aunque son compatibles bajas concentraciones del reductor con la reaccion de acoplamiento como se
describe en la WO 02/056905, las concentraciones mayores inhiben la reaccién de acoplamiento, como lo sabra un
experto en la técnica, en cuyo caso el reductor se ha removido o se reduce su concentracion, por ejemplo mediante
didlisis, filtracion de gel o HPLC de fase inversa. Ventajosamente, el pH del amortiguador de equilibrio o dialisis es
menor de 7, preferiblemente 6. Tiene que ser probada la compatibilidad del amortiguador de pH bajo con la actividad
del antigeno o la estabilidad.

La densidad del epitopo en el VLP de las proteinas cubiertas de fago de ARN se puede modular mediante la
eleccion del reticulador y otras condiciones de reaccion. Por ejemplo, los reticuladores Sulfo-GMBS y SMPH
tipicamente permite alcanzar el epitopo de alta densidad. La derivacion se influencia positivamente mediante la alta
concentracion de reactivos, y la manipulacion de las condiciones de reaccion se puede utilizar para controlar el
namero de antigenos acoplados a los VLP de las proteinas cubiertas de fago de ARN, y en particular a los VLP de la
proteina de recubrimiento Q.

Antes del disefio de un segundo sitio de adhesion no natural se ha seleccionado la posicidn en la que este se debe
fusionar, insertar o de manera general construir por ingenieria. La seleccion de la posicion del segundo sitio de
adhesion, por medio del ejemplo, se puede basar en una estructura de cristal del antigeno. Tal una estructura de
cristal del antigeno puede proporcionar informacion de la disponibilidad del terminal C- o N de la molécula
(determinado por ejemplo de su accesibilidad al disolvente), o de la exposicion del disolvente a residuos adecuados
para uso como los segundos sitio de adhesion, tal como residuos cisteina. Los puentes de disulfuro expuestos,
como es el caso para los fragmentos Fab, también puede ser una fuente de un segundo sitio de adhesion, debido a
gue ellos de manera general se pueden convertir a residuos cisteina Unicos a través de reduccién moderada, con
por ejemplo 2-mercaptoetilamina, TCEP, B- mercaptoetanol o DTT. Se seleccionaran las condiciones de reduccion
moderadas que no afectan la inmunogenicidad del antigeno. En general, en el caso en donde la inmunizacién con
un auto-antigeno ayuda a inhibir la interaccién de este auto-antigeno con sus ligandos naturales, el segundo sitio de
adhesion se agregara de tal manera que esto permite la generaciéon de anticuerpos contra el sitio de interaccién con
los ligandos naturales. Asi, la ubicacion del segundo sitio de adhesion se seleccionara de tal manera que se evita el
impedimento estérico del segundo sitio de adhesién o cualquier ligador de aminoacido que contiene el mismo. En
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realizaciones adicionales, se desea una respuesta de anticuerpo directa en un sitio distinto del sitio de interaccion
del auto-antigeno con su ligando natural. En tales realizaciones, el segundo sitio de adhesion se puede seleccionar
de tal manera que este evita la generacion de anticuerpos contra el sitio de interaccion del auto-antigeno con sus
ligandos naturales.

Otros criterios para seleccionar la posicion del segundo sitio de adhesion incluyen el estado de oligomerizacion del
antigeno, el sitio de oligomerizacion, la presencia de un cofactor, y la disponibilidad de la evidencia experimental que
describe los sitios de estructura del y la secuencia en donde es compatible la modificacion del antigeno con la
funcién del auto-antigeno, o con la generacidn de los anticuerpos que reconocen el auto-antigeno.

En la mayor parte de las realizaciones preferidas, el péptido AB1-6 comprende un segundo sitio de adhesion Unico o
un sitio de adhesién reactivo Unico capaz de asociacidn con el primer sitio de adhesién en la particula nicleo y los
VLP o las subunidades VLP, respectivamente. Esto asegura una unién uniforme y definida y asociacion,
respectivamente, del por lo menos uno, pero tipicamente mas de uno, preferiblemente mas de 10, 20, 40, 80, 120,
150, 180, 210, 240, 270, 300, 360, 400, 450 antigenos a la particula nacleo y VLP, respectivamente. La provision de
un segundo sitio de adhesion Unico o un sitio de adhesién reactivo Unico en el antigeno, asi, asegura un tipo
uniforme y Unico de unién y asociacién, respectivamente que conduce a una disposicion repetitiva y muy altamente
ordenada. Por ejemplo, si la unién y asociacion, respectivamente, se efectlia por medio de una interaccion lisina-
(como el primer sitio de adhesién) y cisteina- (como un segundo sitio de adhesién), se asegura, de acuerdo con esta
realizacién preferida de la invencién, que solo un residuo cisteina por antigeno, independiente si este residuo
cisteina esta presente naturalmente o no naturalmente en el antigeno, es capaz de unir y asociar, respectivamente,
con el VLP y el primer sitio de adhesion de la particula nucleo, respectivamente.

En algunas realizaciones, la construccion por ingenieria de un segundo sitio de adhesién en el antigeno requiere la
fusién de un ligador de aminoacido que contiene un aminoacido adecuado como un segundo sitio de adhesién de
acuerdo con las descripciones de esta invencion. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente invencion,
un ligador de aminoacido se une al antigeno o el determinante antigénico por medio de por lo menos un enlace
covalente. Preferiblemente, el ligador de aminoacido comprende, o alternativamente consiste de, el segundo sitio de
adhesiéon. En una realizacion preferida adicional, el ligador de aminoacido comprende un grupo sulfhidrilo o un
residuo cisteina. En otra realizacion preferida, el ligador de aminoécido es cisteina. Algunos criterios de seleccion del
ligador de aminoacido asi como también las realizaciones preferidas adicionales del ligador de aminoacido de
acuerdo con la invencién ya se han mencionado anteriormente.

En una realizacion preferida adicional de la invencion, el por lo menos un antigeno o determinante antigénico, es
decir el péptido AB1-6 se fusiona a la particula similar a virus. Como se destac6 anteriormente, un VLP se compone
tipicamente de por lo menos una subunidad que ensambla dentro de un VLP. Asi, en una realizacion preferida
adicional de la invencion, el antigeno o determinante antigénico, preferiblemente el por lo menos un péptido AB1-6
se fusiona a por lo menos una subunidad de la particula similar a virus o de una proteina capaz de ser incorporada
en un VLP que genera una subunidad quimérica de VLP de la proteina fusion de péptido AB1-6.

La fusion de los péptidos AB1-6 se puede efectuar mediante insercion en la secuencia de subunidad VLP, o
mediante fusion al terminal N- o C de la subunidad VLP o proteina capaz de ser incorporada en un VLP. De aqui en
adelante, cuando se denominan como proteinas fusién de un péptido a una subunidad VLP, se abarcan la fusién a
los extremos de la secuencia de subunidad o la insercion interna del péptido dentro de la secuencia de subunidad.

La fusién también se puede efectuar al insertar las secuencias de péptido AB1-6 en una variante de una subunidad
VLP en donde parte de la secuencia de subunidad se ha eliminado, que se denominan adicionalmente como
mutantes de truncamiento. Los mutantes de truncamiento pueden tener terminal N- o C, o eliminaciones internas de
parte de la secuencia de la subunidad VLP. Por ejemplo, el HBcAg VLP especifico con, por ejemplo, la eliminacion
de los residuos de aminoacido 79 a 81 es un mutante de truncamiento con una eliminacion interna. La fusién de los
péptidos AB1-6 al terminal N- o C de las subunidades VLP de los mutantes de truncamiento también conduce a las
realizaciones de la invencién. De forma similar, la fusién de un epitopo en la secuencia de la subunidad VLP también
se puede efectuar mediante sustitucion, en donde por ejemplo para el HBcAg VLP especifico, se reemplazan los
aminoacidos 79-81 con un epitopo externo. Asi, fusion, como se denomina de aqui en adelante, se puede efectuar
mediante la insercién de la secuencia de péptido AB1-6 en la secuencia de una subunidad VLP, mediante sustitucion
de parte de la secuencia de la subunidad VLP con el péptido AB1-6, o mediante una combinacién de eliminacion,
sustitucién o inserciones.

La subunidad de péptido quimérico AB1-6-VLP sera en general capaz de auto-ensamble en un VLP. El VLP exhibe
epitopos fusionados en las subunidades también denominados aqui como VLP quiméricos. Como se indicd, la
particula similar a virus comprende o alternativamente se compone de por lo menos una subunidad VLP. En una
realizacién adicional de la invencion, la particula similar a virus comprende o alternativamente se compone de una
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mezcla de subunidades quiméricas VLP y subunidades no quiméricas VLP, es decir las subunidades VLP no tienen
un antigeno fusionado alli, que conduce a las asi llamadas particulas mosaico. Puede ser ventajoso asegurar la
formacion de, y ensamblar a un VLP. En aquellas realizaciones, las proporcién de las subunidades quiméricas VLP
puede ser 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95% o0 mas.

Se puede agregar residuos de aminoacido flanqueados al extremo de la secuencia del péptido o epitopo a ser
fusionado al extreme de la secuencia de la subunidad de un VLP, o para insercién interna de tal secuencia peptidica
en la secuencia de la subunidad de un VLP. Los residuos glicina y serina favorecen particularmente los aminoacidos
a ser utilizados en las secuencias de flanqueo agregadas al péptido a ser fusionado. Los residuos glicina confieren
flexibilidad adicional, que puede disminuir el efecto potencialmente desestabilizante de fusionar una secuencia
externa dentro de la secuencia de una subunidad VLP.

En una realizacién preferida adicional de la invencion, el VLP es un VLP de un bacteriéfago de ARN. Las proteinas
cubiertas de bacteriofagos de ARN principales ensamblan espontdneamente los VLP luego de la expresion en
bacterias, y en particular en E. coli. Ejemplos especificos de proteinas cubiertas de bacteriéfago que se pueden
utilizar para preparar las composiciones de la invencién incluyen las proteinas cubiertas de bacteri6fagos de ARN tal
como bacteriéfago QB (SEQ ID NO:4; base de datos PIR, No. de Acceso VCBPQB denominado como QB CP y SEQ
ID NO: 5; No. de Acceso AAA16663 denominado como proteina QB Al) y bacteriéfago fr (SEQ ID NO: 7; PIR No. de
Acceso VCBPFR).

En una realizacion mas preferida, el por lo menos un péptido AB1-6 se fusiona a una proteina de la cubierta QB. Se
han descrito las construcciones de proteina de fusion en donde los epitopos se han fusionado al terminal C de una
forma truncada de la proteina Al de QR, o insertado dentro de la proteina Al (Kozlovska, T. M., et al., Intervirology,
39:9-15 (1996)). La proteina Al se genera mediante supresion en el codon de parada UGA y tiene una longitud de
329 aa, 0 328 aa, si se toma en cuenta la division de la metionina de terminal N. La division de la metionina de
terminal N antes de una alanina (el segundo aminoacido codificado por el gen CP Q) usualmente tiene lugar en E.
coli, y tal es el caso para el terminal N de las proteinas cubiertas Q. La parte del gen A1, 3’ del codén dmbar UGA
gue codifica la extension CP, que tiene una longitud de 195 aminoacidos. La insercion del por lo menos un péptido
AB1-6 entre la posicion 72 y 73 de la extension CP conduce a realizaciones adicionales de la invencion (Kozlovska,
T. M., et al., Intervirology 39:9-15 (1996)). La fusion de un péptido AB1-6 en el terminal C de una proteina A1 Qf
truncada de terminal C conduce a las realizaciones preferidas adicionales de la invencién. Por ejemplo, Kozlovska et
al., (Intervirology, 39: 9-15 (1996)) describe las proteinas de fusion A1 QB en donde el epitopo se fusiona en el
terminal C de la extension truncada en la posicion 19.

Como se describe por Kozlovska et al. (Intervirology, 39: 9-15 (1996)), el ensamble de las particulas que exhiben los
epitopos fusionados requiere tipicamente la presencia del proteina-péptido AB1-6 de fusion Al y el CP para formar
una particula mosaico. Sin embargo, las realizaciones que comprenden particulas similares a virus, y por lo tanto en
particular los VLP de la proteina de la cubierta de bacteriéfago QB de ARN, que se componen exclusivamente de las
subunidades VLP que tienen por lo menos un péptido AB1-6 fusionado alli, también estan dentro del alcance de la
presente invencion.

La produccién de las particulas mosaico se puede efectuar en un nimero de formas. Kozlovska et al., Intervirology,
39: 9-15 (1996), describe tres métodos, que se pueden utilizar en la practica de la invencion. En el primer método, la
exhibicidn eficiente del epitopo fusionado en los VLP se media por la expresion del plasmido que codifica la proteina
fusién A1 QP que tiene un codoén de parada UGA entre la extension CP y CP en una cepa E. coli que cosecha un
plasmido que codifica el supresor tARN UGA clonado que conduce a la traduccién del codén UGA en Trp (plasmido
pISM3001 (Smiley B.K., et al., Gene 134:33-40 (1993))). En otro método, el codén de parada del gen CP se modifica
en UAA, y un segundo plasmido que expresa la proteina-péptido AB1-6 de fusién Al se cotransforma. El Segundo
pldsmido codifica una resistencia a antibidtico diferente y el origen de replicaciéon es compatible con el primer
plasmido (Kozlovska, T. M., et al., Intervirology 39:9-15 (1996)). En un tercer método, CP y la proteina-péptido AB1-6
de fusion Al se modifica en una forma bicistronica, ligado operativamente a un promotor tal como el promotor Trp,
como se describe en la FIGURA 1 de Kozlovska et al., Intervirology, 39:9-15 (1996).

En una realizacion adicional, el péptido AB1-6 se inserta entre el amino&cido 2 y 3 (numeracion del CP dividido, que
es en donde se divide la metionina de terminal N) del fr CP, conduciendo asi a un péptido AB1-6-fr de la proteina de
fusién CP. Se han descrito vectores y sistemas de expresion para la construccién y expresion de las fusion proteinas
fr CP auto-ensamblan a VLP y son (tiles en la practica de la invencion (Pushko P. et al., Prot. Eng. 6:883-891
(1993)). En una realizacion especifica, la secuencia de péptido AB1-6 se inserta en una variante de eliminacion del fr
CP después del aminoacido 2, en donde se han eliminado los residuos 3 y 4 del fr CP (Pushko P. et al., Prot. Eng.
6:883-891 (1993)).
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La fusién de los epitopos en la horquilla B protuberante de terminal N de la proteina de la cubierta del bacteriéfago
de ARN MS-2 y la presentacion posterior del epitopo fusionado en el VLP de auto-ensamble del bacteriéfago de
ARN MS-2 también se ha descrito (WO 92/13081), y la fusion del péptido AB1-6 mediante insercion o sustitucion en
la proteina de cubierta del bacteriéfago de ARN MS-2 también cae bajo el alcance de la invencion.

En realizaciones preferidas de la invencion, los péptidos AR1-6 adecuados para generar las vacunas de la invencion
se modifican con un ligador de aminoacido para unién a un VLP. Aquellos péptidos AB1-6 incluyen, pero no se
limitan a: AB1-6 fusionado al terminal C al ligador GGC. El ligador de aminoacidos adecuados para fusién en el
terminal N de los fragmentos AB1-6 incluyen pero no se limitan a la secuencia CGG y CGHGNKS. Los ligadores
adecuados para fusién al terminal C de AB1-6 incluyen pero no se limitan a la secuencia GGC. En una realizacién
preferida, cuando se fusiona un ligador al terminal C de AB o los fragmentos AR, se amida la cisteina de terminal C-
terminal. En una realizacion preferida, se fusiona el AB1-6 a un ligador de aminoacido y tiene la secuencia: "NH2-
DAEFRHGGC-CONHZ2, en donde se amida la Cisteina de terminal C, que se indica por el terminal C "-CONH2", y el
terminal N del péptido es libre, que se indica adicionalmente por "NH2-". Los ligadores de aminoacido son
preferiblemente cortos, para evitar la induccion de las respuestas inmunes contra los aminoacidos de dicho ligador,
pero debe permitir la induccion de los anticuerpos se reticulan con placas solubles AB y AD y puede facilitar la
interaccion de los anticuerpos con el péptido AB1-6. Otras propiedades adecuadas del ligador de aminoacido son
flexibilidad, y preferiblemente carencia de aminoacidos de masa que pueden interferir con el acoplamiento, y/o
generar una respuesta inmune contra el ligador en si mismo. En mas realizaciones preferidas, el ligador de
aminoacido que contiene un residuo cisteina como el segundo sitio de adhesién se fusiona al terminal C del péptido
AB1-6.

Los fragmentos AP adicionales adecuados en la practica de la invencion incluyen los fragmentos AR que
corresponden a los fragmentos mencionados anteriormente, también modificados como se describié anteriormente,
de otras especies animales y provocan a los anticuerpos reticulados con las placas amiloide humanas y AB humano
soluble. Ejemplos de tales fragmentos son AR1-6 de primates (DAEFRH; SEQ ID NO: 84), conejo (DAEFRH; SEQ ID
NO: 85), conejillo de indias (DAEFRH: SEQ ID NO: 88), raton (DAEFGH; SEQ ID NO: 76), rata (DAEFGH SEQ ID
NO: 87), y Xaenopus laevis (DSEYRH; 86).

Se ha reportado un nimero de modelos de animal de AD con base en ratones transgénicos que sobreexpresan las
formas mutadas del APP humano (Games, D. et al., Nature 373: 523-527 (1995a); Sturchler-Pierrat et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 13287-13292 (1997); Hsiao, K., et al., Science 274: 99-102 (1996); Chen, G. et al., Nature 408:
975- 979 (2000); Janus, C. et al., Nature 408: 979-982 (2000); Morgan, D. et al., Nature 408: 982-985 (2000)).
Aquellos modelos de ratdn difieren uno del otro en el nivel de sobreexpresion del transgen, las mutaciones AD
presentes en el transgen y el promotor bajo el cual se dirige la sobreexpresiéon del transgen. Estos modelos de
animal fallan en exhibir los signos patologicos de AD, que son en particular cambios en el comportamiento
relacionados con la edad, deposito de 3-amiloide en placas insolubles, ovillos neurofibrilares dentro de las neuronas,
y pérdida de neuronas a través de prosencéfalo (Chapman, P.F. Nature 408: 915-916 (2000)). Los déficits de
memoria y métodos para identificarlos sin embargo se pueden identificar en aquellos modelos, y se pueden utilizar
en probar el efecto de las composiciones de la invencién en modelos de animal (Chen, G. et al., Nature 408: 975-
979 (2000); Janus, C. et al.,, Nature 408: 979-982 (2000); Morgan, D. et al., Nature 408: 982-985 (2000)).
Adicionalmente, el depédsito de AB relacionado con la edad en placas amiloide se puede estudiar en aquellos
modelos, que también desarrolla astrocitosis y microgliosis.

Ahora se ha descrito la presente invencién en detalle, lo mismo se entendera méas claramente como referencia a los
siguientes ejemplos, que se incluyen aqui para propésitos solo de ilustracion y no estan destinados a limitar la
invencion.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Clonacién y construccion, respectivamente, expresion y purificacién de las particulas nucleo preferidas y VLP de
fagos de ARN, respectivamente

A. Construccion y expresion de las proteinas cubiertas mutantes Q, y purificacion de las proteinas VLP cubiertas
QB mutantes o Capsidos.

Construccion del plasmido y clonacion de proteinas cubiertas mutantes

Construccion de pQB-240:
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El plasmido pQB10 (Kozlovska, TM, et al., Gene 137:133-137) se utiliza como un plasmido inicial para la
construccion de pQR-240. La mutacién se crea Lys13—Arg mediante PCR inverso. Los cebadores inversos se
disefian en direcciones cola a cola invertidas:

5'-GGTAACATCGGTCGAGATGGAAAACAAACTCTGGTCC-3' (SEQ ID NO: 48) y
5'-GGACCAGAGTTTGTTTTCCATCTCGACCGATGTTACC-3’ (SEQ ID NO: 49).

