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DESCRIPCION
Secuencias de proteina del nucleo de VHC

Antecedentes de la Invencién

Un numero estimado de 170 millones de personas en todo el mundo se han infectado con el virus de LA hepatitis C
(VHC). En los proximos afos, el numero de muertes en los Estados Unidos por cancer y enfermedad hepatica
producida por VHC puede superar a las muertes producidas por el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

La transmisiéon del VHC parece requerir un contacto sangre - sangre. Al llevar una sola cadena de acido ribonucleico
(ARN), el VHC contiene un solo gen, que codifica una poliproteina que posteriormente se escinde en al menos 10
proteinas funcionales. Claramente, la capacidad de ensayar en el torrente sanguineo el VHC tiene una gran
importancia. Seria util un ensayo sensible que pudiera detectar la infeccion en una fase temprana.

Los ensayos de deteccion del VHC tipicamente detectan anticuerpos contra el virus VHC. Estos anticuerpos se
detectan en inmunoensayos usando proteinas y péptidos recombinantes que contienen secuencias de las proteinas
de VHC. La mayoria de los ensayos anti-VHC comerciales usan proteinas de las siguientes regiones: proteina del
nucleo, y secuencias de proteinas NS3, NS4 y NS5.

Los anticuerpos anti-nicleo de VHC son uno de los anticuerpos anti-VHC mas extendidos detectados en los
individuos infectados con VHC de forma cronica. La proteina del nucleo de VHC contiene muiltiples epitopos. Usando
péptidos sintéticos de la region del nucleo de VHC, se ha demostrado que la mayoria de estos epitopos estan en el
extremo amino terminal de esta proteina. Por ejemplo, usando péptidos solapantes, cada uno de aproximadamente
15 aminoacidos de longitud, se cred un ELISA para explorar anticuerpos anti-VHC en individuos infectados con VHC
de forma crénica. La Tabla 1 presentada a continuacién muestra las secuencias peptidicas. Como se muestra en la
Tabla 2 presentada mas adelante, los individuos infectados con VHC tienen anticuerpos contra dos o mas de esos
péptidos del nucleo. De esta manera, se ha mostrado que no se necesita el péptido del nucleo completo para
detectar anticuerpos anti-nucleo.

Tabla 1

Péptido ID nimero Secuencia de aminoacidos Localizacién de AA en poliproteina de VHC

0 MSTNPKPQKKNKRNT 1-15 SEC ID N°: 1

1 KNKRNTNRRPQDVKF 10-24 SEC ID N°: 2

2 QDVKFPGGGQIVGGV 20-34 SECID N°: 3

3 QIVGGVYLLPRRGPR 29-43 SEC ID N°: 4
4 RRGPRLGVRATRKTS 39-63 SECIDN°: 5
5 ATRKTSERSQPRGRR 48-62 SEC ID N°: 6
6 PRGRRQPIPKARRPE 58-72 SECIDN°: 7
7 KARRPEGRTWAQPGY 67-81 SEC IDN°: 8
8 AQPGYPWPLYGNEGC 77-91 SEC ID N°: 9
9 YGNEGCGWAGWLLSP 86-100 SEC ID N°: 10
10 WLLSPRGSRPSWGPT 96-110 SEC ID N°: 11
11 SWGPTDPRRRSRLNG 106-120 SEC ID N°: 12
12 SRLNGKVIDTLTCGF 116-130 SEC ID N°: 3
13 LTCGFADLMGYIPLV 126-140 SEC ID N°: 14
14 YIPLVGAPLGGAARA 136-150 SEC ID N°: 15
15 GAARALAHGVRVLED 146-160 SEC ID N°: 16
16 RVLEDGVNYATGNLP 156-170 SEC ID N°: 17
17 TGNLPGCSFSIFLLA 166-180 SEC ID N°: 8
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Un informe reciente indica que la proteina del nucleo de VHC puede detectarse en individuos infectados con VHC
antes de la aparicion de anticuerpos anti-VHC. (S. Lee y col., Vox Sanguinis, 2001; 80: 19-23). Por lo tanto, los
presentes solicitantes sugieren que una forma mas eficaz de deteccién precoz de infeccion por VHC seria un ensayo
de combinacion capaz de detectar la proteina del nucleo de VHC y anticuerpos anti-VHC que incluyen anticuerpos
anti-nucleo.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion describe péptidos y proteinas recombinantes que contienen la secuencia de la proteina del
nucleo del virus de la Hepatitis C en la que uno o mas de los aminoacidos se han modificado o delecionado para
eliminar la capacidad de estas proteinas de unirse a anticuerpos monoclonales murinos anti-VHC especificos. Estas
modificaciones se realizaron en las regiones subrayadas mostradas en la Tabla 3 presentada mas adelante. Las
deleciones y modificaciones se disefian para mantener la capacidad de esta proteina de usarse en inmunoensayos
usados para la deteccion de anticuerpos anti-VHC en individuos infectados con VHC. Estas proteinas del nucleo
modificadas pueden usarse en un ensayo de combinacion para la deteccién simultanea de proteina del nucleo de
VHC y anticuerpos anti-VHC. En el ensayo de combinacion podra detectar VHC antes que los ensayos de
anticuerpo usados actualmente.

