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DESCRIPCION
Antigenos de fusion de multiples epitopos del VHC con sitios para escision proteolitica modificados y usos de los mismos

Campo de la técnica

La presente revelacion se refiere a, en general, construcciones del virus de la hepatitis C (VHC) y a procedimientos de uso
de los mismos. Mas particularmente, la invencion se refiere a antigenos de fusién con miultiples epitopos (MEFA)
inmunogénicos del VHC que contienen mudltiples epitopos del VHC, con secuencias de aminoacidos modificadas para
inhibir la escision proteolitica del MEFA por NS3. Las proteinas son Utiles en inmunoensayos para el diagnostico de la
infeccion por VHC.

Antecedentes de la invencion

El VHC es un virus con cubierta con un genoma de ARN monocatenario de hebra positiva de aproximadamente 9,5 kb
que codifica aproximadamente 3010 aminoacidos (Choo y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA (1991) 88:2451-2455;
Takamizawa y col., J. Virol. (1991) 65:1105-1113). La poliproteina del VHC es procesada por el huésped y las proteasas
virales y se convierte en varias proteinas maduras: la proteina del nucleo (C ), las glicoproteinas de la cubierta (E1y E2) y
seis proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b) (Hijikata y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993)
90:10773-10777; Grakoui y col., J. Virol. (1993) 67:1385-1395). NS3 es una proteina de 630 aminoacidos con tres
actividades enzimaticas: Los aproximadamente 180 aminoacidos en N-terminal proporcionan la funcion de serina
proteasa, mientras que los restantes dominios en C-terminal tienen tanto actividad helicasa como NTPasa (Bartenschlager
y col., J. Virol. (1993) 67:3835-3844; Kim y col., Biochem. Biophys. Res. Commun. (1995) 215:160-166; Preugschat y col.,
J. Biol. Chem. (1996) 271:24449-24457). La proteasa NS3 es responsable de las escisiones en los sitios de union NS3/4a,
NS4a/4b, NS4b/5a y NSb5a/5b (Grakoui et al., J. Virol. (1993) 67:2832-2843). NS4a incluye aproximadamente 54
aminoacidos y actua como cofactor de la proteasa NS3 y es esencial para el procesamiento de la poliproteina (Failla y
col., J. Virol (1994) 68:3753-3760).

El VHC es el principal agente etiolégico de hepatitis viral no A no B asociada con transfusion de sangre y adquiridas
extrahospitalariamente (Alter y col., N. Engl. J. Med. (1989) 321:1494-1500; Choo y col., Science (1989) 244:359-362; Kuo
y col., Science (1989) 244:362-364). Actualmente, el VHC afecta a aproximadamente un 3 % de la poblaciéon mundial. El
70 % de estos individuos desarrolla infeccion crénica por VHC, que a menudo progresa a cirrosis hepatica y carcinomas
hepatocelulares (Bruix y col., Lancet (1989) 2:1004-1006; Saito y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87:6547-6549).
La incidencia del VHC postransfusional ha disminuido de forma constante desde la implementacién de la deteccion
selectiva de rutina de los anticuerpos frente al VHC entre donantes sanguineos (Pillonel y col., Transfusion (2002) 42:980-
988). A pesar de la demostrada utilidad de estos ensayos para la deteccion selectiva en sangre y para el diagnostico de
infeccion por VHC en pacientes sintomaticos siguen existiendo importantes retos para la mejora del rendimiento del
ensayo. Dichos retos incluyen reducir la ventana de seronegatividad, mejorar la deteccion de las muestras de VHC de
pacientes con inmunosupresion e incrementar la sensibilidad del ensayo para detectar anticuerpos frente a diferentes
epitopos especificos de genotipo del VHC.

Se han desarrollado varios ensayos para el serodiagnéstico de la infeccion por VHC. Véase, por ejemplo, Choo y col.,
Science (1989) 244:359-362; Kuo y col., Science (1989) 244:362-364; Choo y col., Br. Med. Bull. (1990) 46:423-441;
Ebeling y col., Lancet (1990) 335:982-983; van der Poel y col., Lancet (1990) 335:558-560; van der Poel y col., Lancet
(1991) 337:317-319; Chien, D.Y., publicacion internacional N°® WO 94/01778; Valenzuela y col., publicacion internacional
N° WO 97/44469; y Kashiwakuma y col., patente de EE.UU. n°® 5.871.904.

Los ensayos de anticuerpos ELISA para VHC actualmente aprobados usan principalmente proteinas recombinantes que
contienen epitopos lineales. Por ejemplo, en uno de los ensayos para VHC disponibles comercialmente se usan tres
proteinas recombinantes del nucleo del VHC (C22-3), las regiones NS3 y NS4 (C200) y NS5 (Uyttendaele y col., Vox
Sang. (1994) 66:122-129). La patente de EE.UU. n° 6.632.601 describe inmunoensayos usando epitopos
conformacionales NS3/4a en combinacion con antigenos de fusion de multiples epitopos (MEFA). Para una descripcion
de los MEFA del VHC, véase, por ejemplo, Chien et al., J. Clin. Microbiol. (1999) 37: 1393-1397; publicacién internacional
n® WO 97/44469; las patentes de EE.UU. n°® 6.514.731, 6.428.792; 6.632.601; y la publicacion de patente de EE.UU. n°
20040142321. Los ensayos que usan estos reactivos proporcionan procedimientos sensibles y fiables para detectar la
seroconversion temprana del VHC. NS3/4a, expresada en levaduras y purificada en condiciones no desnaturalizantes, tal
como se describe en la patente de EE.UU. n° 6.632.601, contiene las funciones de proteasa y helicasa. Dado que la
NS3/4a purificada de este modo conserva la conformacion nativa, se ha descubierto que es mas sensible que los
antigenos c200 o ¢33c en la deteccion de anticuerpos de seroconversion temprana. En los ensayos de anticuerpos con
NS3/4a y MEFA 7.1 como antigenos, se detectaron anticuerpos de seroconversion 2-14 dias antes que los ensayos para
VHC comercializados en la actualidad. No obstante, la proteina NS3/4 sufre autohidrdlisis y también escinde el MEFA 7.1
debido a la actividad de NS3 proteasa.

Las publicaciones internacionales n°® WO 04/00547 y WO 01/38360, y la solicitud de patente provisional de propiedad



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2371925713

comun n° 60/604,85 8, describen proteinas del VHC que incluyen dominios mutados de NS3 proteasa con menor actividad
proteolitica. No obstante, sigue existiendo la necesidad de herramientas diagnésticas y prondsticas sensibles y precisas
con el fin de proporcionar una adecuada atencién al paciente, ademas de para prevenir la transmision del VHC mediante
sangre y productos hemoderivados o mediante contacto personal estrecho.

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona un antigeno modificado de fusién de multiples epitopos (MEFA) del virus de la hepatitis
C (VHC), en el que dicho MEFA comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos
80 % con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4, con la condicion de que los aminoacidos
en las posiciones 466, 467, 493, 494, 695, 696, 721, 722, 770, 771, 819 y 820, numeradas con respecto a la SEC ID N° 4,
mantengan los aminoacidos en las correspondientes posiciones de la SEC ID N° 4.

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los MEFA con sitios de escisién mutados para la
NS3 proteasa son capaces de detectar infeccion por VHC. Los MEFA modificados de VHC son inmunorreactivos y son
menos susceptibles a la escision proteolitica mediante la NS3 proteasa del VHC. Por tanto, los MEFA se pueden usar en
inmunoensayos en combinacion con polipéptidos adicionales del VHC, tal como polipéptidos del VHC que conservan la
actividad proteolitica del NS3. En una realizacion representativa de la invencién, el MEFA modificado se usa en
combinacién con un epitopo conformacional NS3/4a en un soporte solido de inmunoensayo. Los MEFA de la invencion no
se degradan durante la produccion de los componentes del inmunoensayo y, por tanto, proporcionan reactivos superiores
para usar en los ensayos del VHC.

El uso de MEFA proporciona las ventajas de disminucién de problemas de enmascaramiento, mejora de la selectividad y
mejora de la sensibilidad para detectar anticuerpos permitiendo un mayor nimero de epitopos en una unidad de area de
sustrato. Los ensayos descritos en el presente documento se pueden usar para detectar infeccion por VHC producida por
cualquiera de los seis genotipos conocidos del VHC.

También se divulgan en el presente documento un antigeno de fusion de multiples epitopos (MEFA) modificado del VHC,
en el que el MEFA comprende al menos un epitopo del dominio de la helicasa del VHC que comprende un sitio de
escision proteolitica de NS3 del VHC y al menos un epitopo de una regidon de NS4 que comprende un sitio de escision
proteolitica de NS3 del VHC, en el que los sitios de escisidon proteolitica de NS3 del VHC presentes en el epitopo del
dominio de la helicasa y el epitopo del NS4 estan mutados, de un modo tal que la escision proteolitica del MEFA
modificado por NS3 esta inhibida con respecto a la escisiéon proteolitica de un MEFA correspondiente que carece de
mutaciones, y en el que, adicionalmente, el MEFA modificado reacciona especificamente con anticuerpos anti-VHC
presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por VHC.

En ciertos aspectos de la divulgacion, las mutaciones en los sitios de escision comprenden una sustitucion de al menos un
aminoacido en cada uno de los sitios, tales como una sustitucion de los aminoacidos naturales que se encuentran en las
posiciones 1428, 1429, 1455 y 1456, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1. En otros aspectos, el MEFA
modificado comprende una sustitucién en la unién NS3/4a de los aminoacidos naturales que se encuentran en las
posiciones 1657 y 1658, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1.

En otros aspectos adicionales, el epitopo de la region NS4 es 5-1-1 y comprende una sustitucion de los aminoacidos
naturales que se encuentran en las posiciones 1711 y 1712, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1. En
ciertos aspectos, el MEFA comprende tres epitopos 5-1-1 de las cepas del VHC 1, 2 y 3, respectivamente, en los que
cada uno de los aminoacidos naturales que se encuentran en las posiciones 1711y 1712 en cada uno de los epitopos 5-
1-1, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1, estan sustituidos.

En aspectos adicionales, el MEFA comprende la secuencia contigua de los aminoacidos correspondientes a los
aminoacidos 1193-1658, numerados con respecto al VHC-1 con una sustitucion de los aminoacidos naturales que se
encuentran en las posiciones 1428, 1429, 1455, 1456, 1657 y 1658, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1, y
dicho MEFA comprende ademas tres epitopos 5-1-1 de las cepas del VHC 1, 2 y 3, respectivamente, en el que cada uno
de los epitopos 5-1-1 comprende la secuencia contigua de los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 1689-
1735, numerados con respecto al VHC-1 con una sustituciéon de cada uno de los aminoacidos naturales que se
encuentran en las posiciones 1711y 1712, numerados con respecto a la secuencia del VHC-1.

En realizaciones adicionales de la invencion, el MEFA comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de
secuencia de al menos 80 % con, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % a la
misma, tal como una identidad de secuencia de al menos 90 % o al menos 98 % con la secuencia contigua de
aminoacidos representada en la SEC ID N° 4, con la condiciéon de que los aminoacidos en las posiciones 466, 467, 493,
494, 695, 696, 721, 722, 770, 771, 819 y 820 de la SEC ID N° 4 mantengan la mutacion que inhibe la escision proteolitica
de NS3 del MEFA. En ciertas realizaciones, el MEFA comprende la secuencia contigua de aminoacidos representada en
la SEC ID N° 4. En ofras realizaciones adicionales, el MEFA consiste en la secuencia contigua de aminoacidos
representada en la SEC ID N° 4.
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En realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a un soporte sélido de inmunoensayo que comprende un MEFA
modificado tal como se ha descrito anteriormente. En realizaciones adicionales, el soporte sélido de inmunoensayo
comprende ademas al menos un epitopo conformacional NS3/4a del VHC, en el que el epitopo conformacional NS3/4a
reacciona especificamente con anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por
VHC.

En ciertas realizaciones, el epitopo conformacional NS3/4a comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad
de secuencia de al menos 80 %, tal como una identidad de secuencia de al menos 90 % o al menos 98 %, con la
secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6. En ciertas realizaciones, el epitopo conformacional
NS3/4a comprende la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6. En otras realizaciones, el
epitopo conformacional NS3/4a consiste en la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

En realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a un procedimiento de deteccion de infeccion por virus de la
hepatitis C (VHC) en una muestra bioldgica. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar un soporte sélido de inmunoensayo como se ha descrito anteriormente;

(b) combinar una muestra biolégica con el soporte sélido en condiciones que permitan que los anticuerpos del VHC,
cuando estén presentes en la muestra bioldgica, se unan al MEFA vy al epitopo conformacional NS3/4a si esta presente,
para formar un primer complejo inmunitario.

(c) anadir al soporte sélido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo un anticuerpo marcado de forma que se
pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con el complejo inmunitario; y

(d) detectar segundos complejos inmunitarios formados entre el anticuerpo marcado de forma que se pueda detectar y el
primer complejo inmunitario, si existen, como indicacion de infeccion por VHC en la muestra bioldgica.

En otras realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a un kit de prueba inmunodiagnéstica que comprende un
soporte sdlido de inmunoensayo tal como se ha descrito anteriormente, e instrucciones para realizar la prueba
inmunodiagndstica.

En realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a un polinucleétido que comprende una secuencia codificadora
para un MEFA modificado tal como se ha descrito anteriormente y un vector recombinante que comprende el
polinucledtido y elementos de control unidos operativamente al polinucleétido, con lo cual la secuencia codificadora se
puede transcribir y traducir en una célula huésped. En realizaciones adicionales, la invencion esta dirigida a una célula
huésped transformada con el vector recombinante. En realizaciones adicionales mas, la invenciéon esta dirigida a un
procedimiento para producir un MEFA recombinante, que comprende:

(a) proporcionar una poblacién de células huésped descrita anteriormente; y

(b) cultivar la poblaciéon de células en condiciones mediante las cuales se expresa el antigeno de fusion de mudltiples
epitopos codificado por la secuencia codificadora presente en el vector recombinante.

En realizaciones adicionales mas, la invencion esta dirigida a un procedimiento para producir un soporte sdlido de
inmunoensayo, que comprende:

(a) proporcionar un soporte solido; y
(b) unir al soporte sélido al menos un MEFA modificado tal como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, la invencion comprende ademas unir al soporte solido en una posicion discreta un epitopo
conformacional NS3/4a del VHC, en el que el epitopo conformacional reacciona especificamente con anticuerpos anti-
VHC presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por VHC. En ciertas realizaciones, el epitopo
conformacional NS3/4a comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 80 %, tal
como una identidad de secuencia de al menos 90 % o al menos 98 %, con la secuencia contigua de aminoacidos
representada en la SEC ID N° 6. En ciertas realizaciones, el epitopo conformacional NS3/4a comprende la secuencia
contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6. En otras realizaciones, el epitopo conformacional NS3/4a
consiste en la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion en diagrama del genoma del VHC, que representa las diversas regiones de la
poliproteina de la cual derivan los presentes reactivos del ensayo (proteinas y anticuerpos).

La Figura 2 es un dibujo esquematico de un inmunoensayo representativo que usa un MEFA modificado de acuerdo con
la invencién, en el que los antigenos del VHC estan inmovilizados sobre un soporte sdlido.
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La Figura 3 es un dibujo esquematico de un formato de inmunoensayo representativo que usa un MEFA modificado con
un soporte solido revestido con estreptavidina.

La Figura 4 es una representacion en diagrama del MEFA 7.1.

Las Figuras 5A-5F (SEC ID N° 1y 2) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos del MEFA 7.1.
Las Figuras 6A-6D son diagramas de la construccion de psMEFA?.

La Figura 7 es un diagrama de la construccion de psMEFA7.1.

La Figura 8 es una representacion en diagrama del MEFA 7.2.

Las Figuras 9A-9F (SEC ID N° 3 y 4) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos del MEFA 7.2.

Las Figuras 10A-10B muestran una comparacion entre las secuencias de aminoacidos de MEFA 7.1 (SEC ID N° 2) y
MEFA 7.2 (SEC ID N° 4). Los cambios estan indicados en negrita.

Las Figuras 11A-11C son diagramas de la construccion de ps.mefa7.2.
Las Figuras 12A-12C muestran MEFA representativos que se pueden modificar para usar con los inmunoensayos objeto.

La Figura 12A es una representacion en diagrama de MEFA 3. La Figura 12B es una representacion en diagrama de
MEFA 5. La Figura 12C es una representacion en diagrama de MEFA 6.

Las Figuras 13A a 13D (SEC ID N° 5 y 6) representan el ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos de un
antigeno conformacional NS3/4a representativo para usar en los presentes ensayos, denominado en el presente
documento "NS3/4a PI". Los aminoacidos en las posiciones 403 y 404 de las Figures 13A a 13D representan
sustituciones de Thr por Pro, y Ser por lle, de la secuencia de aminoacidos nativa del VHC-1

Las Figuras 14A y 14B muestran la actividad proteasa de NS3/4a Pl y su efecto sobre MEFA 7.1 y MEFA 7.2 La Figura
14A muestra un gel de SDS-PAGE vy la Figura 14B muestra una transferencia de tipo western.

Descripcion detallada de la invenciéon

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales de
quimica, bioquimica, técnicas de ADN recombinante e inmunologia, dentro de la experiencia en la técnica. Dichas técnicas
se explican por completo en la literatura. Véase, por ejemplo, Fundamental Virology, 22 Edicion, vol. | y Il (B.N. Fields y
D.M. Knipe, eds.); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir y C.C. Blackwell eds., Blackwell Scientific
Publications); T.E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman y Company, 1993); A.L.
Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., edicién actual); Sambrook, y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(22 Edicion, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.).

También cabe indicar que, como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular “uno”, “una” y “el/la" comprenden las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia a “un antigeno” incluye una mezcla de dos o mas antigenos y similares.

A lo largo del texto se usan las siguientes abreviaturas de aminoacidos:

Alaninta: Ala (A) Arginina: Arg (R)
Asparagina: Asn (N) Acido aspartico: Asp (D)
Cisteina: Cys (C) Glutamina: GIn (Q)
Acido glutdmico: Glu (E) Glicina: Gly (G)
Histidina: His (H) Isoleucina: lle (1)
Leucina: Leu (L) Lisina: Lys (K)
Metionina: Met (M) Fenilalanina: Phe (F)
Prolina: Pro (P) Serina: Ser (S)
Treonina: Thr (T) Triptofano: Trp (W)
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Tirosina: Tyr (Y) Valina: Val (V)

I. Definiciones

En la descripcién de la presente invencién se emplearan los términos siguientes y se pretende definirlos como se indica a
continuacion.

La expresion “que comprende" abarca “que incluye” ademas de “constituido por”, por ejemplo una composicion “que
comprende” X puede estar constituido sélo por X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

El término “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicién que esta “sustancialmente libre”
de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, el término “sustancialmente” puede omitirse de la
definicion de la invencion.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se refieren a un polimero de residuos de aminoacido y no estan limitados a una
longitud minima del producto. Por tanto, péptidos, oligopéptidos, dimeros, multimeros y similares estan incluidos dentro de
la definicion. Tanto las proteinas de longitud completa como fragmentos de las mimas estan dentro de la definicion. Los
términos también incluyen las modificaciones postexpresion del polipéptido, por ejemplo glicosilacion, acetilacion,
fosforilacion y similares. De forma adicional, para los fines de la presente invencion un “polipéptido” se refiere a una
proteina que incluye “modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones (en general de naturaleza
conservadora), en la secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga la actividad deseada. Estas modificaciones
pueden ser deliberadas, como las realizadas mediante mutagénesis dirigida al sitio, 0 puede ser accidental, tal como
mutaciones de huéspedes que producen las proteinas o errores debido a la amplificacién por PCR.

Un polipéptido del VHC es un polipéptido, como se ha definido anteriormente, derivado de la poliproteina del VHC. El
polipéptido no tiene que derivar fisicamente del VHC, sino que puede producirse de forma sintética o recombinante.
Ademas, el polipéptido puede derivar de cualquier de las diversas cepas y aislamientos del VHC, tales como, entre otros,
cualquiera de los aislamientos de las cepas 1, 2, 3, 4, 5 0 6 del VHC. Se conocen numerosas regiones conservadas y
variables entre estas cepas y, en general, las secuencias de aminoacidos de los epitopos derivados de estas regiones
tendran un grado alto de homologia de secuencia, por ejemplo una homologia de secuencia de aminoacidos superior al
30 %, preferentemente superior al 40 %, cuando las dos secuencias estan alineadas. Por tanto, por ejemplo, el término
polipéptido "NS3/4a" se refiere a NS3/4a nativa de cualquiera de las diversas cepas del VHC, asi como analogos,
muteinas y fragmentos inmunogénicos de "NS3/42, tal como se define adicionalmente mas adelante. Los genotipos
completos de muchas de estas cepas se conocen. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 6.150.087 y los
numeros de registro en GenBank AJ238800 y AJ238799.

Con un polipéptido “derivado de” una poliproteina del VHC se quiere decir un polipéptido que comprende una secuencia
de una o mas regiones o porciones de regiones de la poliproteina del VHC de referencia. Normalmente, el polipéptido esta
compuesto por regiones o porciones de regiones que incluyen epitopos y, en general, tienen una secuencia de
aminoacidos sustancialmente homologa a la del polipéptido de referencia, como se define mas adelante. Por tanto, la
expresion “derivado de” se usa para identificar la fuente original de una molécula, pero no se pretende limitar el
procedimiento mediante el cual se produce la molécula que puede ser, por ejemplo, mediante sintesis quimica 0 medios
recombinantes.

Los términos “analogo” y “muteina” hace referencia a derivados biolégicamente activos de la molécula de referencia, o
fragmentos de dichos derivados, que conservan la actividad deseada, tal como inmunorreactividad en los ensayos que se
describen en el presente documento. En general, el término “analogo” hace referencia a compuestos que tienen una
secuencia y estructura de polipéptidos nativa con una o mas adiciones, sustituciones (en general de naturaleza
conservadora de un MEFA modificado, en general de naturaleza no conservadora en los sitios de escision proteolitica de
NS3) y/o deleciones de aminoacidos, respecto a la molécula nativa, siempre que las modificaciones no destruyan la
actividad inmunogénica. El término “muteina” se refiere a polipéptidos que tienen una o mas moléculas similares a
aminoacidos, que incluyen, entre otros, compuestos que comprenden sélo moléculas amino y/o imino, polipéptidos que
contienen uno o mas analogos de un aminoécido (incluidos, por ejemplo, aminoacidos no naturales etc.), polipéptidos con
enlaces sustituidos, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, moléculas naturales y no naturales (p. €j.,
sintéticas), en forma de ciclos, ramificadas y similares. El término también incluye moléculas que comprenden uno o mas
residuos de glicina N-sustituidos (un “peptoide”) y otros aminoacidos o péptidos sintéticos. (Véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. N° 5.831.005; 5.877.278; y 5.977.301; Nguyen y col., Chem Biol. (2000) 7:463-473; y Simon y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:9367-9371 para descripciones de peptoides). Preferentemente, el analogo o muteina
tiene al menos la misma inmunoactividad que la molécula nativa. En la técnica se conocen procedimientos para fabricar
analogos y muteinas de polipéptidos, y se describen adicionalmente mas adelante.
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Como se ha explicado anteriormente, los analogos incluyen, en general, sustituciones de naturaleza conservadora, es
decir sustituciones que tienen lugar en una familia de aminoacidos que estan relacionados por sus cadenas laterales.
Especificamente, en general, los aminoacidos se dividen en cuatro familias: (1) acidos — aspartato y glutamato; (2) basicos
— lisina, arginina, histidina; (3) no polares -- alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y
(4) polares sin carga — glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. En ocasiones, los aminoacidos
fenilalanina, triptéfano y tirosina se clasifican como aminoacidos aromaticos. Por ejemplo, es razonablemente predecible
que una sustitucion aislada de leucina con isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina
0 una sustitucion conservadora similar de un aminoacido con un aminoéacido estructuralmente relacionado, no tendra un
efecto importante sobre la actividad bioldgica. Por ejemplo, el polipéptido de interés puede incluir hasta aproximadamente
5-10 sustituciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras, o incluso hasta aproximadamente 15-25
sustituciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras, o cualquier nimero entero entre 5-25 siempre que la
funcién deseada de la molécula permanezca intacta. Un experto en la técnica puede determinar con facilidad regiones de
la molécula de interés que pueden tolerar cambios con referencia a los graficos de Hopp/Woods y Kyte-Doolittle, bien
conocidos en la técnica.

La expresion “antigeno de fusion de multiples epitopos” o “MEFA”, como se usa en el presente documento quiere decir un
polipéptido en el que multiples antigenos virales estan dispuestos como una cadena sencilla y continua de aminoacidos,
cadena que no se produce en la naturaleza. Como se usa en el presente documento, los MEFA estan limitados a
antigenos del VHC. Los antigenos del VHC pueden estar conectados directamente entre si mediante enlaces peptidicos o
pueden estar separados por secuencias de aminoacidos intermedios. Los antigenos de fusiéon pueden también contener
secuencias exogenas a la poliproteina del VHC. Ademas, las secuencias del VHC presentes pueden derivar de multiples
genotipos y/o aislamientos del VHC. Ejemplos de MEFA concretos que se pueden modificar para usar en los presentes
inmunoensayos se detallan en, por ejemplo, la publicaciéon internacional n® WO 97/44469; las patentes de EE.UU. n°
6.514.731.6.428.792 y 6.632.601. Los MEFA se describen adicionalmente a continuacion.