Los productos del primer PCR se utilizan como plantillas para el segunda reaccién PCR, en los que se utilizan un
cebador en la direccién 5’ 5-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID NO: 50) y una cebador en la direccién 3’
5'-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3’ (SEQ ID NO: 51). El producto del segundo PCR
se digiere con Xbal y Mph1103l y se clona en el vector de expresion pQB10, que se divide por las mismas enzimas
de restriccion. Las reacciones PCR se desarrollan con reactivos de equipo PCR y de acuerdo con el protocolo
productor (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

El secuenciamiento utilizando el método de incorporacion de etiqueta directa verifica las mutaciones deseadas. Las
células E.coli que cosechan la sintesis eficiente soportada pQB-240 de la proteina 14-kD comigra luego de SDS-
PAGE con la proteina de la cubierta de control QP aislada de las particulas de fago Qp.

Secuencia de aminoacido resultante: (SEQ ID NO: 17)

AKLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construccion de pQp-243:

El plasmido pQ10 se utiliza como un plasmido inicial para la construccion de pQB-243. La mutacién Asn10—Lys se
crea mediante PCR inverso. Los cebadores inversos se designan en las direcciones cola a cola invertidas:

5'-GGCAAAATTAGAGACTGTTACTTTAGGTAAGATCGG -3’ (SEQ ID NO: 52) y
5'-CCGATCTTACCTAAAGTAACAGTCTCTAATTTTGCC -3’ (SEQ ID NO: 53).

Los productos del primer PCR se utilizan como plantillas para la segunda reaccién PCR, en la que se utilizan un
cebador en la direccion 5’

5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID NO: 50) y

Un cebador en la direccion 3’

5'-CGATGCATTTCATCCTTAGT TATCAATACGCTGGGTTCAG-3' (SEQ ID NO: 51). El producto del segundo PCR
se digiere con Xbal y Mph1103l y se clona en el vector de expresion pQB10, que se divide por las mismas enzimas
de restriccion. Las reacciones PCR se desarrollan con los reactivos del equipo PCR y de acuerdo con el protocolo
del productor (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

El secuenciamiento utilizando el método de incorporacion de etiqueta directa verifica las mutaciones deseadas. Las
células E.coli que cosechan la sintesis eficiente soportada pQB-240 de la proteina 14-kD comigra luego de SDSD-
PAGE con la proteina de la cubierta de control QP aislada de las particulas de fago Qp.

Secuencia de aminoacido resultante: (SEQ ID NO: 18)

AKLETVTLGKIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSYTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construccion de pQB-250:
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El plasmido pQR-240 se utiliza como un plasmido inicial para la construccién de pQp-250. La mutacion Lys2—Arg se
crea por mutagenia dirigida a sitio. Un cebador en la direccion 5’

5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGT TACTTTAGG-3' (SEQ ID NO: 54)

y un cebador en la direccion 3’

5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID NO: 55)

se utilizan para la sintesis del fragmento PCR mutante, que se introduce dentro del vector de expresién pQB-185 en
los sitios de restriccion Unicos Ncol y Hindlll. Las reacciones PCR se desarrollan con reactivos de equipo PCR y de
acuerdo con el protocolo del productor (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

El secuenciamiento utilizando el método de incorporacion de etiqueta directa verifica las mutaciones deseadas. Las
células E.coli que cosechan la sintesis eficiente soportada pQB-250 de la proteina 4-kD que comigra luego de PAGE

con la proteina de cubierta QB de control aislada de las particulas de fago Q.

Secuencia de aminoacido resultante: (SEQ ID NO: 19)

ARLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKI QNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construccion de pQp-251:

El plasmido pQB10 se utiliza como un plasmido inicial para la construccion de pQB-251. La mutacién Lys16—Arg se
crea por PCR inverso. Los cebadores inversos se designan en las direcciones cola a cola invertidas:

5-GATGGACGTCAAACTCTGGTCCTCAATCCGCGTGGGG -3’ (SEQ ID NO: 56) y
5'-CCCCACGCGGATTGAGGACCAGAGTTTGACGTCCATC -3’ (SEQ ID NO: 57).

Los productos del primer PCR se utilizan como plantillas para la segunda reacciéon PCR, en la que se utilizan un
cebador en la direcciéon 5’

5-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID NO: 50)

y un cebador en la direccion 3’

5’-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3' (SEQ ID NO: 51).

El producto del segundo PCR se digiere con Xbal y Mph1103l y se clona en el vector de expresion pQB10, que se
divide por las mismas enzimas de restriccion. Las reacciones PCR se desarrollan con reactivos de equipo PCR y de
acuerdo con el protocolo del productor (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

El secuenciamiento utilizando el método de incorporacion de etiqueta directa verifica las mutaciones deseadas. Las
células E. coli que cosechan la sintesis eficiente soportada pQB-251 de la proteina 4-kD que comigra luego de SDS-
PAGE con la proteina de cubierta QB de control aislada de las particulas de fago QB. La secuencia de aminoacido
resultante codificada por esta construccién se muestra en (SEQ. ID NO: 20).

Construccion de pQB-259:

El plasmido pQB-251 se utiliza como un plasmido inicial para la construccién de pQB-259. La mutacién Lys2—Arg se
crea por mutagenia dirigida a sitio. Un cebador en la direccion 5’

5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGTTACTTTAGG-3' (SEQ ID NO: 54)

y un cebador en la direccion 3’
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5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID NO: 55)

se utilizan para la sintesis del fragmento PCR mutante, que se introduce dentro del vector de expresion pQB-185 en
los sitios de restriccion Unicos Ncol y Hindlll. Las reacciones PCR se desarrollan con reactivos de equipo PCR y de
acuerdo con el protocolo del productor (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

El secuenciamiento utilizando el método de incorporacion de etiqueta directa verifica las mutaciones deseadas. Las
células E.coli que cosechan la sintesis eficiente soportada pQp-259 de la proteina 4-kD que comigra luego de SDS-
PAGE con la proteina de cubierta QB de control aislada de las particulas de fago Q.

Secuencia de aminoacido resultante: (SEQ ID NO: 21)

AKLETVTLGNIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVOVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTESEFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Procedimientos generales para la expresion y purificacion de los mutantes QB y QB
Expresién

El E.coli IM109 se transforma con los plasmidos de expresion de proteina de la cubierta QB. Se inoculan 5 ml de
medio liquido LB que contiene 20 pg/ml de ampicilina con clones transformados con los plasmidos de expresion de
proteina de la cubierta Q. El cultivo inoculado se incuba a 37 T durante 16- 24 h sin agitacién. El inéculo preparado
se diluye posteriormente 1:100 en 100-300 ml de medio LB fresco, que contiene 20 pg/ml de ampicilina, y se incuba
a 37T durante la noche sin agitacion. El segundo in éculo resultante se diluye 1:50 en medio M9 que contiene 1 %
de Casaminoécidos y 0.2 % de glucosa en los matraces, y se incuba a 37 C durante la noche bajo agitac ion.
Purificacion

Soluciones y amortiguadores para el procedimiento de purificacion:

1. Amortiguador de lisis LB

50mM de Tris-HCI pH 8,0 con 5mM de EDTA, 0,1% de tritonX100 y PMSF frescamente preparado en una
concentracion de 5 microgramos por ml. Sin lisozima y DNAsa.

2. SAS

Sulfato de amonio saturado en agua

3. Amortiguador NET.

20 mM de Tris-HCI, pH 7.8 con 5mM de EDTA y 150 mM de NacCl.
4. PEG

40% (p/v) de polietilenglicol 6000 en NET

Interrupcién y lisis

Las células congeladas se resuspenden en LB a 2 ml/g de células. La mezcla se sonica con 22 kH cinco veces
durante 15 segundos, con intervalos de 1min para enfriar la solucién en hielo. El lisato luego se centrifuga a 14 000
rpm, durante 1h utilizando un rotador Janecki K 60. Las etapas de centrifugacion descritas adelante todas se
desarrollan utilizando el mismo rotador, excepto indicado de otra forma. El sobrenadante se almacena a 4° C,
mientras que se lavan los residuos celulares dos veces con LB. Después de centrifugacion, se agrupan los
sobrenadantes del lisato y las fracciones de lavado.

Fraccionamiento
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Se agrega en forma de gotas una solucién de sulfato de amonio saturada bajo agitacion al lisato agrupado anterior.
El volumen del SAS se ajusta para ser un quinto del volumen total, para obtener 20% de saturacion. La solucién se
deja reposar durante la noche, y se centrifuga al dia siguiente a 14 000 rpm, durante 20 min. El glébulo se lava con
una cantidad pequefia de 20% de sulfato de amonio, y se centrifuga de nuevo. Se agrupan los sobrenadantes
obtenidos, y se agrega SAS en forma de gotas para obtener 40% de saturacion. La solucion se deja reposar durante
la noche, y se centrifuga al siguiente dia a 14 000 rpm, durante 20 min. El glébulo obtenido se solubiliza en
amortiguador NET.

Cromatografia

El capsido o la proteina VLP resolubilizada en amortiguador NET se carga en una columna de Sefarosa CL-4B. Tres
picos se eluyen durante cromatografia. La primera contiene principalmente membranas y fragmentos de membrana,
y no se recolecta. Se contienen capsidos en el Segundo pico, mientras que el tercero contiene otras proteinas E.coli.

Las fracciones pico se agrupan, y la concentracion de NaCl se ajusta a una concentracién final de 0.65 M. Un
volumen de solucion PEG que corresponde a la mitad de la fracciéon pico agrupada se agrega en forma de gotas
bajo agitacion. La solucion se deja reposar durante la noche sin agitacion. La proteina de céapsido se sedimenta
mediante centrifugacién a 14 000 rpm durante 20 min. Esta luego se solubiliza en un volumen minimo de NET y se
carga de nuevo en la columna Sefarosa CL- 4B. Las fracciones pico se agrupan, y se precipitan con sulfato de
amonio a 60% de saturacion (p/v). Después de centrifugacion y resolubilizacion en amortiguador NET, la proteina de
capsido se carga en una columna de Sefarosa CL-6B para recromatografia.

Dialysis y secado

Las fracciones pico obtenidas anteriores se agrupan y se dializan extensivamente contra agua estéril, y se liofilizan
para almacenamiento.

Expresion y purificacion de QB-240

Las células (E. coli JM 109, transformado con el plasmido pQB-240) se resuspenden en LB, se sonican cinco veces
durante 15 segundos (chaqueta de agua helada) y se centrifugan a 13000 rpm durante una hora. El sobrenadante se
almacena a 4T hasta procesamiento adicional, mientras que se lavan los residuos 2 veces con 9 ml de LB, y
finalmente con 9 ml de 0,7 M de urea en LB. Todos los sobrenadantes se agrupan, y se cargan en la columna de
Sefarosa CL-4B. Las fracciones pico agrupadas se precipitan con sulfato de amonio y se centrifugan. La proteina
resolubilizada luego se purifica adicionalmente en una columna Sefarosa 2B y finalmente en una columna de
Sefarosa 6B. El pico de capsido se dializa finalmente extensivamente contra agua y se liofiliza como se describid
anteriormente. El ensamble de la proteina de cubierta en un capsido se confirma mediante microscopia de electron.

Expresion y purificacion de QB-243

Las células (E. coli RR1) se resuspenden en LB y se procesan como se describe en el procedimiento general. La
proteina se purifica mediante dos etapas de filtracion de gel sucesivas en la columna de sefarosa CL-4B y finalmente
en una columna de sefarosa CL-2B. Las fracciones pico se agrupan y se liofilizan como se describi6 anteriormente.
El ensamble de la proteina de cubrimiento en un cépsido se confirma mediante microscopia de electrén.

Expresion y purificacion de QB-250

Las células ( E. coli JM 109, transformadas con pQB-250) se resuspenden en LB y se procesan como se describio
anteriormente. La proteina se purifica mediante filtracion de gel en una columna de Sefarosa CL-4B y finalmente en
una columna de Sefarosa CL-2B, y se liofiliza como se describié anteriormente. El ensamble de la proteina de
cubrimiento en un cépsido se confirma mediante microscopia de electrén.

Expresion y purificacion de QB-259

Las células (E. coli IM 109, transformadas con pQB-259) se resuspenden en LB y se sonican. Los residuos se lavan
una vez con 10 ml de LB y un segundo tiempo con 10 ml de 0,7 M de urea en LB. La proteina se purifica mediante
dos etapas de cromatografia de filtracién de gel, en una columna de Sefarosa CL-4 B. La proteina se dializa y se
liofiliza, como se describié anteriormente. El ensamble de la proteina de cubrimiento en un cépsido se confirma
mediante microscopia de electrén.

B. Clonacién, Expresion y Purificacion de VPL AP205 Recombinante
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Clonacién del gen de Proteina de cubrimiento AP205

El cADN de la proteina de cubrimiento AP205 (CP) (SEQ ID NO: 28) se ensambla a partir de dos fragmentos de
cADN generados del fago de ARN AP205 al utilizar una técnica PCR de transcripcién inversa y clonacién en el
plasmido comercial pCR 4-TOPO para secuenciamiento. Las técnicas de transcripcion inversa son bien conocidas
por aquellas personas medianamente expertas en la técnica relevante. El primer fragmento, contenido en el
plasmido p205-246, contiene 269 nucledtidos en la direccién 5’ de la secuencia CP y 74 nucledtidos que codifican
los 24 aminoacidos de terminal N del CP. El Segundo fragmento, contenido en el plasmido p205-262, contiene 364
nucleétidos que codifican los aminoacidos 12-131 de CP y 162 nucleétidos adicionales en la direccion 3’ de la
secuencia CP. El p205-246 y p205-262 son un regalo generoso de J. Klovins.

El plasmido 283.-58 se disefia por PCR de dos etapas, con el fin de fusionar los fragmentos CP de los plasmidos
p205-246 y p205-262 en una secuencia CP de longitud completa.

Se utilizan un cebador en la direccion 5’ p1.44 que contiene el sitio Ncol para clonacién en el plasmido pQb185, o
pl.45 que contienen el sitio Xbal para clonacion en el plasmido pQb10, y un cebador en la direcciéon 3’ pl.46 que
contiene el sitio de restriccion Hindlll (secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion subrayada):

pl.44 5-AACC ATG GCA AAT AAG CCA ATG CAA CCG-3' (SEQ ID NO: 79)
pl.45 5-AATCTAGAATTTTCTGCGCACCCATCCCGG-3' (SEQ ID NO: 80)
pl.46 5-AAAAGC TTA AGC AGT AGT ATC AGA CGA TAC G-3' (SEQ ID NO: 81)

Los dos cebadores adicionales, p1.47, hibridan en el extremo 5’ del fragmento contenido en p205-262, y pl.48,
hibridan en el extremo 3’ del fragmento contenido en el plasmido p205-246 se utilizan para amplificar los fragmentos
en el primer PCR. Los cebadores p1.47 y p1.48 son complementarios uno al otro.

pl47: 5°-GAGTGATCCAACTCGTTTATCAACTACATTT-
TCAGCAAGTCTG-3’ (SEQ ID NO: 82)

pl.48: 5°-CAGACTTGCTGAAAATGTAGTTGATAAACGA-
GTTGGATCACTC-3’ (SEQ ID NO: 83)

En las primeras dos reacciones PCR, se generan dos fragmentos. El primer fragmento se genera con los cebadores
pl.45y pl.48 y la plantilla p205-246. El Segundo fragmento se genera con los cebadores pl1.47 y p1.46, y la plantilla
p205-262. Ambos fragmentos se utilizan como plantillas para la segunda reaccion PCR, una extensiéon empalme-
sobreposicion, con la combinacion de cebador pl1.45 y pl1.46 o pl.44 y pl.46. El producto de las dos reacciones
PCR de segunda etapa se digieren con Xbal o Ncol respectivamente, y Hindlll, y se clonan con los mismos sitios de
restriccion en pQb10 o pQb185 respectivamente, dos vectores de expresion derivados de pGEM bajo el control del
promotor operdn triptofan E.coli.

Se obtienen dos plasmidos, pAP283-58 (SEQ ID NO: 27), que contienen la codificacion de gen para wt AP205 CP
(SEQ ID NO: 28) en pQb10, y pAP281-32 (SEQ ID NO: 30) con mutacién Pro5—Thr (SEQ ID NO: 29), en pQb185.
Las secuencias de proteina de la cubierta se verifican mediante secuenciamiento de ADN. El PAP283-58 que
contiene 49 nucledtidos en la direccion 5’ del codén ATG del CP, en la direccion 3’ del sitio Xbal, y contiene el sitio
de unién ribosémico original putativo del mMARN de proteina de cubrimiento.

Expresion y Purificacion del VLP Recombinante AP205.
A. Expresion del VLP recombinante AP205

El E. coli IM109 se transforma con el plasmido pAP283-58. Se inoculan 5 ml de medio liquido LB con 20 pug/ml de
ampicilina con una colonia Unica, y se incuba a 37 T durante 16-24 h sin agitacion.

El inéculo preparado se diluye 1:100 en 100-300 ml de medio LB, que contiene 20 pug/ml de ampicilina y se incuba a
37 T durante la noche sin agitacion. El segundo in6 culo resultante se diluye 1:50 en medio 2TY, que contiene 0.2 %
de glucosa y fosfato para amortiguar, y se incuba a 37 € durante la noche en un agitador. Las células se cosechan
mediante centrifugacion y se congelan a -80<T.
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B. Purificacién de VLP recombinante AP205

Soluciones y amortiguadores:

Amortiguador de lisis

50mM de Tris-HCI pH 8.0 con 5mM de EDTA, 0.1% de tritonX100 y PMSF a 5 microgramos por ml.
SAS

Sulfato de amonio saturado en agua

Amortiguador NET.

20 mM de Tris-HCI, pH 7.8 con 5mM de EDTA y 150 mM de NacCl.
PEG

40% (p/v) polietilenglicol 6000 en NET

Lisis:

Las células congeladas se resuspenden en amortiguador de lisis a 2 ml/g células. La mezcla se sonica con 22 kH
cinco veces durante 15 segundos, con intervalos de 1 min para enfriar la soluciéon en hielo. El lisato luego se
centrifuga durante 20 minutos a 12 000 rpm, utilizando un rotor F34-6-38 (Ependorf). Las etapas de centrifugacion
descritas adelante se desarrollan utilizando el mismo rotor, excepto como se indica de otra forma. El sobrenadante
se almacena a 4°C, mientras que los residuos celul ares se lavan dos veces con amortiguador de lisis. Después de
la centrifugacion, los sobrenadantes del lisato y se agrupan las fracciones de lavado.

La precipitacién con sulfato de amonio se puede utilizar adicionalmente para purificar VLP AP205. En una primera
etapa, se selecciona una concentracién de sulfato de amonio en la que el VLP AP205 VLP no precipita. El glébulo
resultante se descarga. En la siguiente etapa, se selecciona una concentracion de sulfato de amonio en la que se
precipita cuantitativamente el VLP AP205, y el VLP AP205 se aisla del glébulo de esta etapa de precipitacion
mediante centrifugacion (14 000 rpm, durante 20 min). El glébulo obtenido se solubiliza en amortiguador NET.

Cromatografia:

La proteina de capsido de los sobrenadantes agrupados se carga en una columna de Sefarosa 4B (2.8 X 70 cm), y
se eluye con amortiguador NET, en 4 ml/hora/fraccién. Se recolectan las fracciones 28-40, y se precipitan con sulfato
de amonio en 60% de saturacion. Las fracciones se analizan por SDS-PAGE y Western Blot con un antisuero
especifico para AP205 antes de precipitacion. El glébulo aislado mediante centrifugacion se resolubiliza en
amortiguador NET, y se carga en una columna de Sefarosa 2B (2.3 X 65 cm), se eluye a 3 ml/h/fraccion. Las
fracciones se analizan mediante SDS-PAGE, y se recolectan las fracciones 44-50, se agrupan y se precipitan con
sulfato de amonio en 60% de saturacion. El glébulo aislado mediante centrifugacion se resolubiliza en amortiguador
NET, y se purifica en una columna de Sefarosa 6B (2.5 X 47 cm), se eluye a 3 ml/hora/fraccién. Las fracciones se
analizan mediante SDS-PAGE. Las fracciones 23-27 se recolectan, las concentracion de sal se ajusta a 0.5 M, y se
precipita con PEG 6000, se agrega de 40% de materia prima en agua y en una concentracion final de 13.3%. El
glébulo aislado mediante centrifugacion se resolubiliza en amortiguador NET, y se carga en la misma columna de
Sefarosa 2B como se hizo anteriormente, se eluye de la misma forma. Se recolectan las fracciones 43-53, y se
precipitan con sulfato de amonio en una saturacion de 60%. El gloébulo aislado mediante centrifugacion se
resolubiliza en agua, y la solucion de proteina obtenida se dializa extensivamente contra agua. Se puede aislar
aproximadamente 10 mg de proteina purificada por gramo de células.