Descripcion detallada de la invenciéon

Un objeto de la invencidon es desarrollar secuencias peptidicas que puedan detectar anticuerpos anti-VHC en
presencia de anticuerpos monoclonales anti-nucleo para detectar antigeno del nucleo de VHC. Por lo tanto, un uso
de estos antigenos del niucleo modificados sera usarlos en un ensayo de anti-VHC/nucleo de VHC, o un “ensayo de
combinacion”.

Para este fin, dos o mas anticuerpos monoclonales de la Tabla 4 pueden aplicarse conjuntamente como un
revestimiento con una o mas proteinas del nucleo de VHC modificadas en una fase sdlida, permitiendo de esta
manera que la fase sélida capture anticuerpos anti-nucleo de VHC y antigeno del nicleo. La modificacién se realiza
eliminando el epitopo para el anticuerpo que se usa para la deteccién o captura del nucleo de VHC. La eliminacién
de epitopos puede conseguirse por medios conocidos en la técnica tales como la delecién de partes de la secuencia
del nucleo o la alteracién de aminoacidos en la secuencia del epitopo. Esto puede conseguirse, por ejemplo,
sintetizando estos péptidos por sintesis quimica usando sintetizadores de péptidos disponibles en el mercado o
modificando clones recombinantes que expresan la proteina del nucleo de VHC. Las secuencias recombinantes
pueden modificarse por mutagénesis de un solo o de milltiples sitios dependiente de cebador o deleciones
dependientes de cebador. (B. Tao y K.C. Lee, PCR Technology Current Innovations, 1994 por CRC Press, Inc.,
Capitulo 10, Mutagenesis by PCR).

Otro objeto de la invencion es identificar regiones inmunodominantes de proteina del nucleo de VHC.

Otro objeto de la presente invencién es determinar el patrén de reactividad con péptidos del nucleo entre individuos
infectados con VHC que presentan anticuerpos anti-nucleo.

Los péptidos de la invencidon se generaron manteniendo las partes altamente reactivas de la proteina del ndcleo y
realizando modificaciones en las partes restantes de la secuencia de tal forma que el péptido no se detectara por un
anticuerpo usado para detectar la proteina del nicleo en un ensayo.

En una realizacion preferida, el péptido se modificaria por sustitucion de aminoacidos o deleciéon de aminoacidos en
las regiones subrayadas en la Tabla 3. El resto de la secuencia mostrada en la Tabla 3 no deberia alterarse.

En otra realizacién preferida, los péptidos se usarian en un ensayo de combinacién. Este es uno que es capaz de
detectar simultaneamente tanto antigenos de VHC como anticuerpos contra VHC.

Tabla 3

Secuencia de proteina del nucleo de VHC:

SEC ID N°: 19

MSTNPKPORKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGYYLLPRRGPRLGVRATR
KTSERSQPRGRRQPIPKARRPEGRSWAQPGYPWPLYGNEGCGWAGWLI SPRGSRP
SWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGF
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La eficacia y ventajas de la invencion se ilustran adicionalmente por los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Péptidos sintéticos

Se usaron péptidos sintéticos que incluian la secuencia entera de la secuencia de la proteina del nucleo de VHC. Se
sintetizaron quimicamente dieciocho péptidos solapantes mostrados en la Tabla 1 por sintesis de péptidos en fase
sdlida usando un sintetizador de péptidos. Todos los péptidos se sintetizaron con un resto de cisteina amida C-
terminal. Los péptidos se escindieron de la resina y se purificaron por cromatografia liquida de fase inversa. La
pureza de cada uno de estos péptidos, basada en el analisis de HPLC de fase inversa, fue mayor del noventa y
cinco por ciento (95%). La secuencia de cada péptido se confirmé por analisis de aminoacidos del hidrolizado acido
del péptido. Las identidades estructurales de los péptidos se confirmaron por espectrometria de masas. Todos los
péptidos tenian el peso molecular esperado.