Por “MEFA modificado” se quiere decir un MEFA como se ha definido anteriormente con una mutacién en la secuencia del
antigeno del VHC natural en uno o mas sitios de escision proteolitica de NS3, de modo que se inhibe la actividad proteasa
de NS3 en el MEFA. Por tanto, los MEFA modificados son menos susceptibles a la escision proteolitica por la NS3
proteasa en comparacion con el MEFA parental no modificado. Los MEFA modificados incluirdn al menos un epitopo
modificado del dominio helicasa y, preferentemente, epitopos de NS4a/NS4b y/o NS5a. Por “epitopo modificado” se
quiere decir que uno o mas sitios de escision proteolitica de NS3 dentro del epitopo esta mutado en comparacién con la
secuencia de aminoacidos natural de modo que se inhibe la escision proteolitica del MEFA por la NS3 proteasa. Las
mutaciones presentes en el MEFA modificado pueden incluir una o mas adiciones, sustituciones (en general, de
naturaleza no conservadora) y/o deleciones de aminoacidos respecto a la molécula nativa, en la que la susceptibilidad a la
escision proteolitica de NS3 se reduce o elimina. En la técnica se conocen procedimientos para medir la escision
proteolitica del MEFA objeto e incluyen incubar los MEFA en cuestion con una proteina que se sabe que tiene actividad
NS3 proteolitica, tal como el antigeno conformacional de NS3/4a que se trata mas adelante y se muestra en las Figuras
13A-13D, y monitorizar los MEFA para determinar la escision. Este ensayo se describe con detalle en los ejemplos.

Por “fragmento” se quiere decir un polipéptido que consiste en sélo una parte de la secuencia polipeptidica de longitud
completa y de la estructura intactas. El fragmento puede incluir una delecién en C-terminal y/o una delecion en N-terminal
del polipéptido nativo. Un “fragmento inmunogénico” de una proteina concreta del VHC incluird, en general, al menos
aproximadamente 5-10 residuos de aminoacidos contiguos de la molécula de longitud completa, preferentemente al
menos aproximadamente 15-25 residuos de aminoacidos contiguos de la molécula de longitud completa y, mas
preferentemente, al menos aproximadamente 20-50 o mas residuos de aminoacidos contiguos de la molécula de longitud
completa, que definen un epitopo, o cualquier nimero entero entre 5 aminoacidos y la secuencia de longitud completa,
siempre que el fragmento en cuestion conserve inmunorreactividad en los ensayos descritos en el presente documento.
Por ejemplo, los fragmentos inmunogénicos preferidos, incluyen, entre otros, fragmentos del nucleo del VHC que
comprenden, por ejemplo, los aminoacidos 10-45, 10-53, 67-88 y 120-130 de la poliproteina, el epitopo 5-1-1 (en la region
NS4a/NS4b del genoma viral), asi como epitopos definidos derivados de cualquiera de las regiones de la poliproteina
mostrada en la Figura 1, tal como, entre otros, E1, E2, NS3 (p. €j., un polipéptido c33c de la region NS3), NS4 (p. €j., el
polipéptido c100 de las regiones NS3/NS4), las regiones NS3/4a y NS5 de la poliproteina del VHC, asi como cualquiera
de los demas epitopos identificados de la poliproteina del VHC. Véase, por ejemplo, Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J. Gastroent. Hepatol. (1993) 8:5S33-39; Chien y col., publicacion internacional
n® WO 93/00365; Chien, D.Y., publicacion internacional n® WO 94/01778; patentes de EE.UU. n°® 6.150.087 y 6.121.020.

El término “epitopo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia polipeptidica de al menos 3 a 5,
preferentemente de aproximadamente 5 a 10 o 15, y no mas de aproximadamente 1.000 aminoacidos (o cualquier
numero entero entre ellos), que definen una secuencia que, por si misma o como parte de una secuencia mas grande, se
une a un anticuerpo generado como respuesta a dicha secuencia. No hay un limite superior critico de la longitud del
fragmento, que puede comprender casi toda la longitud de la secuencia proteica, o incluso una proteina de fusién que
comprende dos o mas epitopos de la poliproteina del VHC. Un epitopo para usar en la invencién objeto no esta limitado a
un polipéptido que tenga la secuencia exacta de la porcion de la proteina parental de la cual deriva. De hecho, los
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genomas virales estan en un estado de flujo constante y contienen varios dominios variables que exhiben grados
relativamente altos de variabilidad entre los aislamientos. Por tanto, el término “epitopo” abarca secuencias idénticas a la
secuencia nativa, asi como modificaciones de la secuencia nativa tales como deleciones, adiciones y sustituciones
internas adicionales (normalmente de naturaleza conservadora).

Las regiones de un polipéptido dado que incluyen un epitopo se pueden identificar usando numeroras técnicas de mapeo
de epitopos bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology,
Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jersey. Por ejemplo, se pueden determinar epitopos
lineales mediante, por ejemplo, sintesis concurrente de nimeros elevados de péptidos sobre soportes solidos, en los que
los péptidos corresponden a porciones de la molécula proteica y haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos
mientras los péptidos siguen unidos a los soportes. Dichas técnicas se conocen en la técnica y se describen en, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n° 4.08.871; Geysen y col. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen y col.
(1985) Proc. Natl. Acad Sci. USA 82:178-182; Geysen y col. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715. Usando dichas técnicas
se han identificado numerosos epitopos del VHC. Véase, por ejemplo, Chien y col., Viral Hepatitis and Liver Disease
(1994) pag. 320, -324 y mas adelante. De forma similar, los epitopos conformacionales se identifican con facilidad
determinando la conformacién espacial de los aminoacidos, tal como, por ejemplo, mediante cristalografia de rayos X y
resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, anteriormente. Las regiones
antigénicas de proteinas también se pueden identificar usando gréaficos de antigeneicidad e hidropatia convencionales,
tales como los calculados usando, por ejemplo, el programa de software Omiga version 1.0 disponible en Oxford
Molecular Group. Este programa informatico emplea el procedimiento de Hopp/Woods Hopp y col., Proc. Natl. Acad. Sci
USA (1981) 78:3824-3828 para determinar los perfiles de antigeneicidad, y la técnica de Kyte-Doolittle, Kyte y col., J. Mol.
Biol. (1982) 157:105-132 para graficos de hidropatia.

Como se usa en el presente documento, la expresion "epitopo conformacional" se refiere a una porcién de una proteina
de longitud completa o un analogo o muteina de la misma, que tiene caracteristicas estructurales nativas de la secuencia
de aminoacidos que codifica el epitopo en la proteina natural de longitud completa. Las caracteristicas estructurales
nativas incluyen, entre otras, glicosilacion y estructura tridimensional. La longitud de la secuencia que define el epitopo
puede estar sujeta a amplias variaciones, ya que se cree que estos epitopos estan formados por la forma tridimensional
del antigeno (p. €j., plegamiento). Por tanto, los aminoacidos que definen el epitopo “pueden ser relativamente pocos en
numero pero ampliamente dispersados a lo largo de la longitud de la molécula (o incluso en diferentes moléculas en el
caso de los dimeros etc.), llegando a la correcta conformacion del epitopo a través del plegamiento. Las porciones del
antigeno entre los residuos que definen el epitopo pueden no ser cruciales para la estructura conformacional del epitopo.
Por ejemplo, la delecién o sustitucion de estas secuencias intermedias pueden no afectar al epitopo conformacional
siempre que las secuencias cruciales para la conformacion del epitopo se mantengan (p. €j. las cisternas implicadas en
los puentes disulfuro, los sitios de glicosilacion etc.).

Los epitopos conformacionales presentes en, por ejemplo, la regién NS3/4a, se identifican facilmente usando
procedimientos tratados anteriormente. Ademas, la presencia o ausencia de un epitopo conformacional en un polipéptido
dado se puede determinar con facilidad mediante deteccion selectiva del antigeno de interés con un anticuerpo (suero
policlonal o monoclonal frente al epitopo conformacional) y comparando su reactividad con la de una versién
desnaturalizada del antigeno que solo conserva epitopos lineales (en su caso). En dicha deteccién selectiva usando
anticuerpos policlonales, puede ser ventajoso absorber el suero policlonal primero con el antigeno desnaturalizado y ver si
conserva anticuerpos frente al antigeno de interés. Adicionalmente, en el caso de NS3/4a, una molécula que conserve la
conformaciéon nativa también tendra actividades enzimaticas de tipo proteasa y, opcionalmente, helicasa. Dichas
actividades se pueden detectar usando ensayos enzimaticos, como se describe adicionalmente mas adelante.

Preferentemente, un epitopo conformacional se produce de forma recombinante y se expresa en una célula a partir de la
cual se puede extraer en condiciones que conserven sus caracteristicas estructurales deseadas, por ejemplo sin
desnaturalizacion del epitopo. Dichas células incluyen células de bacterias, levaduras, insectos y de mamifero. La
expresion y el aislamiento de epitopos conformacionales recombinantes de la proteina del VHC se describen en, por
ejemplo, las publicaciones internacionales n° WO 96/04301, WO 94/01778, WO 95/33053, WO 92/08734. Como
alternativa, es posible expresar los antigenos y renaturalizar después la proteina tras la recuperacion. También se
entiende que la sintesis quimica puede también proporcionar mimitopos antigénicos conformacionales que reaccionan de
forma cruzada con el epitopo conformacional del antigeno “nativo”.

Un "anticuerpo” quiere decir una molécula que se une especificamente a un epitopo de interés presente en un antigeno.
Por “se une especificamente” se quiere decir que el anticuerpo reconoce e interacciona con el epitopo mediante una
interaccion de tipo "llave y cerradura" para formar un complejo entre el antigeno y el anticuerpo, frente a la unién
inespecifica que se podria producir entre el anticuerpo y, por ejemplo, el sustrato de prueba. Por tanto, por ejemplo un
anticuerpo del nucleo del VHC es una molécula que se une especificamente a la proteina del nucleo del VHC, un
anticuerpo frente a NS3/4a del VHC es una molécula que une especificamente a un epitopo de una proteina NS3/4a del
VHC vy asi sucesivamente. De forma similar, un antigeno de interés “reacciona especificamente” son un anticuerpo,
cuando el anticuerpo “se une especificamente” a un epitopo presente en el antigeno. El término “anticuerpo”, como se usa
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en el presente documento, incluye los anticuerpos obtenidos de preparaciones tanto policlonales como monoclonales, asi
como de los siguientes: moléculas de anticuerpos hibridos (quiméricos (véase, por ejemplo, Winter y col. (1991) Nature
349:293-299; y la patente de EE.UU. n°® 4.816.567); los fragmentos F(ab’)2 y F(ab); las moléculas Fv (heterodimeros no
covalentes, véase, por ejemplo, Inbar y col. (1972) Proc Natl Acad Sci USA 69:2659-2662; y Ehrlich y col. (1980) Biochem
19:4091-4096); moléculas Fv de cadena sencilla (sFv) (véase, por ejemplo, Huston y col. (1988) Proc Natl Acad Sci USA
85:5879-5883); construcciones de fragmentos de anticuerpos diméricos y triméricos; minicuerpos (véase, por ejemplo,
Pack y col. (1992) Biochem 31:1579-1584; Cumber y col. (1992) J Immunology 149B:120-126); moléculas de anticuerpos
humanizados (véase, por ejemplo, Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyan y col. (1988) Science
239:1534-1536; y la publicacion de patente del Reino Unido n°® GB 2.276.169, publicada el 21 de septiembre de 1994); y,
cualquier fragmento funcional obtenido de dichas moléculas, en el que dichos fragmentos conservan las propiedades de
unién inmumolodgica de la molécula del anticuerpo parental.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo monoclonal” se refiere a una composicion de anticuerpo
que tiene una poblacién homogénea de anticuerpos. El término no esta limitado por las especies o la fuente del
anticuerpo, ni tampoco se pretende que esté limitado por el modo en el que se fabrica. Por tanto, el término abarca
anticuerpos obtenidos de hibridomas murinos, asi como de anticuerpos monoclonales humanos obtenidos usando
hibridomas humanos en lugar de murinos. Véase, por ejemplo, Cote y col. Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, 1985, pag. 77.

Por “aislado” se quiere decir, al hacer referencia a un polipéptido, que la molécula indicada es distinta y diferenciada del
organismo entero con el cual la molécula se encuentra en la naturaleza o esta presente en ausencia sustancial de otras
macromoléculas biolégicas del mismo tipo. El término “aislado” con respecto a un polinucleétido es una molécula de acido
nucleico desprovista, todo o en parte, de secuencias asociadas normalmente con ella en la naturaleza; o una secuencia,
como existe en la naturaleza, pero que tiene secuencias heterélogas asociadas en ella; o una molécula disociada del
cromosoma.

Por “determinante antigénico equivalente” se quiere decir un determinante antigénico de diferentes subespecies o cepas
de VHC, tal como las cepas 1, 2 o 3 del VHC. Mas especificamente, se conocen epitopos, como el “5-1-1”", que se
producen aproximadamente en las posiciones 1694-1735, numeradas respecto a la secuencia poliproteina del VHC-1
(véase la Figura 1) y dichos epitopos varian entre las cepas 1, 2 y 3. Por tanto, el epitopo 5-1-1 de las tres cepas
diferentes son determinantes antigénicos equivalentes y, por tanto, son “copias” aunque sus secuencias no sean idénticas.
En general, las secuencias de aminoacidos de determinantes antigénicos equivalentes tendran un grado alto de
homologia de secuencia, por ejemplo una homologia de secuencia de aminoacidos superior al 30 %, preferentemente
superior al 40 %, cuando las dos secuencias estan alineadas.

“Homologia” se refiere al porcentaje de similitud entre dos restos polinucleotidicos o dos polipeptidicos. Dos secuencias de
ADN, o dos secuencias polipeptidicas, son “sustancialmente homologas” entre si cuando las secuencias exhiben al menos
aproximadamente 50 %, preferentemente al menos aproximadamente 75 %, mas preferentemente al menos
aproximadamente 80-85 %, preferentemente al menos aproximadamente 90 % y mas preferentemente al menos
aproximadamente 95 %-98 % de similitud de secuencia sobre una longitud definida de las moléculas. Como se usa en el
presente documento, sustancialmente homadlogo también se refiere a moléculas que muestran identidad completa con el
ADN o la secuencia polipeptidica especificados.

En general, “identidad” se refiere a una correspondencia exacta de nucleétido-nucledtido o aminoacido-aminoacido de dos
secuencias de polinucledtidos o polipéptidos, respectivamente. El porcentaje de identidad se puede determinar mediante
una comparacion directa de la informacién de la secuencia entre dos moléculas (la secuencia de referencia y una
secuencia con % de identidad desconocido con respecto a la secuencia de referencia) alineando las secuencias, contando
el nimero exacto de apareamientos entre las dos secuencias alineadas, dividiendo por la longitud de la secuencia de
referencia y multiplicando el resultado por 100.

Se pueden usar programas informaticos disponibles facilmente para ayudar al analisis de la homologia y la identidad, tal
como ALIGN, Dayhoff, M.O. en Atlas of Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Suppl. 3:353-358, National
biomedical Research Foundation, Washington, DC, que adapta el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
Advances in Appl. Math. 2:482-489, 1981 para el analisis peptidico.. Programas para determinar la homologia de la
secuencia nucleotidica estan disponibles en el paquete Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (disponible en
Genetics Computer Group, Madison, WI) por ejemplo los programas BESTFIT, FASTA y GAP, que también dependen del
algoritmo de Smith y Waterman. Estos programas se usan facilmente con los parametros predeterminados recomendados
por el fabricante y descritos en el paquete Wisconsin Sequence Analysis Package al que se ha hecho referencia
anteriormente. Por ejemplo, el porcentaje de homologia de una secuencia nucleotidica concreta con una secuencia de
referencia se puede determinar usando el algoritmo de homologia de Smith y Waterman con una tabla de puntuaciones
predeterminadas y una penalizacion por hueco de seis posiciones de nucleétidos.

Otro procedimientos de establecer un porcentaje de homologia en el contexto de la presente invencion es usar el paquete
MPSRCH de programas de cuyos derechos es propietaria la University of Edimburgo, desarrollados por John F. Collins y
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Shane S. Sturrok, y distribuidos por IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA) De este grupo de paquetes se puede
emplear el algoritmo de Smith-Waterman en el que se usan los parametros predeterminados para la tabla de puntuacién
(por ejemplo, penalizacion por hueco abierto de 12, penalizacion por extension de hueco de uno y un hueco de seis). De
los datos generados, el valor “Correspondencia” refleja “homologia de secuencia’. Otros programas adecuados para
calcular el porcentaje de identidad o similitud entre secuencias generalmente se conocen en la técnica, por ejemplo otro
programa de alineacion es el BLAST, que se usa con parametros predeterminados. Por ejemplo, BLASTN y BLASTP
pueden usarse usando los siguientes parametros predeterminados: Coédigo genético= estandar; filtro= ninguno; hebra=
ambas; corte= 60; previsto= 10; Matriz= BLOSUM®62; Descripciones = 50 secuencias; clasificadas por = PUNTUACION
ALTA,; bases de datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein
+ Spupdate + PIR. Los detalles de estos programas estan disponibles faciimente.

Como alternativa, la homologia se puede determinar mediante hibridacion de polinucleétidos en condiciones que forman
duplex estables entre regiones homologas, seguido de digestion con nucleasa(s) especificas de una cadena y
determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Las secuencias de ADN que son sustancialmente homdlogas se
pueden identificar en un experimento de hibridacion de tipo southern en, por ejemplo, condiciones estrictas tal y como se
define para ese sistema concreto. La definicion de las condiciones de hibridacion adecuadas esta dentro de la experiencia
en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., ant.; DNA Cloning, ant.; Nucleic Acid Hybridization, ant.

Una “secuencia codificadora” o una secuencia que “codifica” un polipéptido seleccionado es una molécula de acido
nucleico que se transcribe (en el caso del ADN) y traduce (en el caso del ARNm) en un polipéptido in vitro o in vivo cuando
se coloca bajo el control de secuencias reguladoras adecuadas. Los limites de la secuencia codificadora estan
determinados por un codoén de iniciacién en el extremo 5' (amino) y un codén de finalizacion de la traduccién en el extremo
3' (carboxi). Una secuencia de terminacion de la transcripcion puede localizarse en 3’ de la secuencia de codificacion.

“Unido operativamente” se refiere a una organizacion de elementos en la que los componentes asi descritos estan
configurados de modo que realizan su funciéon deseada. Por tanto, un promotor dado operativamente unido a una
secuencia codificadora es capaz de efectuar la expresion de la secuencia codificadora cuando estan presentes los
factores de transcripcion adecuados. El promotor no necesita estar contiguo a la secuencia codificadora, mientras que
funcione dirigiendo su expresion. Por tanto, por ejemplo, las secuencias intermedias sin traducir pero transcritas pueden
estar presentes entre la secuencia promotora y la secuencia codificadora, como también puede haber intrones transcritos,
y la secuencia promotora puede seguir considerandose “unida operablemente” a la secuencia codificadora.

“Recombinante”, como se usa en el presente documento para describir una molécula de acido nucleico significa un
polinucledtido de origen gendmico, ADNc, viral, semisintético o sintético que, en virtud de su origen o manipulacion, no
esta asociada con nada o una porcion del polinucleétido con el que esta asociada en la naturaleza. El término
“recombinante”, como se usa con respecto a una proteina o polipéptido quiere decir un polipéptido producido mediante la
expresion de un polinucledtido recombinante. En general, el gen de interés se colona y después se expresa en
organismos transformados, como se describe mas adelante. El organismo huésped expresa el gen extrafio para producir
la proteina en condiciones de expresion.

Un “elemento de control” se refiere a una secuencia de polinucledtidos que ayuda en la expresion de una secuencia
codificadora a la que esta unido. El término incluye promotores, secuencias de terminacién de la transcripcién, dominios
reguladores en 5, sefiales de poliadenilacion, regiones no traducidas, incluidas 5-UTR y 3-UTR, y, cuando sea adecuado,
secuencias lider y potenciadores, que, en conjunto, proporcionan la transcripcion y traduccién de una secuencia
codificadora en una célula huésped.

Un “promotor”, como se usa en el presente documento, es una region reguladora de ADN capaz de unir la ARN
polimerasa en una célula huésped e iniciar la transcripcion de una secuencia codificadora (direccion 3’) posterior unida
operativamente al mismo. Para los fines de la presente invencion, una secuencia promotora incluye el nimero minimo de
bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcion de un gen de interés a niveles detectables por encima del basal.
Dentro de la secuencia promotora hay un sitio de inicio de la transcripcién, asi como dominios de unién a proteina
(secuencias consenso) responsables de la unidn de la ARN polimerasa. Los promotores eucariotas a menudo, aunque no
siempre, contienen cajas “TATA” y cajas “CAT".

Una secuencia de control “dirige la transcripcion” de una secuencia de codificacion en una célula cuando la ARN
polimerasa se une a la secuencia promotora y transcribe la secuencia codificadora en ARNm, que a su vez se traduce en
el polipéptido codificado por la secuencia codificadora.

“Casete de expresion” o “construccion de expresion” se refiere a un ensamblaje que puede dirigir la expresion de la(s)
secuencia(s) o gen(es) de interés. El casete de expresion incluye elementos de control, como se ha descrito
anteriormente, tal como un promotor que esta unido operativamente a la(s) secuencia(s) o gen(es) de interés (para dirigir
su transcripcién directa) y a menudo también incluye una secuencia de poliadenilacion. En ciertas realizaciones de la
invencion, el casete de expresion descrito en el presente documento puede estar contenido dentro de una construccion
plasmidica. Ademas de los componentes del casete de expresion, la construccion plasmidica puede también incluir uno o
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mas marcadores seleccionables, una sefal que permite que la construccion plasmidica exista como ADN monocatenario
(p. €j., un origen de replicacién de M13), al menos un sitio de clonacion multiple y un origen de replicaciéon de “mamifero”
(p. €j., un origen de replicacién de SV40 o de adenovirus).

“Transformacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la insercion de un polinucleétido exégeno en una
célula huésped, al margen del procedimiento usado para la insercion: por ejemplo, transformacién mediante captacion
directa, transfeccion, infeccion y similares. Para procedimientos concretos de transfeccion, véase mas adelante. El
polinucledtido exégeno puede mantenerse como vector no integrado, por ejemplo, un episoma, o, como alternativa, puede
integrarse en el genoma del huésped.

Una “célula huésped” es una célula que se ha transformado, o es capaz de transformarse, con una secuencia de ADN
exdgeno.

Como se usa en el presente documento, una “muestra biolégica” se refiere a una muestra de tejido o fluido aislado de un
sujeto que normalmente incluye anticuerpos producidos por el sujeto. Las muestras tipicas que incluyen dichos
anticuerpos se conocen en la técnica e incluyen, entre otras, sangre, plasma, suero, material fecal, orina, médula dsea,
bilis, liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, muestras de la piel, secreciones externas de la piel, los tractos respiratorio,
intestinal y genitourinario, muestras derivadas del epitelio gastrico y la mucosa gastrica, lagrimas, saliva, leche, células
sanguineas, organos, biopsias, asi como muestras de constituyentes de cultivos celulares in vitro, incluidos, entre otros,
medios acondicionados resultantes del crecimiento de células y tejidos en medio de cultivo, por ejemplo células
recombinantes y componentes celulares.

“Soporte solido” quiere decir una matriz sélida a la que los polipéptidos del VHC usados en los inmunoensayos objeto
estan unidos covalentemente o por medios no covalentes, tales como adsorcion hidréfoba.

“Inmunoldégicamente reactivo” o “inmunorreactivo” quiere decir que el antigeno en cuestién reacciona especificamente con
anticuerpos anti-VHC presentes en una muestra bioldgica de un individuo infectado por VHC.

“Inmunogénico" quiere decir que el antigeno en cuestion producira una reaccion inmunitaria cuando se administre a un
individuo.

“Complejo inmunitario” quiere decir la combinacién formada cuando un anticuerpo se une a un epitopo sobre un antigeno.

Como se usa en el presente documento, los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula
capaz de ser detectada, incluidas, entre ofras, is6topos radioactivos, fluorescentes, quimioluminiscentes, enzimas,
sustratos enzimaticos, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, cromoforos, nanoparticulas fluorescentes,
colorantes, iones metalicos, soles metélicos, ligandos (p. ej., biotina, avidina, estreptavidina o haptenos) y similares. El
término “fluorescente” se refiere a una sustancia o porcion de la sustancia que es capaz de exhibir fluorescencia en la
gama detectable. Ejemplos concretos de marcadores que se pueden usar con la invencidon incluyen, entre otros,
peroxidasa de rabano (HRP), fluoresceina, FITC, rodamina, dansilo, umbeliferona, éster de dimetilacridinio (DMAE), rojo
Texas, NADPH, a-B-galactosidasa.

Il. Modos de llevar a cabo la invencion

Antes de describir con detalle la presente invencion debe entenderse que la presente invencién no se limita a
formulaciones concretas o parametros de procedimientos concretos, ya que todos pueden, por supuesto, variar. Se
entendera también que la terminologia usada en el presente documento es para el propdsito de describir sélo
realizaciones particulares de la invencion y no se desea que sea limitante.

Aunque en la practica de la presente invencidon se pueden usar numerosas composiciones y procedimientos similares o
equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacion se describen los procedimientos y materiales
preferidos.

Como se ha indicado anteriormente, la presente invenciéon se basa en el descubrimiento de nuevos MEFA del VHC con
sitios de escision para la NS3 proteasa de modo que se inhibe la escision proteolitica del MEFA modificado por la NS3
proteasa del VHC. Dichos MEFA modificados son especialmente utiles en procedimientos diagnésticos para deteccion
precisa y precoz de la infeccion por VHC. Los MEFA modificados incluyen varios polipéptidos del VHC, bien de los
mismos o de diferentes genotipos y aislamientos del VHC, tal como multiples epitopos inmunodominantes, por ejemplo
epitopos lineales principales del nucleo del VHC, SECUENCIAS E1, E2, NS3, NS4, 5-1-1, ¢100-3 y NS5.