El examen de la particula similar a virus en microscopia de Electrén muestra que ellos son idénticos a las particulas
de fago.

EJEMPLO 2

Insercion de un péptido que contiene un residuo lisina en el epitopo 1 c/e de HBcAg (1-149).
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El epitopo 1 c/e (residuos 72 a 88) de HBCAg se ubica en la region de punta en la superficie de capsido del virus de
la Hepatitis B (HBcAgQ). Una parte de esta region (Prolina 79 y Alanina 80) se reemplaza genéticamente por el
péptido Gly-Gly- Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), que resulta en la construccion HBcAg-Lys (SEQ ID NO: 26). El
residuo lisina introducido contiene un grupo amino reactive en su cadena lateral que se puede utilizar para
reticulacién quimica intermolecular de las particulas HBcAg con cualquier antigeno que contiene un grupo cisteina
libre.

El ADN HBcAg-Lys, que tiene la secuencia de aminoacido mostrada en la SEQ ID NO: 78, se genera mediante los
PCR: Los dos fragmentos que codifican los fragmentos HBcAg (residuos de aminoacido 1 a 78 y 81 a 149) se
amplifican separadamente mediante PCR. Los cebadores utilizados para estos PCR también introducen una
secuencia de ADN que codifica el péptido Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33). El fragmento HBcAg (1 a 78) se
amplifica de pEco63 utilizando los cebadores EcoRIHBcAg(s) y Lys-HBcAg(as). El fragmento HBcAg (81 a 149) se
amplifica de pEco63 utilizando los cebadores Lys-HBcAg(s) y HBcAg(1-149)Hind(as). Los cebadores Lys-HBcAg(as)
y Lys-HBcAg(s) introducen las secuencias de ADN complementarias en los extremos de los productos de PCR que
permiten la fusion de los dos productos PCR en un PCR de ensamble posterior. Los fragmentos ensamblados se
amplifican mediante PCR utilizando los cebadores EcoRIHBcAg(s) y HbcAg(1-149)Hind(as).

Para los PCR, 100 pmol de cada oligo y 50 ng de los ADN de plantilla se utilizan en las mezclas de reaccion de 50
ml con 2 unidades de polimerasa Pwo, 0.1 mM de dNTP y 2 mM de MgSO4. Para ambas reacciones, se lleva a cabo
ciclizacién de temperatura como sigue: 94T durante 2 minutos; 30 ciclos de 94T (1 minuto), 50C (1 m inuto), 72C
(2 minutos).

Secuencias cebadoras:

EcoRIHBcAg(s):

(5'-CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG-3') (SEQ ID NO: 58);
Lys-HBcAg(as):

(5>-CCTAGAGCCACCTTTGCCACCATCTTCTAAATTAG-
TACCCACCCAGGTAGC-3") (SEQ ID NO: 59);

Lys-HBcAg(s):

(5-GAAGATGGTGGCAAAGGTGGCTCTAGGGACC-
TAGTAGTCAGTTATGTC -3°) (SEQ ID NO: 60);

HBcAg(1-149)Hind(as):
(5'-CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG-3’) (SEQ ID NO: 61).

Para la fusién de los dos fragmentos de PCR mediante PCR 100 pmol de los cebadores EcoRIHBcAg(s) y HBcAg(1-
149)Hind(as) se utilizan con 100 ng de los dos fragmentos PCR purificados en una mezcla de reaccion de 50 ml que
contiene 2 unidades de polimerasa Pwo, 0.1 mM de dNTP y 2 mM de MgSO4. Las condiciones de ciclizacion de
PCR son: 94<C durante 2 minutos; 30 ciclos de 94C ( 1 minuto), 50T (1 minuto), 72<C (2 minutos). El pro ducto PCR
ensamblado se analiza mediante electroforesis de gel de agarosa, se purifica y se digiere durante 19 horas en un
amortiguador apropiado con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll. El fragmento de AND digerido se liga en e
vector EcoRI/Hindlll- pKK digerido para generar el vector de expresion pKK-HBcAg-Lys. La insercion del producto
PCR en el vector se analiza mediante andlisis de restriccion EcoRI/Hindlll y secuenciamiento de ADN del inserto.

EJEMPLO 3
Expresion y purificacion de HBcAg-Lys.

Las cepas E. coli K802 o JM109 se transforman con pKK-HBcAg-Lys. Se utiliza 1 ml de un cultivo de bacterias
durante la noche para inocular 100 ml de medio LB que contiene 100 pg/ml de ampicilina. Este cultivo se hace
crecer durante 4 horas a 37T hasta que se alcanza un OD a 600 nm de aproximadamente 0.8. La induccion de la
sintesis de HBcAg-Lys se desarrolla mediante la adicién de IPTG en una concentracion final de 1 mM. Después de
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induccion, las bacterias se agitan adicionalmente a 37C durante 4 horas. Las bacterias se cosechan me diante
centrifugacion a 5000 x g durante 15 minutos. El glébulo se congela a - 80C. El glébulo se descongela y se
resuspende en amortiguador de lisis de bacterias (10 mM de Na2HPO4, pH 7.0, 30 mM de NacCl, 0.25% de Tween-
20, 10 mM de EDTA) complementado con 200 pg/ml de lisozima y 10 pl de Benzonasa (Merck). Las células se
incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente y se interrumpen mediante sonicacion. Las células E. coli que
cosechan el plasmido de expresion pKK-HBcAg-Lys o un plasmido de control se utilizan para la induccion de la
expresion HBcAg-Lys con IPTG. Antes de la adicion de IPTG, se remueve una muestra del cultivo de bacterias que
lleva el plasmido pKK-HBcAg-Lys y de un cultivo que lleva el plasmido de control. Cuatro horas después de la
adicion de IPTG, las muestras remueven de nuevo el cultivo que contiene pKK-HBcAg-Lys y del cultivo de control.
La expresion de la proteina se monitorea por SDS-PAGE seguido por tefiido Coomassie.

El lisado luego se centrifuga durante 30 minutos a 12,000 x g con el fin de remover los residuos celulares insolubles.
El sobrenadante y el glébulo se analizan por Ensayo Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal contra HBcAg
(YVS1841, comprado de Accurate Chemical and Scientific Corp., Westbury, NY, USA), que indica que una cantidad
significativa de proteina HBcAg-Lys es soluble. En resumen, los lisatos de las células E. coli que expresan HBcAg-
Lys y de las células de control se centrifugan a 14,000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante (= fraccién soluble) y
el glébulo (= fraccién insoluble) se separan y se diluyen con amortiguador de muestra SDS en volumenes iguales.
Se analizan las muestras por SDS-PAGE seguido por ensayo Western blot con el anticuerpo monoclonal anti-HBcAg
YVS 1841.

Se utiliza el lisato celular depurado para la centrifugacion de etapa - gradiente utilizando un gradiente de etapa de
sacarosa que consiste de una soluciéon al 4 ml de 65% de sacarosa superpuesta con solucién al 3 ml de 15% de
sacarosa seguido por 4 ml del lisato bacteriano. La muestra se centrifuga durante 3 hrs con 100,000 x g a 4<T.
Después de centrifugacion, se recolectan fracciones de 1 ml de la parte superior del gradiente y se analizan
mediante SDS-PAGE seguido por tefiido Coomassie. La proteina HBcAg-Lys se detecta por tefiido Coomassie.

La proteina HBcAg-Lys se enriquece en la interface entre 15 y 65% de sacarosa que indica que esta ha formado una
particula de capsido. La mayoria de las proteinas bacterianas permanecen en la capa superior libre de sacarosa del
gradiente, por lo tanto la centrifugacion de etapa - gradiente de las particulas HBcAg-Lys conduce al enriquecimiento
y a una purificacion parcial de las particulas.

Se desarrolla expresion y purificacion de HBcAg-Lys a gran escala como sigue. Se prepara un cultivo durante la
noche al inocular una anica colonia en 100 ml de LB, 100 pg/ml de ampicilina y se hace crecer el cultivo durante la
noche a 37<C. 25 ml del precultivo se diluyen en 80 0 ml de medio de Ampicilina LB al siguiente dia, y el cultivo crece
en una densidad éptica OD600 d 0.6-0.8. El cultivo luego se induce con 1 mM de IPTG, y se deja crecer durante 4
horas. Las células se cosechan y se lisan esencialmente como se describié anteriormente.

El HBcAg-Lys luego se purifica al precipitar primero la proteina con sulfato de amonio (30% de saturacién) del lisato
celular depurado, luego cargar el globulo resolubilizado en una columna de filtracion de gel (Sefacril S-400,
Pharmacia). Las fracciones agrupadas se precipitan de nuevo con sulfato de amonio, el glébulo se resolubiliza y se
carga una segunda vez en la misma columna de filtracién de gel. Las fracciones finalmente se agrupan y se
concentran, y la concentracion se evalla utilizando una prueba Bradford test (BioRad).

EJEMPLO 4

Construccion de un HBcAg carente de residuos de cisteina libre y que contiene un residuo lisina insertado.

Un antigeno de nuacleo de Hepatitis (HBcAg), denominado aqui como HBcAg-lys-2cys-Mut, carente de los residuos
cisteina en las posiciones que corresponden a 48 y 107 en la SEQ ID NO: 25 y que contienen un residuo lisina
insertado se construye utilizando los siguientes métodos.

Las dos mutaciones se introducen al amplificar separadamente primero tres fragmentos del gen HBCcAg-Lys
preparado como se describié anteriormente en el Ejemplo 2 con las siguientes combinaciones de cebador PCR. Los
métodos PCR y las técnicas de clonacion convencional se utilizan para preparar el gen HBcAg-lys-2cys-Mut.

En resumen, se utilizan los siguientes cebadores para preparer el fragmento 1:

Cebador 1: EcoRIHBcAg(s)

CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 58)
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Cebador 2: 48as

GTGCAGTATGGTGAGGTGAGGAATGCTCAGGAGACTC (SEQ ID NO: 62)
Se utilizan los siguientes cebadores para preparar el fragmento 2:

Cebador 3: 48s

GSGTCTCCTGAGCATTCCTCACCTCACCATACTGCAC (SEQ ID NO: 63)
Cebador 4: 107as

CTTCCAAAAGTGAGGGAAGAAATGTGAAACCAC (SEQ ID NO: 64)

Se utilizan los siguientes cebadores para preparar el fragmento 3:

Cebador 5: HBcAg149hind-as

CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAGC-
GTTGATAG (SEQ ID NO: 65)

Cebador 6: 107s

GTGGTTTCACATTTCTTCCCTCACTTTTGGAAG (SEQ ID NO: 66)

Los fragmentos 1y 2 luego se combinan con los cebadores PCR EcoRIHBcAg(s) y 107as para dar el fragmento 4. El
fragmento 4 y el fragmento 3 luego se combinan con los cebadores EcoRIHBcAg(s) y HBcAgl49hind-as para
producir el gen de longitud completa. El gen de longitud completa luego se digiere con las enzimas EcoRI (GAATTC)
y Hindlll (AAGCTT) y se clona en el vector pKK (Pharmacia) que corta en los mismos sitios de restriccion. La
expresion y purificacion de HBcAg-lys-2cys- Mut se desarrollan como se establece en el Ejemplo 3.

EJEMPLO 5

Construccion of HBcAg1-185-Lys.

Se maodifica el antigeno nuicleo de hepatitis (HBcAg) 1-185 como se describe en el Ejemplo 2. Una parte de la regién
de epitopo c/el (residuos 72 a 88) (Prolina 79 y Alanina 80) se reemplaza genéticamente por el péptido Gly-Gly-Lys-
Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), que resulta en la construccién HBcAg-Lys (SEQ ID NO: 26). El residuo lisina introducido
contiene un grupo amino reactivo en su cadena lateral que se puede utilizar para reticulacion quimica intermolecular
de las particulas HBcAg con cualquier antigeno que contiene un grupo cisteina libre. Los métodos PCR y las
técnicas de clonacion convencional se utilizan para preparar el gen HBcAg1-185-Lys.

La secuencia Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33) se inserta al amplificar dos fragmentos separados del gen
HBCcAg de pEco63, como se describié anteriormente en el Ejemplo 2 y posteriormente fusionar dos fragmentos
mediante PCR para ensamblar el gen de longitud completa. Se utilizan las siguientes combinaciones del cebador
PCR:

fragmento 1:

Cebador 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (ver Ejemplo 2)

Cebador 2: Lys-HBcAg(as) (SEQ ID NO: 59) (ver Ejemplo 2)

fragmento 2:

Cebador 3: Lys-HBcAg(s) (SEQ ID NO: 60) (ver Ejemplo 2)

Cebador 4: HBcAgwtHindllll
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CGCGTCCCAAGCTTCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 67)
Ensamble:

Cebador 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (ver ejemplo 2)

Cebador 2: HBcAgwtHindlIlll (SEQ ID NO: 67)

El gen de longitud completa ensamblado luego se digiere con las enzimas EcoRI (GAATTC) y Hindlll (AAGCTT) y se
clona en el vector pKK (Pharmacia) que se corta en los mismos sitios de restriccion.

EJEMPLO 6
Fusién de un epitopo de péptido en la region MIR de HbcAg.

Los residuos 79 y 80 de HBcAg1-185 se sustituyen con el epitopo CeH3 de la secuencia VNLTWSRASG (SEQ ID
NO: 68). Los tallos de secuencia CeH3 de la secuencia del tercer dominio constante de la cadena pesada del IgE
humano. El epitopo se inserta en la secuencia HBcAg1-185 utilizando un método de ensamble PCR. En la primera
etapa PCR, el gen HBcAg1-185 que se origina del clon ATCC pEco63 y se amplifica con los cebadores HBcAg-wt
EcoR1 del y HBcAg-wt Hind Ill rev se utiliza como plantilla en dos reacciones separadas para amplificar dos
fragmentos que contienen los elementos de secuencia que codifican la secuencia CeH3. Estos dos fragmentos luego
se ensamblan en una segunda etapa PCR, en una reaccion de ensamble PCR.

Las combinaciones de cebador en la primera etapa PCR: CeH3del con HBcAg-wt Hind Il inv, y HBcAg-wt EcoRI del
con CeH3inv. En la reaccion de ensamble PCR, los dos fragmentos aislados en la primera etapa PCR primero se
ensamblan durante 3 ciclos PCR sin cebadores exteriores, que se agregan después a la mezcla de reaccién para los
siguientes 25 ciclos. Cebadores externos: HBcAg-wt EcoRI del y HBcAg-wt Hind 11l inv.

El producto PCR se clona en el pKK223.3 utilizando los sitios EcoRI y Hindlll, para expresién en E. coli (ver Ejemplo
2). El VLP quimérico se expresa en E. coli y se purifica como se describe en el Ejemplo 2. El volumen de elucién en
el que se eluye el HBcAg1-185- CeH3 de la filtracion de gel muestra el ensamble de las proteinas de fusién a un VLP
quimeérico.

Secuencias cebadoras:

CeH3del:

5" GTT AAC TTG ACC TGG TCT CGT GCT TCT GGT GCA TCC AGG GAT CTA GTA GTC 3’ (SEQ ID NO: 69)
VNLTWSRASGAS0SRDLV V86 (SEQ ID NO: 70)

CeH3inv:

5" ACC AGA AGC ACG AGA CCA GGT CAA GTT AAC ATC TTC CAA ATT ATT ACC CAC 3’ (SEQ ID NO: 71)
D78 ELN N G V72 (SEQ ID NO: 72)

HBcAg-wt EcoRlI del:

5' CCGgaattcATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 73)

HBcAg-wt Hind Il inv:

5 CGCGTCCCaagcttCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 74)

EJEMPLO 7

Fusion del péptido AB1-6 en la region MIR de HBCAg.
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Los residuos 79 y 80 de HBcAg1-185 se sustituyen con el péptido AB1-6 de la secuencia: DAEFRH (SEQ ID NO: 75)
0 DAEFGH (SEQ ID NO: 76). Se disefian dos cebadores superpuestos utilizando la misma estrategia descrita en el
Ejemplo 6, y la proteina de fusién construida mediante PCR de ensamble. El producto PCR se clona en el vector
pKK223.3, y se expresa en E. coli K802. Los VLP quiméricos se expresan y se purifican como se describe en el
Ejemplo 3.

EJEMPLO 8
Fusién de un péptido AB1-6 en el terminal C de la proteina QB Al truncada en la posicién 19 de la extension CP.

Un cebador que hibrida en el extremo 5’ del gen QB Al y un cebador que hibrida en el extremo 3’ del gen Al y que
comprende adicionalmente un elemento de secuencia que codifica el péptido AB1-6, de la secuencia DAEFRH (SEQ
ID NO: 75) o DAEFGH (SEQ ID NO: 76), se utilizan en una reaccion PCR con pQB10 como plantilla. El producto
PCR se clona en pQB10 (Kozlovska T.M. et al., Gene 137: 133-37 (1993)), y el VLP quimérico se expresa y se
purifica como se describe en el Ejemplo 1.

EJEMPLO 9
Insercion de un péptido AB1-6 entre las posiciones 2 y 3 de la proteina de cubrimiento fr.

Los cebadores de complementariedad que codifican la secuencia del péptido AB1-6 de la secuencia DAEFRH (SEQ
ID NO: 75) o DAEFGH (SEQ ID NO: 76), y que contienen los extremos compatibles Bsp119l y los nucleétidos
adicionales que se permiten en la insercién de estructura, se insertan en el sitio Bsp119l del vector pFrd8 vector
(Pushko, P. et al., Prot. Eng. 6: 883-91 (1993)) mediante técnicas de biologia molecular estandar. Alternativamente,
las salientes del vector pFrd8 se llenan con Klenow después de digestion con Bspll9l, y oligonucleétidos que
codifican la secuencia del péptido AB1-6 y los nucleétidos adicionales para clonacién en marco se ligan en pFrd8
después del tratamiento Klenow. Los clones con el inserto en la orientacion derecha se analizan mediante
secuenciamiento. La expresion y purificacion de la proteina de fusién quimérica en E. coli IM109 o E. coli K802 se
desarrolla como se describe en Pushko, P. et al, Prot. Eng. 6:883-91 (1993), pero para las etapas de cromatografia
se desarrollan utilizando una columna de Sefarosa CL-4B o Sefacril S-400 (Pharmacia). El lisato celular se precipita
con sulfato de amonio, y se purifica mediante dos etapas de purificacion de filtracion de gel sucesivas, de forma
similar al procedimiento descrito para Q@ en el Ejemplo 1.

EJEMPLO 10
Insercion de un péptido AB1-6 entre las posiciones 67 y 68 de la proteina p1 Tyl en el vector pOGS8111.

Se sintetizan dos oligonucleo6tidos complementarios codifican el péptido AB1-6, de la secuencia DAEFRH (SEQ ID
NO: 75) o DAEFGH (SEQ ID NO: 76), con extremos compatibles con el sitio Nhel de pOGS8111. Se agregan
oligonucléotidos adicionales para permitir la insercion en marco de una secuencia que codifica el péptido AB1-6 de
acuerdo con la descripcion de EP 677'111. Los aminoacidos AS y SS que flanquean el epitopo insertado se
codifican por los sitios alterados Nhel que resultan de la insercion del oligonucledtido en el gen TyA(d) de
pOGS8111.

El POGS8111 se transforma en la cepa S. cervisiae MC2, para la expresion del Ty VLP quimérico como se describe
en la EP0677111 y referencias alli. EI Ty quimérico VLP se purifica mediante ultracentrifugacion de gradiente de
sacarosa como se describe en la EP 677'111.

EJEMPLO 11
Insercion de un péptido AB1 -6 en la proteina de cépsido principal L1 de papilomavirus tipo | (BPV-1).

Una secuencia que codifica el péptido AB1-6 que tiene la secuencia DAEFRH (SEQ ID NO: 75) o DAEFGH (SEQ ID
NO: 76) se sustituye con la secuencia que codifica los aminoacidos 130-136 del gen BPV-1 L1 clonado en el vector
pFastBacl (GIBCO/BRL) como se describe (Chackerian, B. et al., Proc. Natl. Acad. USA 96: 2373-2378 (1999)). La
secuencia de la construccion se verifica mediante andlisis de secuencia de nucledétido. El baculovirus recombinante
se genera utilizando el sistema baculovirus GIBCO/BRL como se describe por el fabricante. Los VLP quiméricos se
purifican de las células de baculovirus infectadas Sf9 como se describe por Kirnbauer, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
89:12180-84 (1992) y Greenstone, H.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 95:1800-05 (1998).