Ejemplo 2

Se aplicaron péptidos sintéticos como un revestimiento sobre micropocillos Immulon 2 (fabricados por Dyanatech) en
tampon borato 50 Mm a una concentraciéon de 1 ug/ml. A cada micropocillo se le afadieron 200 ul de solucion de
péptido y los micropocillos se incubaron a 25 grados centigrados durante 16-20 horas. Los micropocillos se
aspiraron y se lavaron una vez con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia TWEEN 20 para
retirar todo el péptido no unido. Los micropocillos después se revistieron con 300 ul de PBS que contenia albumina
de suero bovino (BSA) al uno por ciento (1%) y sacarosa al tres por ciento (3%) para bloquear todos los sitios de
union de proteina disponibles. Después de 2-4 horas, las placas se aspiraron, se secaron con Turbo Dryer y se
almacenaron en bolsas selladas a 2-8 grados centigrados.

Ejemplo 3

ELISA de péptido sintético

La muestra, 10 ul en 200 ul de diluyente, que se sospechaba que estaba infectada con VHC, se afiadio al
micropocillo revestido con péptido. Después de la incubacion durante aproximadamente una hora, los micropocillos
se lavaron. A los micropocillos lavados se les afiadié IgG anti-humana marcada con peroxidada de rabano picante.
Después de una incubacion durante treinta minutos, los micropocillos se lavaron y se afiadié a cada pocillo una
soluciéon de tampodn orto-fenilenediamina y peroxido de hidrogeno. Después de aproximadamente 30 minutos, se
afiadio acido sulfurico a cada pocillo para detener la reacciéon. Un color naranja o amarillo indicé la presencia de
anticuerpos anti-VHC en la muestra.

Tabla 4

Anticuerpos Monoclonales

La tabla mostrada a continuacién identifica 15 anticuerpos. Los anticuerpos se exploraron en cada etapa de
desarrollo de anticuerpo con placas de pocillos de microtitulacion revestidas con inmunégeno. El inmundgeno usado
para inmunizar los ratones que producian cada cepa de anticuerpo monoclonal se identifica como uno de los
siguientes: péptido ODS 243, un péptido grande definido adicionalmente en el Ejemplo 1; "FLC" significa antigeno
del nucleo de longitud completa, definido en el Ejemplo 1; o péptido del nucleo n® 8 conjugado con KLH, un péptido
corto, definido adicionalmente en la presente memoria. Se muestra la especificidad de cada uno por un péptido
numerado y las secuencias de aminoacidos de cada péptido numerado se identifican en la presente memoria.
Ademas, en la ultima columna se incluye el epitopo al que se une especificamente el anticuerpo, definido por los
aminoacidos que codifican el epitopo.

ATCCn° [ FUSION-AG n°, clon IMMUNOGENO ISOTIPO ESPECIFICIDAD AA

PTA-3811 ODS243,7B4F 11 Péptido ODS 243 IgG 2b Péptido numero 8 del nlcleo de | 77-91
VHC

PTA-3803 ODS243,1E3D12 Péptido ODS 243 IgG2a Péptido numero 9 del nucleo de | 86-100
VHC

PTA-3802 0DS243,7C12C4 Péptido ODS 243 IgG2b Péptido numero 8 del nicleo de | 77-91
VHC

PTA-3813 core#3, 2A11C6 FLC 1gG1 Péptido numero 11 del nucleo de| 106-
VHC 120

PTA-3809 Core#12, 1B7A1 FLC IgG1 Péptido numero 3 del nucleo de | 29-43
VHC

PTA-3805 Core#13, FLC IgG1 Péptido numero 4 del nucleo de | 39-53

5A12G12 VHC

PTA-3812 Core#13, 4HTE7 FLC 1gG1 Péptido numero 5 del nucleo de | 48-62

VHC
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(continuacién)

PTA-3806 Core#13, FLC 1gG1 Péptido numero 6 del nucleo de | 58-72
12F4A11 VHC
PTA-3804 Core#13, FLC IgG1 Péptido numero 7 del nucleo de | 67-81
14D12A12 VHC
PTA-3807 c22-8#4, 6D8E8 | Péptido numero 8 del nucleo IgG1 Péptido numero 8 del nucleo de | 77-91
conjugado con KLH VHC
PTA-3800 Core#12, FLC 1gG2b Péptido numero 10 del nucleo |96-110
4G10G6 de VHC
PTA-3801 Core#13, 6E7E1 FLC IgG2a Péptido nimero 11 del nucleo | 106-
de VHC 120
PTA-3810 Core#13, FLC IgG2b Péptido niumero 11 del nacleo | 106-
11D12A6 de VHC 120
PTA-3808 Core#13, FLC 1gG3 Péptido numero 11 del nucleo | 106-
14B7C3 de VHC 120
PTA-3799 Core#12, 4A6H3 FLC 1gG1 Péptido nimero 16 del nucleo 156-
de VHC 170
Ejemplo 4