Los MEFA modificados se pueden usar en inmunoensayos solos o en combinaciéon con otros antigenos del VHC,
preferentemente en combinacién con epitopos conformacionales altamente inmunogénicos derivados de la region NS3/4a
de la poliproteina del VHC. Los inmunoensayos se pueden usar para detectar infeccion por VHC durante las primeras
etapas de la seroconversion del VHC, incrementando de este modo la precision de la deteccion y reduciendo la incidencia
de resultados falsos. Los procedimientos se pueden poner en practica de forma conveniente en un ensayo sencillo usando
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cualquiera de los diversos formatos de ensayo que se describen mas adelante, tales como, entre otros, formatos de
ensayos que usan un soporte solido al que se unen los antigenos del VHC.

Con el fin de entender adicionalmente la invenciéon se proporciona una discusion mas detallada con respecto a MEFA
modificados, epitopos NS3/4a conformacionales del VHC, asi como produccion de las proteinas y procedimientos de usar
las proteinas.

MEFA del VHC

Los genomas de las cepas del VHC contienen un Unico marco de lectura abierto de aproximadamente 9.000 a 12.000
nucledtidos que se transcriben en una poliproteina. Como se muestra en la Figura 1 y la Tabla 1, una poliproteina del
VHC, tras escision, produce al menos diez productos distintos, en el orden siguiente:

NH2-Nucleo-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. El polipéptido del nlcleo se produce en las posiciones
1-191, numerados en relacién con el VHC-1 (véase, Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad Sci. Documento USA 88:2451-
2455, el genoma del VHC-1). Este polipéptido se procesa después para producir un polipéptido del VHC con
aproximadamente 1-173 aminoacidos, Los polipéptidos de la cubierta, E1 y E2, se producen aproximadamente en las
posiciones 192-383 y 384-746, respectivamente. El dominio P7 se encuentra aproximadamente en las posiciones 747-
809. NS2 es una proteina integral de la membrana con actividad proteolitica y se encuentra aproximadamente en las
posiciones 810-1026 de la poliproteina. NS2, en combinacién con NS3, (encontrada aproximadamente en las posiciones
1027-1657), escinde el enlace SISSLE NS2-NS3 que, a su vez, genera el extremo NS3 N y libera una poliproteina grande
que incluye las actividades serina proteasa y ARN helicasa. La proteasa NS3, que se encuentra aproximadamente en las
posiciones 1027-1207, sirve para procesar el resto de la poliproteina. La actividad helicasa se encuentra
aproximadamente en las posiciones 1193-1657 ("dominio helicasa”). NS3 libera un cofactor de NS3 (NS4a, que se
encuentra aproximadamente en las posiciones 1658-1711), dos proteinas (NS4b, que se encuentra aproximadamente en
las posiciones 1712-1972, y NS5a que se encuentra aproximadamente en las posiciones 1973-2420), y una ARN
polimerasa dependiente de ARN (NS5b, que se encuentra aproximadamente en las posiciones 2421-3011). La
terminacion de la maduracion de la poliproteina se inicia mediante escision autocatalitica en la union NS3-NS4a,
catalizada por la NS3 serina proteasa.

Tabla 1

Dominio Limites aproximados*
C (nucleo) 1-191

E1 192-383

E2 384-746

P7 747-809

NS2 810-1026

NS3 1027-1657

NS4a 1658-1711

NS4b 1712-1972

NS5a 1973-2420

NS5b 2421-3011
*Numerado con respecto al VHC-1. Vease Choo y col.
(1991) Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 88:2451-2455.

Se han determinado las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de una serie de cepas y aislamientos de VHC,
incluidas las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de las diversas regiones de la poliproteina del VHC, incluidos
los genes y polipéptidos del Nucleo, NS2, p7, E1, E2, NS3, NS4, NS5a, NS5b.

Las publicaciones que describen los aislamientos del VHC-1 incluyen Choo y col. (1990) Brit. Med. Bull. 46:423-441; Choo
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y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455 y Han y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1711-1715. Los
aislamientos del VHC HC-J1 y HC-J4 se describen en Okamoto y col. (1991) Japan J. Exp. Med 60:167-177. Los
aislamientos del VHC HCT 18~, HCT 23, Th, HCT 27, EC1 y EC 10 se describen en Weiner y col. (1991) Virol. 180:842-
848. Los aislamientos del VHC Pt-1, HCV-K1 y HCV-K2 se describen en Enomoto y col. (1990) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 170:1021-1025. Los aislamientos del VHC A, C, D y E se describen en Tsukiyama-Kohara y col. (1991) Virus
Genes 5:243-254. El aislamiento del VHC J1.1 se describe en Kubo y col. (1989) Japan. Nucl. Acids Res. 17:10367-
10372; Takeuchi y col. (1990) Gene 91:287-291; Takeuchi y col. (1990) J. Gen. virol. 71:3027-3033; y Takeuchi y col.
(1990) Nucl. Acids Res. 18:4626. Las secuencias codificadoras completas de dos aislamientos independientes, HCV-J y
BK, se describen en Kato y col., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:9524-9528 y Takamizawa y col., (1991) J. Viol
65:1105-1113 respectivamente.

Como se ha explicado anteriormente, la divulgacion atafie a antigenos de fusion de multiples epitopos (MEFA)
modificados para uso en inmunoensayos para la deteccion del VHC. Los MEFA modificados incluyen multiples epitopos
del VHC derivados de cualquiera de las diversas regiones virales del VHC mostradas en la Figura 1y la Tabla 1, y como
se describe adicionalmente mas adelante. Normalmente, los MEFA modificados incluyen al menos 3 epitopos,
preferentemente 3-25 o mas epitopos, por ejemplo al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
epitopos 0 mas, tal como 10-20 epitopos, derivados de al menos 3 regiones diferentes de la poliproteina del VHC, mas
normalmente de 4-10 regiones de la poliproteina del VHC, tal como de 5-8, por ejemplo 5, 6, 7, 8, regiones de la
poliproteina del VHC. Los MEFA modificados incluiran al menos un epitopo modificado del dominio helicasa vy,
preferentemente, epitopos de NS4a/NS4b y/o NS5a. Los MEFA modificados pueden también incluir secuencias que no
sean del VHC, tal como secuencias que ayudan en la expresion recombinante del MEFA, incluidas las secuencias de la
superoxido dismutasa, como se describe adicionalmente mas adelante.

En el MEFA modificado, los mdltiples antigenos del VHC estan dispuestos como una Unica cadena continua de
aminoacidos, cadena que no se produce como tal en la naturaleza. Por tanto, el orden lineal de los epitopos es diferente
del orden lineal de estos epitopos en el genoma en el que se producen. El orden lineal de las secuencias de los MEFA
modificados para uso en el presente documento se dispone, preferentemente, para antigeneicidad optima.
Preferentemente, los epitopos proceden de mas de una cepa del VHC, tal como de 2, 3, 4, 5, 6 o mas cepas, de modo
que proporcionan la capacidad afadida de detectar multiples cepas del VHC en un Unico ensayo. Adicionalmente, los
polipéptidos presentes en el MEFA se pueden seleccionar en base a los clados virales concretos endémicos de regiones
geograficas especificas en las que se usaran los inmunodiagndsticos. Es facilmente evidente que dichos MEFA
proporcionan un modo eficaz de diagnosticar la infeccion por VHC en una amplia variedad de contextos. Ademas, el uso
de MEFA modificados garantiza que no se producira la escision proteolitica del MEFA por la NS3 proteasa, de modo que
se proporcionan mejores reactivos para usar en inmunoensayos del VHC.

Los MEFA modificados de la invencion estan mutados en los sitios de escision proteolitica de NS3 de modo que la
escision del MEFA modificado por NS3 se inhibe. Los sitios de escision proteolitica de NS3 se encuentran en los sitios de
unidon NS3/4a, NS4a/4b, NS4b/5a y NS5a/5b (Grakoui y col., J. Virol. (1993) 67:2832-2843). Por tanto, en referencia a la
Tabla 1, estos sitios se producen en las posiciones 1657/1658, 1711/1712, 1972/1973 y 2420/2421, respectivamente,
numerados respecto a la secuencia de poliproteina del VHC-1. Ademas, los sitios de escision también se producen
dentro del dominio de la helicasa de NS3 en las posiciones 1428/1429 y 1455/1456, numerados respecto a la secuencia
de poliproteina del VHC-1. Un experto en la técnica puede determinar sitios adicionales para modificaciéon en base a la
estructura y funcién conocidos de la proteasa NS3 del VHC como se describe en, por ejemplo, De Franceco y col., Antivir.
Ther. (1998) 3:99-109; y Schechter y Berger, Biochim. Biophys. Res. Commun. (1967) 27: 157-162.

De acuerdo con la presente divulgacion, el MEFA se puede modificar mediante delecion de todos o algunos de los sitios
de escision proteolitica de NS3. Como alternativa, la escision proteolitica por la proteasa NS3 se puede inhibir mediante
sustitucion de los aminoacidos dentro de los sitios de escision proteolitica de modo que los sitios no actien como sustrato
para la proteasa NS3. Por Ultimo, las adiciones de aminoacidos de modo que el sitio de escision proteolitica se modifique
para que la NS3 proteasa no actie sobre él también serviran para inhibir la actividad proteolitica. Asimismo, en los
epitopos encontrados en los MEFA de la divulgacién puede haber, aunque no es necesario, modificaciones adicionales
que no afecten a la escision proteolitica. Como sera evidente respecto al uso del MEFA modificado, ninguna modificacion
para eliminar los sitios de escision de la proteasa afectara a la inmunorreactividad del MEFA modificado de este modo.

Por tanto, por ejemplo, uno o mas de los aminoacidos en uno o mas de los sitios anteriores, tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, o todos estos aminoacidos, se pueden sustituir o eliminar con el fin de retrasar la escision proteolitica del MEFA por la
proteasa NS3. Como alternativa, se pueden realizar adiciones en estos sitios de escision con el fin de inhibir la escision
por la proteasa NS3.

En ciertos aspectos de la divulgacion, cada uno de los aminoacidos en todos los sitios de escision proteolitica presentes
en el MEFA estan modificados con el fin de prevenir la escision por la NS3 proteasa. Por tanto, si el MEFA incluye uno o
mas epitopos que abarcan los sitios de escisién en el dominio helicasa, la union NS3/4a, la union NS4a/NS4b, etc., los
aminoacidos que definen los sitios estaran sustituidos o modificados. Sustituciones concretas para sitios en el dominio
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helicasa incluyen una sustitucion del aminoacido Thr por Leu que normalmente se produce en la posicion 1428 de la
poliproteina del VHC-1; una sustitucion de Ser por Pro que normalmente se produce en la posicion 1429 de la poliproteina
del VHC-1; una sustitucion de Asn por Leu que normalmente se produce en la posicién 1455 de la poliproteina del VHC-1;
una sustitucion de Thr por Pro que normalmente se produce en la posicion 1456 de la poliproteina del VHC-1.
Sustituciones concretas en la unién NS3/4a incluyen una sustitucion de Thr por Leu que normalmente se produce en la
posicién 1657 de la poliproteina del VHC-1; una sustitucion de Ser por Pro que normalmente se produce en la posicién
1658 de la poliproteina del VHC-1. Debe entenderse que los aminoacidos indicados anteriormente en estas posiciones
estan con referencia a la secuencia del VHC-1 y que el MEFA puede también incluir epitopos de los dominios helicasa y
NS3/4a de cualquiera de los otros genotipos del VHC que pueden o no tener los mismos aminoacidos en estas
posiciones, en cuyo caso el aminoacido correspondiente se sustituiria con un aminoacido que sirve para inhibir la escisiéon
proteolitica del MEFA por la NS3.

Ademas, un experto en la técnica puede determinar facilmente otras modificaciones adecuadas de aminoacidos en estos
sitios en base a la estructura y funcién conocidos de la proteasa NS3 del VHC como se describe en, por ejemplo, De
Franceco y col., Antivir. Ther. (1998) 3:99-109; y Schechter y Berger, Biochim. Biophys. Res. Commun. (1967) 27:157-
162. En concreto, se sabe que la proteasa NS3 es una serina proteasa y el mecanismo proteolitico se basa en el ataque
nucleofilico del enlace peptidico dirigido por una serina. Las cadenas laterales alineadas de serina, histidina y aspartato
forman la triada analitica comun a la mayoria de las serina proteasas. El sitio activo de las serina proteasas tiene forma de
hendidura en la que se une el sustrato polipeptidico. Schechter y Berger, Biochim. Biophys. Res. Commun. (1967) 27:157-
162 marcaron los residuos de aminoacidos desde el extremo N al C del sustrato polipeptidico (Pi, ..., P3, P2, P1, P1’, P2,
P3', ..., Pj) y sus subsitios de unién respectivos (Si,..., S3, S2, S 1, S1’, S2’, S3,..., Sj) y descubrieron que la escision se
cataliza entre Pal y P1'. La NS3 proteasa adopta un pliegue similar al de la quimotripsina e incluye un sitio muy largo de
union al sustrajo expuesto al disolvente, consistente con el requisito de sustratos peptidicos muy largos (P6-P4’). La
proteasa NS3 tiene preferencia por los residuos de cisteina en la posicion del sustrato P1. Por tanto, en base a la
estructura y funcidon conocidas como se ha descrito anteriormente y en la técnica, un experto en la técnica puede
determinar facilmente otras sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos que serviran para romper los sitios de
escision proteolitica para la proteasa NS3 y, por tanto, producir un MEFA menos susceptible a la escision.

Sustituciones concretas en la unién NS4a/4b, encontradas en el epitopo 5-1-1, si estan presentes en el MEFA, incluyen
una sustitucion de Cys por Pro, que normalmente se produce en la posicién 1711 de la poliproteina del VHC-1 y una
sustitucion de Ser por lle que normalmente se produce en la posicién 1712 de la poliproteina del VHC-1. El epitopo 5-1-1
se encuentra en aproximadamente las posiciones 1694-1735, numeradas con respecto a la secuencia de la poliproteina
del VHC-1. Debe entenderse que los aminoacidos indicados anteriormente en estas posiciones estan con referencia a la
secuencia del VHC-1 y que el MEFA puede también incluir, y preferentemente lo hace, epitopos de los dominios 5-1-1 e
cualquiera de los otros genotipos del VHC que pueden o no tener los mismos aminoacidos en estas posiciones, en cuyo
caso el aminoacido correspondiente se sustituiria con un aminoacido que sirva para inhibir la escision proteolitica del
MEFA por la NS3. Por ejemplo, los aminoacidos nativos en las posiciones 1711 y 1712 del VHC-2 son los mismos que los
encontrados en el VHC-1. El aminoacido en la posicion 1711 del VHC-2 es el mismo que en VHC-1 y VHC-3. No obstante,
el aminoacido de la posicion 1712 del VHC-2 es Ala. Esta Ala puede estar sustituida con, por ejemplo, lle, con el fin de
inhibir la escisién proteolitica del MEFA por la NS3. Ademas, un experto en la técnica puede determinar faciimente otras
modificaciones de aminoacidos adecuadas en estos sitios en base a la estructura y funcién conocidas de la proteasa NS3
del VHC como se describe en, por ejemplo, De Franceco y col., Antivir. Ther. (1998) 3:99-109; y Schechter y Berger,
Biochim. Biophys. Res. Commun. (1967) 27:157-162.

Como se ha explicado anteriormente, los MEFA de la presente divulgacion incluyen al menos uno o mas epitopos
derivados de las regiones NS3 y NS4a (bien lineal o conformacional), tal como de las regiones de helicasa y/o proteasa de
NS3. Por tanto, el MEFA puede incluir multiples epitopos inmunodominantes derivados de la region NS3/4a de uno o mas
aislamientos del VHC. Si se usan multiples epitopos de NS3/4a en la fusién de multiples epitopos, pueden ser epitopos
iguales o diferentes. Como alternativa, el antigeno de fusién puede incluir uno o mas epitopos derivados de la region
NS3/4a, asi como epitopos lineales principales de oftras regiones del VHC tales como, sin limitaciones, secuencias del
nucleo del VHC, E1, E2, P7, NS4b, NS5a y NS5b.

Los polipéptidos que comprenden epitopos derivados de la regién NS3/4a incluyen, sin limitaciones, polipéptidos que
comprenden toda o una porcién de las regiones NS3, NS4a y NS3/4a, y pueden incluir epitopos del dominio helicasa y/o
proteasa de NS3. Se conoce una serie de epitopos de estas regiones, incluidos, entre otros, antigenos derivados de las
regiones ¢33c, c200 y ¢100, asi como proteinas de fusién que comprenden un epitopo NS3, tal como ¢25. Estos y otros
epitopos de NS3 son Utiles en los presentes MEFA y se conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo, Houghton y
col., patente de EE.UU. n° 5.350.671; Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J.
Gastroent. Hepatol. (1993) 8:533-39; Chien y col., publicacion internacional N° WO 93/00365; Chien, D.Y., publicacion
internacional N° WO 94/01778; y las patentes de EE.UU. n° 6.346.375 y 6.150.087.

Ademas, el determinante antigénico conocido como 5-1-1 esta parcialmente dentro de la region NS4a (véase la Figura 1)
y es particularmente util en los MEFA para uso en los ensayos objeto. El epitopo 5-1-1 se encuentra en aproximadamente
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las posiciones 1694-1735, numeradas con respecto a la secuencia de la poliproteina del VHC-1. Este determinante
antigénico aparece en formas diferentes sobre VHC-1, VHC-2 y VHC-3. De acuerdo con esto, en ciertos aspectos de la
divulgacion, todas estas formas de 5-1-1 aparecen en el antigeno de fusion de multiples epitopos usado en los
inmunoensayos objeto.

Los MEFA modificados también pueden incluir epitopos de la region central de cualquiera de los diversos aislamientos del
VHC. Esta region se produce en las posiciones de aminoacidos 1-191 de la poliproteina del VHC, numerados respecto al
VHC-1. En los MEF objeto pueden estar presentes la proteina de longitud completa, fragmentos de la misma, tales como
los aminoacidos 1-150, por ejemplo los aminoacidos 1-130, 1-120, por ejemplo los aminoacidos 1-121, 1-122, 1-123, etc.,
o fragmentos mas pequefios que contienen epitopos de la proteina de longitud completa, tales como los epitopos que se
encuentran entre los aminoacidos 9-32, 10-53, 10-45, 39-42, 64-88, 67-84, 67-88, 120-130, o cualquiera de los epitopos
centrales identificados en, por ejemplo, Houghton y col., patente de EE.UU. n°® 5.350.671; Chien y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J. Gastroent. Hepatol. (1993) 8:533-39; Chien y col., publicacion
internacional n°® WO 93/00365; Chien, D.Y., publicacién internacional n°® WO 94/01778; y patentes de EE.UU. n°® 6.280.927
y 6.150.087. Ademas, se puede usar una proteina resultante de un cambio de marco de lectura en la regién central de la
poliproteina, tal como se describe en la publicacién internacional n® WO 99/63941.

De forma similar, los polipéptidos de las regiones E1 y/o E2 del VHC se pueden usar en los MEFA modificados. E2 existe
como multiples especies (Spaete y col., Virol. (1992) 188:819-830; Selby y col., J. Virol. (1996) 70:5177-5182; Grakoui y
col., J. Viol (1993) 67:1385-1395; Tomei y col., J. Virol. (1993) 67:4017-4026) y se pueden producir cortes y protedlisis en
los extremos N y C del polipéptido E2. Por tanto, un polipéptido E2 para usar en el presente documento puede
comprender proteinas inmunogénicas de longitud completa y truncadas en los extremos N y/o C, tales como proteinas
que tienen los aminoacidos 405-661, por ejemplo, 400,401,402... en 661, por ejemplo 405-444, 383 o0 384-661, 383 o 384-
715, 383 0 384-746, 383 o 384-749 o 383 o 384-809, o 383 o 384 en cualquier extremo C entre 661-809 de una
poliproteina del VHC, numerados con respecto a la poliproteina de longitud completa del VHC-1. Epitopos del VHC
adicionales para uso en los MEFA incluyen epitopos derivados de la region hipervariable de E2, tal como una region que
abarque los aminoacidos 384-414 o 390-410, o la secuencia consenso de esta regién, Gly-Ser-Ala-Ala-Arg-Thr-Thr-Ser-
Gly-Phe-Val-Ser-Leu-Phe-Ala-Pro-Gly-Ala-Lys-GIn-Asn (SEC ID N° 7), que representa una secuencia consenso para los
aminoacidos 390-410 del genoma del VHC de tipo 1. Un epitopo de E2 representativo en un MEFA de la divulgacion
puede comprender un epitopo hibrido que abarque los aminoacidos 384-414. Dicho epitopo de E2 hibrido puede incluir
una secuencia consenso que representa los aminoacidos 390-410 condensados a una secuencia consenso de una
segunda cepa. Como alternativa, el epitopo de E2 presente puede comprender un epitopo hibrido que abarca los
aminoacidos 390-444. Dicho epitopo de E2 hibrido puede incluir una secuencia consenso que representa los aminoacidos
390-410 como se ha detallado anteriormente condensado a, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos nativa para los
aminoacidos 411-444 para E2 del VHC.

Adicionalmente, los MEFA modificados pueden incluir los polipéptidos E1, tales como epitopos que comprenden los
aminoacidos 192-326, 192-330, 192-333, 192-360, 192-363, 192-383, o0 192 en cualquier extremo C entre 326-383, de
una poliproteina del VHC, tal como un epitopo E1 que incluye los aminoacidos 303-320.

Como se ha explicado anteriormente, los antigenos pueden derivar de varias cepas del VHC. Se conocen multiples cepas
virales del VHC y se pueden usar los epitopos derivados de cualquiera de estas cepas en una proteina de fusién. Se sabe
bien que cualquier especie de organismo dada varia de un organismo individual a otro y, ademas, que un organismo dado,
tal como un virus, puede tener una serie de cepas diferentes. Por ejemplo, como se ha explicado anteriormente, el VHC
incluye al menos 6 genotipos. Cada uno de estos genotipos incluye determinantes antigénicos equivalentes. Mas
especificamente, cada cepa incluye una serie de determinantes antigénicos que estan presentes en todas las cepas del
virus, pero que son ligeramente diferentes de una cepa viral a otra. Por ejemplo, el VHC incluye el determinante antigénico
conocido como 5-1-1 (véase la Figura 1). Como se ha explicado anteriormente, este determinante antigénico concreto
aparece en formas diferentes sobre VHC-1, VHC-2 y VHC-3. De acuerdo con esto, en ciertos aspectos de la divulgacion,
todas estas formas de 5-1-1 aparecen en el antigeno de fusién de multiples epitopos usado en los inmunoensayos objeto.
De forma similar, puede también haber determinantes antigénicos equivalentes de la regién del nucleo de diferentes cepas
de VHC. En general, los determinantes antigénicos equivalentes tienen un grado alto de homologia en términos de
secuencia de aminoacidos cuyo grado de homologia es, en general, 30 % o mas, preferentemente 40 % o mas, cuando
estan alineados. El epitopo de muiltiples copias de la presente divulgacion también puede incluir multiples copias que son
copias exactas del mismo epitopo.

La figura 8 muestra un MEFA representativo modificado, denominado en el presente documento “MEFA 7.2”. No obstante,
debe entenderse que otros epitopos derivados del genoma del VHC también encontraran utilidad en los MEFA
modificados de la divulgacion. EI MEFA parental que formé el molde para el MEFA 2 fue "MEFA 7.1." El mapa del MEFA
7.1 y las secuencias de ADN y aminoacidos correspondientes del MEFA 7.1 se muestran en las Figuras 4 y 5A-5F,
respectivamente. El MEFA 7.1 se describe con detalle en la patente de EE.UU. n° 6.632.601. En las figuras 10A-10B se
realiza una comparacion de las secuencias de aminoacidos de MEFA 7.1 y MEFA 7.2, con las diferencias entre las dos
construcciones destacadas en negrita. Todas las diferencias se producen en los sitios de escision proteolitica detallados
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anteriormente. Por tanto, las mutaciones numeradas respecto a la secuencia de MEFA se producen en las posiciones
466, 467, 493, 494, 695, 696, 721, 722, 770, 771, 819 y 820 de las figuras 10A-10B. Estas posiciones de aminoacidos
corresponden a las posiciones 1428, 1429, 1455, 1456, 1657, 1658, 1711, 1712, 1711, 1712, 1711 y 1712 (debido a las
tres repeticiones de 5-1-1), respectivamente, numerados respecto a la secuencia de poliproteinas del VHC-1.

La secuencia de ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos de MEFA 7.2 se muestran en las Figuras 9A-9F. La
féormula estructural general de MEFA 7.2 se muestra en la figura 8 y es la siguiente: hRSOD-E1(tipo 1)-E2 HVR consenso
(tipo 1a)-E2 HVR consenso (tipos 1 y 2)-helicasa mutada (tipo 1)-5-1-1 mutado (tipo 1)-5-1-1 mutado (tipo 3)-5-1-1 mutado
(tipo 2)-c100(tipo 1)-NS5(tipo 1)-NS5(tipo 1)-epitopos del nucleo (tipos 1+2)-epitopos del nucleo (tipos 1+2). Este MEFA
incluye la siguiente secuencia de aminoacidos, numerada con respecto al VHC-1 (la numeracion de los aminoacidos que
se indica a continuacién sigue la designacion de numeracién proporcionada en Choo y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:2451-2455, en la que el aminoacido n° 1 es la primera metionina codificada por la secuencia de codificaciéon de la
region del nucleo): Los aminoacidos 1-156 de la superdxido dismutasa (SOD, usada para potenciar la expresion
recombinante de la proteina), los aminoacidos 303 a 320 de la poliproteina de la region E1; los aminoacidos 390 a 410 de
la poliproteina, que representan una secuencia consenso para la regién hipervariable del VHC-1aE2; los aminoacidos 384
a 414 de la poliproteina de la regién E2, que representan una secuencia consenso para las regiones hipervariables E2 del
VHC-1 y VHC-2; los aminoacidos 1193-1658 de la poliproteina del VHC-1 que define la helicasa, con mutaciones en los
aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 1428, 1429, 1455, 1456, 1657 y 1658 de la poliproteina (aminoacidos
466, 467, 493, 494, 695 y 696, numerados respecto a la secuencia del MEFA mostrada en las Figuras 9A-9F); tres copias
de un epitopo de 5-1-1, los aminoacidos 1689-1735, uno del VHC-1, uno del VHC-3 y uno del VHC-2, copias que son
determinantes antigénicos equivalentes de las tres cepas virales diferentes del VHC y cada una de las cuales tiene
mutaciones en los aminoacidos correspondientes a 1711 y 1712 de la poliproteina (aminoacidos 721, 722, 770, 771, 819y
820, numerados respecto a la secuencia del MEFA mostrada en las Figuras 9A-9F); el polipéptido C100 del VHC del
VHC-1, los aminoacidos 1901-1936 de la poliproteina; dos copias exactas de un epitopo de la regidon NSS del VHC-1,
cada una con los aminoacidos 2278 a 2313 de la poliproteina del VHC; y dos copias exactas de varios epitopos de la
region del nucleo, una del VHC-1 y una del VHC-2, copias que son determinantes antigénicos equivalentes representados
por los aminoacidos 9 a 32, 39-42 y 64-88 del VHC-1 y 67-84 del VHC-2.