EJEMPLO 12
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Inmunizacion de ratones con el péptido AB1-6 fusionado a los VLP.

Los VLP quiméricos que exhiben el péptido NB1-6 de la secuencia DAEFRH (SEQ ID NO: 75) o DAEFGH (SEQ ID
NO: 76) generada en los Ejemplos 7-11 se utilizan para inmunizacién de ratones APP transgénicos humanos o
ratones C57/BL6 como se describe en la Ejemplo 13 y 14. El suero obtenido de las ratones inmunizados se analizan
en un péptido AB1-6 o AB1-40 o AB-42 especifico ELISA como se describe en el Ejemplo 13.

Se examina el efecto protector de la vacuna al inmunizar un grupo grande de ratones transgénicos APP humanos
como se describe en la Ejemplo 14.

EJEMPLO 13
Acoplamiento del péptido AB1-6 a VLP QB (QBAB1-6), e inmunizacion de ratones con QBAR 1-6
A. Acoplamiento del péptido AB1-6 Q VLP

El péptido AB1-6 (secuencia: NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) se sintetiza quimicamente; el grupo
NHZ2 inicial indica que el péptido tiene un terminal N libre, y el grupo termininal NH2 indica que el péptido tiene un
terminal carboxi amidado. Se expresa el VLP QB y se purifica como se describe en el ejemplo 1.QB VLP, en 20 mM
de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 8.2 (HBS, pH 8.2) se hace reaccionar en una concentracion de 2 mg/ml
(determinado en un ensayo Bradford), con 1.43 mM de SMPH (Pierce, Rockford IL), se diluye de una solucion madre
en DMSO, durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). La mezcla de reaccion luego se dializa contra HBS,
amortiguador de pH 8.2 a 4T, y se hace reaccionar con 0.36 mM de péptido AB1-6, se diluye en la mezcla de
reaccion de una solucién madre de 50 mM en DMSO. La reaccién de acoplamiento se deja proceder durante 2 horas
a 15T, y la mezcla de reaccion se dializa 2 X 2 ho ras contra un HBS volumen de 1000 veces, pH 8.2, y el matraz se
congela en nitrégeno liquido en alicuotas para almacenamiento a - 80T hasta uso adicional.

Una alicuota se descongela, y el acoplamiento del A1-6 péptido a las subunidades VLP Q se evallia por SDS-PAGE
y la concentracion de la proteina medida en un ensayo Brandford. El resultado de las reacciones de acoplamiento se
muestra en la FIGURA 1.

La FIGURA 1 muestra el analisis SDS-PAGE de la reaccion de acoplamiento del péptido AB1-6 y Q VLP. Las
muestras corren bajo condiciones de reduccién en 16% de gel Tris-glicina, se tifien con azul brillante coomassie.
Linea 1 es el marcador de proteina, con pesos moleculares correspondientes indicados en el limite izquierdo del gel;
linea 2, la proteina VLP derivada Q; linea 3, el sobrenadante de la reaccién de acoplamiento de la proteina VLP QP
al péptido AB1-6; linea 4, el glébulo de la reaccion de acoplamiento de la proteina Q VLP al péptido AB1-6; Los
productos de acoplamiento que corresponde al acoplamiento de los péptidos 1, 2 y 3 por mondmero se indican por
las flechas en la Figura. Mas de 1.5 péptidos por subunidad se acoplan en promedio; casi no se dejan inacoplados.

B. Inmunizacién de ratones con el péptido AB1-6 acoplado al Q VLP y andlisis de la respuesta inmune

El VLP QP acoplado al péptido AR1-6 (denominado aqui Qb-Ab-1-6) se inyecta s.c. en ratones (3 ratones) en el dia 0
y 14. El péptido AB1-6 se acopla a la proteina VLP Q como se describié anteriormente. Cada ratén (C57BL/6) se
inmuniza con 10 pg de vacuna se diluye en PBS a 200 pl. Los ratones se desangran retroorbitalmente en el dia 21, y
el titulo de los anticuerpos especificos para el péptido AB1-6 se miden en un ELISA contra AB1-6. El péptido AB1-6
se acopla a ARNasa bovina A utilizando el reticulador quimico sulfo-SPDP. Las placas ELISA se cubren con
preparaciones ARNsa acopladas en una concentracién de 10 pg/ml. Las placas se bloquean y luego se incuban con
suero de raton serialmente diluidos. Los anticuerpos unidos se detectan con anticuerpos IgG anti-ratén
enzimaticamente marcados. Como un control, también se prueba el suero preinmune de los mismos ratones. Los
resultados se muestran en La FIGURA 2.

La FIGURA 2 muestra un andlisis ELISA de los anticuerpos 1gG especificos para el péptido AB1-6 en el suero de
ratones inmunizados contra el péptido AR1-6 acoplado a VLP Q. Los resultados se muestran para los tres ratones
inmunizados (A 1-A3), el suero preinmune se indica como "pre" en la figura; se muestra el resultado para un suero
preinmune. La comparacion del suero preinmune con el suero de ratones inmunizados con "Qb-Ab-1-6" muestra que
se puede obtener una respuesta de anticuerpo especifico fuerte contra el péptido AB1-6 en la ausencia del
adyuvante.

C. ELISA contra el péptido AB 1-40
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El péptido AR 1-40 o AB 1-42 humano se hace en DMSO y se diluye en amortiguador de cubrimiento antes de uso.
Las placas ELISA se cubren con 0.1 ug /pozo de péptido AR 1-40. Las placas se bloquean y luego se incuban con
suero de raton diluido serialmente obtenido anteriormente. Los anticuerpos unidos se detectan con anticuerpo IgG
anti-raton enzimaticamente marcado. Como un control, también se incluye el suero obtenido antes de vacunacién.
La dilucion del suero que muestra una media de tres desviaciones estandar por encima de los valores iniciales se
calcula y se define como "titulo ELISA". No se detectan anticuerpos especificos en el suero preinmune. El titulo
obtenido para los tres ratones es de 1:100000, que muestra una respuesta inmune especifica fuerte contra AR 1-40.
Asi, la inmunizacion con AB1-6 acoplado a VLP Qp provoca titulos de anticuerpo fuertes que reticulan con AB1-40.

La FIGURA 3 muestra el resultado del ELISA. La sefal ELISA como la densidad éptica a 405 nm, obtenida para el
suero de tres ratones (A1l-A3) inmunizados con el péptido AB1-6 acoplado al VLP QB como se describié
anteriormente, se grafica para cada una de las diluciones, se indica en el eje x. Se muestra el resultado para los tres
ratones desangrados en el dia 21. También se incluye un suero preinmune. El titulo de los anticuerpos en el suero
se determina como se describié anteriormente, y es de 1:100000 para todos los tres ratones.

EJEMPLO 14
Inmunizacién de ratones transgénicos APP humanos

Se utilizan para vacunacién ratones APP23 hembra de 8 meses de edad que llevan un transgen humano APP
(Sturchler-Pierrat et al., Proc.Nall. Acad.Sci. USA 94: 13287-13292 (1997)). Los ratones se inyectan
subcutaneamente con vacuna de 25 pg vacuna diluida en PBS estéril y 14 dias después de inoculacién con la
misma cantidad de vacuna. Los ratones se desangran de la vena de la cola antes del inicio de inmunizacién y 7 dias
después de refuerzo de inyeccion. El suero se analiza para la presencia de anticuerpos especificos a AR1-6, a AB1-
40 y AB1-42 mediante ELISA como se describe en el ejemplo 13.

EJEMPLO 15
Acoplamiento de VLP AB1-6 a P de murino, inyeccion de la vacuna en ratones, y analisis de la respuesta inmune

El péptido AB1-6 de murino (secuencia: NH2-DAEFGHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 78) se sintetiza quimicamente, y
se utiliza para acoplamiento a VLP QB como se describe en el ejemplo 13. La vacuna se inyecta en ratones
C57BL/6, y se determina el titulo de los anticuerpos provocados contra el AB1-6 de murino, AB1-40 de murino y AB1-
42 de murnio. La inmunizacién y la determinacion ELISA se desarrollan como se describe en el ejemplo 13.

EJEMPLO 16
Unién del suero provocado contra AB1-6 a placas de raton transgénico APP humano y placas AD
Inmunohistoquimica en secciones de cerebro

Las secciones de cerebro en parafina consecutivas de un raton APP23 heterozigoto de 18 meses de edad y las
secciones de corteza entorrinal de un paciente AD Braak Etapa Il (Institute of Pathology, University Basel) se utilizan
para tefiido. Se mejora la antigenicidad al tratar las secciones de cerebro humano con acido férmico concentrado
durante cinco minutos y las secciones de cerebro de raton al calentar en microondas a 90 T durante 3 minutos. El
suero de los ratones se provocan contra el AB1-6 humano (obtenido como se describe en el ejemplo 13) se diluyen
1:1000 en PBS con 3% de suero de cabra y se incuban durante la noche. Luego de enjuague, las secciones se
incuban durante 1 hora con anticuerpos secundario anti-.ratén biotinilado diluido 1:200 en PBS. Después de
enjuague, las secciones se procesan adicionalmente con la técnica de avidina-biotina-peroxidasa (Equipo ABC-Elite
PK6100; Vector Laboratories). Finalmente, las secciones se hacen reaccionar con sustrato mejorado con metal de
Diaminobenzidina (DAB) (Boehringer, Code 1718096), contratefiido con Hemalum, deshidratado, depurado en
Xileno y cubierto con portaobjetos.

El resultado de las cepas histoldgicas se muestra en la FIGURA 4A y B. Las secciones se tifien con el suero de los
tres ratones inmunizados contra el AB1-6 humano acoplado al VLP QB. Cada suero tifie positivamente las placas
amiloide de los ratones transgénicos y AD. Se muestran los resultados para uno de los tres sueros. El suero
provocado contra AB1-6 humano tifie claramente las placas amiloide del ratén transgénico APP23 humano, asi como
también las placas amiloide de los pacientes AD. Los sueros preinmunes son negativos. Las placas amiloide
extracelulares y los vasos sanguineos aislados se tifien por los anticuerpos.

EJEMPLO 17
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Especificidad del suero provocado contra el AB1-6 humano, se evalla por histologia de placas de ratdon
Inmunohistoquimica en piezas de cerebro

Las secciones de cerebro en parafinas consecutivas de un ratébn APP23 heterozigoto de 3 meses y 18 meses de
edad que sobreexpresan el APP humano se tifien como se describe en el ejemplo 16 con un suero de ratén
representativo provocado contra el AB1-6 humano como se describe en el ejemplo 13, o con un anticuerpo
especifico policlonal de conejo para los Ultimos 20 aminoacidos de APP de murino o de humano y que por lo tanto
no reconoce el AB. Las secciones incubadas con el anticuerpo policlonal de conejo se tratan como se describe en el
ejemplo 16, excepto para el uso de un anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado (BA 1000, Vector Laboratories).

El resultado de las cepas histolégicas se muestra en la FIGURA 5A, B, C, D y E. AB1-6, marcado en la parte
izquierda inferior de las secciones que indican que el suero provocado contra AR 1-6 se ha utilizado para el tefiido,
mientras que el "Pab" indica que las secciones que se han tefiido con el anticuerpo policlonal especifico para los
ultimos 20 aminoacidos de APP de murino o de humano, corresponden a las posiciones 676-695 en APP695.

La comparacion del tefiido de las secciones de ratones de 18 meses de edad (IGURA 5A y C) muestra que el suero
provocado contra el AB1-6 no reacciona en forma cruzada con el APP expresado en el cerebro, que sin embargo se
tifie por el anticuerpo policlonal de control. La FIGURA 5 B muestra una seccién de cerebro de ratones de 3 meses
de edad, un punto de tiempo en donde los depdsitos amiloide todavia no son visibles, se tifien con el anticuerpo
policlonal especifico para el APP. La FIGURA 5D y 5E muestra una magnificacién de la capa piramidal CA1 del
hipocampo de la FIGURA 5A. y la FIGURA 5B, respectivamente.

EJEMPLO 18
A. Acoplamiento de péptido AB1-6 a la proteina de cépsido fr

Una soluciéon de 120 puM de la proteina de capsido fr en 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl a pH 7.2 se hace
reaccionar durante 30 minutos con un exceso molar de 10 veces de SMPH (Pierce), se diluye de una solucién madre
en DMSO, a 25 T en un agitador oscilante. La soluci 6n de reaccion se dializa posteriormente dos veces durante 2
horas contra 1 L de 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 7.2 a 4 . La mezcla de reaccién fr dializada luego se
hace reaccionar con un exceso molar de cinco veces del péptido AB1-6 (secuencia: NH2-DAEFRHGGC- CONH2)
(SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a 16 T en un agitador oscilante. Los productos de acoplamiento se analizan
mediante SDS-PAGE.

B. Acoplamiento del péptido AB1-6 a HBcAg-Lys-2cys-Mut

Una solucion de 1 ml de 120 uM de HBcAg-Lys-2cys-Mut en 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl a pH 7.2 se hace
reaccionar durante 30 minutos con un exceso molar de 10 veces de SMPH (Pierce), se diluye a partir de una
solucion madre en DMSO, a 25 T en un agitador oscil ante. La solucion de reaccién se dializa posteriormente dos
veces durante 2 horas contra 1 L de 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 7.2 a 4 C. La mezcla de reacci 6n
dializada HBcAg-Lys-2cys-Mut luego se hace reaccionar con un exceso molar de cinco veces del péptido AB1-6
(secuencia: NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a 16 € en un agitador oscilante. Los
productos de acoplamiento se analizan mediante SDS-PAGE.

C. Acoplamiento del péptido AV1-6 a Pili

Una solucién de 125 puM Tipo-1 pili de E.coli en 20 mM de Hepes, pH 7.4, se hace reaccionar durante 60 minutos
con un exceso molar de 50 veces del reticulador SMPH (Pierce), se diluye a partir de una solucién madre en DMSO,
a TA en un agitador oscilante. La mezcla de reaccién se desalina en una columna PD-10 (Amersham-Pharmacia
Biotech). Las fracciones que contienen la proteina que se eluyen de la columna se agrupan, y la proteina pili
derivada desalinada se hace reaccionar con un exceso molar de cinco veces del péptido AB1-6 (secuencia: NH2-
DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a 16 °C en un agitador oscilante. Los productos de
acoplamiento se analizan mediante SDS-PAGE.

D. Inmunizacidn de ratones con el péptido AB1-6 acoplado a la proteina de cépsido fr, HBcAg-Lys-2cys-Mut o pili

El péptido AB1-6 acoplado a la proteina de capsido f, HBcAg-Lys-2cys-Mut o pili como se describié anteriormente se
inyecta s.c. en ratones (3 ratones) en el dia 0 y 14. Cada ratén (C57BL/6) ser inmuniza con 10 pg de vacuna se
diluye en PBS a 200 pl. Los ratones se desangran retroorbitalmente en el dia 21, y el titulo de los anticuerpos
especificos para el péptido AB1-6 o AR1-40 o AB1-42 se mide mediante ELISA como se describe en el ejemplo 13.
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EJEMPLO 19
Inmunizacion de Macacus rhesus con QBhAB1-6

Con el fin de probar la induccién de los anticuerpos contra el AR humano utilizando un péptido AB1-6 humano con
base en la vacuna en el caso en donde AB1-6 es un auto-antigeno, se inmunizan Macacus rhesus con QBhAB1-6,
cuando la secuencia AP es idéntica entre los humanos y los Macacus rhesus. Se hace la vacuna QBhAB1-6 como se
describe en el ejemplo 13. Se inmunizan cuatro Macacus rhesus, entre 10 y 15 afios de edad, en el dia 0 con 50 ug
de vacuna, y se refuerzan dos veces en el dia 28 y 56 con 25 ug de la vacuna. Los monos se inmunizan
subcutaneamente en la espalda. Los animales se desangran en el dia O (presangrado), 42 y 70. Se recolectan 4 ml
de sangre del V. cephalica antebrachii. El titulo de los anticuerpos especificos para el AB1-40 se mide mediante
ELISA esencialmente como se describe en el ejemplo 13, utilizando un anticuerpo secundario especifico para el
Mono IgG.

Como los humanos y los Macacus rhesus presentan la misma secuencia AB, la generacién de los anticuerpos de
alto titulo en Macacus rhesus especificos para el AB1-40 muestra que la inmunizacion con hAB1-6 acoplado a QB
rompe la tolerancia contra el auto-antigeno AB. Adicionalmente, los anticuerpos que reconocen el AR de longitud
completa se generan con el fragmento acoplado AB1-6 en los primates.

Los resultados del ELISA se muestran en La FIGURA 6. Se grafican en el diagrama los titulos de anticuerpos
especificos AB1-40 medidos en el suero de los 4 monos (1-4) inmunizados con QBhAR1-6 y el promedio de los
titulos de los 4 monos. Los titulos se representan como titulos OD50. El OD50 es la dilucién de los anticuerpos en
los que la sefial alcanza la mitad de su valor maximo. El valor maximo (OD max) se obtiene a partir de un suero de
referencia que se origina de un mono inmunizado con QBhAB1-27 y reconoce muy bien el AB1-40, y se mide en la
misma placa ELISA.

Se desangran dos monos (descritos anteriormente) en el dia 97, 110, 117, 124, 138, 143, 152, 159, 166, y reciben
una tercera inoculacién con 25 ug de la vacuna en el dia 110. Los sueros se agrupan (99 ml) y se utiliza para
purificaciéon de afinidad de los anticuerpos especificos AP1-6. Estos anticuerpos se utilizan para tefido
inmunohistoquimico en una concentracién de 1.5 pg/ml y se utiliza un anticuerpo anti-mono secundario biotinilado
para deteccién. Las secciones de cerebro en parafina de ratones APP23 heterozigotos de 18 meses de edad y un
paciente AD - Braak Etapa lll - se utilizan para tefiido. Se observa el tefiido especifico de placa en las secciones de
cerebro de raton APP23 y en las secciones de cerebro de paciente AD (FIGURA 7).

El resultado del andlisis histologico se muestra en la FIGURA 7A y B. Se describe en la FIGURA 7A el tefiido de
placas de ratén transgénico APP humano (cepa APP23) con el antisuero de afinidad descrita anteriormente
especifico para el AB1-6. La FIGURA 7B muestra el tefiido de placas AD humanas con el mismo antisuero
purificado. El antisuero purificado se utiliza en una concentracioén de 1.5 pg/ml en ambos casos. Las placas tipicas
se indican por una fleche en ambas figuras.

EJEMPLO 20
Acoplamiento de VLP AB1-6 a AP205 de murino, inmunizacién de ratones y analisis de ka respuesta inmune
A. Acoplamiento de peptide VLP AB1-6 a AP205 de murino

El péptido AB1-6 de murino (mAB1-6, secuencia: NH2-DAEFGHGGC-CONH2 (SEQ ID NO: 78) se sintetiza
guimicamente; el grupo NH2 inicial indica que el péptido tiene un terminal N libre, y el grupo de terminal NH2 indica
que el péptido tiene un terminal carboxi amidado). El VLP AP205 (expresado y purificado como se describe en el
ejemplo 1), en 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 8.0 (HBS, pH 8.0) se hace reaccionar en una concentracion
de 2 mg/ml (determinada en un ensayo Bradford), con 2.86 mM de SMPH (Pierce, Rockford IL), diluido de una
solucién madre 100 mM en DMSO, durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). La mezcla de reaccion luego
se dializa dos veces contra un volumen de 1000 veces de HBS, pH 7.4. a 4T durante dos horas; el dializado
resultante y el VLP AP205 VLP derivado se pone en matraz congelado en nitrégeno liquido y se almacena a -20°C
durante la noche. El VLP AP205 derivado se diluye con un volumen de 20 mM de HBS, pH 7.4, y se hace reaccionar
2 horas a 15T bajo agitacion con 719 pM de mAB1-6 de péptido que se diluye en la mezcla de reaccién de una
solucion madre de 50 mM en DMSO. La reaccién de acoplamiento se dializa dos veces contra un volumen de 1000
veces de HBS, pH 7.4, durante 2 horas y durante la noche. La mezcla de reaccion dializada se pone en matraz
congelado en nitrégeno liquido en alicuotas para almacenamiento a -80<CC hasta uso adicional.
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Una alicuota se descongela, y el acoplamiento del péptido mAB1-6 a las subunidades VLP AP205 se evalta por
SDSPAGE vy la concentracién de la proteina se mide en un ensayo Brandford. El resultado de la reaccion de
acoplamiento se muestra en la FIGURA 8.