Uso de péptidos del nucleo modificados en una ELISA anti-VHC

Se sintetizé quimicamente un péptido que consistia en los aminoacidos 1-43 de la region inmunodominante del
nucleo de VHC. También se sintetizé otro péptido con ciertas deleciones en esta region, particularmente se
delecionaron los aminoéacidos 1-8 y 31-33. Estos péptidos se usaron para ensayar muestras de suero de 40
pacientes cronicos de VHC con respecto al estado de anticuerpo anti-VHC. Los resultados indicaron que 39 de los
40 pacientes no estaban afectados por la delecidon de esas secuencias. Los péptidos de delecién pueden usarse en
combinacion con anticuerpos monoclonales anti-VHC, tales como los mostrados en la Tabla 4, en un ensayo de
combinacién. Pueden usarse péptidos con deleciones de aminoacidos 31-33 con cualquiera de los anticuerpos
monoclonales mostrados en la Tabla 4.

Tabla 5
Péptido/Espécimen ID 265-2 266-2 271-2 272-2
11 2.500 2.500 2.500 2.500
15 2.500 2.500 2.500 2.500
18 2.500 2.500 2.500 2.500
20 2.500 2.500 2.500 2.500
21 2.500 2.500 2.500 2.500
27 2.500 2.500 2.500 2.500
30 2.500 2.500 2.500 2.500
35 0.762 0.911 0.507 0.611
36 2.500 2.500 2.500 2.500
37 2.500 2.500 2.500 2.500
39 2.500 2.500 2.500 2.500
40 2.500 2.500 2.500 2.500
42 2.500 2.500 2.500 2.500
43 1.621 1.255 1.382 1.443
44 2.500 2.500 2.500 2.500
45 2.500 2.500 2.500 2.500
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(continuacion)
Tabla 5
Péptido/Espécimen 265-2 266-2 271-2 272-2
:1% 2.003 1.863 1.058 1.829
47 2.500 2.500 2.500 2.500
48 2.500 2.500 2.500 2.500
49 2.500 2.500 2.500 2.500
50 2.500 2.500 2.500 2.500
52 2.500 2.500 2.500 2.500
53 2.500 2.500 2.500 2.500
54 2.500 2.500 2.500 2.500
55 2.500 2.500 2.500 2.500
58 2.500 2.500 2.500 2.500
59 2.500 2.500 2.500 2.500
60 2.500 2.500 2.500 2.500
62 2.500 2.500 2.500 2.500
65 0.056 0.045 2.237 1.704
66 2.500 2.500 2.500 2.500
67 2.500 2.500 2.500 2.500
68 2.500 2.500 2.500 2.500
70 2.500 2.500 2.500 2.500
73 2.500 2.500 2.500 2.500
75 2.500 2.500 2.500 2.500
78 2.500 2.500 2.500 2.500
80 2.500 2.500 2.500 2.500
84 2.500 2.500 2.170 2.500
90 2.500 2.500 2.500 2.500

Péptido 265 Secuencia de Aminoacidos de Poliproteina de VHC 10-43

Péptido 266 Secuencia de Aminoacidos de Poliproteina de VHC 8-43

Péptido 271 Secuencia de Aminoacidos de Poliproteina de VHC 1-43 con AA 31, 32 y 33 delecionados

Péptido 272 Secuencia Consenso de la Secuencia de Aminoacidos de Poliproteina de VHC 1-43

12




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2365800 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.
<120> Secuencias de proteina del nucleo de VHC
<130> CDS-0288

<150> 60/347.303

<151>11-11-2001

<160> 19

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211>15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 1

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gin Lys Lys Asn Lys Arg Asn Thr
1 5 10 15

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 2

Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Asg Pro GIn Asp Val Lys Phe
i 5 10 15

<210> 3

<211>15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 3

‘Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly GIn Ile Val Gly Gly Val
1 5 10 15

<210>4
13
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<211>15
<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 4

GIn Ile Val Gly Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg

<210>5

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 5

Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Ala Thr Arg Lys Thr Ser
1 : 5 10 15

<210>6

<211>15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 6

Ala Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gln Pro Arg Gly Arg Arg
1 5 10 15