La Tabla 2 muestra las posiciones de los aminoacidos de los diversos epitopos con referencia a las Figuras 9A-9F en el
presente documento.

Tabla 2. MEFA 7.2

MEFA n° aa Sitio en extremo 5’ epitopo VHC n° aa Cepa
1-156 Nco1 hSOD
159-176 EcoRI E1 303-320 1
179-199 Hindlll E2 HVR1 consenso 390-410 1
200-230 Hindlll E2 HVR1 + 2| 384-414 1+2
consenso
231-696 Sal Mutantes helicasa 3 | 1193-1658 1
LP
699-745 Sph1 5-1 1 Pl mut 1689-1735 1
748-794 Nru 5-1 1 Pl mut 1689-1735 3
797-843 Cla1 5-1 1 Pl mut 1689-1735 2
846-881 Aval C100 1901-1936 1
884-919 Xba NS5 2278-2313 1
922-957 Bgi1 NS5 2278-2313 1
958-1028 Nco1 Epitopos del nucleo 9-32, 3942 1
64-88 1
67-84 2
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1029-1099 Bal Epitopos del nucleo 9-32, 39-42 1
64-88 1
67-84 2

Por tanto, un MEFA modificado concreto esta representado por MEFA 7.2. También se desean MEFA que muestren una
homologia sustancial con MEFA 7.2, como se ha definido anteriormente. Dichos MEFA pueden tener secuencias que
exhiban al menos aproximadamente 50 %, preferentemente al menos aproximadamente 75 %, mas preferentemente al
menos aproximadamente 80-85 %, preferentemente al menos aproximadamente 90 % y mas preferentemente al menos
aproximadamente 95 %-98 % de identidad de secuencia a lo largo de toda la longitud de las moléculas, siempre que siga
habiendo al menos una modificacién en los sitios de escision proteolitica y, preferentemente, todas las modificaciones en
los sitios de escision proteolitica, y los MEFA sean inmunorreactivos y, por tanto, Utiles en los inmunodiagndsticos del VHC
como se ha descrito en el presente documento.

Como se ha explicado anteriormente, el MEFA 7.2 se preparé usando MEFA 7.1 como molde. No obstante, otros
numerosos MEFA conocidos se pueden modificar como se ha descrito anteriormente, para proporcionar MEFA
modificados adicionales con menor susceptibilidad a la escision proteolitica por NS3, los MEFA que se pueden modificar
como se describe en el presente documento incluyen MEFA-3, MEFA-5 y MEFA-6, representados en las Figures 12A,
12B y 12C, respectivamente, y se describen en las publicaciones internacionales n°® WO 01/96875, WO 01/09609, WO
97/44469 y las patentes de EE.UU n° 6,514,731 and 6,428,792. Por ejempilo, la disposicion de la secuencia del epitopo del
MEFA 6 es similar a la del MEFA 7.2. No obstante, el MEFA 7.2 incorpora la regién hipervariable E2 (HVR) y la secuencia
consenso E2 HVR 1+2. Adicionalmente, la totalidad de la region de la helicasa de NS3 esta incluida en el MEFA 7.2. Por
tanto, el MEFA 7.2 es considerablemente mas grande que el MEFA 6, con un peso molecular de aproximadamente 120
kDa. No obstante, el nivel de expresion en levaduras es similar al de MEFA 6, y se puede purificar hasta una pureza
superior al 95 % y es escalable.

Los MEFA modificados se usan solos o, preferentemente, en combinacién con otro antigeno del VHC, tal como cualquiera
de las proteinas inmunogénicas del VHC descritas anteriormente con referencia a los MEFA. En realizaciones preferidas,
el MEFA modificado se usa en combinacién con un epitopo NS3/4a del VHC, preferentemente un epitopo conformacional,
en inmunoensayos para detectar el virus del VCH. Por tanto, en una realizacion de la invencion, representada en la Figura
2, se realiza un inmunoensayo de captura rapida de ligando usando un MEFA 7.2 y un epitopo NS3/42. La muestra se
combina con los antigenos que pueden estar presentes sobre un soporte sélido, como se describe adicionalmente mas
adelante. Si la muestra esta infectada por VHC, los anticuerpos frente a dichos epitopos presentes sobre el soporte sélido
se uniran a los componentes de soporte sdlido. La deteccidn se realiza mediante la fijacion de un marcador detectable (tal
como peroxidasa de rabano (HRP) como se muestra en la Figura 2) a un miembro del complejo antigeno/anticuerpo. La
fijacion se puede realizar por medios covalentes o mediante la posterior unién de anticuerpos marcados de forma
detectable, o antigenos conocidos, tales como en un ensayo de tipo sandwich estandar, O mediante reaccion enzimatica
cuyo producto es detectable. El marcador detectable puede incluir, entre otros, un croméforo, un anticuerpo, un antigeno,
una enzima, un compuesto reactivo a la enzima cuyo producto de escision es detectable, rodamina o derivado de
rodamina, biotina, avidina, estreptavidina, un compuesto fluorescente, un compuesto quimioluminiscente, tal como éster
de dimetilacridinio (DMAE, Ciba Corning Diagnostics Corp.), derivados y/o combinaciones de estos marcadores.
Convenientemente se puede usar un anticuerpo anti-humano marcado de forma detectable, capaz de detectar una
molécula de IgG humana presente. Como alternativa, se puede usar un antigeno del VHC marcado de forma detectable,
por ejemplo un NS3/4a o un MEFA.

Epitopos conformacionales NS3/4a del VHC

Como se ha explicado anteriormente, es particularmente preferido para usar los MEFA modificados de la invencién en
inmunoensayos en combinacion con un epitopo de la regién NS3/4a. Se ha descrito la region NS3/4a de la poliproteina
del VHC y la secuencia de aminoacidos y la estructura global de la proteina se divulgan en, por ejemplo, Yao y col,,
Structure (November 1999) 7:1353-1363; Sali y col., Biochem. (1998) 37:3392-3401; y Bartenschlager, R, J. Viral Hepat.
(1999) 6:165-181. Véase, también, Dasmahapatra y col., la patente de EE.UU. N° 5.843.752. Los inmunoensayos objeto
pueden usar al menos un epitopo conformacional derivado de la region NS3/4a que existe en la conformacion como se
encuentra en la particula del VHC natural o su producto infeccioso, como se pone de manifiesto mediante la conservacion
de la proteasa y, opcionalmente, las actividades enzimaticas de helicasa normalmente mostradas por el producto génico
de NS3/4a y/o mediante mantenimiento de la inmunorreactividad del antigeno con anticuerpos en una muestra biologica
de un sujeto infectado por el VHC y una pérdida de la inmunorreactividad del epitopo tras la desnaturalizacion del
antigeno. Por ejemplo, el epitopo conformacional se puede romper calentando, cambiando el pH a extremadamente acido
o basico, o afiadiendo desnaturalizantes organicos conocidos, tales como ditiotreitol (DTT) o un detergente adecuado.
Véase, por ejemplo, Protein Purification Methods, a practical approach (E.L.V. Harris y S. Angal eds., IRL Press) y el
producto desnaturalizado comparado con el producto que no se trata como anteriormente.
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La actividad proteasa y helicasa se puede determinar usando ensayos enzimaticos estandar bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, la actividad proteasa se puede determinar usando ensayos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Takeshita y col., Anal. Biochem. (1997) 247:242-246; Kakiuchi y col., J. Biochem. (1997) 122:749-755; Sali y col.,
Biochemistry (1998) 37:3392-3401; Cho y col., J. Virol. Meth. (1998) 72:109-115; Cerretani y col., Anal. Biochem. (1999)
266:192-197; Zhang y col., Anal. Biochem. (1999) 270:268-275; Kakiuchi y col., J. Virol. Meth. (1999) 80:77-84; Fowler y
col., J. Biomol. Screen. (2000) 5:153-158; y Kim y col., Anal. Biochem. (2000) 284:42-48. Un ensayo particularmente
conveniente para analizar la actividad proteasa se establece en los ejemplos siguientes.

De forma similar, los ensayos de la actividad helicasa son bien conocidos en la técnica y la actividad helicasa de un
epitopo NS3/4a puede determinarse usando, por ejemplo, un ensayo ELISA, como se describe en, por ejemplo, Hsu y col.
Biochem. Biophys. Res. Commun. (1998) 253: 594-599; un ensayo de centelleo por proximidad, como se describe en
Kyono y col., Anal. Biochem. (1998) 257: 120-126; ensayos de deteccion selectiva de alto rendimiento, como se describen
en, por ejemplo, Hicham y col., Antiviral Res. (2000) 46:181-193 y Kwong y col., Methods Mol. Med. (2000) 24:97-116; asi
como otros procedimientos de ensayo conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Khu y col., J. Virol. (2001) 75:205-214;
Utama y col., Virology (2000) 273:316-324; Paolini y col., J. Gen. Virol. (2000) 81: 1335-1345; Preugschat y col.,
Biochemistry (2000) 39:5174-5183; Preugschat y col., Methods Mol. Med. (1998) 19: 353-364; y Hesson y col..,
Biochemistry (2000) 39:2619-2625.

Si se usa un epitopo conformacional de NS3/4a, la longitud del antigeno es suficiente para mantener un epitopo
conformacional inmunorreactivo. A menudo, el polipéptido que contiene el antigeno usado tendra casi toda la longitud, no
obstante, el polipéptido puede también truncarse para, por ejemplo, incrementar la solubilidad o mejorar la secreciéon. En
general, el epitopo conformacional que se encuentra en NS3/4a se expresa como un polipéptido recombinante en una
célula y este polipéptido proporciona el epitopo en una forma deseada, como se describe con detalle mas adelante.

Una secuencia de aminoacidos representativa para un polipéptido de NS3/4a se muestra en las Figuras 13A a 13D. La
secuencia de aminoacidos mostrada en las posiciones 2-686 de la Figuras 13A a 13D corresponde a las posiciones de los
aminoacidos 1027-1711 del VHC-1. Un coddn iniciador (ATG) que codifica Met se muestra en la posicion 1.
Adicionalmente, la Thr que normalmente esta en la posicion 1428 del VHC-1 (posiciéon de aminoacido 403 de la Figura 13)
estd mutada en Pro y la Ser que normalmente esta en la posicion 1429 del VHC-1 (posicion de aminoacido 404 de la
Figura 13) esta mutada en lle. Este epitopo conformacional NS3/4a se ha denominado "NS3/4a PI" y "NS3NS4a PI" en el
presente documento. No obstante, ni la secuencia nativa, con o sin una Met en N-terminal, el analogo representado (es
decir, el analogo "PI"), con o sin la Met en N-terminal, u otros analogos y fragmentos se pueden usar en los ensayos
objeto, siempre que el epitopo se produzca usando un procedimiento que conserve o reinstaure su conformacién nativa.
Dasmahapatra y col., la patente de EE.UU. n° 5.843.752 y Zhang y col., la patente de EE.UU. n° 5.990.276, ambas
describen analogos de NS3/4a.

La proteasa NS3 de NS3/4a se encuentra en aproximadamente las posiciones 1027-1207, numeradas con respecto al
VHC-1, las posiciones 2-182 de la Figura 13. Se conocen la estructura de la proteasa NS3 y un sitio activo. VVéase, por
ejemplo, De Francesco y col., Antivir. Ther. (1998) 3:99-109; Koch et al., Biochemistry (2001) 40:631-640. Los cambios en
la secuencia nativa que normalmente seran tolerados seran aquéllos fuera del sitio activo de la molécula. Particularmente,
es deseable mantener los aminoacidos 1- o 2-155 de la Figura 13, con pocas o solo sustituciones conservadoras. Los
aminoacidos que estan mas alla de la posicion 155 toleraran cambios mayores. Adicionalmente, si se usan fragmentos de
la secuencia NS3/4a, en general estos fragmentos incluiran al menos los aminoacidos 1- o 2-155, preferentemente los
aminoacidos 1- 0 2-175, y, mas preferentemente, los aminoacidos 1- o0 2-182, con o sin la Met del extremo N. El dominio
de helicasa se encuentra aproximadamente en las posiciones 1193-1657 del VHC-1 (posiciones 207-632 de la Figura 13).
Por tanto, si se desea la actividad helicasa, esta porcion de la molécula se mantendra con pocos o ningun cambio
conservador. Un experto en la técnica puede determinar con facilidad otras regiones que toleraran cambios en base a la
estructura conocida de NS3/4a.

Como se ha explicado anteriormente, se conoce una serie de antigenos que incluyen epitopos derivados de NS3/4a,
incluidos, entre otros, antigenos derivados de las regiones c33c, c200, c100 y 5-1-1 , asi como proteinas de fusioén que
comprenden un epitopo NS3, tal como ¢25.

Para una descripcion de éstos y otros varios epitopos de otras regiones del VHC, véase, por ejemplo, Houghton y col.,
patente de EE.UU. n° 5.350.671; Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015; Chien y col., J.
Gastroent. Hepatol. (1993) 8:533-39; Chien y col., publicacion internacional N° WO 93/00365; Chien, D.Y., publicacion
internacional N° WO 94/01778; y las patentes de EE.UU. n° 6.280.927 y 6.150.087.

Produccién de antigenos del VHC

Como se ha explicado anteriormente, las moléculas de la presente invencién se producen, en general, de forma
recombinante. Por tanto, los polinucledtidos que codifican antigenos del VHC para usar con la presente invencion se
pueden fabricar usando técnicas estandar de biologia molecular. Por ejemplo, las secuencias polinucleotidicas que
codifican las moléculas descritas anteriormente se pueden obtener usando procedimientos recombinantes, tales como
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mediante deteccion selectiva de bibliotecas de ADNc y genémicas de células que expresan el gen o derivando el gen de
un vector que se sabe que las incluye. Ademas, el gen deseado se puede aislar directamente de moléculas de acido
nucleico viral usando técnicas descritas en la técnica, tal como en Houghton y col., la patente de EE.UU. n°® 5.350.671. El
gen de interés también se puede producir sintéticamente en lugar de clonarse. Las moléculas se pueden disefar con los
codones adecuados para la secuencia concreta. Después, la secuencia completa se ensambla a partir de oligonucleétidos
solapados preparados mediante procedimientos convencionales y reunidos en una secuencia codificadora completa.
Véase, por ejemplo, Edge (1981) Nature 292:756; Nambair y col. (1984) Science 223:1299; y Jay y col. (1984) J. Biol.
Chem. 259:6311.

Por tanto, se pueden obtener secuencias nucleotidicas concretas de vectores que alojan las secuencias deseadas o se
pueden sintetizar completamente o en parte usando diversas técnicas de sintesis de oligonucledtidos conocidas en la
técnica, tal como las técnicas de mutagénesis dirigida a sitio y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuando sea
adecuado. Véase, por ejemplo, Sambrook, ant. En particular, un procedimiento de obtener secuencias nucleotidicas que
codifican las secuencias deseadas es mediante hibridacion de conjuntos complementarios de oligonucleétidos sintéticos
solapantes producidos en un sintetizador automatico convencional de nucleétidos, seguido de unién con una ADN ligasa
adecuada y amplificacion de la secuencia de nucledtidos ligada mediante PCR. Véase, por ejemplo, Jayaraman y col.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4084-4088. Adicionalmente, se pueden usar sintesis dirigida a oligonucleétidos
(Jones y col. (1986) Nature 54:75-82), mutagénesis dirigida a oligonucledtidos de regiones nucleotidicas preexistentes
(Riechmann y col. (1988) Nature 332:323-327 y Verhoeyan y col. (1988) Science 239:1534-1536), y llenado enzimatico de
huecos de oligonucledtidos usando la ADN polimerasa de T4 (Queen y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-
10033) en la invencidon para proporcionar moléculas que tienen alterados los sitios de escision proteolitica y/o menor
susceptibilidad a la proteasa.

En la técnica se conocen procedimientos para producir MEFA y se describen en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°
6,428,792; 6,514,731; 6,632,601; 6,797,809. Brevemente, el ADN que codifica los epitopos deseados para usar en el
MEFA se produce sintéticamente o se obtiene a partir de vectores que lo incluyen, como se ha descrito anteriormente. Se
pueden introducir sitios Unicos para enzimas de restriccion con el fin de conectar las secuencias que codifican los epitopos
en el orden prescrito y potenciar la utilidad de la invencion facilitando las modificaciones del disefio del MEFA. Un experto
en la técnica de la tecnologia de ADN recombinante determina faciimente la eleccién de los sitios para enzimas de
restriccion y los procedimientos de clonacion. Preferentemente, las uniones del epitopo (secuencias de aminoacidos
creadas entre epitopos debido a la clonacion) no generan epitopos inespecificos. Los epitopos inespecificos son, por
ejemplo, secuencias que no son del VHC que no existen adyacentes a los epitopos del VHC en la naturaleza. Los
epitopos inespecificos se pueden unir a anticuerpos en una muestra de prueba produciendo resultados de ensayos falsos
positivos. Para evitar interacciones inespecificas con la MEFA debido a las secuencias de union, la secuencia de ADN que
cadifica la unién puede, por ejemplo, mutarse de modo que se reducen las interacciones inespecificas con la secuencia de
aminoacidos mutantes y es posible la clonacién de los fragmentos de epitopo. La secuencia de nucledtidos se introduce
después dentro de un casete de expresion y un huésped adecuado se transforma con el casete. Se deja que el huésped
exprese las secuencias para proporcionar el MEFA. A continuacion, el MEFA producido se purifica mediante, por ejemplo,
cromatografia de afinidad, procedimiento de se acelera en cierto grado debido a la presencia de las multiples copias de un
epitopo dado.

Los procedimientos para producir mutantes o analogos de la secuencia de nucleétidos deseada, tal como mutantes del
VHC, son bien conocidos. Véase, por ejemplo, Dasmahapatra y col., la patente de EE.UU. n°® 5.843.752, y Zhang y col., la
patente de EE.UU. n° 5.990.276. Los mutantes y analogos de los antigenos del VHC para usar en inmunoensayos pueden
prepararse mediante la delecién de una porcion de la secuencia que codifica el polipéptido de interés, mediante insercién
de una secuencia y/o mediante sustitucion de uno o mas nucleétidos dentro de la secuencia. Los expertos en la técnica
conocen bien las técnicas para modificar las secuencias de nucledtidos, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
similares. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., ant.; Kunkel, T.A. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 82:448;
Geisselsoder y col. (1987) BioTechniques 5:786; Zoller y Smith (1983) Methods Enzymol. 100:468; Dalbie-McFarland y
col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci USA 79:6409.

Una vez que se han preparado o aislado las secuencias codificadoras, dichas secuencias se pueden clonar en cualquier
vector adecuado o replicon. Los expertos en la técnica conocen numerosos vectores de clonacion y la seleccion de un
vector de clonacion adecuado es cuestion de eleccion. Vectores adecuados incluyen, entre otros, plasmidos, fagos,
transposones, césmicos, cromosomas 0 virus, que son capaces de replicarse cuando estan asociados con los elementos
de control adecuados.

Después, la secuencia de codificacion se introduce bajo el control de elementos de control adecuados en funcion del
sistema que se va a usar para la expresion. Por tanto, la secuencia de codificacion se puede introducir bajo el control de
un promotor, sitio de unién al ribosoma (para expresion bacteriana) y, opcionalmente, un operador, de modo que la
secuencia de ADN de interés se transcribe en ARN mediante un transformante adecuado. La secuencia codificadora
puede o no contener un péptido sefial o secuencia lider que después puede eliminarse mediante el procesamiento
postraduccional del huésped. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. nimeros 4,431,739; 4,425,437;4,338,397.
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Ademas de las secuencias de control, puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que permitan la regulacion de la
expresion de las secuencias respecto al crecimiento de la célula huésped. Las secuencias reguladoras son conocidas
para el experto en la técnica y entre los ejemplos se incluyen aquéllos que causan la expresion de un gen que se
encendera o apagara en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluida la presencia de un compuesto regulador. Otros
tipos de elementos reguladores también pueden estar presentes en el vector. Por ejemplo, en el presente documento se
pueden usar elementos potenciadores para incrementar los niveles de expresion de las construcciones. Ejemplos incluyen
el potenciador del gen temprano de SV40 (Dijkema y col. (1985) EMBO J. 4:761), el potenciador/promotor derivado de la
repeticion larga terminal (LTR) del virus del sarcoma de Rous (Gorman y col. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777) y
elementos derivados del CMV humano (Boshart y col. (1985) Cell 41:521), tales como los elementos incluidos en la
secuencia del intrén A del CMV (patente de EE.UU. n° 5.688.688). El casete de expresion puede incluir ademas un origen
de replicacion para la replicacion auténoma en una célula huésped adecuada, uno o0 mas marcadores seleccionables, uno
0 mas sitios de restriccion, un potencial para un nimero de copias altas y un promotor fuerte.

Se construye un vector de expresién de modo que la secuencia codificadora concreta se localice en el vector con las
secuencias reguladoras adecuadas, siendo la posicion y orientacién de la secuencia codificadora con respecto a las
secuencias control tales que la secuencia codificadora se transcribe bajo el “control” de las secuencias control (es decir, la
ARN polimerasa que se une a la molécula de ADN en las secuencias control transcribe la secuencia codificadora). La
maodificacién de las secuencias que codifican la molécula de interés puede ser deseable para conseguir este extremo. Por
ejemplo, en algunos casos, puede ser necesario modificar la secuencia codificadora de modo que pueda unirse a las
secuencias control con la orientacién adecuada; es decir, para mantener el marco de lectura. Las secuencias control y
otras secuencias reguladoras pueden unirse a la secuencia codificadora antes de la insercion en un vector. Como
alternativa, la secuencia codificadora se puede clonar directamente en un vector de expresidon que ya contiene las
secuencias control y un sitio de restriccién adecuado.

Las moléculas se pueden expresar en una amplia variedad de sistemas, incluidos sistemas de expresion de insectos,
mamiferos, bacterias, virus y levaduras, todos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los sistemas de expresion en
células de insectos, tales como los sistemas de baculovirus, son conocidos para el experto en la técnica y se describen en,
por ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987). Materiales y
procedimientos para los sistemas de expresion en células de insecto/baculovirus estan disponibles comercialmente en
forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego CA (kit "MaxBac"). De forma similar, los sistemas de expresion en
bacterias y células de mamifero son bien conocidos en la técnica y se describe en, por ejemplo, Sambrook y col., ant. Los
sistemas de expresion en levaduras también se conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo, Yeast Genetic
Engineering (Barr y col., eds., 1989) Butterworths, London.

También se conocen una serie de células huésped adecuadas con los sistemas anteriores. Por ejemplo, en la técnica se
conocen lineas celulares de mamifero e incluyen lineas de células inmortalizadas disponibles en la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo (ATCC), tales como, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de
rifidn de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS), células de rifidn embrionario humano, células de
carcinoma hepatocelular humano (p. €j., Hep G2), células de rifién bovino de MAdin-Darby (“MDBK”), ademas de ofras.
De igual forma, con los presentes constructos de expresion pueden encontrar utilidad huéspedes bacterianos tales como
E. coli, Bacillus subtilis y Streptococcus spp. Las células huésped de levaduras utiles en la presente invencion incluyen,
entre otras, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida maltase, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica.
Entre las células de insecto para usar con los vectores de expresion de baculovirus se incluyen Aedes aegypti,
Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni

Las moléculas de acido nucleico que comprenden las secuencias de nucledtidos de interés se pueden integrar de forma
estable en el genoma de una célula huésped o se pueden mantener en un elemento episomal estable en una célula
huésped adecuada usando varias técnicas de liberacion génica bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n°® 5.399.346.

Como se ha explicado anteriormente, con el fin de facilitar la expresion recombinante, la secuencia codificadora para
MEFA se puede condensar con otra secuencia, tal como una fusidon con, por ejemplo, una secuencia codificadora de la
proteina de unién a maltosa de E. coli de 50 kDa, una fusion con una secuencia codificadora de una superéxido dismutasa
(SOD) de levaduras o fragmento de la misma, o como una fusién con una secuencia codificadora de ubiquitina. Las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos para la SOD humana se conocen y notifican en Hallewell y col., patente de
EE.UU. n°5.710,033

Segun el sistema de expresion y el huésped seleccionado, las moléculas son producidas por células huésped en
crecimiento transformadas por un vector de expresion descrito en lo que antecede en las condiciones en las que se
expresa la proteina. La proteina expresada se aisla después en la célula huésped y se purifica. Si el sistema de expresé
secreta la proteina en el medio de crecimiento, el producto se puede purificar directamente del medio. Si no se secreta, se
puede aislar de lisados celulares. La seleccion de las condiciones de crecimiento adecuadas y los procedimientos de
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recuperacion estan dentro de la experiencia en la técnica.