LA FIGURA 8 muestra el analisis SDS-PAGE de la reaccién de acoplamiento del péptido mAB1-6 a VLP AP205. Las
muestras corren bajo condiciones de reduccién en un gel de Tris-glicina al 16% y se tifien con azul brillante
coomassie. linea 1 es el marcador de proteina, con pesos moleculares correspondientes indicados en el limite
izquierdo del gel; linea 2, la proteina AP205VLP; linea 3, VLP AP205 derivado; linea 4, el sobrenadante de la
reaccion de acoplamiento de VLP AP205 al péptido mAB1-6; linea 5, el glébulo de la reaccién de acoplamiento de
VLP AP205 al péptido mAB1-6. Las subunidades VLP No AP205 que se dejan inacopladas se pueden detector en el
gel, mientras que son visibles las bandas que corresponden a varios péptidos por subunidades, lo que demuestra
una eficiencia de acoplamiento muy alta. En particular, existe mucho mas de un péptido AB1-6 por subunidad VLP
AP205.

B. Inmunizacion de ratones con péptido mAB1-6 acoplado a VLP AP205 y analisis de la respuesta inmune

El VLP AP205 acoplado al péptido mAB1-6 se inyecta s.c. en ratones (3 ratones) en el dia 0 y 14. El péptido mAB1-6
se acopla a VLP AP205 como se describio anteriormente. Cada raton (C57BL/6) se inmuniza con 25 pg de vacuna
se diluye en PBS a 200 pl. Los ratones se desangran retroorbitalmente en el dia 21, y el titulo de los anticuerpos
especificos para el péptido mAB1-6 se mide en un ELISA contra mAB1-6. El péptido mAB1-6 se acopla a ARNsa de
bovino A utilizando el reticulador quimico sulfo-SPDP. Las placas ELISA se cubren con preparaciones de ARNsa-
mAB1-6 en una concentracién de 10 pg/ml. Las placas se bloquean y luego se incuban con suero de ratén
serialmente diluido. Los anticuerpos unidos se detectan con anticuerpos IgG anti-ratén enzimaticamente marcados.
Como un control, el suero preinmune de los mismos ratones también se prueba. Los resultados se muestran en la
FIGURA 9.

LA FIGURA 9 muestra un andlisis ELISA de los anticuerpos IgG especificos para el péptido mAB1-6 en el suero de
ratones inmunizados con el péptido mAB1-6 acoplado a VLP AP205. Los resultados se muestran para el suero de
los tres ratones inmunizados recolectado en el dia 21 (A1 d21 -A3 d21), el suero preinmune se indica como "pre inm"
en la figura; se muestra el resultado para un suero preinmune. La comparacion del suero pre-inmune con el suero de
los ratones inmunizados con mAR1-6 acoplado a VLP AP205 muestra que una respuesta de anticuerpo especifico
fuerte contra péptido mAB1-6, que es un auto-antigeno, se puede obtener en la ausencia del adyuvante.
Adicionalmente, el acoplamiento de un auto-péptido a VLP AP205 conduce al rompimiento de la tolerancia contra
este péptido, y a una respuesta inmune especifica muy alta. Asi, el VLP AP205 es adecuado para generar titulos
altos de anticuerpo contra los péptidos AB en la ausencia del adyuvante.

EJEMPLO 21

Inmunizacién con QBhAB1-6 reduce las placas amiloide en ratones transgénico que sobreexpresan la proteina
precursora amiloide mutante "Suecia/Londres"

Este ejemplo demuestra que la inmunizacion con QBhAB1-6 en un modelo de raton desarrolla enfermedad de
Alzheimer- como difusa (Congo-Red negativo) placas amiloide, que resulta en una reduccién masiva de la densidad
de la placa en las areas de cerebro neocortical y subcortical. La ocurrencia histolégica de las placas amiloide difusas
es una caracteristica prominente de la patologia del cerebro AD (Selkoe, 1994, Annu. Rev. Neurosci. 17:489-517) y,
por lo tanto, el ejemplo demuestra que la inmunizacién con QBhAB1-6 proporciona un método efectivo para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Se utilizan para evaluar la eficacia terapéutica de la inmunizacion con ratones transgénicos QB-AB1-6 que
sobreexpresan la proteina precursora amiloide mutante "Suecia/Londres” bajo el control del promotor de ratén Thy-1
(APP24; K670N/M671L; V7171, patente No. W0O980-36-4423). Esta cepa de ratén se caracteriza por un gran
numero de placas amiloide en la neocorteza, hipocampo, putamen caudado, y tdlamo en la edad de 18 meses. Las
placas se puede observar primero en una edad de 9 meses. Histolégicamente, las placas amiloide en los ratones
APP24 son predominantemente de un tipo difuso, es decir ellos son negativos en tefiido Congo-Red. A un grado
menor, también se pueden encontrar placas compactas amiloide (Congo-Red positivo).

El péptido AB1-6 humano acoplado a VLP QB (QBhAB1-6) se hace como se describe en el ejemplo 13. En términos
del procedimiento experimental siguiente, que no es necesario describir o permitir la invencion, los ratones APP24
transgénicos de 9.5 meses de edad se inyectan subcutaneamente en el dia 0 con 25 pg de QBhAB1-6 en solucion
salina amortiguada con fosfato (PBS) (administrado como 2x100 pul por ratén) (n=16) o como controles negativos con
PBS (administrado como 2x100 pl por raton) (n=9) o con la particula QB similar a virus carece del antigeno acoplado
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(n=11). Los ratones se inyectan posteriormente 25 ug de la vacuna QBhAB1-6, QB, o PBS en el dia 15, 49, 76, 106,
140, 169, 200, 230, 259, y 291. Los animales se desangran 1-2 dias antes de la primera inmunizacién (dia 0) y en el
dia 56, 90, 118, 188, 214, 246, y 272 por medio de la vena de la cola. El suero de sangre también se recolecta en el
dia 305, en cuyo tiempo también los cerebros se recolectan para histopatologia (edad de los ratones en este punto
de tiempo: 19.5 meses).

El titulo de los anticuerpos especificos para el AB1-40 se mide mediante ELISA esencialmente como se describe en
el ejemplo 13. Los resultados del ELISA se muestran en la FIGURA 10. Se grafican en el diagrama los titulos de los
anticuerpos especificos AB1-40 o AB1-42 medidos en el suero de ratones inmunizados con QBhAB1-6. Los titulos se
representan como titulos de OD50%. EI OD50% es la dilucién de los anticuerpos en los que la sefal alcanza la
mitad de su valor maximo. El valor maximo (OD max) se obtiene a partir de un anticuerpo de referencia que
reconoce AB1-40 y Ab42, y se mide en la misma placa ELISA. Todos los ratones inmunizados QBhAB1-6 desarrollan
titulos de OD50% por encima de 1:8000 (los titulos de suero pre-inmune estan por debajo de 1:100) lo que
demuestra una respuesta de anticuerpo consistente a QBhAB1-6 alin en ratones APP24 (FIGURA 10). Los titulos de
OD50% media en el grupo inmunizado estan en el rango de 1:20°000 a 1:50'000 a lo largo del periodo de
inmunizacion.

Para la cuantificacion de las placas amiloide, los cerebros se fijan mediante inmersién en 4% de formaldehido en 0.1
M de PBS a 4T. Después de deshidratacion con etanol, los cerebros se embeben en parafina y se corta
sagitalmente con un microtoma a 4 um de secciones. Las secciones se montan en portaobjetos supercongelados y
se secan a 37TC. Las secciones se lavan en PBS y se mejora la antigenicidad mediante calentamiento en
microondas a 90C durante 3 minutos en amortiguador de acido citrico al 0.1 M. El antisuero NT11 (anti AB1-40,
Sturchler- Pierrat et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 13287-13292) se diluye 1:1000 en PBS con 3% de suero de
cabra y se incuba durante la noche a 4C. Luego de enjuague, las secciones se incuban durante 1 hora con
anticuerpo secundario IgG anti-conejo biotinilado (BA1000, Vector Laboratories) diluido 1:200 en PBS. Después de
enjuague, las secciones se procesan adicionalmente con la técnica avidina-biotina-peroxidasa (Equipo ABC-Elite
PK6100; Vector Laboratories). Finalmente, las secciones se hacen reaccionar con sustrato mejorado con metal
Diaminobenzidina (DAB) (Boehringer, Code 1718096), se contratifien con Hemalum, se deshidratan, se depuran en
Xileno y se cubren con porta objetos. Se utilizan las series aleatorias sistematicas de las secciones de cerebro en
tres diferentes planos anatdémicos por animal para el andlisis. Las placas amiloide se cuantifican utilizando un
analizador de imagenes MCID (Imaging Research, Brock University, Ontario-Canada, Programa Version M5 elite).
La imagen microscépica se digitaliza mediante el uso de una camara de TV CCD blanco y negro Xillix y se almacena
con resolucién de 640x480 pixeles en 256 niveles de gris. El tamafio del pixel se calibra utilizando un micrometro de
objeto en magnificacion de 5x (Leica Neoplan Objective). Se analiza utilizando un motor que conduce la etapa de
microscopio para el posicionamiento exacto de los campos de objeto adyacentes de la neocorteza completa y el
nucleo olfatorio de cada seccion. Para cada campo de objeto el area anatdmica se define mediante un esquema
manual. Para cada seccion individual el area de la muestra se define mediante configuracién de umbral manual
(nivel de gris) entre placas amiloide inmunopositivas y fondo de tejido. Los artefactos de tejido aislados se excluyen
mediante esquema manual. Los datos brutos se miden como conteos individuales (depésitos amiloide) y los valores
de &rea proporcionales (amiloide/corteza inmunopositivo o nlcleo olfatorio).

Se normalizan los datos de cada ratén en un nimero de depésitos (placas) por mm?’ y el area de placa total en % de
la neocorteza completa. Los ratones inmunizados QBhAB1-6 revelan una reduccion dramatica de los depdsitos
amiloide en la corteza y las areas subcorticales cuando se compara con los grupos de control inyectados PBS o QB
(FIGURA 11). El nUimero medio de depdsitos y el area de placa total se reducen altamente significativamente entre
80-98 % comparado con el grupo PBS en la corteza, putamen caudado, hipocampo, y talamo (p< 0.001 vs. grupo
PBS, prueba Mann-Whitney; FIGURA 12).

En un Segundo estudio, los ratones transgénicos APP24 de 13.5 meses de edad se inyectan subcutaneamente en el
dia 0 con 25 pug de QBhAB1-6 en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) (administrado como 2x100 pl por
raton) (n=15) o como controles negativos con PBS (administrado como 2x100 pl por raton) (n=15). Los ratones se
inyectan posteriormente con 25 pg de la vacuna QBhAB1-6, o PBS en el dia 16, 46, 76, 109, 140, y 170. Los
animales se desangran 1-2 dias antes de la primera inmunizacién (dia 0) y en el dia 31, 59, 128, y 154 por medio de
la vena de la cola. El suero de la sangre también se recolecta en el dia 184, en cuyo momento también se recolectan
los cerebros para histopatologia (edad de los ratones en este punto de tiempo: 19.5 meses). El titulo de los
anticuerpos especificos para el AB1-40 se determina y se expresa como se describié anteriormente y de nuevo se
encuentra que todos los ratones inmunizados responden a la inmunizacion QBhAB1-6 con titulos de suero OD50%
por lo menos por encima de 1:2000 (no mostrados). Los titulos de OD50% medios estan en el rango de 1:10'000 a
1:50'000 a lo largo del periodo de inmunizacién. La cuantificacion de los depdsitos amiloide se hace como se
describié anteriormente. Comparado con el experimento en donde se inicia la inmunizacion (es decir en una edad de
9.5 meses) la reduccién del nimero de depoésito de placa (-55 %) y area (- 32 %) es menos dramatica en la
neocorteza, pero es muy pronunciado (FIGURA 13) y altamente significativo (p>0.001 vs. PBS, prueba Mann-
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Whitney). En el nimero de depésito de placa de las areas subcorticales y el area se reducen por 60-90 % en el
grupo inmunizado QBhAR1-6. El efecto mas pronunciado en estas areas cuando se compara con la corteza se
relaciona probablemente con el transcurso de tiempo mas prolongado de la formacion de placas en estas areas.

Tomados juntos, ambos experimentos demuestran que la inmunizacion QBhAB1-6 en ratones transgénicos que
sobreexpresan la proteina precursora amiloide mutante "Suecia/Londres" reduce dramaticamente la ocurrencia de
los depositos amiloide en estos ratones.

Figura 10: Titulos de anticuerpo anti AB40/42 de suero (OD50%) en ratones transgénicos que sobreexpresan la
proteina precursora amiloide mutante "Suecia/Londres". Los ratones se inmunizan con QBhAB1-6 entre 9.5y 19
meses de edad. Se muestran valores individuales (puntos negros) y graficos de caja, en donde los extremos de las
cajas definen el 25 y 75 percentiles, con una linea en la media y las barras de error definen el 10 y 90 percentiles
(las capas externas se muestran como puntos).

Figura 11: Tefiido inmunohistoquimico de las placas amiloide en secciones de cerebro sagitales. La seccion de
cerebro sagital de un ratén transgénico que sobreexpresa la proteina precursora amiloide mutante "Suecia/Londres"
QB (A) o la vacuna QBhAB1-6 (B) se muestra en la figura.

Figura 12: Cuantificacion del depdsito de placa en ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina precursora
amiloide mutante "Suecia/Londres" después de la inmunizacién entre 9.5 y 19 meses de edad. (A) Densidad de
placa cortical. (B) Area de la placa cortical. (C) Densidad de la placa en el putamen caudado. (D) El area de la placa
en el putamen caudado. (E) Densidad de placa en el hipocampo. (F) Area de la placa en el hipocampo. (G)
Densidad de la placa en el tAlamo. (H) Area de la placa en el tdlamo. La densidad de la placa se expresa en
placas/mmz, el area de placa en porcentaje de area de tejido se cubre por beta amiloide. Los datos se muestran
como valores individuales (puntos negros) y grafico de caja. Los extremos de las cajas definen el 25 y 75
percentiles, con una linea en la medida y las barras de error definen el 10 y 90 percentiles. ** p<0.001 (Prueba de
suma de rangos Mann Whitney). PBS, n=9, Qf, n=11, QBhAB1-6, n=16.

EJEMPLO 22

Inmunizacion con QBhAB1-6 reduce las placas amiloide en ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina
precursora amiloide mutante "Suecia".

Este ejemplo demuestra que la inmunizacion con QBhAB1-6 proporciona un método efectivo para el tratamiento de
enfermedad de Alzheimer aln cuando se inicia la inmunizacién en un estado muy avanzado de patologia de la placa
amiloide. El proceso de deposito de la placa amiloide en el modelo de ratén AD utilizado en este ejemplo inicia en
una edad de aproximadamente 6 meses (Sturchler-Pierrat et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 13287-13292). En
el estudio descrito aqui, la inmunizaciéon con QBhAB1-6 se inicia en una edad de 18 meses, en donde hay un alto
numero de placas compactas que se han formado en la corteza. El ejemplo también demuestra la capacidad del
QBhAB1-6 para inducir los anticuerpos AB40/42 en animales muy viejos (sin respondedores en 19 ratones
inmunizados).

Para evaluar los efectos terapeuticos de la inmunizacion se utilizan ratones transgénicos QPBhABR1-6 que
sobreexpresan la proteina precursora amiloide "Suecia" (APP23; K670N/M671L, Sturchler-Pierrat et al., 1997, Proc.
Natl. Acad. Sci. 94: 13287-13292). La patologia similar a Alzheimer en estos ratones se ha caracterizado
extensivamente (Calhoun et al., 1998, Nature 395: 755-756; Phinney et al., 1999, J. Neurosci. 19: 8552-8559;
Bondolfi et al., 2002, J. Neurosci. 22: 515-522).

El péptido AB31-6 humano acoplado a VLP QB (QBhAR1-6) se hace como se describe en el ejemplo 13. En términos
del procedimiento experimental siguiente, que no es necesario describir o permitir la invencion, los ratones
transgénicos APP23 de 18 meses de edad se inyectan subcutaneamente en el dia 0 con 25 pug de QBhAB1-6
disuelto en solucién salina amortiguada con fosfato (administrado como 2x100 pl por ratén) (n=19) o solucién salina
amortiguada con fosfato como un control negativo (n=17) y se inocula en el dia 13, 27-34, 61-63, 90-96, y 123-130
con 25 ug de vacuna. Los animales se desangran 1-2 dias antes de la primera inmunizacién (dia 0) y en el dia 41-
45, y dia 68 por medio de la vena de la cola. El suero de la sangre también se recolecta en el dia 152-154, en cuyo
momento también se recolectan los cerebros para histopatologia (edad de los ratones en este punto de tiempo: 23
meses).

El titulo de los anticuerpos especificos para el AB1-40 se mide por ELISA esencialmente como se describe en el
ejemplo 13 y los resultados se expresan como se describe en el ejemplo 21. Los resultados del ELISA se muestran
en la FIGURA 14. Todos los ratones inmunizados QBhAB1-6 desarrollan titulos de OD50% por encima de 1:2000
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(los titulos de suero pre-inmune estan por debajo de 1:100) lo que demuestra una respuesta de anticuerpo
consistente con QB-AB1-6 aun en ratones muy viejos (IGURA 14). Los titulos de OD50% medios estan en el rango
de 1:9°000 a 1:20'000 a lo largo del periodo de inmunizacion.

Se hace la cuantificacion de las placas amiloide como se describe en el ejemplo 21. Los datos de cada ratdon se
normalizan en un ndmero de depésitos (placas) por mm? y el area de placa total en % de la neocorteza completa.
Los ratones inmunizados QBhAB1-6 revelan un nimero mas pequefio de depdsitos en la corteza (Figura 15,
FIGURA 16), en su mayoria debido a una reduccién de placas de tamafio mas pequefio. Comparado con el grupo no
inmunizado el numero de placa medio se reduce en 33 % en el grupo inmunizado QBhAR1-6 (p< 0.001 vs grupo
PBS, prueba Mann-Whitney. Debido a que la mayor parte de las placas de tamafio mas pequefio se afecta por la
reduccion del area de la placa total es moderada y alcanza un 10 % (p<0.01 vs. grupo PBS, prueba Mann-Whitney).

Figura 14: Los titulos de anticuerpo anti AB40/42 de suero (OD50%) en ratones transgénicos que sobreexpresan la
proteina precursora amiloide mutante “Suecia’. Los ratones se inmunizan con QBhAB1-6 entre 18 y 23 meses de
edad. Se muestran los valores individuales (puntos negros) y graficos de caja, en donde los extremos de las cajas

definen el 25 y 75 percentiles, con una linea en la media y las barras de error definen el 10 y 90 percentiles (las
capas externas se muestran como puntos).

Figura 15: Tefiido inmunohistoquimico de placas amiloide en secciones de cerebro sagital. Las flechas apuntan los
depositos de tamafio mas pequefio. Se muestra en la figura una seccién de cerebro sagital de un raton transgénico
que sobreexpresa la proteina precursora amiloide mutante “Suecia” inmunizada con PBS (A) o QB-AB1-6 (B).

Figura 16: Cuantificacion de depdésito de placa en ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina precursora
amiloide mutante “Suecia” después de inmunizacion entre 18 y 23 meses de edad. (A) Densidad de la placa cortical.
(B) Area de la placa cortical. La densidad de la placa se expresa en placas/mm?, el area de placa en porcentaje de
area de tejido se cubre por beta amiloide. Los datos se muestran como valores individuales (puntos negros) y grafico
de caja. Los extremos de las cajas definen el 25 y 75 percentiles, con una linea en la medida y las barras de error
definen el 10 y 90 percentiles. ** p<0.001 (Prueba de suma de rangos Mann Whitney). PBS, n=17, QBhAB1-6, n=19.