<210>7

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400>7

Pro Arg Gly Arg Arg Gln Pro lle Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu
1 5 10 15

<210>8
14
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<211> 15
<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 8

Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gin Pro Gly Tyr
1 5 ' 10 15

<210>9

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400>9

Ala Gin Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Glu Gly Cys
1 5 10 15

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 10

Tyr Gly Asn Glu Gly Cys Gly Trp Ala Gly Trp Leu Leu Ser Pro
1 5 10 15

<210> 11

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11

Trp Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr
1 5 10 15

<210> 12
<211>15

15
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<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 12

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

<210> 13

<211>15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 13

Ser Arg Leu Asn Gly Lys Val lle Asp Thr Leu Thr Cys Gly Phe
1 5 10 15

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 14

Leu Thr Cys Gly Phe Ala Asp Leu Met Gly Tyr Ile Pro Leu Val
1 5 10 15

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 15

Tyr Ile Pro Leu Val Gly Ala Pro Leu Gly Gly Ala Ala Arg Ala
1 5 10 15

<210> 16
<211>15
<212> PRT

16
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<213> Virus de la hepatitis C

<400> 16

Gly Ala Ala Arg Ala Leu Ala His Gly Val Arg Val Leu Glu Asp
1 5 10 15

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 17

Arg Val Leu Glu Asp Gly Val Asn Tyr Ala Thr Gly Asn Leu Pro
1 5 10 15

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18

Thr Gly Asn Leu Pro Gly Cys Ser Phe Ser Ile Phe Leu Leu Ala
1 5 10 15

<210>19

<211>130

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 19

Met Ser Thr Asn Pro Lys Pro Gln Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn
1 5 10 15

Arg Arg Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly GIn Ile Val Gly
20 25 30
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Gly Val Tyr Leu Leu Pro Arg Arg Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg Ala
35 40 45

Thr Arg Lys Thr Ser Glu Arg Ser Gln Pro Arg Gly Arg Arg Gin Pro
50 33 60

Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Ser Trp Ala Gln Pro Gly
65 70 75 80

Tyr Pro Trp Pro Len Tyr Gly Asn Glu Gly Cys Gly Trp Ala Gly Trp
85 90 95

Leu Leu Ser Pro Arg Gly Ser Arg Pro Ser Trp Gly Pro Thr Asp Pro
100 105 110

Arg Arg Arg Ser Arg Asn Leu Gly Lys Val Ile Asp Thr Leu Thr Cys
115 120 125

Gly Phe
130

18
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REIVINDICACIONES
1. Un kit para la deteccion de VHC que comprende

A) una fase sdlida revestida con proteina del nucleo de VHC modificada, proteina que no es del nucleo de VHC
y al menos un anticuerpo monoclonal anti-nucleo de VHC, y
B) un anticuerpo monoclonal anti-nucleo de VHC marcado,

en el que la proteina del nucleo modificada de la parte A) se ha modificado por sustitucion de uno o mas
aminoacidos o delecidon de uno o mas aminoacidos en al menos dos de las siguientes regiones de la proteina del
nucleo de VHC:

i) restos 1-10;

ii) restos 30-37;
iii) restos 43-50; y
iv) restos 77-130,

retirdndose de esta manera los sitios de unién de los anticuerpos monoclonales anti-nucleo de la parte A) y parte B),
y en el que no estan alterados los restos de aminoéacidos 11-29, 38-42 y 51-76 de la proteina del nucleo de VHC.

2. El kit de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que no es del nucleo de VHC se selecciona entre
c200-3 y NS5.

3. El kit de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo monoclonal anti-VHC marcado esta marcado con
una enzima, un fluoréforo o un marcador radiactivo.

4. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la fase solida es un pocillo de microtitulacion, perla de
poliestireno, perla magnética o membrana.

5. Una proteina del nucleo de VHC modificada, en la que la proteina del nucleo se ha modificado por sustituciéon de
uno 0 mas aminoacidos o delecion de uno o mas aminoacidos en al menos dos de las siguientes regiones de la
proteina del nucleo de VHC:

i) restos 1-10;
ii) restos 30-37;
iii) restos 43-50; y
iv) restos 77-130,
y en el que los restos de aminoacidos 11-29, 38-42 y 51-76 de la proteina del nucleo de VHC no estan alterados.

6. La proteina del nucleo de VHC modificada de la reivindicacion 5, en la que se han delecionado los aminoacidos
MSTNPKPQ (restos 1-8) y los aminoacidos VGG (restos 31-33) de la proteina del nucleo de VHC.
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