Se ha descrito la produccién recombinante de varios antigenos del VHC, incluidos antigenos usados en las diversas
fusiones descritas anteriormente. Véase, por ejemplo, las publicaciones internacionales N° WO 94/01778, WO 93/00365,
WO 04/00547 y WO 01/38360; las patentes de EE.UU. n° 5.350.671, 5.683.864, 6.346.375, 6.150.087, 6.514.731,
6.428.792 y 6.632.601; Chien y col., J. Gastroent. Hepatol. (1993) 8:S33-39; Chien, D.Y., publicacién internacional n® WO
94/01778; Chien y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA (1992) 89:10011-10015 .

Ensayos inmunodiagndsticos

Una vez que se han producido, los antigenos del VHC pueden usarse en casi cualquier formato de ensayo que usa un
antigeno conocido para detectar anticuerpos. Una caracteristica comun a todos estos ensayos es que el antigeno se pone
en contacto con el componente del cuerpo del que se sospecha que contiene anticuerpos del VHC en condiciones que
permitan que el antigeno se una a cualquier anticuerpo presente en el componente. Dichas condiciones normalmente
seran la temperatura fisiologica, pH y fuerza idnica usando un exceso de antigeno. A la incubacion del antigeno con la
muestra le sigue la deteccion de complejos inmunitarios formados con el antigeno.

El disefio de los inmunoensayos esta sujeto a una gran cantidad de variaciones y en la técnica se conocen muchos
formatos. Por ejemplo, los formatos pueden usar soportes soélidos o inmunoprecipitacion. La mayoria de los ensayos
implican el uso de anticuerpos o polipéptidos marcados; los marcadores pueden ser, por ejemplo, moléculas enzimaticas,
fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivos o colorantes, como se trata con detalle anteriormente. También se
conocen ensayos amplifican las sefiales del complejo inmunitarios, ejemplos de los cuales son los ensayos que usan
biotina y avidina, e inmunoensayos marcados y mediados por enzimas, tales como ensayos ELISA.

El inmunoensayo puede ser, sin limitaciones, un formato heterogéneo u homogéneo, y de un tipo convencional o
competitivo. En un formato heterogéneo, normalmente el antigeno se une a una matriz o soporte solido para facilitar la
separacion de los complejos antigeno-anticuerpo de la muestra tras la incubacion. Para los fines de la presente invencion,
un soporte solido puede ser cualquier material que sea una matriz insoluble y puede tener una superficie rigida o
semirigida. Ejemplos de soportes solidos incluyen, entre otros, sustratos tales como nitrocelulosa (p. €j., en forma de
membrana o pocillos de microtitulacién; polivinilcloruro (p. ej., laminas o pocillos de microtitulacion); latex de poliestireno (p.
gj., perlas o placas de microtitulacion) fluoruro de polivinilideno; papel diazotizado; membranas de nylon; perlas activadas,
perlas respondedoras magnéticamente, y similares. Soportes concretos incluyen placas, pastillas, discos, capilares, fibras
huecas, agujas, alfileres, fibras sélidas, perlas de celulosa, perlas de vidrio poroso, geles de silice, perlas de poliestireno
opcionalmente reticuladas con divinilbenceno, perlas de copolimero injertado, perlas de poliacrilamida, perlas de latex,
perlas de dimetilacrilamida opcionalmente reticuladas con N-N'-bis-acriloiletilendiamina y perlas recubiertas con un
polimero hidréfobo.

Si se desea, las moléculas que se van a afiadir al soporte sélido se pueden funcionalizar facilmente para crear restos de
estireno o acrilato, de modo que se permite la incorporacion de las moléculas en poliestireno, poliacrilato u otros
polimeros, tales como poliimida, poliacriamida, polietileno, polivinilo, polidiacetileno, polifenileno-vinileno, polipéptido,
polisacarido, polisulfona, polipirrol, polimidazol, politiofeno, poliéter, epoxis, vidrio de silice, gel de silice, siloxano,
polifosfato, hidrogel, agarosa, celulosa y similares.

El antigeno no tiene que unirse directamente al soporte sélido sino que se puede unir de forma indirecta a través de, por
ejemplo, otra molécula de unidn. Por ejemplo, anticuerpos conocidos que se unen al antigeno se pueden biotinilar y
combinar con un soporte sdlido recubierto con estreptavidina o avidina. El antigeno de interés (p. €j., un MEFA o epitopo
conformacional NS3/4a) se fija al soporte sélido uniéndose al anticuerpo biotinilado. Como alternativa, el antigeno de
interés se puede biotinilar y combinar con un soporte sdlido recubierto con estreptavidina o avidina.

Si en los ensayos se usa mas de un antigeno del VHC, por ejemplo un MEFA maodificado y un epitopo conformacional
NS3/4a, los antigenos se pueden proporcionar sobre el mismo sustrato sélido o sobre diferentes sustratos solidos que se
combinan en el ensayo. Por tanto, por ejemplo, los antigenos pueden estar presentes en forma de entidades pequefias
sobre, por ejemplo, una placa, o puede estar presentes en forma de, por ejemplo, microperlas individuales que se afiaden
para el uso en el ensayo de interés.

En un contexto, como se representa en la Figura 2, primero se hace reaccionar un soporte sélido con los antigenos del
VHC, por ejemplo MEFA 7.2 y NS3/4a del VHC (en conjunto denominados en el presente documento “los componentes
de fase sdlida”) en condiciones de unién adecuadas de modo que las moléculas queden suficientemente inmovilizadas
sobre el soporte. En ocasiones, la inmovilizacién sobre el soporte se puede potenciar acoplando primero el antigeno a una
proteina con mejores propiedades de unién en fase sélida. Proteinas de acoplamiento adecuadas incluyen, entre otras,
macromoléculas tales como seroalbuminas, incluida seroalbumina bovina (BSA), hemocianina de lapa californiana,
moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovoalbumina y otras proteinas bien conocidas para los expertos en la técnica.
Otros reactivos que se pueden usar para unir moléculas al soporte incluyen polisacaridos, acidos polilacticos, acidos
poliglicdlicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y similares. Los expertos en la técnica conocen bien
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dichas moléculas y procedimientos de acoplamiento de estas moléculas a antigenos. Véase, por ejemplo, Brinkley, M.A.
(1992) Bioconjugate Chem. 3:2-13; Hashida y col. (1984) J. Appl. Biochem. 6:56-63; y Anjaneyulu y Staros (1987)
International J. of Peptide and Protein Res. 30:117-124.

Después de la reaccién del soporte soélido con los componentes de fase sélida, mediante lavado se eliminan del soporte
todos los componentes de fase sdlida no inmovilizados y, después, los componentes unidos al soporte se ponen en
contacto con una muestra biolégica de la que se sospecha que contiene anticuerpos contra el VHC (denominados en
conjunto en el presente documento “moléculas ligando”) en condiciones de unién adecuadas. Si en la muestra hay
anticuerpos frente al VIHC, formaran un complejo con los antigenos del VHC sobre el soporte solido. Después de lavar
para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se afiaden los anticuerpos marcados de forma detectable, tales como
anticuerpos anti-xenogénicos (p. €j., anti-humanos) que reconocen un epitopo sobre anticuerpos anti-VHC. Estos
anticuerpos se unen debido a la formacién del complejo.

En la Figura 3 se muestra otro formato de ensayo. Este formato de ensayo, bien conocido en la técnica, usa un soporte
sélido recubierto con estreptavidina que ha reaccionado con anticuerpos marcados con biotina que se unen al MEFA
modificado y, opcionalmente, a NS3/4a, tal como un epitopo conformacional NS3/4a. La muestra se afiade en condiciones
de unién adecuadas. Si en la muestra hay anticuerpos frente al VHC, formaran un complejo con los antigenos del VHC.
Después de lavar para eliminar todas las moléculas ligando no unidas se afiaden los anticuerpos marcados de forma
detectable, como se ha descrito anteriormente.

En un formato homogéneo, la muestra de prueba se incuba con la combinacion de antigenos en solucién. Por ejemplo,
puede ser en condiciones que precipiten cualquier complejo antigeno-anticuerpo que se haya formado. En la técnica
también se conocen formatos tanto convencionales como competitivos para los ensayos homogéneos.

En un formato convencional, la cantidad de anticuerpos frente al VHC que forman el complejo antigeno-anticuerpo esta
controlada directamente. Esto se puede conseguir determinando su los anticuerpos anti-xenogénicos (p. €j., anti-
humanos) que reconocen un epitopo sobre anticuerpos anti-VHC se uniran debido a la formacion del complejo. En un
formato competitivo, la cantidad de anticuerpos contra el VHC en la muestra se deduce monitorizando el efecto de la
competicién sobre la union de una cantidad conocida de anticuerpo marcado (u otro ligando competitivo) en el complejo.

Mas particularmente, los complejos formados que comprenden anticuerpo anti-VHC (o, en el caso de los ensayos
competitivos, la cantidad de anticuerpo competitivo) se detectan mediante cualquiera de una serie de técnicas conocidas,
dependiendo del formato. Por ejemplo, los anticuerpos frente al VHC no marcados en el complejo se pueden detectar
usando un conjugado de Ig anti-xenogeneica en complejo con un marcador (p. €j., un marcador enzimatico). En un
formato de ensayo de inmunoprecipitacién o aglutinacion, la reaccion entre los antigenos del VCH t el anticuerpo forma
una red que precipita en la solucién o suspension y forma una capa o pelicula visible de precipitado. Si no hay anticuerpo
anti-VHC presente en la muestra de prueba, no se forma ningun precipitado visible.

En una realizacion alternativa, el MEFA modificado o NS3/4a se puede usar en un formato de ensayo de tipo sandwich
como agente de deteccién. Los ensayos de tipo sdndwich son bien conocidos en la técnica.

Los reactivos de ensayo descritos con anterioridad, incluido el soporte sdélido de inmunoensayo con anticuerpos y
antigenos unidos, asi como los anticuerpos y antigenos que se van a hacer reaccionar con la muestra capturada, se
pueden proporcionar en kit, con instrucciones adecuadas y otros reactivos necesarios, con el fin de realizar los
inmunoensayos tal como se ha descrito anteriormente. Normalmente el kit contendra en contenedores separados la
combinacién de antigenos (ya unidos a una matriz sélida o por separado con reactivos para su uniéon a la matriz),
formulaciones de anticuerpo control (positivos y/o negativos), anticuerpos marcados cuando el formato de ensayo lo
requiere y reactivos generadores de sefial (p. €j., sustrato enzimatico) si el marcador no genera una sefial directamente.
Normalmente en el kit vienen incluidas las instrucciones (p. €j., por escrito, cinta, VCR, CD-ROM etc.) para llevar a cabo el
ensayo. El kit también puede contener, segun el inmunoensayo concreto usado, otros reactivos y materiales envasados
(es decir, tampones de lavado y similares). Varios inmunoensayos, como los que se han descrito en lo que antecede, se
pueden realizar usando estos kits.

Ill. Parte experimental

A continuacion se encuentran ejemplos de formas de realizacién especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los
ejemplos se ofrecen Unicamente con fines ilustrativos y no estan destinados a limitar el alcance de la presente invencion
de ninguin modo.

Se han realizado esfuerzos para asegurar la precisiéon con respecto a los nuimeros usados (p. €j., cantidades,
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se permiten algunos errores y desviaciones experimentales.

Ejemplo 1

Construccion de MEFA 7.1 y MEFA 7.2
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El ejemplo siguiente ilustra la preparacion de un casete de poliproteina de mdltiples epitopos del VHC. La poliproteina
expresada a partir del casete de mudltiples epitopos se denomina, en el presente documento, antigeno de fusion de
multiples epitopos (MEFA). Preferentemente, cuando se repite un epitopo, la copia o copias adicionales se disponen en
tandem en la misma orientacion. Se entiende que la regidon de una secuencia codificadora viral usada como epitopo se
puede variar ligeramente y seguir conservando actividad antigénica y que la designacion de la numeracién de aminoacidos
puede variar de una cepa a otra. Por tanto, los epitopos repetidos pueden variar con respecto a otro en una secuencia de
aminoacidos debido a las variaciones de secuencia de la cepa y/o la designacion de la numeracion. Preferentemente, las
secuencias de aminoacidos de epitopos repetidos dentro de un MEFA tienen una homologia de al menos el 30 % a nivel
de aminoécido, mas preferentemente una homologia de al menos el 40 % a nivel de aminoacido.

Se introdujeron sitios Unicos para enzimas de restriccion con el fin de conectar los epitopos en el orden prescrito y
potenciar la utilidad de la invencion facilitando las modificaciones del disefio de un antigeno quimérico. Un experto en la
técnica de la tecnologia de ADN recombinante determina facilmente la eleccion de los sitios para enzimas de restriccion y
los procedimientos de clonacion. Preferentemente, las uniones del epitopo (secuencias de aminoacidos creadas entre
epitopos debido a la clonacién) no generan epitopos inespecificos. Los epitopos inespecificos son, por ejemplo,
secuencias que no son del VHC que no existen adyacentes a los epitopos del VHC en la naturaleza. Los epitopos
inespecificos se pueden unir a anticuerpos en una muestra de prueba produciendo resultados de ensayos falsos positivos.
Preferentemente, la proteina de fusion de muiltiples epitopos se analiza para detectar resultados falsos positivos debido a
las secuencias generadas en las uniones del epitopo. Para evitar interacciones inespecificas con la MEFA debido a las
secuencias de union, la secuencia de ADN que codifica la unién puede, por ejemplo, mutarse de modo que se reducen las
interacciones inespecificas con la secuencia de aminoacidos mutantes y es posible la clonacion de los fragmentos de
epitopo.

Los casetes de expresiéon de MEFA 7.1 y 7.2 del VHC se construyeron clonando las secuencias nucleotidicas de
codificacion que contienen epitopos principales en una matriz en tdndem, como se muestra en, por ejemplo, las Figuras 4
y 8 que muestran representaciones en diagrama de MEFA 7.1y 7.2, respectivamente. Un epitopo principal se escogié en
base a la frecuencia de la reaccion del anticuerpo y la intensidad de la reaccién (titulo) con el epitopo (Chein, D.Y. y col.
(1994) Viral Hepatitis and Liver Disease, pag. 320-324). Los diversos fragmentos de ADN que codifican los epitopos del
VHC se construyeron mediante amplificaciéon por PCR o mediante oligonucleétidos sintéticos. Los aminoacidos de cada
segmento de MEFA 7.2 se indican en la Tabla 2 anteriormente y se muestran en las Figuras 9A-9F. Choo y col., (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2451-2455determinaron la secuencia completa de aminoacidos del VHC-1 (3011
aminoacidos). En la patente de EE.UU. n° 5.350.671 se describen oligonucledtidos capaces de unirse a VHC. La
numeracion de los aminoacidos en los epitopos de la invencion sigue la designacion de numeracién proporcionada en
Choo y col., anteriormente, en la que el aminoacido nimero 1 es la primera metionina codificada por la secuencia de
codificacion de la region del nucleo, a menos que se especifique lo contrario. Por ejemplo, un segmento de epitopo de
NS5 esta representado por los aminoacidos 2278 a 2313 de la poliproteina del VHC. Un epitopo de la region E1 esta
representado por los aminoacidos 303 a 320, numerados con respecto a la poliproteina del VHC.

Los MEFA 7.1 y 7.2 contienen, cada uno, epitopos de VHC-1, VHC-2 y VHC-3, lo que permite la deteccion de multiples
tipos de un virus en un uUnico ensayo. En el documento WO 96/27153 se encuentran procedimientos para determinar el
serotipo del VHC. Por ejemplo, se ha encontrado que los epitopos de la region 5-1-1 varian entre los serotipos del VHC.
Una copia de cada uno de los epitopos de la region 5-1-1 especificos del tipo de VHC en los MEFA descritos en el
presente documento permite la unién de cualquiera de los tipos de VHC que pueden estar presentes en la muestra
bioldgica de prueba.

Las construcciones MEFA se sometieron a ingenieria genética para expresién en Saccharomyces cerevisiae, usando el
vector de expresion en levaduras pBS24.1, que contiene secuencias de 2 p para la replicacién autbnoma en levaduras y
los genes de levadura leu2-d y URA3 como marcadores seleccionables. El gen de la B-lactamasa y el origen de
replicacion de ColE1, requerido para la replicacion del plasmido en bacterias, también estaban presentes en este vector de
expresion. El vector de expresion en levaduras para MEFA 7, ps.MEFA7, se construy6 en primer lugar. Posteriormente, el
plasmido se modificd en la regién codificadora para los epitopos del nucleo del VHC para crear el plasmido ps.MEFA7.1,
que cadifica el antigeno MEFA7.1. Por ultimo, el antigeno MEFA 7.2 se cred mutando los sitios de escision proteolitica de
NS3 presentes en las posiciones de aminoacidos 1428/1429, 1455/1456, 1657/1658 y 1711/1712 (en el epitopo 5-1-1,
presente como tres repeticiones).

En particular, como se muestra en las Figuras 6A-6D se construyd un plasmido de expresion en levaduras para MEFA 7
del siguiente modo. En primer lugar, a partir del plasmido de expresion ps.MEFA6 que codifica MEFA 6 (Figura 12C),
descrito en la publicacion internacional n® WO 97/44469, se aislé un fragmento de BamHI/Hindlll de 186 pb que codifica el
promotor hibrido ADH2/GAPDH, hSOD (SOD humana, aminoacidos 1-156), seguido de un epitopo de E1 (aminoacidos
303-320, cepa VHC-1). A continuacion se cred un fragmento de ADN sintético de Hindlll/Sphl de 269 pb, que contiene la
secuencia codificadora para el epitopo consenso E2 HVR1a (aminoacidos 390-410, VHC-1), el epitopo consenso E2
HVR1+2 (aminoacidos 384-414, HCV1+2) y el extremo 5’ del dominio helicasa (aminoacidos 1193-1229, VHC-1). A partir
del ADN del plasmido pTac5/Hell se purificd en gel un fragmento Sphl/EciX] de 1264 pb, que codifica el resto del dominio
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helicasa (aminoacidos 1230-1651, VHC-1). El fragmento de ADN sintético de Hindlll/Sphl y el fragmento de 1264 pb de
Sphl/EcIX] se unieron en el vector pSP72new.Hindlll/EclX] para producir pSP72new.Hindlll/EclXl/e2.helicasa. Este vector
derivd de pSP72, un vector de E. coli disponible comercialmente en Promega, Madison, WI (véase, GenBank/EMB,
numero de registro X65332). En particular, para facilitar la subclonacion de varios epitopos de MEFA 7 se introdujo un
nuevo poliengarce del sitio de clonacion multiple (MCS) mediante oligos sintéticos, entre los sitios Sphl y Bglll de pSP72.
Este nuevo plasmido, denominado pSP72new, se digiri6 con Hindlll y EclXl (también conocido como Eagl), que tienen
sitios Unicos en el MCS. Después se desfosforild y purifico en gel.

Las células HB101 competentes se transformaron con el plasmido y se sembraron en placas Luria con agar que contienen
100 pg/ml de ampicilina. Los clones deseados se identificaron usando andlisis de ADN miniprep. Después de la
verificacion de la secuencia, el subclon n° 4 del plasmido pSP72new.Hindlll/EciXl/e2.helicasa se digirié con Hindlll and
EcIXl(Eagl) para generar un fragmento de 1534 pb. El fragmento de Hindlll/EclX] se purificd en gel y se ligd con los
oligonucledtidos EclXl/Sphl, que codifican los ultimos aminoacidos del dominio helicasa (aminoacidos 1651-1658, VHC-1)
en un vector pPGEM7 sometido a Hindlll/Sphl. Las células HB101 competentes se transformaron y se sembraron en Luria-
ampicilina. Tras la identificacion de los clones deseados y la confirmacion de la secuencia, el subclon n° 9 de ,
pGEM7Hindlll/Sphl se digirié con Hindlll y Sphl para generar un fragmento de 1560 pb, que se purifico en gel (Véase, la
Figura 6A).

Para ensamblar la porcion del extremo 3' de MEFA 7, se realizaron las etapas siguientes. Los epitopos 5-1-1
(aminoacidos 1689-1735) de VHC1-, VHC-3 y VHC-2 (en este orden) se aislaron en gel a partir de ps.MEFABG, el plasmido
de expresion que codifica MEFA 6, descrito en la publicacion internacional n® WO 97/44469, como un fragmento de
Sphl/Aval de 441 pb. Este fragmento se ligd con oligonucledtidos sintéticos Aval/Xbal que codifican el epitopo ¢100
(aminoéacidos 1901-1936) en un vector pSP72new.Sphl/Xbal. Después de la transformacion de HB101, la identificacion
del clon y la verificacion de la secuencia, el subclon n°® 6 pSP72newSXi se digirié con Xbal and Notl para preparar un
vector pSP72newXbal/Notl. Adicionalmente, a partir de ps.MEFA6 se aislo un fragmento de Xbal/Nocl de 221 pb que
codificaba una doble repeticion de un epitopo de NS5 (aminoacidos 2278-2313, VHC-1). El fragmento de Xbal/Nocl se ligd
con los oligonucledtidos Nocl/Notl, que codifican los primeros aminoacidos del epitopo del nucleo del VHC, los
aminoéacidos 9-17, en los que la Lys en la posicion 9 se cambi6 a Arg y la Asn en la posicion 11 se cambié a Thr en el
vector pSP72newXbal/Notl preparado anteriormente. Los transformantes HB101 se analizaron y se secuencié su ADN
plasmidico. Un subclon, denominado pSP72newSX/XNi n°® 3, se digiri6 con Notl/Sall para preparar un vector para la
posterior subclonacién (véase la Figura 6B).

Para completar el ensamblaje del extremo 3’ de MEFA 7, una doble repeticion de la secuencia que codifica un epitopo del
nucleo con los aminoacidos 9-53 del VHC-1 mas dos epitopos especificos del genotipo de la region del nucleo
(aminoé&cidos 64-88, VHC-1 y aminoacidos 67-84, VHC-2) se subclonaron del siguiente modo en el subclon n® 3
pSP72newSX/XNi digerido con Notl/Sall. En primer lugar, a partir del clon n°® 20 pd.Core191RT se aislé un fragmento de
Notl/Xmnll de 92 pb que codifica los aminoacidos 18-51 del epitopo del nucleo El plasmido pd.Core191RT se construyé
ligandos en el vector de expresion en levaduras pBS24.1BamH|-Sall un fragmento de 1365 pb de 1BamHl-Ncoll para el
promotor ADH2/GAPDH y un fragmento de 615 pb de Ncoll-Sall que codifica los primeros 191 aminoacidos del nucleo del
VHC-1 con el aminoacido 9 mutado de Lys a Arg y el aminoacido 11 mutado de Asn a Thr. El fragmento de 615 pb de
Ncoll-Sall derivd de un vector de expresion de E. coli en el que se habia clonado la secuencia del nlcleo para los
aminoacidos 1-191 con las mismas dos mutaciones descritas anteriormente.

El fragmento de Notl/Xmnl de 92 pb se ligé con un vector pSP72newNot/Kpn y con los oligonucledtidos Xmnl/Kpnl, que
codifican el extreme 3’ del epitopo del nucleo completo. Después de la verificacion de la secuencia de los clones positivos,
el subclon n°® 4 pSP72newNKi se digirié con Notl y Kpnl y se aislé un fragmento de 224 pb. Este fragmento de Notl y Kpnl
se ligd con 284 pb de oligonucledtidos (extremos Kpnl-Sall) que codifican una repeticion completa del epitopo del nucleo
descrito anteriormente en el vector pSP72newSX/XNi Notl/Sall descrito anteriormente. Tras la transformaciéon de HB101,
la identificacion del clon y la confirmacion de la secuencia, el subclon n® 18 de pSP72newSX/XN/NSi se digirié con Sphl y
Sall'y se aisl6 en gel un fragmento de 1317 pb (Véase, la Figura 6C).

Por ultimo, los fragmentos siguientes, descritos anteriormente, se ligaron en el vector de expresion de levaduras pBS24.1
BamH|/Sall para crear ps.MEFA7 (véase la Figura 6D):

el fragmento de BamH|/Hindlll de 1896 pb (Figura 6A)
el fragmento de Hindll/Sphl de 1560 pb (Figura 6A)
el fragmento de Sphl/Sall de 1317 pb (Figura 6C)

La cepa AD3 de S. cerevisiae se transformé con ps.MEFA?7 y los transformantes sencillos se comprobaron para detectar
la expresion tras la deplecion de glucosa en el medio. La proteina recombinante se expreso a niveles altos en levaduras,
detectado mediante tincion con azul de Coomassie. En particular, las células de levadura se transformaron con el
plasmido de expresion de MEFA usando un protocolo con acetato de litio. Los transformantes Ura” se sembraron en
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colonias aisladas y se pasaron en parches a placas Leu’/glucosa al 8 % para incrementar el nimero de copias del
plasmido. Los cultivos de inicio Leu™ se cultivaron durante 24 horas a 30 °C y, después, se diluyeron al 1:20 en medio
YEPD (extracto de levadura con bactopeptona y 2 % de glucosa). Las células se cultivaron durante 48 horas a 30 °C y se
recogieron. Para comprobar la expresion del antigeno recombinante MEFA 7, un alicuota de las células se lis6 con perlas
de vidrio en tampon de lisis (Tris-Cl 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 10 mM). El lisado se centrifugé a velocidad alta. El
sobrenadante y el sedimento insoluble se analizaron en geles con SDS proteina. MEFA7 era muy rico en la fraccién
insoluble del sedimento.