Ahora se ha descrito la presente invencion en algun detalle por medio de ilustracién y ejemplo para propésitos de
claridad de entendimiento, sera obvio para una persona medianamente experta en la técnica que lo mismo se puede
desarrollar al modificar o cambiar la invencion dentro de un rango equivalente y amplio de condiciones,
formulaciones y otros parametros sin afectar el alcance de la invencién o cualquier realizacion especifica de la
misma, y que tales modificaciones o cambios estan destinados a estar abarcados dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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Arg

60

Thr

Asp

Leu

Asn

Gly

Pro

Lys

Ala

val

val

Ala
125

LysS
Thr
30

Glu
AsSn
ser
Thr
Arg
110

Ile

Lys

AsSn

Lys

Tyr

Gly

Phe

95

Thr

ASp

Gly
Gly
Arg
Lys
Thr
80

ser
Glu

Asn
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Tet Ala Lys Leu gln Ala Ile Thr Leu igr Gly Ile Gly Lys ?gn Gly

Asp val Thr Leu Asn Leu Asn Pro Arg Gly val Asn Pro Thr Asn Gly
20 25 30

val Ala Ala Leu Ser Glu Ala Gly Ala val Pro Ala Leu Glu Lys Arg
35 40 45

val ;Br Ile Ser val Ser GIn Pro Ser Arg Asn gag Lys Asn Tyr Lys
55

val GIn val Lys Ile Gln Asn Pro Thr Ser Cys Thr Ala Ser Gly Thr
65 70 75 80

Cys Asp Pro Ser val Thr arg Ser Ala ;gr Ala Asp val Thr phe Ser
85 95

phe Thr GIn Tyr Ser Thr Asp Glu Glu Arg Ala Leu val Arg Thr Glu
100 105 11

Leu Lys Ala Leu Leu Ala Asp Pro Met Leu Ile Asp Ala Ile Asp Asn
115 120 125

Leu Asn Pro Ala Tyr
130

<210> 14

<211> 330

<212> PRT

<213> Bacteriofago NL95

<400> 14

60



Met

Asn

val

val

val

65

Asp

Thr

Ala

Asn

Asn

145

_Gly

Glu

Ala

GlIn

Ala

Thr

50

Gln

Pro

ser

Ala

Pro

130

Asn

Gly

Leu

Lys

Thr

Ser

35

val

Ile

ser

Tyr

Leu

115

Ala

Pro

Thr

Ile

Leu

Leu

20

Leu

Sser

Lys

val

ser

100

Leu

Tyr

TYyr

Gly

Thr
180

Asn

Thr

ser

val

Leu

Thr

85

Thr

Lys

Trp

Pro

Thr

165

Glu

Lys

Leu

Glu

Ala

Gln

70

Arg

Glu

Asp

Ala

Tyr

Ala

val

Thr

Ala

Gln

35

Asn

Ser

Arg

Asp

Ala

135

val

Arg

Lys

ES 2365706 T3

Thr

Pro

Gly

40

Pro

Pro

Gly

Glu

Leu

120

Leu

Pro

Cys

AsSp

Leu
Arg
25

Ala
Ser
Thr
ser
Ar

10

Ile
Leu
ASp

Pro

Thr

10

Gly

val

Arg

Ala

Arg

90

Ala

val

Ala

ser

Phe

170

Ala

61

Gly

val

Pro

Asn

Cys

75

Asp

Leu

Asp

Ala

Pro

155

Ala

cys

Ile

Asn

Ala

Arg

60

Thr

val

Ile

Ala

Ser

140

AsSn

Cys

Ala

Gly

Pro

Leu

45

Lys

Lys

Thr

Arg

Ile

125

Pro

val

Tyr

Leu

Lys

Thr

30

Glu

Asn

Asp

Leu

Thr

110

ASp

Gly

Lys

Arg

Tyr
190

Ala
15

Asn
Lys
Tyr
Ala
Ser
a5

Glu
ASh
Gly
Pro
Ar

17

Ala

Gly
Gly
Arg
Lys
Cys
80

pPhe
Leu
Leu
Gly
Pro
160

Gly

Cys



Galy

Gly

Ile

Ala

val

Leu

Tyr

Pro

305

val

ser

Asn

210

Glu

ser

val

His

Ar

29

Glin

GIn

<210> 15

<211> 129

<212> PRT

Thr

val

Lys

Leu

275

ser

Leu

Thr

Ala

Phe

His

mMet

Met

260

Met

Tyr

Pro

val

<213> Bacteriéfago 2

<400> 15

Ala
1

Asn
Ile
Arg
Pro

65

Ala

ser

val

ser

Gln

50

Lys

Trp

AsSn

Thr

ser

35

Ser

val

Arg

Phe

val

20

Asn

ser

Ala

ser

Leu

Trp

Arg

Gln

245

Gln

Asp

Gly

Thr

Ile
325

Thr

Ala

ser

Ala

Thr

TYyr

85

val

Arg

Arg

ser

Pro

Gly

Met

Asp

310

val

Glin

Pro

Arg

Gln

Gln

70

Leu

Glu

Asn

215

Cys

Asp

Pro

Ile

val

295

Phe

Ile

phe

Ser

Ser

AsSn

55

Thr

AsSn

Phe

200

Trp

Arg

Glu

Gly

Tyr

Ile

Thr

Pro

val

AsSn

Glin

ES 2365706 T3

Glu

Asp

Gly

Tyr

Thr

265

val

Gly

Arg

Ser

Leu

Phe

Tyr

Gly

Asn

val

250

Phe

Asp

phe

Phe

Leu
330

25

40

Arg

val

Leu

Ala

Lys

Gly

Glu

Ala

Arg

Gl

23

Leu

ASp

Leu

Trp

Asn
315

val

10

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Leu
90

Leu

Leu

220

Tyr

ser

ser

Ala

Thr

300

Arg

AsSn

Asn

Lys

Thr

val

75

Thr

62

Glu
205
ser
val
Gly
Pro
Glu

Asp

His

ASp
Gly
val
Ile
60

Glu

Ile

Asp pPhe
Lys Tyr
AsSp Leu
Ala Tyr

255

Arg Tyr
27 Y
val Thr

ser Lys

Asn Cys

Gly Gly

val Ala
30

Thr Cys
45
Lys val

Leu Pro

Pro Ile

Leu

ASp

Asp

240

Asp

Tyr

Ala

Ser

Pro
320

Thr

15

Glu

ser

Glu

val

Phe
95

Gly

Trp

val

val

Ala

80

Ala
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Thr Asn Ser Asp Cys Glu Leu Ile val Lys Ala Met GIn Gly Leu Leu
100 105 110
Lys Asp Gly Asn Pro Ile Pro Ser Ala Ile Ala Ala Asn Ser Gly Ile
115 120 125
Tyr

<210> 16

<211> 128

<212> PRT

<213> Bacteriéfago PP7

<400> 16

met Ser Lys Thr Ile val Leu Ser val Gly Glu Ala Thr Arg Thr Leu
1

Thr Glu Ile GIn Ser Thr Ala Asp Arg GIn Ile pPhe Glu Glu Lys val
20 25 30

Gly Pro ;gu val Gly Arg Leu ﬁag Leu Thr ala Ser kgu Arg GIn Asn

Gly Ala Lys Thr Ala Tyr Arg val Asn Leu LyS Leu Asp Gln Ala Asp
50 55 60

val val asp Cys Ser Thr ser val Cys Gly Glu Leu Pro Lys val Arg
65 70 75 80

Tyr Thr GIn val ;;p Sser His Asp val Thr Ile val Ala Asn Ser Thr
90 95

Glu Ala ser Arg Lys Ser Leu Tyr Asp Leu Thr Lys Ser Leu val Ala
100 105 110

Thr Ser GIn val Glu Asp Leu val val Asn Leu val Pro Leu Gly Arg
115 120 125

<210> 17

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Bacteridfago mutante Qbeta 240
63



<400> 17

Ala Lys
1

GIn Thr

Ala ser

Thr val
50

GIn val
65

Asp Pro
Thr GIn
Ala Ala

Asn Pro
130

<210> 18
<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

Leu

35

Ser

Lys

ser

Tyr

Leu

115

Ala

Glu ghr val

val Leu Asn

20

ser

val

Ile

val

ser

100

Leu

Tyr

GIn

ser

Gln

Thr

85

Thr

Ala

Ala

Gln

Asn

70

Arg

Asp

ser

Thr

Pro

Gly

Pro

55

Pro

Gln

Glu

Pro

<223> Bacteriéfago mutante Q-beta 243

<400> 18

ES 2365706 T3

Leu

Arg

ala

40

ser

Thr

Lys

Glu

Leu
120

Gly

Gly
25

val

Arg

Ala

Tyr

Arg

105

Leu

Asn
10

val

Pro

ASn

Cys

Ala

90

Ala

Ile

64

Ile

ASh

Ala
Arg
Thr
75

ASp

Phe

Asp

Gly Arg Asp Gly
15

Pro Thr

Leu Glu
45

LysS Asn

60

Ala Asn

val Thr

val Arg

Ala Ile
125

Asn Gly
30

Lys Arg
Tyr Lys
Gly Ser
Phe Ser
95
Thr Glu

110

Asp GlIn

Lys

val

val
val
Cys
&)

Phe
Leu

Leu



Ala

GIn

Ala

Thr

Gln

65

Asp

Thr

Ala

Asn

LysS

Thr

Ser

val

50

val

Pro

Gin

Ala

Pro
130

<210> 19

<211>132

<212> PRT

Leu

Leu

Leu

ser

Lys

Ser

Tyr

Leu

115

Ala

Glu

val

20

ser

val

Ile

val

ser

100

Leu

Tyr

Thr

Leu

GIn

Ser

GIn

Thr

85

Thr

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Asn

Ala

GIn

Asn

70

Arg

ASp

ser

Thr

Pro

Gly

Pro

55

Pro

Gln

Glu

Pro

<223> Bacteriéfago mutante Q-beta 250

<400> 19
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Leu

Arg

Ala

40

ser

Thr

Lys

Glu

Leu

120

Gly

Gly

25

val

Arg

Ala

Tyr

Ar

10

Leu

igs Ile
val Asn
pro ala
Asn Arg
Cys Thr

75

Ala Asp
90
Ala Phe

Ile Asp

65

Gly

Pro

Leu

val

val

Ala

Lys Asp

Thr Asn
30

Glu Lys

45

Asn Tyr

Asn Gly

Thr phe

Arg Thr
110

Ile Asp

125

Gly
15

Gly
Arg
Lys
Ser
Ser
95

Glu

Glin

Lys

val

val

val

Leu

Leu



Ala

Gln

Ala

Thr

GlIn

635

AsSp

Thr

Ala

Asn

Arg

Thr

ser

val

50

val

Pro

GlIn

Ala

Pro
130

<210> 20

<211>132

<212> PRT

Leu

Leu

Leu

35

Ser

Lys

Ser

Tyr

Leu

115

Ala

Glu

val

20

Ser

val

Ile

val

ser

100

Leu

Tyr

Thr

Leu

GIn

ser

GlIn

Thr

85

Thr

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Asn

Ala

Gln

ASn

70

Arg

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Pro

55

Pro

GlIn

Glu

Pro

Leu

Arg

Ala

40

ser

Thr

Lys

Glu

Leu
120

<223> Bacteridfago mutante Q-beta 251

<400> 20
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Gly
Gly
25

val
Arg
Ala
Tyr
Arg

105

Leu

AsSD

10

val

Pro

Asn

Cys

Ala

90

Ala

Ile

Ile

Asn

Ala

Arg

Thr

75

Asp

Phe

ASp

Gly
Pro
Leu
Lys
60

Ala
val
val

ala

Arg Asp Gly
15

Thr

Glu

45

Asn

Asn

Thr

Arg

Ile
125

Asn
30

Lys
Tyr
Gly
Phe
Thr
110

AsSp

Gly

Arg

Lys

Ser

ser

95

Glu

GIn

?la Lys teu Glu ghr val Thr Leu Gly Agn Ile Gly Lys Asp Gly Arg
1 15

GIn Thr Leu val Leu Asn Pro Arg Gly val asn Pra Thr Asn Gly val

66

Lys

val

val

val

Cys

80

Phe

Leu

Leu



20

Ala Ser Leu Ser GIn Ala Gly Ala
35 40

Thr val ser val Ser Gln Pro Ser
50 55

GIn val Lys Ile GIn Asn Pro Thr
65 70

Asp Pro Ser val ‘ghr Arg GIn Lys
5

Thr GIn Tyr Ser Thr Asp Glu Glu
100

Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu
115 120

Asn Pro Ala Tyr
130

<210> 21

<211>132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Bacteriéfago mutante Q-beta 259

<400> 21

ES 2365706 T3

25

val Pro Ala Leu

Arg Asn Arg Lys
60

Ala Cys Thr Ala

75
Tyr Ala Asp val
90

Arg Ala phe val
10

Leu Ile Asp Ala

67

Glu

45

Asn

ASn

Thr

Arg

Ile
125

30

Lys

Tyr

Gly

Phe

Thr

110

Asp

Arg

Lys

Ser

Ser

95

Glu

Gln

val

val

Leu

Leu



Ala Arg Leu Glu Thr

GIn Thr Leu val Leu
20

Ala Ser Leu Ser Gln
35

Thr val Sser val Ser
50

Gln val Lys Ile Gln
65

Asp pro Ser val Thr
85

Thr GIn Tyr Ser Thr
100

val

Asn

Ala

Gln

Asn

70

Arg

Asp

ES 2365706 T3

Thr Leu

Pro Arg

Gly Ala
40

Pro Ser
55
Pro Thr

Gln Lys

Glu Glu

Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu

115

Asn Pro Ala Tyr
130

<210> 22

<211> 185

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 22

120

Gly

Asn

- 10

Gly

25

val

Arg

Ala

Tyr

Arg
105

Leu

val

Pro

Asn

Cys

Ala

90

Ala

Ile

Ile

Asn

Ala

Arg

Thr

75

AsSp

Phe

Asp

68

Gly
Pro
Leu
Lys
60

ala
val

val

Ala

Lys

Thr

Glu

45

Asn

Asn

Thr

Arg

Ile
125

Asp

Asn

30

Lys

Tyr

Gly

Phe

Thr
110

Asp

Gly
15

Gly
Arg
Lys
ser
Ser
95

Glu

Gln

Arg

val

val

val

Leu

Leu



Met

ser

Thr

Ser

Leu

65

ser

Ile

Glu

Pro

Glu

145

Arg

Arg

Asp Ile

Phe Leu

Ala ser
35

Pro His
50

Met Thr
Arg Asp
Arg Gln
Thr val

115

Pro Ala
130
Thr Thr

Thr Pro

ser GIn

<210> 23

<211> 212

<212> PRT

Asp

Pro

20

Ala

His

Leu

Leu

Leu

100

Leu

TYyr

val

ser

Ser
180

Pro

ser

Leu

Thr

Ala

val

85

Leu

Glu

Arg

val

Pro

165

Arg

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 23

Tyr

Asp

Tyr

Ala

Thr

70

val

Trp

Tyr

Pro

Ar

15

Arg

Glu

Lys

Phe

Arg

Leu

55

Trp

Asn

Phe

Leu

Pro

135

Arg

Arg

Ser

ES 2365706 T3

Glu

Phe

Glu

40

Arg

val

Tyr

His

val

120

Asn

Arg

Arg

Gln

Phe

Pro

25

Ala

Gln

Gly

val

Ile

105

ser

Ala

Asp

Arg

Cys

Gly

10

Ser

Leu

Ala

Asn

Asn

90

Ser

Phe

Pro

Arg

Ser
170

69

Ala

val

Glu

Ile

Asn

75

Thr

Cys

Gly

Ile

Gly

GIn

Thr

Arg

Ser

Leu

60

Leu

Asn

Leu

val

Leu

140

Arg

Ser

val

Asp

Pro

45

cys

Glu

Met

Thre

Ser

Pro

Glu

Leu

30

Glu

Trp

Asp

Gly

Phe

110

Ile

Thr

Pro

Arg

Leu

15

Leu

His

Gly

Pro

Leu

95

Gly

Arg

Leu

Arg

Ar
17

Leu
ASp
Cys
Glu
Ala
80

Lys
Arg
Thr
Pro
Ar

16

Arg



ES 2365706 T3

Met GIn Leu Phe His Leu Cys Leu Ile Ile Ser Cys Ser Cys Pro Thr

val GIn ala ggr Lys Leu Cys Leu ggy Trp Leu Trp Gly ggt Asp Ile

Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ala Thr val Glu Leu Leu Ser Phe Leu

Pro ggr Asp Phe Phe Pro ggr val Arg Asp Leu ggu Asp Thr Ala ser

Ala Leu Tyr Arg Glu Ala Leu Glu Ser Pro Glu His Cys Ser Pro His
65 70 75 80

His Thr Ala Leu ggg GIn Ala Ile Leu gzs Trp Gly Asp Leu get ASn
5

Leu Ala Thr Trp val Gly Gly Asn Leu Glu Asp Pro val Ser Arg Asp
100 105 110

Leu val val Gly Tyr val Asn Thr Thr val Gly Leu Lgs Phe Arg Glin
115 120 125

Leu Leu Trp Phe His Ile Ser Cys Leu Thr phe Gly Arg Glu Thr val
130 . 135 140

Ile Glu Tyr Leu val ser phe Gly val Trp Ile Arg Thr Pro Pro Ala
145 150 155 160

Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ser Thr Leu Pro Glu Thr Thr
165 170 175

val val Arg Arg Arg Gly Arg Ser Pro Arg Arg Arg Thr Pro Ser Pro
180 185 190

Arg Ser Gln Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser Gln Ser Arg

Arg Arg Ar
8 Ard 19 200 205

Glu Ser GIn Cys
210

<210> 24

<211>188

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 24

70
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Met Asp Ile Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ser Ser Tyr Gln Leu Leu
1 5 10 15

Asn Phe Leu Pro Leu
20

Thr

ser

Leu

65

val

val

His

Pro

Arg

Ala

Pro

50

Thr

Arg

Arg

Thr

Ala

130

His

Arg

Arg

<210> 25

<211>185

<212> PRT

Thr

35

His

Lys

Thr

GIn

val

115

Pro

Thr

Arg

Arg

ATa-Leu
His Thr
Leu Ile
Ile 1Ile

85
ser Leu
100
GIn Glu
Tyr Arg

val Ile

Arg Thr
165

188 "

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 25

Asp Phe Phe

Tyr

Ala

Ala

70

val

Trp

Phe

Pro

Arg

150

Pro

Glu

Ile

55

Trp

Asn

Phe

Leu

Pro

135

Arg

ser

Ser

Glu

40

Arg

Met

His

Mis

val

120

ASn

Arg

Pro

Pro

;ro Asp Leu Asn Ala
5

Glu

Gln

Ser

val

Leu

105

ser

Ala

Gly

Arg

ser
185

Leu

Ala

Ser

AsSn

90

ser

Phe

Pro

Gly

Ar

17

Thr

Thr

Leu

AsSn

75

Asp

Cys

Gly

Ile

Ala

155

Arg

Asn

71

Gly

val

60

Ile

Thr

Leu

val

Leu

140

Arg

Arg

Cys

Arg

45

Cys

Thr

Trp

Thr

Trp

ser

Ala

ser

Leu val Asp
30

Glu

Trp

Ser

Gly

Phe

110

Ile

Thr

Ser

Gln

His

Asp

Glu

Leu

95

Gly

Arg

Leu

Arg

ser
175

Cys

Glu

Gln

80

Lys

Gln

Thr

Pro

ser

160

Pro
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Met Asp Ile Asp Pro Tyr Lys Glu Phe %y Ala Thr val Glu igu Leu

Ser Phe Leu Pro Ser Asp Phe Phe ;go ser val Arg Asp ggu Leu Asp
20

Thr Ala ser Ala Leu Tyr Arg g%u Ala Leu Glu ser Pgo Glu His Cys
35 4

Ser Pro His His Thr Ala Leu Arg Gln Ala Ile Leu Cys Trp Gly Glu
50 55 60

Leu Met Thr Leu Ala Thr Trp val Gly Asn Asn Leu Glu Asp Pro Ala
65 70 75 80

Ser Arg Asp Leu §§1 val Asn Tyr val gsn Thr Asn Met Gly Leu Lys
0 95

Ile Arg GIn Leu Leu Trp Phe His Ile Ser Cys Leu Thr Phe Gly Arg
100 105 110

Glu Thr val Leu Glu Tyr Leu val Ser Phe Gly val Trp Ile Arg Thr
115 120 125

Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ser Thr Leu Pro
130 135 140

Glu Thr Thr val val Arg Arg Arg Asp Arg Gly Arg Ser Pro Arg Ar
145 15 155 s g 16

Arg Thr Pro Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser GIn Ser Pro Arg Arg Arg
165 170 175