El antigeno MEFA7Y se purificé del siguiente modo. Se recogieron las células de S. cerevisiae que expresaban MEFAY tal
como se ha descrito anteriormente. Las células se suspendieron en tampén de lisis (Tris 50 mM, NaCl, 0,5 M, EDTA 1
mM, PMSF mM, pH 8,0) y se lisaron en un Dyno-Mill (Wab Willy A. Bachofon, Basilea, Suiza) o un aparato equivalente
usando perlas de vidrio. El lisado se centrifugdé en condiciones de velocidad baja (de 3.000 a 5.000 rpm, 15 minutos) y el
sedimento que contenia la fraccion de proteina insoluble se lavé con concentraciones crecientes de urea (1 M, 2 M, 3 M)
en tampon de lisis. La proteina se solubilizé a partir del sedimento de centrifugacion con NaCl 0,1N, urea 4M en tampodn
de lisis. Los residuos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a velocidad baja a 3.000 a 5.000 rpm, 15 minutos. El
sobrenadante se ajusté a un pH 8,0 con HCI 6N para precipitar las proteinas insolubles en estas condiciones.

El precipitado se elimind mediante centrifugacion y el sobrenadante se ajusté a 2,3 % de SDS, DTT 50 Mm, pH 8,0 y se
llevé a ebullicion durante 3 minutos. las proteinas de la mezcla se fraccionaron mediante filtracion en gel en Pharmacia
Sephacryl S-400 en solucion salina tamponada con fosfato que contenia 0,1 % de SDS, EDTA 1 mM y ajustada a un pH
7,4. Las fracciones que eluyeron de la columna que contenian MEFA7 se recogieron, combinaron y concentraron en una
membrana Amicon YM-30. La filtracién en gel se repitid en las fracciones combinadas usando la misma columna y
condiciones.

Durante el andlisis del MEFA 7 en un ensayo se descubrié que un anticuerpo monoclonal usado como un conjugado de
deteccion reacciond con una secuencia especifica del epitopo del ndcleo (aminoacidos 33-38). Por tanto se disefid un
ps.MEFA7.1 para eliminar los aminoacidos 33-38 de la region del epitopo del nucleo.

Un vector de expresion en levaduras para MEFA 7.1 se construy6 del siguiente modo. En primer ligar se modifico la doble
repeticion del epitopo del nucleo en el extremo 3’ de ps.MEFA?7. Para ello, un fragmento sintético de Ncol/Kpnl de 206 pb,
que codifica la primera repeticion del epitopo del nucleo (aminoacidos 9-32, 39-42 y 64-88 del VHC-1 y los aminoacidos
67-82 del VHC-2) y un fragmento sintético de Kpnl/Sall de 233 pb que codifica los aminoacidos 83 y 84 del VHC-2,
seguido de la segunda repeticiéon del epitopo del nicleo (los aminoacidos 9-32, los aminoacidos 39-42 y los aminoacidos
64-88 del VHC-1, los aminoacidos 67-84 del VHC-2) se subclonaron respectivamente en un vector pSP72new.Ncol/Kpnl y
un vector pSP72new.Kpnl/Sall. Después de la transformacion de HB101, la identificacion del clon y la verificacion de la
secuencia, el subclon n° 21 pSP72newNKi se digiri6 con Ncol y Kpnl para aislar el fragmento Ncol/Kpnl de 206 pb y el
clon n° pSP72newKSi se digirid con Kpnl y Sall para aislar el fragmento Kpnl/Sall de 233 pb.

El plasmido ps.MEFA7.1 se ensambl6 ligando los fragmentos siguientes en el vector de expresion en levaduras pBS24.1
BamHl|/Sall (véase la Figura 7):

el fragmento de BamH|/Hindlll de 1896 pb descrito anteriormente para ps.MEFA7;

el fragmento de Hindlll/Sphl de 1560 pb descrito anteriormente para ps.MEFA7;

un fragmento de Sphl/Ncol de 776 pb aislado de ps.MEFA7 que codifica los epitopos 5-1-1, epitopo c100 y epitopo NS5;
el fragmento de Ncol/Kpnl de 206 pb;

y el fragmento de Kpnl/Sall de 233 pb.

La cepa AD3 de S. cerevisiae se transformé con ps.MEFA7.1 y los transformantes sencillos se comprobaron para detector
la expresion tras la depleciéon de glucosa en el medio, como se ha descrito anteriormente. La proteina recombinante se
expreso a niveles altos en levaduras, detectado mediante tincion con azul de Coomassie.

El antigeno MEFA7.1 se purificod del siguiente modo. Se recogieron las células de S. cerevisiae que expresaban MEFA7.1
tal como se ha descrito anteriormente. Las células se suspendieron en tampoén de lisis (Tris 50 mM, NCI, 0,5 M, EDTA 1
mM, PMSF mM, pH 8,0) y se lisaron en un Dyno-Mill (Wab Willy A. Bachofen, Basilea, Suiza) o un aparato equivalente
usando perlas de vidrio. El lisado se centrifugd a 10.000, 30 minutos en un rotor JA-10) y el sedimento que contenia la
fraccion de proteina insoluble se lavd con concentraciones crecientes de urea (1 M, 2 M, 3 M) en tampén de lisis. La
proteina se solubilizé a partir del sedimento de centrifugacion con NaCl 0,1N, urea 4M, DTT 50 mM en tampodn de lisis.
Los residuos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 14.000, 20 minutos en un rotor JA-14. El sobrenadante se
ajustd a pH 8,0 con HCI 6N para precipitar las proteinas insolubles en estas condiciones.

El precipitado se eliminé mediante centrifugacion a 14.000, 20 minutos en un rotor JA-14. El sobrenadante se ajusté a 2,3
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% de SDS y se calenté hasta 70-75 °C en agua en ebullicion, después se enfrid hasta la temperatura ambiente. Las
proteinas de la mezcla se fraccionaron mediante filtracién en gel en una Pharmacia Sephacryl S-400 HR en PBS que
contiene 0,1 % de SDS, EDTA 1 mM y ajustada a un pH 7,4. Las fracciones que eluyeron de la columna que contenian
MEFA 7.1 se recogieron, combinaron y concentraron en una membrana Amicon YM-30. Las fracciones de filtracion en gel
combinadas se ajustaron a 2,3 % de SDS, DTT 50 mM y se calentaron/enfriaron como anteriormente. Esta combinacion
se sometié a una segunda etapa de filtracion en gel en una columna Pharmacia Sephacryl S-300 HR en las mismas
condiciones que la primera etapa de filtracién en gel.

Un vector de expresion en levaduras para MEFA 7.2 se construyo del siguiente modo. Para facilidad de la clonacién, de
este antigeno de fusidon de multiples epitopos de tamarfio grande, la molécula se dividié en tres fragmentos de restriccion.
En primer lugar, un fragmento de BamH{-Hindlll de 1896 pb se purificé en gel de ps-mefa7.1 (descrito anteriormente). Este
fragmento codificaba el promotor ADH2/GAPDH, SOD humana y el epitopo E1 del VHC-1.

El fragmento siguiente, un fragmento de Hindlll-Sphl de 1560 pb, que codifica la secuencia consenso E2 HVR-1a, la
secuencia consenso E2 HCV1+2 y el dominio helicasa (VHC-1, los aminoacidos 1193-1658, con mutaciones en los
aminoacidos 1428, 1429, 1455, 1456, 1657 y 1658, para eliminar los sitos de escision de la proteasa) se subcloné en un
vector pGEMY7. En particular, la secuencia de codificacién se mutd de forma tal que cada uno de los aminoacidos
naturales en las posiciones 1428, 1455 y 1657 se sustituy6 con una leucina, y cada uno de los aminoacidos naturales en
las posiciones 1429, 1456 y 1658 se sustituyd con una prolina. Por tanto, la mutaciéon en cada uno de los pares anteriores
se denomina en el presente documento “LP”. Este subclon derivé del siguiente modo del subclon n® 9 pGEM7Hindlll/Sphl
(denominado "pGEM7/HSi #9" y descrito anteriormente): (1) el subclon n°® 9 pGEM7HindIll/Sphl, que contiene un inserto
de HindIll-Sphl de 1560 pb, se digirié con Sacll+Sphl, se desfosforild y se purificd en gel, eliminando de este modo las 721
pb de la helicasa donde se localizaban los tres sitios de escision de proteasa. (2) Se usaron oligos sintéticos para clonar la
porcion de Sacll-Bgll de 266 pb de la helicasa que contiene las primeras dos mutaciones LP- Para facilitar la clonacion, los
oligos contenian sitios para EcoR1 y Sall en los extremos 5-cebado y 3-cebado, respectivamente. Los oligos se clonaron
en un vector pUC 19 EcoRI-Sall. Después de la transformacion de HB101 y la verificacion de los clones positivos, el
pUC19 mefaSB #5 se amplificd y el fragmento de Sac/l-Bgll de 266 pb se purificd en gel. (3) un fragmento de Bgl/Eagl de
429 pb se purificod en gel a partir del subclon n® 9 pGEM7Hindlll/Sphl. En esta region de la helicasa no hay mutaciones. (4)
Para completar la porcién de Eagl-Sphl de 26 pb de helicasa, que contiene la tercera mutaciéon se usaron dos oligos
adicionales. (5) El fragmento de Sacl/l-Bgll de 266 pb, el fragmento de Bgll-Eagl de 429 pb y estos dos oligos se ligaron en
el vector del subclon n® 9 pGEM7Hindlll/Sphl. A partir de uno de los clones HB101 resultantes, denominado pGEM7/Sacll-
Eagl-Sphl #6 (Figura 11A), se purifico en gel el fragmento de Hindlll-Sphl de 1560 pb para MEFA 7.2.

El tercer fragmento de restriccion necesario para MEFA 7.2, un fragmento de Sphl-Sall de 1215 pb que codifica los
dominios 5-1-1 para VHC 1, 2, 3, cada uno con una mutacion Pl en un sitio de escisién de proteasa, el epitopo C100, el
epitopo NS5 por duplicado y los epitopos del nicleo por duplicado, se subcloné del siguiente modo: (1) el epitopo PI 5-1-1
para VHC-1 se clon6 con oligos sintéticos en un vector pUC19 EcoR1-Sall. Los oligos contenian los sitios Sphl y Nrul
adyacentes a los sitios de clonacion de EcoR1 y Sall, respectivamente. Después de la transformacion de HB101 y la
verificacion de los clones positivos, el pUC19 mefaSN #16 se amplificd y el inserto de Sphl-Nrul de 147 pb se purificé en
gel. (2) un fragmento de Nrul-Ncol de 629 pb que codificaba 5-1-1PI para VHC-3 y VHC-2, C100 y las repeticiones de NS5
se purificd en gel a partir de ps.mefa13 #12 (descrito en la patente de EE.UU. n°® 6.660.298). (3) un fragmento de Ncol-Sall
de 439 pb que codificaba las dos repeticiones de los epitopos del nucleo se purifico en gel a partir de ps.mefa7.1 #15. (4).
El fragmento de Sphl-Nrul de 147 pb, el fragmento Nrul-Ncol de 629 pb y el fragmento de Ncol-Sall de 439 pb se ligaron
en un vector pGEM5 Sphl-Sall. A partir de uno de los clones resultantes, pPGEM5 Sphl-Sall. mefa7.2 #62 (Figura 11B), se
aislé en gel el inserto de Sphl-Sall de 1215 pb.

Por ultimo, el fragmento de BamHI-Hindlll de 1869 pb, el fragmento Hindlll-Sphl de 1560 pb y el fragmento de Sphl-Sall
de 1215 pb se ligaron en un vector de expresion en levaduras BamHlI-Sall pBS24.1 . Después de la transformacién de
HB101 y los andlisis de minideteccion selectiva se encontré que dos clones positivos tenian el tamario correcto del inserto
BamH|-Sall. EI ADN del plasmido se amplificé para ps.mefa7.2 #3 y #42 (Figura 11C).

La cepa AD3 de S. cerevisiae se transformé con ps.mefa7.2 usando el kit de transformacién de Invitrogen Easy Comp Sc
(Invitrogen, San Diego CA). Los transformantes Ura” se sembraron en colonias aisladas y se pasaron en parches a placas
Leu’/glucosa al 8 % para incrementar el nimero de copias del plasmido. Los cultivos de inicio Leu” se cultivaron durante 24
horas a 30 °C y, después, se diluyeron al 1:20 en medio YEPD (extracto de levadura con bactopeptona y 2 % de glucosa).
Las células se cultivaron durante 48 horas a 30 °C y se recogieron. Para comprobar la expresion de la proteina
recombinante, los alicuotas de las células se lisaron con perlas de vidrio en tampén de lisis (Tris-Cl 10 mM, pH 7,5, EDTA
1 mM, DTT 10 mM). Los lisados se eliminaron mediante centrifugacion a velocidad alta. Las fracciones insolubles del
sedimento se analizaron mediante tincién con azul de Coomassie en geles con SDS proteina. La proteina MEFA 7.2 de
120 kDa se expreso a niveles elevados.

La presencia de MEFA se confirmé usando SDS-PAGE (4-20% de gel de Tris-glicina) y transferencia de tipo western,
usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra h-SOD, ya que cada uno de los MEFA anteriores incluia los aminoacidos
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1-156 de SOD humana.
La secuencia de ADN y la correspondiente secuencia de aminoacidos de MEFA 7.2 se muestran en las Figuras 9A-9F.
Ejemplo 2

Produccion de NS3/4aPI

NS3/4aP!I es una proteina NS3NS4a de longitud completa (aminoacidos 1027-1711) con mutaciones de los aminoacidos
que se producen normalmente en las posiciones 1428 y 1429, para eliminar el supuesto sitio de autohidrdlisis de la
proteasa. Véase la patente de EE.UU. n° 6.630.298 y 6.632.601. Este epitopo tiene la secuencia especificada en las
Figuras 13A a 13D y difiere de la secuencia nativa en las posiciones 403 (aminoacido 1428 de la secuencia completa del
VHC-1) y 404 (aminoacido 1429 de la secuencia completa del VHC-1). Especificamente, la Thr que normalmente se
encuentra en la posicion 1428 de la secuencia nativa se ha mutado a Pro y la Ser que se produce en la posicion 1429 de
la secuencia nativa ha mutado a lle. La molécula se denomin6 "NS3/4aPl." La molécula también se denomina en el
presente documento "NS3NS4a PI'.

NS3/4aPI se produjo y expresoé en levaduras como se describe en la patente de EE.UU. n° 6.632.601. La presencia de la
proteina NS3/4aPI se confirmé mediante transferencia de tipo western usando un anticuerpo policlonal dirigido contra el
dominio de la NS3 proteasa y un anticuerpo monoclonal contra el epitopo 5-1-1 de NS4. La actividad proteasa del epitopo
NS3/4a se demostro usando MEFA 7.1 como sustrato, como se describe adicionalmente mas adelante.

Ejemplo 3

Actividad de escision proteolitica de NS3/4aPI sobre MEFA 7.1y 7.2

Con el fin de confirmar que el MEFA, MEFA 7.2, modificados no sufria escision proteolitica, se realizé el experimento
siguiente. Los MEFA 7.1 y 7.2 se incubaron cada uno con NS3/4aPI, producido como se ha descrito anteriormente, a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las muestras de gel de proteina se prepararon y pasaron a través de SDS-
PAGE con Tris-glicina 4-20 % y los geles se tifieron usando azul de coomassie. Adicionalmente se realizaron
transferencias de tipo western usando un anticuerpo contra hSOD. Como se ha descrito anteriormente, los MEFA 7.1 y
7.2 son ambos fusiones con hSOD. Los resultados se muestran en la FIG. 14A (SDS-PAGE) y 14B (transferencia de tipo
western). Como se puede ver, el NS3/4a escindié el MEFA 7.1 (calle 5, Figuras 14A y 14B). Por otro lado, MEFA 7.2 no
mostré degradacion (calle 6, Figuras 14A y 14B). Por tanto, los sitios de escision proteolitica de NS3 estaban mutados
satisfactoriamente en MEFA 7.2.

Ejemplo 4

Ensayos de unién a anticuerpos monoclonales y policlonales

Los anticuerpos monoclonales y policlonales producidos contra los antigenos recombinantes del nucleo, E1, E2, NS3,
NS4 y NS5 especificos del VHC se usaron para evaluar la antigeneicidad y la exposicion al epitopo de MEFA 7.1, MEFA
7.2 y NS3/4a PI. Los MEFA o NS3/4a PI purificados se diluyeron a concentraciones de recubrimiento 6ptimas en PBS (pH
7.,4) y se introdujeron en placas de unién alta Costar (Coming Inc., Corning, New York). Los anticuerpos, bien contra
epitopos lineales bien contra epitopos conformacionales, se diluyeron adecuadamente y se afiadieron a la placa. Tras
incubacioén a 37 °C durante 1 hora, la placa se lavé e incub6 con IgG de cabra anti-ratén o de cabra anti-conejo conjugada
con peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a 37 °C. Por Uultimo, a los pocillos se afiadié un tampén de desarrollo que
contenia H,O, y el sustrato o-fenilendiamina diclorhidrato (OPD) y se determiné la densidad optica (DO) a 492 y 620 nm
con un lector de placas.

Como se muestra en la Tabla 3, cada uno de los anticuerpos especificos de epitopo analizados reaccioné con MEFA 7.1
and MEFA 7.2, lo que indicé (i) que todos los epitopos principales sobre los MEFA estaban expuestos y, por tanto,
accesibles para detector e (i) las mutaciones de aminoacidos en MEFA 7.2 no distorsionaban la exposicién de los
epitopos lineales.

Ejemplo 5

Inmunoensayos usando MEFA y NS3/4aPl

El antigeno C33c de NS3 y el antigeno del nucleo C22 son muy inmunogénicos y los anticuerpos frente a C33c y C22 se
encuentran en los paneles de seroconversion temprana (Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:10011-10015.)
Por tanto, el rendimiento de los antigenos en los inmunoensayos se estudid usando los panetes de C33c y C22
disponibles comercialmente de muestras de sangre humana infectada por el VHC para evaluar la sensibilidad de la
seroconversion. Los panetes de PHV mostrados en las tablas que figuran mas adelante se adquirieron en Boston
Biomedica, Inc., West Bridgewater, MA (BBI); Bioclinical Partners, Franklin, MA (BCP); y North American Biologics, Inc.,
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BocoRatan, FL (NABI). Los ensayos se realizaron del siguiente modo.

Los antigenos del VHC se introdujeron en las placas para inmunoensayo del siguiente modo. El tampén de revestimiento
del VHC (Na3;PO4 50 mM a pH 7,0, EDTA 0,2 mM y 0,1% de cloroacetamida) se filtr a través de una unidad de filtro de
0,22 u. A continuacion, secuencialmente se afiadieron los reactivos siguientes al tampon de revestimiento del VHC y se
agité tras cada adicion: 2 pg/ml de BSA-sulfhidrilo modificado, de una solucién de 10 mg/ml (Bayer Corp. Pentex,
Kankakee, lllinois); DTT 5 mM de una soluciéon 1M (Sigma, St. Louis, MO); 0,45 ug/ml de NS3/4a (concentracion de
proteina de 0,3 mg/ml); 0,375 pg/ml de NS3.4aPl, MEFA 7.1 o MEFA 7.2 (concentracion de proteina de 1 mg/ml). La
solucion final se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos.

A cada pocillo de una placa de fondo plano de unién alta Costar (Corning Inc., Corning, New York) se afiadieron 200 pl de
la solucién anterior y las placas se incubaron durante 16 horas a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron
con tampodn de lavado (1 x PBS, 0.1% TWEEN-20), se dieron golpecitos para secar y se afiadieron 285 ul de tampon
posrevestimiento Orto (1 x PBS, pH 7,4, 1% BSA, 3% sacarosa). Las placas se incubaron durante al menos 1 hora, se
dieron golpecitos y se secaron durante la noche a 2-8 °C. Las placas se introdujeron en una bolsa con desecantes y se
almacenaron a 4 °C para usos futuros.

El ensayo del VHC se realizé del siguiente modo: 200 pl del tampon diluyente de muestras (1 g/l de caseina, 100 mg/l de
SOD recombinante humana, 1 g/l de cloroacetamida, 10 g/l de BSA, 500 mg/l de extracto de levadura, 0,366 g/l de EDTA,
1,162 g/l de KPOy,, 5 ml/l de Tween 20, 29,22 g/l de NaCl, 1,627 g/l de NaPO,, 1 % de SDS) se afadieron a las placas
revestidas. Después, se afiadieron 20 ul de la muestra. Esto se incubé a 37°C durante una hora. Las placas se lavaron
con tampon de lavado (1 x PBS, pH 7,4, 0,1% de Tween-20). Se afiadieron 200 pl de la solucion conjugada (una IgG anti-
humana de raton-HRP, tal como IgG anti-humana de raton-HRP diluida a 1:22.000 en el sistema del ensayo ORTHO HCV
3.0 ELISA con diluyente conjugado en masa Enhanced SAVe (-Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey) y se incubaron
durante 60 minutos a 37 °C. Esto se lavd como se ha indicado anteriormente y se afiadieron 200 pl de la solucién sustrato
(1 comprimido de OPD/10 ml). EI comprimido de OPD contiene o-fenilendiamina diclorhidrato y peréxido de hidrégeno
para el desarrollo del color con la reaccion con peroxidasa de rabano. Esto se incub6 durante 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 ul de H,SO,4 4N vy las placas se leyeron a 492 nm
respecto a la absorbancia a 690 nm como control. El valor de corte se fij6 a 0,6000 + de sefial media (DO) de los tres
sueros control negativo. Las muestras con valores S/CO (DO de la proporcion de la sefal sobre el corte) iguales o
superiores a 1,0 se consideraron positivas y aquéllas con valores inferiores a 1,0 se consideraron negativas.

Los resultados usando este inmunoensayo se compararon con los obtenidos usando los kit de ELISA anti-VHC
comerciales. En concreto, el ensayo Abbott PRISM (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) esta disponible comercialmente
y es un ensayo de deteccion basado en anticuerpos. El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. El
sistema ORTHO HCV Version 3.0 ELISA Test System (HCV 3.0) (Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey) es un
ensayo de deteccién basado en anticuerpos. El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo
Pasteur MONOLISA anti-HCV Plus Version 2 (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, Francia) es un ensayo de
deteccion basado en anticuerpos. El ensayo se realiz siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Para los paneles analizados, MEFA 7.1 solo y MEFA 7.2 solo tenian
inmunorreactividades muy similares y ambos detectaron anticuerpos de tipo C22 en el panel de seroconversion PHV 913 y
anticuerpos de tipo C33c en extracciones posteriores de los paneles de PHV 904 y PHV 914 (Tabla 4). Por otro lado,
NS3/4a PI detectd anticuerpos de tipo C33c en extracciones tempranas de los paneles de PHV 904 y PHV 914 (Tabla 4).
Por tanto, la combinacion de MEFA 7.1 o MEFA 7.2 y NS3/4a PI detectd anticuerpos frente a C22 y C33c¢ en muestras de
seroconversion temprana. Las detecciones fueron 2 y 12 dias antes de los ensayos actualmente con licencia Ortho HCV
3.0 y Abbott Prism en los anticuerpos de tipo C33c y C22, respectivamente.

Se analiz6 un total de 17 paneles de seroconversion del VHC disponibles comercialmente. Para los panetes de tipo anti-
C33s, los antigenos nuevos estaban de 2 a 14 dias antes de Ortho 3.0 y Abbott Prism en 9 de 9 paneles. Para los panetes
de tipo anti-C22 (del nucleo), los antigenos nuevos estaban de 2 a 5 dias antes de Ortho 3 y Abbott Prism en 3 de 8
paneles y de Abbott Prism en 2 de 8 paneles. El resto de los paneles fueron equivalentes. Cabe destacar que entre los
cinco paneles anti-ndcleo que muestran un rendimiento equivalente entre el ensayo nuevo y el ensayo con licencia, tres
paneles tenian intervalos de extraccion grandes entre el cambio desde negativo para los anticuerpos a positivo para los
anticuerpos: PHV 909 (28 dias), PHV 911 (11 dias) y SC-0010 (7 dias). Véase la Tabla 6. Debido a la longitud de los
intervalos de extracciones fue dificil comparar la sensibilidad de seroconversion entre el ensayo nuevo y los ensayos con
licencia usando estos tres paneles.

La sensibilidad de la dilucién del genotipo también se comparé usando los antigenos frente a estos ensayos disponibles
comercialmente. Los tres inmunoensayos se realizaron de forma simultanea. Como se muestra en la Tabla 5, todos los
genotipos del VCH diluidos en serie 1-6 se detectaron considerablemente con MEFA 7.1 y NS3/4a Pl en el ensayo ELISA
en comparacion con HCV 3.0 o Monolisa Ver. 2 Pasteur. En un experimento aparte se comparé la sensibilidad de la
dilucion de los genotipos usando MEFA 7.1 o NS3/4a PI solos.
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En resumen, el ensayo del anticuerpo del VHC empleando NS3/4a Pl y MEFA 7.1 o MEFA 7.2 obtuvo mayor sensibilidad
tanto en la deteccién de seroconversion temprana como en la deteccién de muestras de varios genotipos. La especificidad
del ensayo coincidié con la de los ensayos con licencia actualmente. Ambos antigenos estaban muy purificados y se
produjeron en cantidades adecuadas para el desarrollo del producto. Una vez que se usé NS3/4a Pl y MEFA 7.1 o MEFA
7.2 para recubrir la fase solida, estaban considerablemente estables. MEFA 7.1 tiene multiples sitios de escision por la
proteasa NS3/4a Pl y se degrade en varios fragmentos durante el revestimiento de los antigenos (Figuras 14A y 14B),
aunque la inmunorreactividad de la proteina de fusidn parecié no estar afectada en estos experimentos (Tablas 4 and 5).
El MEFA 7.2 mejorado esta intacto en presencia de NS3/4a Pl (Figuras 14A y 14B) y la exposicion al epitopo y la
inmunorreactividad son muy similares a las de MEFA 7.1 (Tablas 3, 4 y 5). Estos datos ponen de manifiesto que la mayor
sensibilidad de la deteccién en muestras de seroconversion temprana deriva de multiples epitopos en los MEFA 7.1y 7.2;
la estructura global de la propia proteina de fusion MEFA, bien intacta como en MEFA 7.2 o bien degradada como en
MEFA 7.1, tiene pocos efectos sobre la deteccion de seroconversion temprana. No obstante, el mantenimiento de la
integridad del MEFA hace que la fabricaciéon de los componentes del inmunoensayo sea mas eficiente.