Arg ser GIn Ser Arg Glu Ser GIn Cys
180 185

<210> 26

<211> 152

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 26

72
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Met Asp Ile Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ala Thr val Glu Leu Leu

Ser Phe Leu ;30 Ser Asp Phe Phe ;go Ser val Arg Asp Is.gu Leu Asp

Thr Ala g;a Ala Leu Tyr Arg Agp Ala Leu Glu Ser Pro Glu His Cys
4 45

Ser Pro His His Thr Ala Leu Arg Gln Ala Ile Leu Cys Trp Gly Asp
50 55 60

Leu Met Thr Leu Ala Thr Trp val Gly Thr Asn Leu Glu Asp Gly Gly
65 70 75 80

Lys Gly Gly ser Arg Asp Leu val val Ser Tyr val Asn Thr Asn val
85 90 95

Gly Leu Lys Phe Arg GIn Leu Leu Trp Phe His Ile Ser Cys Leu Thr
100 105 110

Phe Gly Arg Glu Thr val Leu Glu Tyr Leu val Ser Phe Gly val Trp
115 120 125

Ile Arg Thr Pro Pro Ala T;r Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ser
130 135 140

Thr Leu Pro Glu Thr Thr val val
145 150

<210> 27

<211> 3635

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> plasmido pAP283-58

<400> 27

73



cgagctcgec
gctcgeecgg
ggaaaatcac
gtggtcggat
taaagttggt
tcctgeacct
atccattcgc
ggaaactcac
cctrgacect
gtgtcaccta
taacgacaat
atctcicrcg
taacgeegtt
agatcctcta
gcgectatat
gcgetgret
tctcctrgea
ggctgettec
caatctgctc
ggctrgcgecec
ggcatccgct
accgtcatca
ttttratagg

ggaaatgtgc

cctggettat
ggatcctcta
atggcaaata
ccaactcqgtt
atagccgaac
aaaccggaag
acagtgattt
aaacgtaacg
actgcggcta
aatcgtatgt
atgtacaagc
taaactgeeg
ccgcaccccg
cgccggacge
cgccgacatc
cggcgrgget
tgcaccattc
taatgcagga
tgatgccgea
cgacaccege
tacagacaag
ccgaaacgeg
ttaatgtcat

gcggaaccec

cgaaattaat
gaattttctg
agccaatgca
tatcaactac
tgaataatgt
gttgtgcaga
cagggtcagc
ttgacacact
tcgtatcgtce
gtatgataca
ctaattgtgt
tcagagtcgg
gaaatggtca
atcgtggccg
accgatggag
atggtggcag
cttgcageag
gtcgcataag
tagttaagcc
caacacccgce
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gataataatg

tatttgttta

ES 2365706 T3

acgactcact
cgcacccatc
accgatcaca
attttcagca
ttcaggtcaa
tgcctgtgtc
cgaaaacttg
cttcgcgage
tgatactact
taaggrratg
agcatctggc
tttggttgga
ccgaaccaat
gcatcaccgg
aagatcgggc
gccccgtggac
cggtgcttca
ggagagcgtc
aactccgcta
tgacgcgecc
ctccgggage
tgaagacgaa
gtttcttaga

tttttctaaa

atagggagac
ccgggtggeg
tctacagcaa
agtctgttac
tatgtatctg
attatgccga
gctaccttaa
ggcaacgecg
gcttaagctt
tattaattgt
ttactgaagc
cgaaccttct
cagcagggtc
cgcacacagt
Tcgccacttc
c€gggggactg
acggcctcaa
gatatggtgc
tcgetacgtyg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
agggcctcgt
cgtcaggtgg
tacattcaaa

74

cggaattcga
cccaaagtga
ataaaattgt
gccaacgtgt
tttataagcg
atgaaaacca
aagcagaatg
gtttgggttt
gtattctata
agccgegtte
agaccctatc
gagtttctgg
atcgctagec
gcggttgctg
gggctcatga
ttgggcgeca
cctactactg
actctcagta
actgggrcat
gtctgcteec
agaggttttc
gatacgccta
cacttttcgg

ratgtatccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcyg
cgttttccaa
gacgccgggce
tactcaccag
gctgecataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggctg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccrraac
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggcrtcagea
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagettc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgegttat
gctegecgea
caatacgcaa
tggtcggtga
ggcgtcaggce

aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgceg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcec
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
arccrretr
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgattc
gccgaacgac
accgectctce
tcgccagagt

agccatcgga

ataaatgctt
ccttattccc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgececge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tcrgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcctggec
tgtggataac
gagcgcagcg
cccgegegtt
gccgacgcge

agctgtggta

ES 2365706 T3

caataatatt
ttttttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
Jccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
ccctcccgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagace
arcrgcrget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgetc
accgggttygg
ggttcgtgca
cgcgagcatt
agcggcaggg
ctttatagtc
tcagagaggc
ttttgctggc
cgtattaccg
agtcagtgag
ggccgattca
atctcgactg

tggccgtgcea

ttcglgtcge tcaaggcgea ctcccgttct ggataatgtt

ggttctggca aatattctga aatgagctgt tgacaattaa

tacgcaagtt cacgtaaaaa gggtatcgcg gaatt

<210> 28

gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgcggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctcrrttrcc
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttrtgetca
cctttgagtg
cgaggaagcg
ttaatgcagc
catggtgcac

ggrcgtaaat

ttttgcgeeg

tcatcgaact

75

gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgccrgta
agcttccegg
gcgcteggec
gtctcgcggt
ctacacgacg
tgcctcactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgctteec
agagcgcacg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
gaagagcgee
tgtggtgtca
caatgcttct

cactgcataa

acatcataac

agttaactag

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540
3600
3635



10

<211>131

<212> PRT

<213> Bacteriofago AP205

<400> 28

Met
1
val
Leu
Gly
Cys
65
Thr
Trp

Ala

Thr

Ala

Trp

Arg

Gln

50

Ala

val

Glu

Gly

Thr
130

<210> 29

<211>131

<212> PRT

Asn

Ser

GlIn

35

Tyr

Asp

Ile

Thr

Leu

115

Ala

Lys
Asp
20

Arg
val
Ala
ser
His
100

Gly

Pro

Pro

val

Ser

cys

Gly

85

Lys

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr

Lys

val

val

70

Ser

Arg

Leu

<223> Proteina recubierta AP205

<400> 29

GlIn

Arg

val

Tyr

55

Ile

Ala

AsSn

Asp

Pro

Leu

Gly

40

Lys

Met

Glu

val

Pro
120

ES 2365706 T3

Ile

ser

Ile

Arg

Pro

Asn

Thr

10

Thr

Ala

Pro

AsSn

Leu

90

Thr

Ala

Ser

Thr

Glu

Ala

Glu

75

Ala

Leu

Ala

76

Thr

Phe

Leu

Pro

60

Asn

Thr

Phe

Ile

Ala

Ser

Asn

45

Lys

Glin

Leu

Ala

val
125

AsSn

Ala

30

Asn

Pro

ser

Lys

ser

110

ser

Lys
15

Ser
val
Glu
Ile
Ala
95

Gly

Ser

Ile

Leu

Ser

Gly

Arg

80

Glu

AsSn

AsSp



?et Ala Asn Lys ;hr Met

val Trp Ser ggp Pro Thr

Leu

Gly

Trp

Ala

Thr

Arg

Gin

50

Ala

val

Glu

Gly

Thr
130

<210> 30

<211> 3607

<212> ADN

Gln
35

Tyr
AsSp
Ile
Thr
Leu

115

Ala

Arg val Lys

val

Ala

ser

His

100

Gly

ser

Cys

Gly

85

Lys

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> plasmido pAP281-32

<400> 30

val

val

70

Ser

Arg

Leu

Gln

Arg

val

Tyr

Ile

Ala

Asn

ASp

ES 2365706 T3

Pro

Leu

Gly

40

Lys

Met

Glu

val

Pro
120

Ile

ser
25

Ile

Arg

Pro

Asn

10

Thr ser Thr Ala Asn igs Ile

Thr Thr Phe Ser §1a ser Leu
0

Ala Glu Leu Asn Asn

45

Pro Ala Pro Lys
60
Asn Glu Asn Gln
75
Leu Ala Thr Leu
90
Thr Leu Phe Ala

Ala Ala Ile val
125

77

Pro

ser

Lys

ser

110

ser

val

Glu

Ile

Ala

95

Gly

Ser

ser

Gly

Arg

80

Glu

Asn

Asp



cgagctegec
gctcgeecgg
acaatgcaac
tcaactacat
aataatgttt
agatgcctgt
agccgaaaac
actcttcgeg
gtctgatact
acataaggtt
tgtagcatct
cggrrgggtt
caccgaacca
ccgeatcacc

gaagatcggg

cctggcttat
ggatcctcta
cgatcacatc
tttcagcaag
caggtcaata
gtcattatge
ttggctacct
agcggcaacg
actgcttaag
atgtattaat
ggcttactga
ggacagacct
ttcagcaggg
ggcgccacag

ctcgecactt

cgaaattaat
gattaaccca
tacagcaaat
tctgrtacgc
tgtatctgtt
cgaatgaaaa
taaaagcaga
ccgotttgag
ctrgtattct
ggtagccgeg
agcagaccct
ctgagtttct
tcatcgctag
gtgcggtgct
cgggctcatg

ES 2365706 T3

acgactcact
acgcgtagga
aaaattgtgt
caacgtgtta
tataagcgtc
ccaatccatt
atgggaaact
tttccttgac
atagtgtcac
ttctaacgac
atcatctctc
ggtaacgccg
ccagatcctc
ggcgcctata
atcgctggte

atagggagac
gtcaggccat
ggtcggatcc
aagttggtat
ctgcacctaa
cgcacagtga
cacaaacgta
cctactgcgg
ctaaatcgta
aatatgtaca
tcgtaaactg
ttccgcaccc
tacgccggac
tcgccgacat

tccgecetggg

78

cggaattcga
ggcaaataag
aactcgttta
agccgaactg
accgaaggtc
tttcagggtc
acgttgacac
ctatcgtatc
tgtgtatgat
agcctaattg
ccgtcagagt
cggaaatggt
gcatcgtggc
caccgatgag
tatggtggca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



ggccccgtgg
ggcggtgctc
gggagagcgt
caactccgcet
ctgacgcgec
tctccgggag
ttgaagacga
ggtrttctrtag
atrtttctaa
tcaataatat
crrttttgecg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
ccteeegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatccttrt
cggtcagacc
tctgctgcett
agctaccaac
tccrrctage
acctcgetct
ccgggttgga
gttcgtgcac
gcgagcattg

c€ccgggggac
aacggcctca
cgatatggtg
atcgctracgt
ctgacgggct
crgcatgtgt
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
gtcgcggtat
tctcagaatg
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcgc
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
ccgragaaag
gcaaacaaaa
terttttecg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagc

agaaagcgcec

tgttgggege
acctactact
cactctcagt
gactgggtca
tgtctgette
cagaggtttt
tgatacgect
gcactrrtcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
actrtggtggt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcctgtac
gcttccegge
cgcteggece
tctcgeggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
taggtaccgg
ttggagcgaa

acgctrtecccg
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catctccttg
gggctgcttc
acaatctgct
tggctgegece
cggcatccgce
caccgtcatc
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttrttca
tgacgcegag
acctaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
gaacggcaac
aacaattaat
ttceggetgg
tcattgcage
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tceccttaacg
cttcttgaga
taccagecggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac

aagggagaaa

catgcaccat
ctaatgcagg
ctgatgccege
ccgacacccg
ttacagacaa
accgaaacgce
gttaatgtca
cgcggaccecc
caataaccct
ttccgtgtcg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tcctrrtett
ggtttgtteg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtecgggc
cgaactgaga

ggcggacagg

79

tccttgeggce
agtcgcataa
atagttaagc
ccaacacceg
gctgtgaccg
gcgaggcage
tgataataat
ctattggttt
gataaatgct
cccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagtrt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagc

tatccggtaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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15

20

gcggeagggt
tttatagtcc
c€aggggggcg
ttggctggce
gtattaccgc
cgagtcagtg
ttggccgatt
gcatctcgac
tatggccgtg
ctggataatg
ggtgacaatt

cggaatt

<210>31

<211>6

<212> PRT

cggaacaaga
tgrcgggttt
gagcctatgg
trrtgctcac
ctttgagtga
agcgaggaag
cattaatgca
tgcatggtge
caggtcgtaa
ttttttgcygg

aatcatcgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gagcgcacga
cgccacctct
aaaaacgcca
atgrtctttrc
gctgataccg
cggaagagceg
gctgtggtgt
accaatgctt
atcactgcat
cgacatcata

ctagttaact

<223> Ligador de terminal N

<400> 31

Cys Gly Asp Glu Gly Gly
1 5

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligador de terminal C

<400> 32

g]y Gly Glu Asp g]y Cys

<210> 33

<211>5

<212> PRT

ES 2365706 T3

gggagctice
gacttgagcg
gcaacgcgge
ctgcgttatc
ctcgeegeag
cccaatacge
catggtcggt
ctggcgteag
aattcgtgtc
acggttctgg

agtacgcaag

agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ccctgattct
ccgaacgace
aaacegectc
gatcgccagg
gcagccatcg
gctcaaggceg
caaatattct

ttcacgtaaa

80

gcetggtatc
tgatgctegt
ttecctggeet
gtggataacc
gacggcgeag
tccccgegeg
gtgccgacge
gaagctgtgg
cactcccgtt
gaaatgagct

aagggtatcg

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3607
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Ligador

<400> 33

Gly Gly Lys Gly G1
1 y Ly YSY

<210> 34

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligador de glicinal de terminal N

<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(1)

<223> Glicina se puede repetir de cero a cinco veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (3)..(3)

<223> Glicina se puede repetir de cero a veinte veces
<400> 34

Gly Cys Gly
1

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligadores serina glicina de terminal N

<220>

81



10

15

20

25

ES 2365706 T3

<221> REPETICION<222> (1)..(1)

<223> Glicina se puede repetir de cero a cinco veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (3)..(3)

<223> Glicina se puede repetir de cero a diez veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (4)..(4)

<223> serine se puede repetir de cero a dos veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (5)..(9)

<223> Estos residuos se pueden repetir de cero a tres veces como un grupo

<400> 35

g1y Cys Gly ser gﬂy Gly Gly Gly Ser

<210> 36
<211>3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligador glicina de terminal C
<220>
<221> REPETICION
<222> (1)..(1)
<223> Glicina se puede repetir de cero a veinte veces
<220>
<221> REPETICION
<222> (3)..(3)
82
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<223> Glicina se puede repetir de cero a cinco veces

<400> 36

Gly Cys Gly
1

<210> 37

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligadores serina glicina de terminal C
<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(1)

<223> Glicina se puede repetir de cero a diez veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (2)..(2)

<223> serina se puede repetir de cero a dos veces
<220>

<221> REPETICION

<2225 (3)..(7)

<223> Estos residuos se puede repetir de cero a tres veces como un grupo

<220>

<221> REPETICION

<222> (8)..(8)

<223> Glicina se puede repetir de cero a ocho veces
<220>

<221> REPETICION

<222> (10)..(10)

<223> Glicina se puede repetir de cero a cinco veces

83
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<400> 37

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Cys Gly
1 Y SY Y 10

<210> 38

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Ligador serina glicina
<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(5)

<223> Estos residuos se pueden repetir cualesquier veces como un grupo

<400> 38

Gly Gly Gly Gly Ser
1 )

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>gama 1 de terminal N

<400> 39

Cys Gly Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro
1 5 10

<210> 40

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

84
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<223> Gama 1 de terminal C

<400> 40

Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Cys Gly
1 5 10

<210>41

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> gama 3 de terminal N
<400> 41

EYS Gly Gly Pro l;ys Pro Ser Thr Pro ;50 Gly ser ser Gly g;y Ala

Pro

<210> 42

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Gama 3 de terminal C

<400> 42

;ro Lys Pro ser ';hr Pro Pro Gly ser igr Gly Gly Ala Pro ({;y Gly

Cys Gly
<210> 43
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Ligador glicina de terminal N
85
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<400> 43

Gly Cys Gly Gly (é'ly Gly
1

<210> 44

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligador glicina de terminal C

<400> 44

Gly Gly Gly Gly gys Gly
1

<210> 45

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligador glicina-lisina de terminal C

<400> 45

g]y Gly Lys Lys §1y Cys

<210> 46

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligador glicina-lisina de terminal N

<400> 46

gys Gly Lys Lys ?1y Gly
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<210> 47

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Ligador de terminal C
<400> 47

g'ly Gly Cys Gly

<210> 48

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de oligonucleétido

<400> 48

ggtaacatcg gtcgagatgg aaaacaaact ctggtcc 37
<210> 49

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 49

ggaccagagt ttgttttcca tctcgaccga tgttacc 37
<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
87
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<223> cebador de oligonucledtido

<400> 50

agctcgccecg gggatcctcet ag 22

<210> 51

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 51

cgatgcattt catccttagt tatcaatacg ctgggttcag 40
<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 52

ggcaaaatta gagactgtta ctttaggtaa gatcgg 36
<210> 53

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido

<400> 53

ccgatcttac ctaaagtaac agtctctaat tttgcc 36
<210> 54

<211> 33
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de oligonucleétido
<400> 54

ggccatggca cgactcgaga ctgttacttt agg 33
<210> 55

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucleétido
<400> 55

gatttaggtg acactatag 19

<210> 56

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucleétido
<400> 56

gatggacgtc aaactctggt cctcaatceg cgtgggg 37
<210> 57

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de oligonucleétido

<400> 57
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ccccacgegg attgaggacc agagtttgac gtccatc 37
<210> 58

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador ECORIHBCAf(s)

<400> 58

ccggaattca tggacattga cccttataaa g 31
<210>59

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador LyS-HBcAg(as)

<400> 59

cctagagcca cctttgccac catcttctaa attagtaccc acccaggtag ¢ 51
<210> 60

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador Lys-HBCAg(s)

<400> 60

gaagatggtg gcaaaggtgg ctctagggac ctagtagtca gttatgtc 48
<210> 61

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Cebador HBCAg(1-149)Hind(as)
<400> 61

cgcgtcccaa gcttctaaac aacagtagtc tccggaag 38
<210> 62

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 48as

<400> 62

gtgcagtatg gtgaggtgag gaatgctcag gagactc 37
<210> 63

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 48s

<400> 63

gagtctcctg agcattcctc acctcaccat actgcac 37
<210> 64

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 107as

<400> 64

cttccaaaag tgagggaaga aatgtgaaac cac 33

<210> 65
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<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HBCAg149hind-as

<400> 65

cgcgtcccaa gettctaaac aacagtagtc tccggaagceg ttgatag 47
<210> 66

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 107s

<400> 66

gtggtttcac atttcttccc tcacttttgg aag 33
<210> 67

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador HBCAgwtHindllIl
<400> 67

cgcgtcccaa gcettctaaca ttgagattcc cgagattg 38
<210> 68

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> epitopo ceH3
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<400> 68

val Asn teu Thr Trp Ser Arg Ala Ser Gly
1 S 10

<210> 69

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CeH3del
<220>

<221> CDS <222> (1)..(51)

<400> 69

gtt aac ttg acc tgg tct cgt gct tct g9t gca tcc agg gat cta gta 48
val Asn Leu Thr Trp Ser Arg Ala Ser ?.Oy Ala Ser Arg Asp Ltsau val
1 5 1

Vai .
<210> 70
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CeH3del

<400> 70

val Asn Leu Thr Trp Ser Arg Ala Ser Gly Ala Ser Arg Asp Leu val
1 5 10 15

val

<210>71

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador ceH3inv

<400> 71

accagaagca cgagaccagg tcaagttaac atcttccaaa ttattaccca c 51
<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido cebador CeH3inv

<400> 72

AISp Glu Leu Asn a;sn Gly val

<210> 73

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador HBcAg-wt ECORI del
<400> 73

ccggaattca tggacattga cccttataaa g 31
<210> 74

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador HBCAg-wt Hind Il inv
<400> 74

cgcgtcccaa gcettctaaca ttgagattce cgagattg 38
<210> 75

<211>6
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 75

gsp Ala Glu phe .grg His

<210> 76

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 76

Asp Ala Glu Phe Gly His
1 5

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Abeta 1-6 GGC

<400> 77

?sp Ala Glu Phe grg His Gly Gly Cys

<210> 78

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> murine Abeta 1-6 GGC

<400> 78

?sp Ala Glu pPhe g'ly His Gly Gly Cys
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<210> 79

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador pl1.44

<400> 79

aaccatggca aataagccaa tgcaaccg 28
<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador pl1.45

<400> 80

aatctagaat tttctgcgca cccatccegg 30
<210>81

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador pl1.46

<400> 81

aaaagcttaa gcagtagtat cagacgatac 30
<210> 82

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador pl1.47

<400> 82

gagtgatcca actcgtttat caactacatt ttcagcaagt ctg 43
<210> 83

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador pl1.48

<400> 83

cagacttgct gaaaatgtag ttgataaacg agttggatca ctc 43
<210> 84

<211>6

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 84

?sp Ala Glu Phe );rg His

<210> 85

<211>6

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 85

Asp Ala Glu Phe ?r‘g His
1

<210> 86

<211>6

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 86
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Asp Ser Glu Tyr ?rg His
1

<210> 87

<211>6

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<400> 87

ésp Ala Glu Phe §1y His

<210> 88

<211>6

<212> PRT

<213> cavia porcellus
<400> 88

gsp Ala Glu Phe .;\rg His

<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 89

val His Glu Pro His Glu Phe Arg His val Ala Leu Asn Pro val
1 5 10 15

<210> 90
<211>6
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 90
'{yr Tyr Glu Phe Asxrg His

<210> 91
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<211> 42
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 91

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His GIn Lys

1 5 10 15

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile 1le
20 25 30

Gly Leu Met val Gly Gly val val Ile Ala
35 40

<210> 92

<211> 770

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92
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Met

Ala

Gln

Asn

Thr

65

GlIn

Trp

Ile

val

Lys

Asp

Leu

Leu

Ile

Gly

50

Lys

Ile

Cys

Pro

Pro

130

Thr

ser

Lys

Pro

Glu

Ala

35

Lys

Glu

Thr

Lys

Tyr

115

Asp

His

Thr

Phe

Gly
val
20

Met
Trp
Gly
Asn
Arg
100
Arg
LYS

Leu

AsSn

188

Leu
5
Pro
Phe
Asp
Ile
val
85
Gly
Cys
Cys
His
Leu

165

Gly

Ala

Thr

Cys

sSer

Leu

70

val

Arg

Leu

Lys

His

val

Leu

Asp

Gly

ASp

55

Gln

Glu

Lys

val

Phe

135

His

ASp

Glu
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Leu

Gly

Arg

40

Pro

Tyr

Ala

Glin

Leu

Thr

Tyr

Phe

Leu

Asn

Leu

ser

Cys

AsSn

val

Gly

val
185

Leu
10

Ala
Asn
Gly
Gln
Gln
90

LyS
Phe
Gln
Ala
Met
170

cys

Ala

Gly

Met

Thr

Glu

75

Pro

Thr

val

Glu

LYyS

155

Leu

Cys

100

Ala

Leu

His

Lys

60

val

val

His

Ser

Leu

Pro

Trp

Leu

Met

45

Thr

Tyr

Thr

Pro

ASp

125

Met

Thr

Pro

Leu

Thr

Ala

30

AsSn

Cys

Pro

Ile

His

110

Ala

ASp

cys

Cys

Ala
190

Ala

15

Glu

val

Ile

Glu

Gln

95

Phe

Leu

val

ser

Arg

Pro

GIn

Asp

Leu

80

Asn

val

Leu

Cys

Glu

160

Ile

Glu



Ser

Trp

val

225

Glu

Glu

Ala

Glu

Ser

305

Tyr

Cys

Thr

Ala

Glu

385

Lys

Glu

Gln

Glu

ASp

Trp

210

val

Ala

Ala

Thr

val

290

Arg

Gly

Met

Gln

Ser

370

Asn

His

Arg

His

Arg

Asn
195
Gly
Glu
ASp
Glu
Thr
275
Cys
Trp
Gly
Ala
Glu
355
Thr
Glu
Arg
Gln
Phe

435

GIn

val

Gly

val

ASp

Glu

260

Thr

ser

Tyr

Cys

val

340

Pro

Pro

His

Glu

Ala

420

Gln

Gln

Asp

Ala

Ala

AsSp

Pro

Thr

Glu

Phe

Gly

Cys

Leu

Asp

Ala

Arg

405

Lys

Glu

Leu

ser

Asp

Glu

230

Glu

Tyr

Thr

GIn

310

Gly

Gly

Ala

Ala

His

390

Met

Asn

LyS

val

Ala

Thr

215

Glu

ASp

Glu

Thr

Ala

295

val

Asn

ser

Arg

val

375

Phe

Ser

Leu

val

Glu

E
w
v

Asp

200

Asp

Glu

ASp

Glu

Thr

280

Glu

Thr

Arg

Ala

Asp

360

Asp

Gln

GIn

Pro

Glu

440

Thr
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Ala

Tyr

Glu

Glu

Ala

265

Glu

Thr

Glu

Asn

Met

345

Pro

Lys

Lys

val

Lys

Ser

His

Glu

Ala

val

250

Thr

ser

Gly

Gly

Asn

330

ser

val

Tyr

ala

Met

410

Ala

Leu

Met

Glu

Asp

Ala

Gly

Glu

val

Pro

LysS

Phe

Gln

Lys

Leu

Lys

395

Arg

Asp

Glu

Ala

101

Asp
Gly
2

Glu
AsSp
Arg
Glu
300
Cys
Asp
Ser
Leu
Glu
380
Glu
Glu
Lys
Gln

Arg

ASp

ser

val

Glu

Thr

Glu

285

Arg

Ala

Thr

Leu

Pro

ser

Glu

Glu

val

Thr

270

val

Ala

Pro

Glu

Leu

350

Thr

365 -

Thr

Arg

Trp

Lys

Glu

445

val

Pro

Leu

Glu

Ala

430

Ala

Glu

Asp

Asp

Glu

Glu

ser

val

Met

Phe

Glu

Lys

Thr

Gly

Glu

Glu

415

val

Ala

Ala

val

Lys

Glu

240

Glu

Ile

Arg

Ile

Phe

320

Tyr

Thr

Ala

ASp

Ala

400

Ala

Ile

Asn

Met



Leu

465

Gln

Tyr

Glu

Gin

Leu

545

Glu

Leu

Leu

val

Gly

Asp

Gly

Ala

val

Leu

705

val

Asn

Ala

val

His

val

530

ser

val

Ala

Met

AsSn

610

Ala

Ala

Leu

Glu

Phe

690

Met

Met

Asp

val

Arg

val

515

Met

Leu

Asp

Asn

‘Pro

595

Gly

Asp

Arg

Thr

Phe

675

Phe

val

Leu

Arg

Pro

Ala

500

Arg

Thr

Leu

Glu

Met

580

ser

Glu

ser

Pro

Asn

660

Arg

Ala

Gly

Lys

Arg

Pro

485

Glu

Met

His

Tyr

Leu

565

Ile

Leu

pPhe

val

Ala

Ile

His

Glu

Gly

Lys
725

Arg

470

Arg

Gin

val

Leu

Asn

550

Leu

Ser

Thr

ser

Pro

630

Ala

Lys

Asp

ASp

val

710

Lys

Leu

‘Pro

Lys

Asp

Ar

53

val

Glin

Glu

Glu

Leu

615

Ala

ASp

Thr

ser

val

695

val

Glin

Ala

Arg

Asp

Pro

520

val

Pro

Lys

Pro

Thr

600

ASp

ASN

Arg

Glu

Gly

Ile

Tyr
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Leu

His

Arg

505

Lys

Ile

Ala

Glu

Arg

Lys

Asp

Thr

Gly

Glu

665

Tyr

ser

Ala

Thr

Glu

val

490

Gln

Lys

TYr

val

GIn

570

Ile

Thr

Leu

Glu

Leu

650

Ile

Glu

AsSN

Thr

Ser
730

AsSn

475

Phe

His

Ala

Glu

Ala

555

Asn

ser

Thr

Gln

Asn

635

Thr

ser

val

Lys

val

715

Ile

102

Tyr Ile Thr Ala Leu

Asn

Met Leu LYys
495

Thr Leu Lys

Ala

Arg

540

Glu

Tyr

Tyr

val

Pro

620

Glu

Thr

Glu

His

His

Gln

525

Met

Glu

Ser

Gly

Glu

605

Trp

val

ATg

val

His

685

Ala

val

His

510

Ile

Asn

Ile

ASp

AsSn

590

Leu

His

Glu

Pro

Lys

670

Gln

Ile

Ile

Gly

His

Arg

Gln

GIn

ASp

575

ASp

Leu

ser

Pro

Lys

Ile

Thr

val
735

480

Lys

Phe

ser

Ser

Ala

Pro

Phe

val

640

ser

Asp

Leu

Gly

Leu

720

val
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Glu val Asp Ala Ala val Thr Pro Glu Glu Arg His Leu Ser Lys Met
740 745 750
G1In GIn Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys Phe Phe Glu GIn Met
755 760 765

GIn Asn
770

<210> 93

<211> 82

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

Gly Ser Gly teu Thr Asn Ile Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu val Lys
1 5 10 15

met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His Gln
20 25 . 30

Lys Leu val pPhe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly ala Ile
35 40 45

Ile gay Leu met val Gly gly val val 1le Aala gsr val Ile Ile Ile
S

Thr Leu val Met Leu Lys Lys GIn Tyr Thr Ser Asn His His Gly val
65 70 75 80

val Glu
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:

(a) una particula de nicleo con por lo menos un primer sitio de adhesién, en donde dicha particula de nicleo es una
particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN; y

(b) por lo menos un antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio de adhesion, en donde
dicho antigeno o determinante antigénico es un péptido AB1-6, y en donde dicho segundo sitio de adhesion se
selecciona del grupo que consiste de:

(i) un sitio de adhesion de ocurrencia no natural con dicho antigeno o determinante antigénico; y

(i) un sitio de adhesion de ocurrencia natural con dicho antigeno o determinante antigénico, en donde dicho
segundo sitio de adhesién se asocia con dicho primer sitio de adhesion a través de por lo menos un enlace no
péptido; y en donde dicho péptido AB 1-6 y dicha particula de ndcleo interactda a través de dicha asociacién para
formar una disposicion de antigeno repetitivo y ordenado.

2. La composicién de la reivindicaciéon 1, en donde dicha particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN
comprende, o alternativamente consiste de, proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, de un
bacteriéfago de ARN.

3. La composicion de la reivindicacién 1 o 2, en donde dicho bacteriéfago de ARN se selecciona del grupo que
consiste de:

(a) bacteriéfago Qp;
(b) bacteriéfago R 17;
(c) bacteriéfago fr;

(d) bacteriofago GA;
(e) bacteriofago SP;
(f) bacteriéfago MS2;
(9) bacteriéfago M 11;
(h) bacteriéfago MX 1;
(i) bacteriéfago NL95;
(k) bacteriéfago f2;

() bacteriéfago PP7;y
(m) bacteriéfago AP205.

4. La composicién de la reivindicaciéon 1, en donde dicha particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN
comprende, o alternativamente consiste de, proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago
de ARN Q.

5. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dicha particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN
comprende, o alternativamente consiste de, proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago
de ARN fr.
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6. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dicha particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN
comprende, o alternativamente consiste de, proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago
de ARN AP205.

7. La composiciébn de la reivindicacion 2, en donde las proteinas recombinantes comprenden, o
alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente consisten de proteinas cubiertas de bacteri6fagos
de ARN.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en donde dichas proteinas cubiertas de los bacteriéfagos de ARN
tienen una secuencia de aminodacido seleccionada del grupo que consiste de:

(a) SEQ ID NO: 4;

(b) una mezcla de la SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 5;
(c) SEQ ID NO: 6;

(d) SEQ ID NO: 7;

(e) SEQ ID NO: 8;

(f) SEQ ID NO: 9;

(g) una mezcla de la SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10;
(h) SEQ ID NO: 11;

(i) SEQ ID NO: 12;

(k) SEQ ID NO: 13;

(I) SEQ ID NO: 14;

(m) SEQ ID NO: 15;

(n) SEQ ID NO: 16;y

(0) SEQ ID NO: 28.

9. La composiciébn de la reivindicacion 2, en donde las proteinas recombinantes comprenden, o
alternativamente consisten esencialmente de, o alternativamente consisten de proteinas mutantes cubiertas de
bacteriéfagos de ARN.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en donde dicho bacteriéfago de ARN se selecciona del grupo que
consiste de:

(a) bacteriofago QB;
(b) bacteriéfago R 17;
(c) bacteriéfago fr;

(d) bacteriofago GA;
(e) bacteriéfago SP;
(f) bacteriéfago MS2;

(g) bacteriéfago M 11;
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(h) bacteriéfago MX 1;
(i) bacteriéfago NL95;
(k) bacteriéfago 2;

() bacteriéfago PP7;y
(m) bacteri6fago AP205.

11. La composiciéon de la reivindicacion 9 o 10, en donde dichas proteinas mutantes cubiertas de dicho
bacteriéfago de ARN se han modificado mediante la remocién de por lo menos un residuo lisina por via de
sustitucion.

12. La composicion de la reivindicacion 9 o 10, en donde dichas proteinas mutantes cubiertas de dicho
bacteriéfago de ARN se han modificado mediante la adicién de por lo menos un residuo lisina por via de sustitucion.

13. La composiciéon de la reivindicacion 9 o 10, en donde dichas proteinas mutantes cubiertas de dicho
bacteriéfago de ARN se han modificado mediante la eliminacién de por lo menos un residuo lisina.

14. La composicion de la reivindicacion 9 o 10, en donde dichas proteinas mutantes cubiertas de dicho
bacteriéfago de ARN se han modificado mediante la adicion de por lo menos un residuo lisina por via de insercion.

15. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho segundo sitio de
adhesion es capaz de asociacion a dicho primer sitio de adhesién a través de por lo menos un enlace covalente.

16. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho péptido AR 1-6 se
selecciona del grupo que consiste de:

(a) péptido AB 1-6 humano que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 75;

(b) péptido AB 1-6 de murino que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 76;

(c) péptido AB 1-6 de primate que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 84;

(d) péptido AB 1-6 de conejo que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 85;

(e) péptido AB 1-6 Xenopus laevis que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 86;

(f) péptido AB 1-6 de rata que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 87; y

(9) péptido AB 1-6 de conejillo de indias que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 88.

17. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho péptido AR 1-6 tiene una
secuencia de aminoécido de la SEQ ID NO: 75.

18. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende adicionalmente un
ligador de aminoacido, en donde dicho ligador de aminoacido comprende, o alternativamente consiste de, dicho
segundo sitio de adhesion.

19. La composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha segunda adhesion o
dicho ligador de aminoéacido con dicho segundo sitio de adhesién se une a dicho péptido AR 1-6 en su terminal C.

20. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho segundo sitio de
adhesion o dicho ligador de aminoéacido con dicho segundo sitio de adhesion se selecciona del grupo que consiste
de:

(a) CGC;
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(b) GGC-CONH2;
(c) GC;

(d) GC-CONHZ2;
(e)Ciy

(f) C-CONH2.

21. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho péptido AR 1-6 con
dicho por lo menos segundo sitio de adhesién es NH2-DAEFRHGGC-CONH2 (SEQ ID NO: 77),

22. La composicion de la reivindicacion 21, en donde dicha particula similar a virus es una particula similar a
virus del bacteriéfago de proteina de la cubierta de ARN Q.

23. Una composicién farmacéutica que comprende:

(a) la composicion de cualquier reivindicacion precedente; y

(b) un portador farmacéuticamente aceptable.

24. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 23 que comprende adicionalmente un adyuvante.

25. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 23 o la reivindicacién 24, en donde dicha composicién de
vacuna carece de un adyuvante.

26. Una composicion de vacuna que comprende la composicién de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

27. La composicion de vacuna de la reivindicacion 26, que comprende adicionalmente un adyuvante.

28. La composicion de vacuna de la reivindicacién 26, en donde dicha composicién de vacuna carece de un
adyuvante.

29. La composiciéon de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en donde dicha particula

similar a virus comprende proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, de un bacteriéfago de ARN.

30. La composiciéon de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en donde dicha particula
similar a virus comprende proteinas recombinantes o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago de ARN Q8.

31. La composicion de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en donde dicha particula
similar a virus comprende proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago de ARN fr.

32. La composicion de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en donde dicha particula
similar a virus comprende proteinas recombinantes, o fragmentos de las mismas, del bacteriéfago de ARN AP205.

33. La composicion de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en donde dicho péptido AR 1-
6 se selecciona del grupo que consiste de:

(a) péptido AB 1-6 humano que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 75;

(b) péptido AB 1-6 de murino que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 76;
(c) péptido AB 1-6 de primate que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 84;
(d) péptido AB 1-6 de conejo que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 85;

(e) péptido AB 1-6 Xenopus laevis que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 86;
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(f) péptido AB 1-6 de rata que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 87; y
(9) péptido AB 1-6 de conejillo de indias que tiene una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 88.

34. La composicibn de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 33 que comprende
adicionalmente un ligador de aminoacido, en donde dicho ligador de aminoacido comprende, o alternativamente
consiste de, dicho segundo sitio de adhesion.

35. La composicion de vacuna de la reivindicacion 34, en donde dicho ligador de aminoacido con dicho
segundo sitio de adhesién se une a dicho péptido AB 1-6 en su terminal C.

36. La composicion de vacuna de la reivindicacién 34 o 35, en donde dicho ligador de aminoacido con dicho
segundo sitio de adhesién se selecciona del grupo que consiste de:

(a) GGC;

(b) GGC-CONH?2;
(c) GC;

(d) GC-CONH2;
(e)Cy

(f) C-CONH2.

37. La composicion de vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 36, en donde dicho antigeno o
determinante antigénico con dicho por lo menos segundo sitio de adhesién es NH2- DAEFRHGGC-CONH2 (SEQ ID
NO: 77).

38. La composicién de vacuna de la reivindicacion 37, en donde dicha particula similar a virus es una particula
similar a virus del bacteri6fago de proteina de la cubierta de ARN Q.

39. Un proceso para producir una composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
comprende:

(a) proporcionar una particula de ndcleo con por lo menos un primer sitio de adhesién, en donde dicha particula de
ndcleo es una particula similar a virus de un bacteriéfago de ARN;

(b) proporcionar por lo menos un antigeno o determinante antigénico con por lo menos un segundo sitio de
adhesion, en donde dicho antigeno o determinante antigénico es un péptido AB1-6, y en donde dicho segundo sitio
de adhesion se selecciona del grupo que consiste de:

() un sitio de adhesién de ocurrencia no natural con dicho antigeno o determinante antigénico; y

(ii) un sitio de adhesion de ocurrencia natural con dicho antigeno o determinante antigénico; y en donde dicho
segundo sitio de adhesién se asocia con dicho primer sitio de adhesién a través de por lo menos un enlace no
péptido; y

(c) combinar dicha particula de nudcleo y dicho por lo menos un antigeno o determinante antigénico, en donde dicho
antigeno o determinante antigénico y dicha particula de nucleo interactla a través de dicha asociacion para formar
una disposicién de antigeno repetitivo y ordenado.

40. Composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38 para uso como un medicamento.

41. Uso de una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de Alzheimer y enfermedades relacionadas.
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42. La composiciéon de la reivindicacion 1 en donde dicha composicion comprende adicionalmente un
reticulador heterobifuncional que contiene un grupo funcional que puede reaccionar con dicho primer sitio de
adhesién y un grupo funcional adicional que puede reaccionar con dicho segundo sitio de adhesion.

43. La composicion de la reivindicacion 42 en donde dicho reticulador heterobifuncional contiene un grupo
funcional que puede reaccionar con el grupo amino de cadena lateral del residuo lisina de la particula similar a virus
o por lo menos una subunidad de particula similar a virus.

44, La composicién de la reivindicacion 42 en donde dicho grupo funcional adicional de dicho reticulador
heterobifuncional reacciona con un residuo cisteina fusiénado al péptido AB1-6.

45, La composicion de acuerdo con la reivindicacién 42, en donde dicho reticulador heterobifuncional se
selecciona de SMPH, Sulfo- MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB, SIA y
otros reticuladores que tiene un grupo funcional que reacciona hacia el grupo amino y un grupo funcional que
reacciona hacia los residuos cisteina.

46. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 42, en donde dicho reticulador heterobifuncional es SPDP
0 Sulfo-LC- SPDP.
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