De acuerdo con esto se han divulgado nuevos MEFA modificados y usos de los mismos en los ensayos de deteccion.

TABLA 3. ANALISIS ELISA DE MEFA 7.1 Y MEFA 7.2 PARA EPITOPOS DEL VHC EXPUESTOS

ANTICUERPO CLON DO CON:
MEFA 7.1 MEFA 7.2
ANTICUERPO MONOCLONAL
ANTI-NUCLEO 5H8/H6 0,830 0,745
ANTI-NUCLEO 6H4/H8 0,742 0,807
ANTI-5-1-1 6C10/D1 3,368 3,366
ANTI-C33C 4D1-1 3,142 3,237
ANTI-NS5 3E1/F1 3,510 3,477
SUERO NORMAL DE RATON 0,152 0,122
POLICLONAL DE CONEJO
ANTI-E1 1,649 1,223
ANTI-E2 HVR1A CONSENSO 1,784 1,783
ANTI-E2 HVR1+2 CONSENSO 1,302 1,441
ANT-C22 1,528 1,483
ANTI-HELICASA 1,802 1,815
ANTI-C100 1,795 1,811
SUERO NORMAL DE CONEJO 0,100 0,102
TABLA 4. Comparacion de la deteccion de seroconversion del VHC
Panel de Dia de | MEFA | MEFA NS3NS4a | MEFA 7.1 | MEFA 7.2 | Orto Abbott Dias
seroconversion extraccion 71 7.2 PI + VHC | PRISM
NS3NS4a 3.0 por
& NS3NS4a delante?
Pl
PHV904-1 0 0,04 0,03 0,04 0,05 0,05 001 0,12
PHV904-2 2 0,02 0,03 0,03 0,04 0,04 0,01 0,028
PHV904-3 7 0,33 0,23 1,83 1,79 2,47 0,33 0,51
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PHV904-4 9 1,28 1,28 5,19 3,99 5,39 1,10 1,56 2
PHV904-5 14 217 2,75 5,76 5,14 5,70 3,27 3,54
PHV904-6 21 243 3,29 5,81 5,24 5,78 3,92 4,45
PHV904-7 23 2,73 3,57 6,31 6,36 6,31 4,26 4,69
PHV914-1 0 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,00 0,06
PHV914-2 5 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,01 0,06
PHV914-3 9 0,03 0,02 0,07 0,11 0,14 0,01 0,06
PHV914-4 12 0,09 0,03 1,25 1,38 2,09 0,04 0,09 12
PHV914-5 16 0,44 0,28 3,22 2,80 4,28 0,33 0,47
PHV914-6 19 0,73 0,65 3,51 3,23 4,75 0,82 0,90
PHV914-7 24 2,00 2,23 4,69 4,72 5,52 3,10 2,41
PHV914-8 30 2,73 4,23 5,47 5,15 5,62 4,85 4,09
PHV914-9 33 2,95 4,64 5,65 5,36 5,66 4,85 4,52
PHV913-1 0 0,08 0,09 0,03 0,11 0,08 0,01 0,08
PHV913-2 2 0,41 0,55 0,02 0,71 0,56 0,02 0,10
PHV913-3 7 1,62 2,47 0,07 2,66 2,90 0,43 0,50 >2
PHV913-4 9 1,88 2,7 0,43 2,83 3,41 0,54 0,59

AQ:K »Un S/CO superior o igua a 1 es positivo y se indica en negrita. El valor de corte se calcula como se ha descrito en

Materiales y Procedimientos.

®Numero de dias por los cuales |a deteccion con NS3NS4a Pl en combinacién con MEFA 7.1 o MEFA 7.2 precede a la deteccion
mediante |os ensayos con licencia actualmente.

TABLA 5. Comparacién de las sensibilidades de la dilucion de los genotipos del VHC

DO con:
Genotipo Dilucion NS3NS4a Pl MEFA 7.1 + MEFA 7.2 + Ortho HCV 3.0 | MonolisaVer 2
NS3NS4a Pl NS3NS4a PI Pasteur
1b 1:5.000 1,929 1,396 2,074 0,393 0,218
1:10.000 1,506 0,826 1,699 0,159 0,084
1:20.000 0,382 0,355 0,403 0,045 0,028
2alc 1:5.000 0,868 0,717 0,917 0,136 0,782
1:10.000 0,386 0,312 0,395 0,049 0,286
3a 1:5.000 1,879 0,964 1,622 0,218 0,353
1:10.000 0,676 0,432 0,873 0,067 0,164
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4a 1:5.000 1,392 0,824 1,752 0,193 0,181
1:10.000 1,169 0,265 0,717 0,0369 0,076

5a 1:5.000 2,889 1,763 2,744 0,827 0,988
1:10.000 1,317 1,036 1,587 0,316 0,395
1:20.000 0,715 0,416 0,726 0,097 0,120

6 1:5.000 2,978 2,455 3,224 2,863 ND?
1:10.000 2,841 0,984 1,192 0,380 ND

AQ:L *ND, no determinado

TABLA 6. Resumen del estudio de 17 paneles de seroconversion

Panel Anticuerpo predominante® Genotipo® Dias por delante del ensayo

con licencia®

PHV 904 NS3 1a 2

PHV 905 NS3 1a 7

PHV 908 NS3 3 8

PHV 914 NS3, nucleo 2b 12

VHC 6212 NS3 Desconocido 14

VHC 6213 NS3 Desconocido 6

VHC 6214 NS3 Desconocido 7

VHC 6222 NS3 Desconocido 4

SC-0040 NS3 2b 9

PHV 913 Nucleo 2b >2

PHV 907 Ndcleo 1b 3

PHV 909 Nucleo 3 0°

PHV 910 Nucleo 1b 0

PHV 911 Nucleo 1a 0°

PHV 912 Ndcleo 2b/3 0

SC-0030 Ndcleo 1a 5

SC-0010 Nucleo 3a 0°

3Datos proporcionados por los proveedores del panel del VHC.

31




ES 2371925713

®Comparacion de la sensibilidad del ensayo usando MEFA 7.1 en combinacion con NS3NS4a Pl frente al ensayo con licencia
actualmente, €l sistema de ensayo Ortho HCV Version 3.0 ELISA Test System o Abbott PRISM. ¢ Intervalos de extracciones
entre el cambio de negativos a los anticuerpos a positivos a los anticuerpos: 28 dias para PHV 909, 11 dias para PHV
911y 7 dias parael panel de SC-0010.
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tcttgggcat
tcgeccacege
ctctgtccéc
agggggggag
agctggtcge
tccecgaccag
gcgacttcga
ttgaccctac
aacgtcgggg
agecgcecectce

cttggtatga
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ctttgtctcc

agccgeccga

tcaattgatt

gttcacggat

tgctcccaca

taaggtgcta

caaggctcat

cceccatcacg

ttatgacata

tggcactgtce

cacccctecg

caccggagag

acatctcatc

attgggcatc

cggcgatgtt

ctcggtgata

cttcaccatt

caggactggc

cggcatgttc

gctcacgceccc

ttgttcgecc

actacgtctg

gtcgacttta

aactcctctce

ggcagcggea

gtactcaacc

gggatcgatce

tactccacct

ataatttgtg

cttgaccaag

ggctccgtca

atcccttttet

ttctgtcatt

aatgcegtgg

gtcgtegtgg

gactgcaata

gagacaatca

agggggaage

gactcgtccg

gccgagacta

35

caggtgccaa
ggttgacctc
tccectgtgga
caccagtagt
aaagcaccaa
cctctgttge
ctaacatcag
acggcaagtt
acgagtgcca
cagagactgc
ctgtgcccca
acggcaaggc
caaagaagaa
cctactaccg
caaccgatgce
cgtgtgtcac
cgctccecca
caggcatcta
tcctctgtga

cagttaggct

acaaaacgaa

tttgttctce

gaacctagag

gccccagagce

ggtccegget

tgcaacactg

gaccggggtg

ccttgeccgac

ctccacggat

gggggcgaga

tcccaacatce

tatccccecte

gtgcgacgaa

cggtecttgac

cctcatgace

ccagacagtce

agatgctgtc

cagatttgtg

gtgctatgac

acgagcgtac



atgaacaccc
1800

acaggcctca
1860

cttccttacc
1920

tegtgggacc
1980

ccecctgectat
2040

aaatacatca
2100

aagccggcaa
2160

tgctctcagce
2220

aaggccctcg
2280

tatcaacaat
2340

caggtaatag
2400

gttgtgactce
2460

tccaaagecg
2520

caaggcctcc
2580

atgaaccggce
2640

ccgtctagat
2700

cccecegetag
2760

tcttctcgga
2820

ctagtggaga
2880

aaacgtaaca
2940

cggggcttce

ctcatataga

tggtagcgta

agatgtggaa

acagactggg

tgacatgcat

tcatacctga

acttaccgta

gcctectegeg

acgatgagat

ctcaccagtt

ctgacaaaga

ccctcattga

tcgggatact

tgatagcctt

ccecggagatt

tggagacgtg

gattcgccca

cgtggaaaaa

ccaaccggcg
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cgtgtgccag

tgcccacttt

ccaagccacce

gtgtttgatt

cgctgttcag

gtcggccgac

cagggaagtc

catcgagcaa

agggggcaag

ggaagagtgc

caaggaaaaa

aatcttatat

ggaagggcag

gcgecggeac

cgcctccaga

cgccecaggcee

gaaaaagccce

ggcecctgecece

gcccgactac

gccgcaggac

gaccatcttg

ctatcccaga

gtgtgecgceta

cgcctcaage

aatgaaatca

ctggaggtcg

ctctaccgag

gggatgatgc

ccggcaatceg

tcacaagctg

gtccttggat

gaggcctttg

cggatggcgg

gttggtcctg

gggaaccatg

ctgccegttt

gactacgaac

gtttgggege

gaaccacctg

gtcaagttcc

36

aattttggga

caaagcagag

gggctcaagc

ccaccctcceca

ccctgacgca

tcacgagcge

agttcgatga

tcgececgagea

ttccagacaa

ccccatatat

tgatcgataa

atgagatgga

agatgctcaa

gcgaggggyg<

tttceeccac

gggcgcggcec

cacctgtggt

ggccggact a

tggtccatgg

cgggtggcgg

gggcgtcttt

tggggagaac

ccctececececa

tgggccaaca

pccagtcacc

atgctccggg

gatggaagag

gttcaagcag

agaggtgttg

cgaacaagct

tgatcaagtg

agaatgcgcce

gtctaagata

agtgcagtgg

gcactacgtt

ggactataac

ccacggcaga

taaccececeg

cagaaagacc

tcagatcgtt
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ggtcgcaggg

3000

cccggttacc

3060

ggtaagccag

3120

gacgtcaagt

3180

gctegtegge

3240

aataaggaca

3297

<210>2

<211> 1099
<212> PRT
<213> Artificia
<220>

<223> MEFA 7.1

<400> 2

gcecctectat

cttggccect

ggtaccecttg

tccegggtgg

ccgagggcag

gacggtctac
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ccccaaggct

ctatggcaat

gccaagaaag

cggtcagatc

gacctgggct

cggtaagtcc

cgteggecceg

aaggacagac

accaaacgta

gttggtcgca

cagcccggtt

tggggtaagc

37

agggcaggac

ggtctacagg

acaccaaccg

ggggccctee

acccttggee

cagggtatcc

ctgggctcag

taagtcctgg

acggccgcag

tatccccaag

cctectatggce

ttggcce



10

15

Met

Gly

Trp

Phe

65

His

Asp

Ile

Ala

Ile

Gly

Glu

50

Asn

val

val

Ile

Thr

Ile

Ser

35

Phe

Pro

Gly

Ser

Gly
115

Lys

Asn

20

Ile

Gly

Leu

Asp

Ile

100

Arg

Phe

Lys

Asp

Ser

Leu

85

Glu

Thr

val

Glu

Gly

Asn

Arg

70

Gly

Asp

Leu

cys

Gln

Leu

Thr

55

Lys

Asn

Ser

val
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val

Lys

Thr

40

Ala

val

val

Val
120

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Gly

Thr

Ile
105

Lys

10

Ser

Gly

Cys

Gly

Ala

90

Ser

Glu

38

Gly

Asn

Leu

Thr

Pro

75

Asp

Leu

Lys

Asp

Gly

His

Ser

60

Lys

Lys

Ser

Ala

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Asp

Asp

Gly

Asp
125

Pro

Val

30

Phe

Gly

Glu

Gly

Asp

110

Asp

Val

15

Lys

His

Pro

Glu

Val

95

His

Leu

Gln

Val

Val

His

Arg

80

Ala

Cys

Gly



Lys

Leu

145

Asn

Lys

Ala

Ala

Gln

225

Thr

val

Gly

Val

Tyxr

305

Phe

Cys

Thr

Gly
130

Ala

Cys

Leu

Pro

Arg

210

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

290

Met

Thr

Leu

Asp

Val

Gly

Cys

Ser

Gly

Gly

195

Thr

Ile

Met

Gln

Ser

275

Val

Ser

Ile

Ala

Glu

355

Leu

Asn

Gly

Ile

Ser

180

Ala

Thr

Gln

Arg

Ser

260

Thr

Leu

Lys

Thr

Asp

340

Cys

Asp

Glu

val

165

Ala

Lys

Ser

Leu

Ser

245

Phe

Lys

Asn

Ala

Thr

325

Gly

His

Gln

Glu

Ile

150

Pro

Ala

Gln

Gly

Ile

230

Pro

Gln

val

Pro

His

310

Gly

Gly

Ser

Ala

Ser

135

Gly

Gly

Arg

Asn

Leu

215

Val

Val

Val

Pro

Ser

295

Gly

Ser

Cys

Thr

Glu
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Thr

Ile

His

Thr

Glu

200

Thr

Asp

Phe

Ala

Ala

280

val

Tle

Pro

Ser

Asp

360

Thr

Lys

Ala

Ile

Thr

185

Thr

Ser

Phe

Thr

His

265

Ala

Ala

Asp

Ile

Gly

345

Ala

Ala

Thr

Gln

Thr

170

Serx

His

Leu

Ile

Asp

250

Leu

Tyr

Ala

Pro

Thr

330

Gly

Thr

Gly

39

Gly

Asn

155

Gly

Gly

Val

Phe

Pro

235

Asn

Ala

Thr

Asn

315

Tyr

Ala

Ser

Ala

Asn

140

Leu

His

Phe

Thr

Ser

220

Val

Ser

Ala

Ala

Leu

300

Ile

Ser

Tyr

Ile

Ala

Asn

Arg

val

Gly

205

Pro

Glu

Ser

Pro

Gln

285

Gly

Arg

Thr

Asp

Leu

365

Leu

Gly

Ser

Met

Ser

190

Gly

Gly

Asn

Pro

Thr

270

Gly

Phe

Thr

Tyr

Ile

350

Gly

Val

Ser

Gly

Ala

175

Leu

Ala

Ala

Leu

Pro

255

Gly

Tyr

Gly

Gly

Gly

335

Ile

Ile

val

Arg

Cys

160

Trp

Phe

Ala

Ser

Glu

240

Val

Ser

Lys

Ala

val

320

Lys

Ile

Gly

Leu



Ala

385

Glu

Ala

His

Gly

Pro

465

Gly

Thr

Ile

Thr

Arg

545

Ala

Leu

Leu

His

370

Thr

Glu

Tle

Ser

Ile

450

Thr

Tyr

Gln

Thr

Gly

530

Pro

Gly

Axg

Glu

Phe
610

Ala

Val

Pro

Lys

435

Asn

Ser

Thr

Thr

Leu

515

Arg

Ser

Cys

Ala

Phe

595

Leu

Thr

Ala

Leu

420

Lys

Ala

Gly

Gly

val

500

Pro

Gly

Gly

Ala

Tyr
580

Trp

Ser

Pro

Leu

405

Glu

Lys

Val

Asp

Asp

485

Asp

Gln

Lys

Met

Trp

565

Met

Glu

Gln

Pro

390

Ser

val

Cys

Ala

val

470

Phe

Phe

Asp

Pro

Phe
550

Tyr

Asn

Gly

Thr

375

Gly

Thr

Ile

Asp

Tyr

455

Val

Asp

Ser

Ala

Gly

535

Asp

Glu

Thr

Val

Lys
615
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Ser

Thr

Lys

Glu

440

Tyr

Val

Ser

Leu

val

520

Ile

Ser

Leu

Pro

Phe

600

Gln

val

Gly

Gly

425

Leu

Arg

Val

Val

Asp

505

Ser

Tyr

Ser

Thr

Gly

585

Thr

Ser

Thr

Glu

410

Gly

Ala

Gly

Ala

Ile

490

Pro

Arg

Arg

Val

Pro

570

Leu

Gly

Gly

40

Val

395

Ile

Arg

Ala

Leu

Thr

475

Asp

Thr

Thr

Phe

Leu

555

Ala

Pro

Leu

Glu

380

Pro

Pro

His

Lys

Asp

460

Asp

Cys

Phe

Gln

Val

540

Glu

Val

Thr

Asn
620

Phe

Leu

Leu

445

Val

Ala

Asn

Thr

Arg

525

Ala

Glu

Thr

Cys

His

605

Leu

Pro

Tyr

Ile

430

Val

Ser

Leu

Thr

Ile

510

Arg

Pro

cys

Thr

Gln

590

Ile

Pro

Asn

Gly

415

Phe

Ala

Val

Met

Cys

495

Glu

Gly

Gly

Val
575

Asp

Asp

Ile

400

Lys

Cys

Leu

Ile

Thx

480

Val

Thr

Arg

Glu

Asp

560

Arg

His

Ala

Leu



vVal
625

Ser

Ile

Ala

Ile

705

Cys

Gln

Ile

Glu

His

785

Val

Glu

Ala

Arg

Ala

Trp

Gly

Thx

Asp

690

Pro

Ser

Phe

Val

Cys

770

Gln

vVal

Glu

Glu

His
850

Asp

Pro

Leu

675

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro

755

Ser

Phe

Thr

Cys

Met

835

val

Gln

Gln

Thr

660

Thr

Glu

Arg

His

Gln

740

Asp

Gln

Lys

Pro

Ala

820

Leu

Gly

Ala

Met

645

Pro

His

Val

Glu

Leu

725

Lys

Lys

Ala

Glu

Asp

805

Ser

Lys

Pro

Thr

630

Trp

Leu

Pro

vVal

val

710

Pro

Ala

Glu

Ala

Lys

790

Lys

Lys

Ser

Gly

Val

Lys

Leu

val

Thr

695

Leu

Tyr

Leu

val

Pro

775

Val

Glu

Ala

Lys

Glu
855
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Cys

Cys

Tyr

Thr

680

Ser

Tyr

Ile

Gly

Leu
760

Tyr

Leu

Ile

Ala

Ile

840

Gly

Ala

Leu

Arg

665

Lys

Ala

Arg

Glu

Leu

745

Tyr

Ile

Gly

Leu

Leu

825

Gln

Ala

Arg

Ile

650

Leu

Tyr

Cys

Glu

Gln

730

Ser

Gln

Glu

Leu

Tyr

810

Ile

Gly

Val

41

Ala

635

Arg

Gly

Ile

Ser

Phe

715

Gly

Arg

Gln

Gln

Ile

795

Glu

Glu

Leu

Gln

Gln

Leu

Ala

Met

Gly

700

Asp

Met

Gly

Tyr

Ala

780

Asp

Ala

Glu

Leu

Trp
860

Ala

Lys

Val

Thr

685

Lys

Glu

Met

Gly

Asp

765

Gln

Asn

Phe

Gly

Gly

845

Met

Pro

Pro

Gln

670

Cys

Pro

Met

Leu

Lys

750

Glu

Val

Asp

Asp

Gln

830

Ile

Asn

Pro

Thr

655

Asn

Met

Ala

Glu

Ala

735

Pro

Met

Ile

Gln

Glu

815

Arg

Leu

Arg

Pro

640

Leu

Glu

Ser

Ile

Glu

720

Glu

Ala

Glu

Ala

val

800

Met

Met

Arg

Leu
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Ile Ala Phe Ala Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val
865 870 875 880

Pro Ser Arg Ser Arg Arg Phe Ala Gln Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg
88s 890 895

Pro Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Val Glu Thr Trp Lys Lys Pro Asp Tyr
900 905 910

Glu Pro Pro Val Val His Gly Arg Ser Ser Arg Arg Phe Ala Gln Ala
915 920 925

Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp Tyr Asn Pro Pro Leu Val Glu Thr
930 935 940

Trp Lys Lys Pro Asp Tyr Glu Pro Pro Val Val His Gly Arg Lys Thr
945 950 955 960

Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly
965 970 975

Gly Gln Ile Val Gly Arg Arg Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg
980 985 990

Pro Glu Gly Arg Thr Trp Ala Gln Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr
995 1000 1005

Gly Asn Lys Asp Arg Arg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly Lys Pro
1010 1015 1020

Gly Tyr Pro Trp Pro Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg
1025 1030 1035

Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly Arg
1040 1045 1050

Arg Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr
1055 1060 1065

Trp Ala Gln Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Lys Asp
1070 1075 1080

Arg Arg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly Lys Pro Gly Tyr Pro Trp
1085 1090 1095

Pro

42
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15
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30

<210>3

<211> 3297
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> MEFA 7.2
<400> 3
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43



atggctacaa
60

ttcgagcaga
120

gaaggcctgce
180

gcaggtccte
240

catgttggag
300

gaagattctg
360

catgaaaaag
420

gctggaagtc
480

aattgctcta
540

gcecgccagaa
600

actcacgtca
660

ccaggtgcca
720

acaaccatgc
780

ttccaggtgyg
840

gcatatgcag
900

ggctttggtg
960

aggctgtttg

aggaaagtaa

atggattcca

actttaatcc

acttgggcaa

tgatctcact

cagatgactt

gtttggettg

tctatcecegg

ctacctecggg

cgggaggcge

gccaaaacat

gatctceggt

ctcacctcca

ctcagggcta

cttacatgtc
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tgttttgaag

tggaccagtg

tgttcatgag

tctatccaga

tgtgactgct

ctcaggagac

gggcaaaggt

tggtgtaatt

ccatataacg

ctttgtctce

agcecgcecga

tcaattgatt

gttcacggat

tgctcccaca

taaggtgcta

caaggctcat

ggtgacggce

aaggtgtggg

tttggagata

aaacacggtg

gacaaagatg

cattgcatca

ggaaatgaag

gggatcgecce

ggtcaccgca

ttgttegece

actacgtectg

gtcgacttta

aactcctcetce

ggcagcggca

gtactcaacc

gggatcgatc

44

cagttcaagg

gaagcattaa

atacagcagg

ggccaaagga

gtgtggccga

ttggccgecac

aaagtacaaa

agaatttgaa

tggcatggaa

caggtgccaa

ggttgacctc

tcecetgtgga

caccagtagt

aaagcaccaa

cctetgttge

ctaacatcag

tattattaac

aggactgact

ctgtaccagt

tgaagagagg

tgtgtctatt

actggtggtc

gacaggaaac

ttectggttge

gcttggttcee

acaaaacgaa

tttgttctce

gaacctagag

gccccagagce

ggtcecegget

tgcaacactg

gaccggggtg



agaacaatta
1020

ggcgggtget
1080

gccacatccea
1140

ctggttgtge
1200

gaggaggttg
1260

gaagtaatca
1320

ctcgcecgcaa
1380

gtgtccgtcea
1440

ggctataccg
1500

gatttcagcc
1560

tccegeacte
1620

gcaccgggdg
1680

gcaggctgtg
1740

atgaacaccc
1800

acaggcctca
1860

cttccttacce
1920

tcgtgggacce
1980

cccctgectat
2040

aaatacatca
2100

aagccggcaa
2160

ccactggcag

¢ggggggcgce

tcttgggcecat

tcgeccaccge

ctctgtceccac

agdgggggag

agctggtcge

tccegetgece

gcgacttcga

ttgaccctac

aacgtcgggg

agcgccecte

cttggtatga

cggggcettcce

ctcatataga

tggtagcgta

agatgtggaa

acagactggg

tgacatgcat

tcatacctga
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ccccatcacg

ttatgacata

tggcactgtce

cacccctecg

caccggagag

acatctcatc

attgggcatc

cggcgatgtt

ctcggtgata

cttcaccatt

caggactggc

cggcatgttce

gctcacgcece

cgtgtgccag

tgecccacttt

ccaagccacce

gtgtttgatt

cgetgttecag

gtcggecgac

cagggaagtc

tactccacct

ataatttgtg

cttgaccaag

ggctccgtea

atcccecttttt

ttcectgtcatt

aatgccgtgg

gtcgtegtgg

gactgecctge

gagacaatca

agggggaagc

gactegtceg

gccgagacta

gaccatcttg

ctatcccaga

gtgtgcgcta

cgcctcaage

aatgaaatca

ctggaggtcg

ctctaccgag

45

acggcaagtt

acgagtgcca

cagagactgce

ctgtgcccca

acggcaaggce

caaagaagaa

cctactaccg

caaccgatgc

cctgtgtcac

cgctceccea

caggcatcta

tcctectgtga

cagttaggct

aattttggga

caaagcagag

gggctcaagce

ccaccctcceca

ccctgacgca

tecctgececge

agttcgatga

ccttgecgac

ctccacggat

gggggcgaga

tceccaacatce

tatccccecte

gtgcgacgaa

cggtcttgac

cctcatgacc

ccagacagtc

agatgctgtc

cagatttgtg

gtgctatgac

acgagcgtac

gggcgtcttt

tggggagaac

ccctececca

tgggccaaca

cccagtcace

atgctceggg

gatggaagag



cccattcagce
2220

aaggccct cg
2280

tatcaacaat
2340

caggtaatag
2400

gttgtgactc
2460

tccaaagccg
2520

caaggcctcc
2580

atgaaccggce
2640

cegtctagat
2700

ccececegetag
2760

tcttctegga
2820

ctagtggaga
2880

aaacgtaaca
2940

ggtcgcaggg
3000

cceggttace
3060

ggtaagccag
3120

gacgtcaagt
3180

gctcgtegge
3240

aataaggaca
3297

acttaccgta

gecctctcgeg

acgatgagat

ctcaccagtt

ctgacaaaga

cectcattga

tcgggatact

tgatagcctt

cccggagatt

tggagacgtg

gattcgccca

cgtggaaaaa

ccaaccggcg

gccctcecctat

cttggceccct

ggtacccttg

teccgggtgg

ccgagggcag

gacggtctac
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catcgagcaa

agggggcaag

ggaagagcct

caaggaaaaa

aatcttatat

ggaagggcag

gcgeccggcac

cgectccaga

cgceccaggec

gaaaaagccc

ggcecctgecec

gcccgactac

gccgcaggac

ccccaaggcet

ctatggcaat

gccaagaaag

cggtcagatc

gacctgggct

cggtaagtcc

gggatgatgce
ccggcaatcg
atacaagctg
gtccttggat
gaggcctttg
cggatggcegg
gttggtcctg
gggaaccatg
ctgecegttet
gactacgaac
gtttgggﬁgc
gaaccacctg
gtcaagttcc
cgtcggcceg
aaggacagac
accaaacgta
gttggtcgca
cagcccggtt

tggggtaage
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tcgccgagea

ttccagacaa

ccccatatat

tgatcgataa

atgagatgga

agatgctcaa

gcgagggggce

tttccececcecac

gggcgeggec

cacctgtggt

ggccggacta

tggtccatgg

cgggtggcgg

agggcaggac

ggtctacagg

acaccaaccg

ggggccctce

acccttggec

cagggtatcc

gttcaagcag

agaggtgttg

cgaacaagct

tgatcaagtg

agaaccaatc

gtctaagata

agtgcagtgg

gcactacgtt

ggactataac

ccacggcaga

taaccccceg

cagaaagacc

tcagatcgtt

ctgggctcag

taagtcctgg

acggccgcag

tatccccaag

cctctatggce

ttggcee
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<210>4
<211>1099
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> MEFA 7.2

<400> 4

47



Met

Gly

Trp

His

Phe

65

His

Asp

Ile

Lys

Leu

145

Asn

Lys

Ala

Ala

Ala

Ile

Gly

Glu

50

Asn

Val

val

Ile

Gly

130

Ala

Cys

Leu

Pro

Arg
210

Thr

Ile

Ser

35

Phe

Pro

Gly

Ser

Gly

115

Gly

Cys

Ser

Gly

Gly

195

Thr

Lys

Asn

20

Ile

Gly

Leu

Asp

Ile

100

Arg

Asn

Gly

Ile

Ser

180

Ala

Thr

Ala

Phe

Lys

Asp

Ser

Leu

85

Glu

Thr

Glu

Val

Tyr

165

Ala

Lys

Ser

val

Glu

Gly

Asn

Arg

70

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

150

Pro

Ala

Gln

Gly
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Cys
Gln
Leu
Thr
55

Lys
Asn
Ser
Val
Ser
135
Gly
Gly
Arg

Asn

Leu
215

vVal

Lys

Thr

40

Ala

His

Val

Val

Val

120

Thr

Ile

His

Thr

Glu

200

Thr

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Gly

Thr

Ile

105

His

Lys

Ala

Ile

Thr

185

Thr

Ser

48

Lys
10

Ser
Gly
Cys
Gly
Ala
90

Ser
Glu
Thr
Gln
Thr
170
Ser

His

Leu

Gly

Asn

Leu

Thr

Pro

75

Asp

Leu

Lys

Gly

Asn

155

Gly

Gly

val

Phe

Asp

Gly

His

Ser

60

Lys

Lys

Ser

Ala

Asn

140

Leu

His

Phe

Thr

Ser
220

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Asp

Asp

Gly

Asp

125

Ala

Asn

Arg

val

Gly

205

Pro

Pro

vVal

30

Phe

Gly

Glu

Gly

Asp

110

Asp

Gly

Sexr

Met

Ser

190

Gly

Gly

Val

15

Lys

His

Pro

Glu

Val

95

His

Leu

Ser

Gly

Ala

175

Leu

Ala

Ala

Gln

Val

val

His

Arg

80

Ala

Cys

Gly

Arg

Cys

160

Trp

Phe

Ala

Ser



Gln

225

Thr

val

Gly

vVal

Tyr

305

Phe

Cys

Thr

Ala

385

Glu

Ala

His

Gly

Asn

Thr

Pro

Lys

Leu

290

Met

Thr

Leu

Asp

val

370

Thx

Glu

Ile

Ser

Ile
450

Ile

Met

Gln

Ser

275

Val

Ser

Ile

Ala

Glu

355

Leu

Ala

val

Pro

Lys

435

Asn

Gln

Arg

Ser

260

Thx

Leu

Lys

Thr

Asp

340

cys

Asp

Thr

Ala

Leu

420

Lys

Ala

Leu

Ser

245

Phe

Lys

Asn

Ala

Thr

325

Gly

Gln

Pro

Leu

405

Glu

Lys

Val

Ile

230

Pro

Gln

val

Pro

His

310

Gly

Gly

Ser

Ala

Pro

390

Ser

Val

Cys

Ala

val

vVal

val

Pro

Ser

295

Gly

Ser

Cys

Thr

Glu

375

Gly

Thr

Ile

Asp

455
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Asp

Phe

Ala

280

val

Ile

Pro

Ser

Asp

360

Thr

Ser

Thr

Lys

Glu
440

Tyr

Phe

Thr

His

265

Ala

Ala

Asp

Ile

Gly

345

Ala

Ala

val

Gly

Gly

425

Leu

Ile

Asp

250

Leu

Tyr

Ala

Pro

Thr

330

Gly

Thr

Gly

Thr

Glu

410

Gly

Ala

Gly

49

Pro

235

Asn

His

Ala

Thr

Asn
315

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

395

Ile

Arg

Ala

Leu

val

Ser

Ala

Ala

Leu

300

Ile

Ser

Tyr

Ile

Arg

380

Pro

Pro

His

Lys

Asp
460

Glu

Ser

Pro

Gln

285

Gly

Arg

Thr

Asp

Leu

365

Leu

His

Phe

Leu

Leu

445

Val

Asn

Pro

Thr

270

Gly

Phe

Thr

Tyr

Ile

350

Gly

val

Pro

Tyr

Ile

430

Val

Ser

Leu

Pro

255

Gly

Gly

Gly

Gly

335

Ile

Ile

val

Asn

Gly

415

Phe

Ala

val

Glu

240

Val

Ser

Lys

Ala

Val

320

Lys

Ile

Gly

Leu

Ile

400

Lys

Cys

Leu

Ile



Pro

465

Gly

Thr

Ile

Thr

Arg

545

Ala

Leu

Leu

Val

625

Ser

His

Ile

Ala

Leu

Tyr

Gln

Thr

Gly

530

Pro

Gly

Arg

Glu

Phe

610

Ala

Trp

Gly

Thr

Asp
690

Pro

Thr

Thr

Leu

515

Arg

Ser

Cys

Ala

Phe

595

Leu

Tyr

Asp

Pro

Leu

675

Leu

Gly

Gly

Val

500

Pro

Gly

Gly

Ala

Tyr

580

Trp

Ser

Gln

Gln

Thr

660

Thr

Glu

Asp

Asp

485

Asp

Gln

Lys

Met

Trp

565

Met

Glu

Gln

Ala

Met

645

Pro

Val

Val

470

Phe

Phe

Asp

Pro

Phe
550

Tyx

Asn

Gly

Thr

Thr
630

Trp

Leu

Pro

Val

val

Asp

Ser

Ala

Gly

535

Asp

Glu

Thr

val

Lys

615

val

Lys

Leu

Val

Leu
695
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val

Ser

Leu

Val

520

Ile

Ser

Leu

Pro

Phe

600

Gln

Cys

Cys

Tyr

Thr

680

Pro

val

val

Asp

505

Sexr

Tyr

Ser

Thr

Gly

585

Thr

Ser

Ala

Leu

Arg

665

Lys

Ala

Ala

Ile

490

Pro

Arg

Arg

val

Pro

570

Leu

Gly

Gly

Arg

Ile

650

Leu

Cys

50

Thr
475

Asp

Thr

Thx

Phe

Leu

555

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

635

Arg

GlLy

Ile

Ser

Asp

cys

Phe

Gln

val
540

Cys

Glu

vVal

Thr

Asn

620

Gln

Leu

Ala

Met

Gly
700

Ala

Leu

Thr

Arg

525

Ala

Glu

Thr

Cys

His

605

Leu

Ala

Lys

val

Thr

685

Lys

Leu

Pro

Ile

510

Arg

Pro

cys

Thr

Gln

590

Ile

Pro

Pro

Pro

Gln

670

Cys

Pro

Met

Cys

495

Glu

Gly

Gly

Tyr

Val

575

Asp

Asp

Tyr

Pro

Thr

655

Asn

Met

Ala

Thr

480

val

Thr

Arg

Glu

Asp

560

His

Ala

Leu

Pro

640

Leu

Glu

Ser

Ile



Ile
705
Pro
Gln
Ile
Glu
His
785
Val

Glu

Ala

Ile

865

Pro

Pro

Giu

Leu

Trp

Pro

Ile

Phe

val

Pro

770

Gln

val

Glu

Glu

His

850

Ala

Ser

Asp

Pro

Pro

930

Lys

Asp

Gln

Lys

Pro

755

Ile

Phe

Thr

Pro

Met

835

vVal

Phe

Arg

Tyr

Pro

915

Val

Lys

Arg

His

Gln

740

Asp

Gln

Lys

Pro

Ile

820

Leu

Gly

Ala

Ser

Asn

900

Val

Trp

Pro

Glu

Leu

725

Lys

Lys

Ala

Glu

Asp

805

Ser

Lys

Pro

Ser

Arg

885

Pro

val

Ala

Asp

val

710

Pro

Ala

Glu

Ala

Lys

790

Lys

Lys

Ser

Gly

Arg

870

Arg

Pro

His

Arg

Tyx

Leu

Tyr

Leu

val

Pro

775

Val

Glu

Ala

Lys

Glu

855

Gly

Phe

Leu

Gly

Pro

935

Glu
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Tyr

Ile

Gly

Leu
760

TYr

Leu

Ile

Ala

Ile

840

Gly

Asn

Ala

val

Arg

920

Asp

Pro

Arg

Glu

Leu
745

Tyr

Ile

Gly

Leu

Leu

825

Gln

Ala

His

Gln

Glu

905

Ser

Tyx

Pro

Glu

Gln

730

Ser

Gln

Glu

Leu

810

Ile

Gly

Val

Val

Ala

890

Thr

Ser

Asn

val

51

Phe

715

Gly

Arg

Gln

Gln

Ile

795

Glu

Glu

Leu

Gln

Ser

875

Leu

Trp

Arg

Pro

val

Asp

Met

Gly

Tyr

Ala

780

Asp

Ala

Glu

Leu

Trp

860

Pro

Pro

Lys

Arg

Pro

940

His

Glu

Met

Gly

Asp

765

Gln

Asn

Phe

Gly

Gly

845

Met

Thx

val

Lys

Phe

925

Leu

Gly

Met

Leu

Lys

750

Glu

Val

Asp

Asp

Gln

830

Ile

Asn

His

Trp

Pro

910

Ala

val

Arg

Glu

Ala

735

Pro

Met

Ile

Gln

Glu

815

Arg

Leu

Arg

Tyr

Ala

895

Asp

Gln

Glu

Lys

Glu

720

Glu

Ala

Glu

Ala

Val

800

Met

Met

Arg

Leu

val

880

Arg

Tyx

Ala

Thr

Thr
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945

Lys

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Arg

Trp

Arg

Pro
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950 955 960

Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly
965 970 975

Gln Ile Val Gly Arg Arg Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg
980 985 990

Glu Gly Arg Thr Trp ARla Gln Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr
995 1000 1005

Asn Lys Asp Arg Arg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly Lys Pro
1010 1015 1020

Tyr Pro Trp Pro Arg Lys Thr Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg
1025 1030 1035

Gln Asp Val Lys Phe Pro @Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly Arg
1040 1045 1050

Gly Pro Pro Ile Pro Lys Ala Arg Arg Pro Glu Gly Arg Thr
1055 1060 1065

Ala Gln Pro Gly Tyr Pro Trp Pro Leu Tyr Gly Asn Lys Asp
1070 1075 1080

Arg Ser Thr Gly Lys Ser Trp Gly Lys Pro Gly Tyr Pro Trp
1085 1090 1095

52



10

15

20

25

30

ES 2371925713

<210>5

<211> 2058

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> un antigeno conformacional NS3/4a representativo (NS3/4a PI)
<400> 5

atggcgccca tcacggcgta cgcccagcag acaaggggcce tcctagggtg cataatcace
60

agcctaactg gccgggacaa aaaccaagtg gagggtgagg tccagattgt gtcaactgect
120

gcccaaacct tcctggcaac gtgcatcaat ggggtgtgect ggactgtcta ccacggggec
180
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ggaacgagga
240

caagaccttg
300

ggctcctcgg
360

ggtgatagca
420

gggggtcecge
480

acccgtggag
540

aggtccccgg
600

gctcacctcc
660

gctcagggct
720

gcttacatgt
780

accactggca
840

tcggggggeg
900

atcttgggca
960

ctcgccaccg
1020

gctctgtceca
1080

aaggggggga
1140

aagctggtcg
1200

atcccgccca
1260

ggcgacttcg
1320

cttgacccta
1380

ccatcgegte

tgggctggec

acctttacct

ggggcagcct

tgttgtgccce

tggctaaggce

tgttcacgga

atgctcccac

ataaggtgct

ccaaggctca

gccccatcac

cttatgacat

ttggcactgt

ccacccectcece

ccaccggaga

gacatctcat

cattgggcat

tcggecgatgt

actcggtgat

ccttcaccat
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acccaagggt

cgctccgcaa

ggtcacgagg

gctgtcgcece

cgcggggcac

ggtggacttt

taactcctcet

aggcagcggce

agtactcaac

tgggatcgat

gtactccacc

aataatttgt

ccttgaccaa

gggctcegtce

gatcecctttt

cttctgtcat

caatgccgtg

tgtcgtcegtg

agactgcaat

tgagacaatc

cctgtcatcece

ggtagccgat

cacgeccgatg

cggcccattt

gccgtgggea

ateccctgtgg

ccaccagtag

aaaagcacca

ccctetgttg

cctaacatca

tacggcaagt

gacgagtgcce

gcagagactg

actgtgcccc

tacggcaagg

tcaaagaaga

gcctactacc

gcaaccgatg

acgtgtgtca

acgctcccecce

54

agatgtatac

cattgacacc

tcattcccgt

cctacttgaa

tatttagggc

agaacctaga

tgccccagag

aggtccecggce

ctgcaacact

ggaccggggt

tccttgecga

actccacgga

cgggggcgag

atcccaacat

ctatccecct

agtgcgacga

gcggtettga

ccctcatgac

cccagacagt

aagatgctgt

caatgtagac

ctgcacttgc

gcgecggegyg

aggctcctcg

cgcggtgtge

gacaaccatg

cttccaggtg

tgcatatgca

gggctttggt

gagaacaatt

cggcgggtge

tgcecacatcc

actggttgtg

cgaggaggtt

cgaagtaatc

actcgccgca

cgtgteccgtce

cggctatacg

cgatttcagce

ctcecegeact
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caacgtcggg
1440

gagcgcccct
1500

gcttggtatg
1560

ccggggcette
1620

actcatatag
1680

ctggtagcgt
1740

cagatgtgga
1800

tacagactgg
1860

atgacatgca
1920

gtcctggetg
1980

gtecgtettgt
2040

gatgagatgg
2058

<210>6
<211> 686
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> un antigeno conformacional NS3/4a representativo (NS3/4a PI)

<400> 6

gcaggactgg

ccggcatgtt

agctcacgcec

ccgtgtgeca

atgcccactt

accaagccac

agtgtttgat

gcgectgttca

tgtcggecga

ctttggcecgce

ccgggaagcec

aagagtgc
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cagggggaag

cgactecgtce

cgccgagact

ggaccatctt

tctatccecag

cgtgtgcget

tcgcctcaag

gaatgaaatc

cctggaggte

gtattgcctg

ggcaatcata

ccaggcatct

gtcetctgtg

acagttaggc

gaattttggg

acaaagcaga

agggctcaag

ccecaccctee

accctgacgc

gtcacgagca

tcaacaggct

cctgacaggg

55

acagatttgt

agtgctatga

tacgagcgta

agggcgtcectt

gtggggagaa

ccectcececce

atgggccaac

acccagtcac

cctgggtgcet

gcgtggteat

aagtcctcta

ggcaccgggg

cgcaggctgt

catgaacacc

tacaggcctc

ccttecttac

atcgtgggac

acccctgcta

caaatacatc

cgttggcggce

agtgggcagg

ccgagagttce
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Met Ala Pro Ile Thr Ala Tyr Ala Gln Gln Thr Arg Gly Leu Leu Gly
1 S 10 15

Cys Ile Ile Thr Ser Leu Thr Gly Arg Asp Lys Asn Gln Val Glu Gly
20 25 30

Glu Val Gln Ile Val Ser Thr Ala Ala Gln Thr Phe Leu Ala Thr Cys
35 40 45

Ile Asn Gly Val Cys Trp Thr Val Tyr His Gly Ala Gly Thr Arg Thr
50 55 60

Ile Ala Ser Pro Lys Gly Pro Val Ile Gln Met Tyr Thr Asn Val Asp
65 70 75 80
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Gln

Pro

Asp

Ser

Leu

145

Thr

Glu

val

Ser

Lys

225

Ala

val

Lys

Ile

Gly

305

Leu

Ile

Lys

cys

Leu
385

Ile

Asp

cys

val

Pro

130

Cys

Arg

Thr

vVal

Gly

210

val

Arg

Phe

Cys

290

Thr

Ala

Glu

Ala

His
370
Gly

Pro

Leu

Thx

Ile

115

Arg

Pro

Gly

Thr

Pro

195

Lys

Leu

Met

Thr

Leu

275

Asp

val’

Thr

Glu

Ile

355

Ser

Ile

Pro

val

Cys

100

Pro

Pro

Ala

val

Met

180

Gln

Ser

Val

Ser

Ile

260

Ala

Glu

Leu

Ala

Val

340

Pro

Lys

Asn

Ile

Gly

85

Gly

val

Ile

Gly

Ala

165

Arg

Ser

Thr

Leu

Lys

245

Thr

Asp

Cys

Asp

Thr

325

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

His

150

Lys

Ser

Phe

Lys

Asn

230

Ala

Thr

Gly

His

Gln

310

Pro

Leu

Glu

Lys

Val
390

Asp

Pro

Ser

Arg

Tyr

135

Ala

Ala

Pro

Gln

val

215

Pro

Gly

Gly

Ser

295

Ala

Pro

Ser

Val

Cys
375
Ala

val
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Ala

Asp

Arg

120

Leu

val

Val

val

val

200

Pro

Ser

Gly

Ser

Cys
280
Thr
Glu
Gly
Thr
Ile
360

Asp

Tyr

val

Pro

Leu

105

Gly

Lys

Gly

Asp

Phe

185

Ala

Ala

Vval

Ile

Pro

265

Ser

Asp

Thr

Ser

Thr

345

Lys

Glu

Tyr

Val

Gln

90

Asp

Gly

Ile

Phe

170

Thr

Ala

Ala

Asp

250

Ile

Gly

Ala

Ala

val

330

Gly

Gly

Leu

Arg

Val

57

Gly
Leu
Ser
Ser
Phe
155
Ile
Asp
Leu
Tyr
Ala
235
Pro
Thr
Gly
Thr
Gly
315
Thr
Glu
Gly
Ala

Gly
395

Ala

Ser

val

Arg

Ser

140

Arg

Pro

Asn

His

Ala

220

Thr

Asn

Ala

Ser

300

Ala

val

Ile

Arg

Ala
380
Leu

Thr

Arg

Thr

Gly

125

Gly

Ala

val

Ser

Ala

205

Ala

Leu

Ile

Ser

Tyr
285
Ile
Arg
Pro
Pro
His
365
Lys

Asp

Asp

Serx
Axrg
110
Ser
Gly
Ala
Glu
Ser
190
Pro
Gln
Gly
Arg
Thr
270
Asp
Leu
Leu
His
Phe
350

Leu

Leu

Val

Ala

Leu

95

Leu

Pro

Val

Asn

175

Pro

Thr

Gly

Phe

Thr
255

Tyr

Ile

Gly

Val

Pro

335

Tyr

Ile

val

Ser

Leu

Thr

Ala

Leu

Leu

cys

160

Leu

Pro

Gly

Tyr

Gly

240

Gly

Gly

Ile

Ile

val

320

Asn

Gly

Phe

Ala

Val
400

Met



Thr

val

Thr

Arg

465

Glu

Asp

Ala
545

Leu

Pro

Leu

Glu

Ser

625

val

Ile

<210>7
<211> 21
<212> PRT
<213> Artifi
<220>

Gly

Thr

Ile

450

Thr

Arg

Ala

Leu

Leu
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<223> Epitopos del VHC
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REIVINDICACIONES

1. Un antigeno modificado de fusion de mdltiples epitopos (MEFA) del virus de la hepatitis C (VHC), en el que dicho MEFA
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos 80 % con la secuencia contigua
de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4, con la condicion de que los aminoacidos en las posiciones 466, 467,
493, 494, 695, 696, 721, 722, 770, 771, 819 y 820, numeradas con respecto a la SEC ID N° 4, mantengan los
aminoacidos en las correspondientes posiciones de la SEC ID N° 4.,

2. El MEFA modificado de la reivindicacion 1, comprendiendo dicho MEFA una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencia de al menos el 90 % con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4.

3. EI MEFA modificado de la reivindicaciéon 1, comprendiendo dicho MEFA una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencia de al menos el 98% con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4.

4. El MEFA modificado DE la reivindicacién 1, comprendiendo dicho MEFA la secuencia contigua de aminoacidos
representada en la SEC ID N° 4.

5. Un soporte sdlido para inmunoensayo que comprende el MEFA modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. El soporte sdlido de inmunoensayo de la reivindicacion 5, que comprende ademas al menos un epitopo conformacional
NS3/4a del VHC, en el que dicho epitopo conformacional NS3/4a reacciona especificamente con anticuerpos anti-VHC
presentes en una muestra biolégica de un individuo infectado por VHC.

7. Un procedimiento para producir un soporte solido para inmunoensayo, que comprende:
(a) proporcionar un soporte sélido; y
(b) unir al soporte sélido al menos un MEFA modificado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, que ademas comprende unir al soporte sélido en una posicion discreta un
epitopo conformacional NS3/4a del VHC, en el que el epitopo conformacional reacciona especificamente con anticuerpos
anti-VHC presentes en una muestra bioldgica de un individuo infectado por VHC.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8 o el soporte sélido para inmunoensayo de la reivindicacion 6, en el que el epitopo
conformacional NS3/4a comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos el 80%
con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

10. El procedimiento de la reivindicacién 8 o el soporte sélido para inmunoensayo de la reivindicacion 6, en el que el
epitopo conformacional NS3/4a comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos
el 90% con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

11. El procedimiento de la reivindicacién 8 o el soporte sélido para inmunoensayo de la reivindicaciéon 6, en el que el
epitopo conformacional NS3/4a comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos
el 98% con la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

12. El procedimiento de la reivindicacién 8 o el soporte sélido para inmunoensayo de la reivindicacién 6, en el que el
epitopo conformacional NS3/4a comprende la secuencia contigua de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

13. El procedimiento de la reivindicacion 8 o el soporte sélido para inmunoensayo de la reivindicacion 6, en el que el
epitopo conformacional NS3/4a consiste en la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 6.

14. Un procedimiento de deteccion infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) en una muestra biolégica, comprendiendo
dicho procedimiento:

(a) proporcionar un soporte sélido para inmunoensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 0 9-13;

(b) combinar una muestra biolégica con dicho soporte sélido en condiciones que permitan que los anticuerpos del VHC,
cuando estén presentes en la muestra bioldgica, se unan a dicho MEFA y a dicho epitopo conformacional NS3/4a si esta
presente, para formar un primer complejo inmunitario.

(c) anadir al soporte sdélido de la etapa (b) en condiciones formadoras de complejo un anticuerpo marcado de forma que se
pueda detectar, en el que el anticuerpo marcado reacciona con dicho complejo inmunitario;

(d) detectar segundos complejos inmunitarios formados entre el anticuerpo marcado de forma que se pueda detectar y el
primer complejo inmunitario, si existe, como indicacién de infeccion por VHC en la muestra biolégica.

15. Un kit de ensayo para inmunodiagnéstico que comprende el soporte solido para inmunoensayo de cualquiera de las
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reivindicaciones 5, 6 0 9-13, e instrucciones para realizar el ensayo para inmunodiagndstico.

16. Un polinucledtido que comprende una secuencia codificadora para el MEFA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

17. Un vector recombinante que comprende:
(a) un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 16;

(b) y elementos de control unidos operativamente a dicho polinucleétido de modo que la secuencia codificadora se pueda
transcribir y traducir en una célula huésped.

18. Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la reivindicacion 17.
19. Un procedimiento para producir un MEFA recombinante, que comprende:
(a) proporcionar una poblacion de células huésped de acuerdo con la reivindicacion 18; y

(b) cultivar dicha poblacién de células en condiciones mediante las cuales se expresa el antigeno de fusion de mdltiples
epitopos codificado por la secuencia codificadora presente en dicho vector recombinante.
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